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Résumé

Ce travail de these est une contribution & la valorisation chimique et pharmacologique de deux plantes
Marocaine a savoir Opuntia ficus indica et Opuntia megacantha. En raison de leur teneur en composés
phénoliques et d'autres antioxydants naturels, ces plantes pourraient étre considérées comme une source
potentielle de produits naturels a haute valeur additive. Le but de cette étude était de caractériser et valoriser ce
co-produit. Le premier volet de ce travail a porté sur 1’évaluation des teneurs en antioxydants et la capacité
antioxydante des graines, des cladodes et des fleurs pour les deux plantes dans quatre régions de récolte
distinctes, ainsi que la corrélation entre les composés antioxydants et leur capacité antioxydante a été réalisée
par I’analyse en composants principaux. Le deuxiéme volet de ce travail a consisté d’appliquer la méthodologie
de la surface de réponse et d'étudier I'effet de trois facteurs tels que la température du processus de torréfaction,
la durée de la torréfaction et la durée de l'extraction sur les graines d’opuntia ficus indica, afin d'optimiser le
Total Phenolic Content, Total Flavonoids Content, Total Condensed Tannins Content, Total Sugars Content et
I'activité antioxydante par les méthodes DPPH et ABTS. Le troisiéme volet de ce travail a été consacré a 1’étude
de la composition en acides gras et en stérols des huiles de graine extraites par extraction a froid. De plus,
l'activité antioxydante des huiles a été évaluée. Les approches expérimentales ont été renforcées par une
approche in silico (Docking moléculaire) pour les constituants majeurs de cette huile végétale. Le quateriéme
volet de ce travail a consisté a évaluer(i) le profil antidiabétique in vitro de I'huile végeétale d'opuntia ficus
indica par l'inhibition d’enzymes digestives (a-glucosidase et a-amylase), les études d'amarrage moléculaire ont
été réalisées sur ces enzymes ,ainsi que 1’évaluation (ii) de l'activité antibactérienne a été faite contre six
souches bactériennes.

Mots-clés :Opuntia ficus indica, Opuntia megacantha,activité antioxydante, activité antidiabétique, activité
antibactérienne, méthodologie de la surface de réponse (RMS), Docking moléculaire.



Abstract

This thesis work is a contribution to the chemical and pharmacological valuation of two Moroccan plants,
namely Opuntia ficus indica and Opuntia megacantha. Due to their content of phenolic compounds and other
natural antioxidants, these plants could be considered as a potential source of natural products with high additive
value. The aim of this study was to characterize and valorize this co-product. The first part of this work focused
on the evaluation of the antioxidant content and the antioxidant capacity of seeds, cladodes and flowers for the
two plants in four regions. of distinct harvests, as well as the correlation between antioxidant compounds and
their antioxidant capacity was carried out by principal component analysis. The second part of this work
consisted in applying the response surface methodology and studying the effect of three factors such as the
temperature of the roasting process, the duration of the roasting and the duration of the extraction on opuntia
ficus indica seeds, in order to optimize the Total Phenolic Content, Total Flavonoids Content, Total Condensed
Tannins Content, Total Sugars Content and the antioxidant activity by the DPPH and ABTS methods. The third
part of this work was devoted to the study of the fatty acid and sterol composition of seed oils extracted by cold
extraction.In addition, the antioxidant activity of the oils was evaluated. The experimental approaches were
reinforced by an in silico approach (molecular docking) for the major constituents of this vegetable oil. The
fourth part of this work consisted in evaluating (i) the antidiabetic profile in vitro of the vegetable oil of opuntia
ficus indica by the inhibition of digestive enzymes (a-glucosidase and a-amylase), the docking studies
molecular studies were carried out on these enzymes, as well as the evaluation (ii) of the antibacterial activity
was carried out against six bacterial strains.

Keywords: Opuntia ficus indica, Opuntia megacantha. antioxidant activity, antidiabetic activity, antibacterial
activity, response surface methodology (RMS), molecular docking.
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Introduction générale

L'utilisation médicinale des plantes a été considérée I'une des pratiques thérapeutiques les plus
anciennes. A I'époque, I'nomme s'est soigné avec les plantes qu'il avait & sa disposition contre
nombreuses maladies telles que ; toux, rhume, la malaria, ou la tuberculose. [1].1 y a environ
pres de 240 000 a 300 000 espéces de plantes a fleurs sur terre. Moins de 10% de ces espéces
auraient été étudiées scientifiquement pour leurs propriétés pharmacologiques [2-4]. Les plantes
peuvent étre considérées comme des bibliotheques de petites molécules de métabolites
secondaires (composes organiques )avec une diversité structurale qui, autrement, ne pourrait pas
étre disponibles dans un laboratoire de synthese chimique[5-6]. Elles contiennent un grand
nombre de molécules qui ont des intéréts multiples mis a profit dans 1’industrie, en alimentation,
en cosmétologie et en dermopharmacie, parmi ces composés on retrouve, les coumarines, les
alcaloides, les acides phénoliques, les tannins, les lignanes, les terpenes et les flavonoides [7-8].
Aujourd'hui, selon l'organisation mondiale de la santé (OMS), prés de 80% des populations
dépendent de la médecine traditionnelle pour le traitement de diverses maladies. Des avantages
économiques considérables dans le développement de la médecine traditionnelle ont été
constatés d’ou la nécessité d’une valorisation des plantes [9]. Au Maroc I’agriculture joue un role
important dans 1’économie nationale et les cultures pluviales occupent une part importante de la
surface agricole utile (90%). Les terres arides au Maroc s’étendent sur une superficie dépassant
33 millions d’hectares, et les tendances futures montrent une baisse de précipitations et une
augmentation de la température au niveau national. L’agriculture des zones arides est basée
essentiellement sur des espéces qui résistent a la sécheresse, notamment le cactus. C’est une
plante qui a ’aptitude de vivre avec une faible quantité d’eau et de supporter une longue période
de sécheresse [10,11]. Elle est considerée une espece adéquate pour une agriculture durable au
Maroc grace a sa résistance a la sécheresse, la lutte contre la désertification et a son utilisation
dans I’alimentation de ’Homme et du bétail. C’est une plante qui est économiquement
importante, mais qui reste trés peu exploitée. Elle peut étre valorisée en produits
agroalimentaires, cosmetiques et pharmaceutiques. Ces produits vont jouer un rdle socio-
économique important pour les agriculteurs et les populations rurales et vont contribuer au
développement durable en milieu rural [10]. Ce présent travail est présenté en trois parties :

Dans, la premiere partie de ce manuscrit. Le chapitre(l) portera des genéralités sur le figuier de

Barbarie, son origine, sa diffusion, sa biosynthese, sa morphologie, sa classification, sa



composition chimique et son utilisation. Le chapitre (I1) sera consacré sur des généralités sur les
radicaux libres, et le stress oxydatif, ainsi que les métabolites primaire et secondaire.

Dans la deuxieme partie, nous avons presenté la partie expérimentale qui se déroule en
deux axes : dans le premier axe (chapitre 1), nous avons cité les différentes méthodes utilisées
pour I’extraction et la détermination de la composition chimique des différents extraits,
également les protocoles d’évaluation du pouvoir antioxydant, antidiabétique et antimicrobien
des extraits. Le deuxiéme axe (chapitre Il) envisage les méthodes de simulation et outils
informatiques assistés par ordinateur utilisés dans ce travail pour la modelisation et pour 1’étude
de la corrélation structure-propriétes.

La troisieme partie, nous avons rapporté les résultats obtenus dans ce travail en quatre
chapitres, le chapitre | présent les résultats de I’étude comparative de 1’activité antioxydante des
extraits méthanoliques d’Opuntia ficus indica et d'Opuntia megacantha collectés dans quater
régions différentes. Le chapitre (II) montre les résultats de 1’optimisation des composées
phénoliques des grains d’opuntia ficus india par la méthodologie des surfaces de réponse.

Le chapitre III présent les résultats pratiques de I’évaluation de 1’activité antioxydante de
I’huile végétale d’opuntia ficus indica, ainsi que leurs résultats théoriques par le Docking
moléculaire contre I'enzyme Peroxiredoxine humaine 5 (PDB ID: 1 HD2) afin de comprendre
leurs mécanismes d’action.

Le dernier chapitre (IV) sera montrer les résultats pratiques de 1’activité antidiabétique et
antibactérienne de I’huile végétale d’opuntia ficus indica, ainsi leurs résultats’ d’assimilation

théorique.
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Chapitre | : Généralités sur le figuier de Barabrie

1. Introduction

Le figuier de Barbarie est une plante succulente appartenant a la famille des cactus, plus
précisément au genre Opuntia. Il est cultivé dans des climats arides et semi-arides, comme en
Méditerranée et en Amérique centrale [12]. Les régions semi-arides du Mexique ont la plus
grande diversité de cactus au monde [13]. Il existe environ 300 espéces du genre Opuntia, dont
beaucoup produisent des tiges et des fruits trés tendres et comestibles [14]. Parmi ces espéces, on
trouve Opuntia ficus-indica (inerme ou sans épines) et Opuntia megacantha (épineuse)

largement connues sous le nom de figuier de Barbarie, ils étaient 1’objet de cette étude (figure.1).

Figure 1 :Deux especes du figuier de Barbarie appartenant au genre Opunita, (a) : Opuntia ficus indica

(inerme), Opuntia megacantha (épineuse).

Les jeunes parties de la tige de cactus (cladodes) sont généralement consommées comme
légumes dans les salades, tandis que les fruits sont consommeés frais[15]. La composition
chimique des jeunes parties de la tige dépend de la variété, du stade de croissance et des
conditions environnementales. Elles ont une valeur nutritionnelle élevée, principalement en
raison de leurs ressources minérales, de leurs protéines, de leurs fibres alimentaires et de leurs
composants phytochimiques [16]. Elles sont utilisees & des fins médicinales et cosmétiques,
comme aliments ou matériaux de construction, et comme source de pigments naturels.
Cependant, leurs utilisations sont encore principalement limitées au pays d’origine [17].



2. Cactées

2.1.Définition

La famille des cactus appartient aux plantes succulentes. Grace au leur systeme de stockage de
I'eau, ils peuvent survivre sur leurs réserves pendant la sécheresse temporaire. Dans des
conditions similaires, la plupart des autres plantes se fanent et meurent en raison du manque
d'eau [17]. Leur aspect souvent étrange est associé a des mutations qu'ils produisent pour stocker
I'eau dans leurs tiges, feuilles ou racines. D'autres développements plus importants ont permis
d'augmenter les réserves d'eau en réduisant I'évaporation. Leur peau est généralement charnue ou
recouverte de poils ou d'un revétement cireux qui réduit I'évaporation. L'écorce épineuse dense
joue un role déterminant et limite la chaleur solaire intense en apportant un ombrage partiel aux
plantes. Par rapport aux d'autres plantes « normales », les cellules de ces plantes peuvent résister
a des changements plus importants de la teneur en eau [17]. 1l existe de trés vieux mythes sur les
cactus. Les cactus sont des symboles importants chez les Azteques du Mexique et les Incas du
Pérou. Les propriétés curatives et divinatoires des cactus peuvent étre observées dans de

nombreux batiments, poteries et autres objets du quotidien [17].

2.2. Origine etdiffusion

Presque tous les cactus proviennent du nouveau monde et certaines espéces s'étendent au nord de
I'Alberta au Canada, tandis que d'autres s'étendent au sud jusqu'en Patagonie (figure 2)[19].Les
seules exceptions sont certaines especes trouvées en Afrique orientale et a Madagascar, qui

peuvent avoir été introduites par des oiseaux migrateurs et y continuer d’évoluer [17].
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Figure 2 : Carte illustrant I'aire de distribution du cactus a son origine [19].
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La culture des cactus est originaire des hautes terres du Mexique qui se caractérise par un climat
chaud et sec [20].

Ces régions semi-arides du Mexique présentent une énorme diversité genétique d'espéces de
cactus cultivées et sauvages. Plusieurs especes ont été introduites dans d'autres parties du monde
ayant un climat semi-aride, telles que 1’ Australie, 1’ Afrique du Sud, le Madagascar ou la région
méditerranéenne. Les cactus ont été introduits en Europe méditerranéenne a la fin du 15eme
siécle et au début du 16éme siecle pour fournir de la nourriture aux résidents indigénes. Il a
également été introduit en Afrique du Nord et en Afrique du Sud et dans tout le bassin
méditerranéen au XVle siecle. Actuellement, il est cultivé dans les zones arides et semi-arides de
plusieurs pays. En tant que culture, les cactus etaient inconnus en Europe avant le départ de
Christophe Colomb. L'Espagnol Gonzalo Fernandez de Oviedo Valdes I'a décrit pour la premiere
fois avec précision dans I'Histoire des Antilles de 1535.Depuis longtemps, son fruit a été un
aliment important dans I'alimentation indienne[21]. Le Mexique a utilisé le genre cactus depuis
avant les Hispaniques, combiné au mais et & l'agave, constituant ensemble la piéce maitresse de
I’économie agricole de la civilisation aztéeque. Ces dernieres années, il y a eu un intérét croissant
pour diverses especes de cactus car on pense qu'elles jouent un réle dans le succes des systemes
agricoles durables dans les zones marginales, en particulier dans les zones arides et semi-arides
[22].

2.3.Morphologie

Les cactées ont des formes diverses, allant de plantes miniatures jusqu'a de grands arbres
atteignant pres de 25 m de hauteur. Cependant a 1’exception du genre Preskia et des genres
proches qui ont des feuilles normales, des aiguillons et une structure un peu élémentaire pour les
fleurs et les fruits, tous les autres genres sont trés similaires. Ces autres genres sont en fait sans
feuilles et le processus de photosynthese se produit dans des tiges vertes charnues[19].

C’est au niveau des aréole que les épines, les nouveaux rameaux et les fleurs sont apparues. Il
existe quelques exceptions, comme les Echinocereus dont les boutons floraux percent la paroi de
la tige pres d’une aréole, les Mammillaria et les Corphanta chez qui les boutons sortent d’un
emplacement axillaire entre les tubercules ou d’une gorge partant de 1’aréole du tubercule. Les
fleurs du cactus sont sessiles, la seule exception étant fournie par les Pereskias a fleurs
pédonculées (figure3). Les fruits sont généralement des baies juteuses,mais dans quelques
genres, il s’agit de capsules séches d’ou les graines s’échappent soit par un pore basal ou par une

fente irréguliere [19].
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Figure 3 : Schéma illustrant quelques organes du cactus, (a) : fleur de cactus d'apres 1'exemple d’Opuntia,
(b) : jeune plante montrant sa structure tuberculée, qui en approchant de la maturité, deviendra une
formation a cdte, (c) : coupe d’une tige de Carnegiea giganta montrant la structure cotelée et la fagon dont
une autre cote se forme au fur et a mesure du développement de la tige [19].

2.4 Classification

La famille des cactacées est subdivisée en huit groupes, dont chacun d’entre euxcomprend

plusieurs genres[19].

* Groupe Pereskia : Plante a feuilles, mais sans glochides. Les graines noires sont sans
arilles (enveloppe extérieure ou appendice fixé au pédoncule de 1’ovule). Genres
Maihuenia,Pereskia.

* Groupe Opuntia : Plantes a petites ou minuscules feuilles et glochides.Lesgraines sont

ailées ou munies d’un arille.

Genres : Opuntia, Pereskiopsis, Pterocactus, Quiabentia, Tacinga.

+ Groupe Cereus : Plantes sans feuilles ni glochides, a graines noires ou brunes. Ces plantes
sont ordinairement colonnaires, cOtelées et généralement pourvues de nombreux aiguillons.
L’extérieur de la base du tube floral et nu ou épineux. Genres : Armatocereus, Arrojadoa,

Jasminocereus, Monvillea, Wilcoxiaetc.

+  Groupe Echinopsis : Comme le groupe Cereus, sauf que les plantes peuvent étre naines et
7



que I’extérieur du tube floral est généralement pourvu de poils ou peut posséder des écailles
étroites.

Genre:Acanthocalycium, Arequipa, Espostoa, Mila, Oroya, Weingartia etc.

* Groupe Hylocereus: Comme le groupe Cereus, mais les plantes sont épiphytes, souvent
a racines aériennes, et cotelées. Les aiguillons sont souvent assez peu nombreuses ou
complétement absentes.

Genres : Aporocactus, Cryptocactus, Hylocereus, Rhipsalis, Wittia etc.

* Groupe Neoporteria : Plantes généralement naines, globuleuse a courtes, cylindriques et
cotelées. La base du tube floral est un peu laineuse, avec des aiguillons dans lehaut.

Genres : Austrocactus, Frailea, Nonocactus, Parodia, Wigginsia, etc.

* Groupe Melocactus : Comme le groupe Neoporteria, la base du tube floral est nue ou
laineuse, mais sans aiguillons. Les fleurs sont portées sur un cephalium terminal, sauf chez les
Buiningia ou il estlatéral.

Genre : Buiningia, Discocactus, Melocactus.

* Groupe Echinocactus : Comme le groupe Melocactus, sauf que les fleurs apparaissent
au centre, mais sanscephalium.

Genre : Ariocarpus, Aztekium, Islaya, Solisia, Strombocactus, Toumeya, etc.

3. Figuier deBarbarie
3.1. Définition

La figue de barbarie est originaire du Mexique et convient trés bien aux régions arides et semi-
arides [23]. Il occupe une place importante dans l'alimentation humaine et est également utilisé
comme aliment pour le bétail. Parce qu'elle pousse dans des conditions environnementales

prospeéres et résiste aux conditions météorologiques extrémes [24].

Elle est considéréé comme une plante arborescente robuste d'une hauteur de 3 a 5 m. Le tronc est
épais et ligneux et une organisation en articles aplatis, de forme elliptique ou ovoidale de couleur
vert-mat, ayant 30 a 50 cm de longueur, 15 a 15 cm de largeur, et 1.5 a 3 cm de I'épaisseur, ils
appelées cladodes ou raquettes.Les cladodes assurent la fonction chlorophyllienne et sont
recouvertes d’une cuticule cireuse (la cutine) qui limite la transpiration et les protége contre les
prédateurs. Les feuilles sont coniques, d'environ quelques millimetres de longueur, et
éphemeres, apparaissant sur les cladodes jeunes. A leur base, se trouvent les aréoles (environ 150

par cladodes) qui sont des bourgeons axillaires modifiés, typiques des Cactacées.
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Leurs meéristemes produisent des épines, des glochides, des racines adventives, de nouveaux
cladodes ou des fleurs. Les épines sont blanchatres, sclérifiées, solidement implantées et longues

de 1 a2 cm. Il existe deux variétés, la variété inerme et 1’épineuse.

Les glochides sont de fines épines de quelques millimétres de couleur brunatre, se décrochent
facilement, munies de minuscules écailles en forme d’hamegons s’implantant solidement dans la
peau. lls apparaissent méme dans la variété inerme. Les fleurs marginales sur le sommet des
cladodes agées d’un an, et le généralement sur les aréoles situées au sommet des cladodes ou sur
la face la plus exposée au soleil, sont hermaphrodites, de couleur jaunatre et deviennent
rougeatres a I’approche de la sénescence de la plante. En principe, un cladode peut porter jusqu’a
trentaine de fleurs. Ses fruits sont des baies charnues ovoides ou piriformes, uniloculaires et

polyspermiques [25].
3.2 Position systématique

De nombreux auteurs ont classé le Genre Opuntia. Jusqu'a présentla position systématiquelaplus
valable du figuier de barbarie est la suivante[26] :

Reégne : Plantae

Sous regne :Tracheobionta
Division :Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida
Sous-classe :Caryophyllidae
Ordre : Caryophyllales

Famille :Cactaceae

Sous-famille : Opuntioideae

Tribu :Opuntieae

Genre :Opuntia

Sous-genre :Platyopuntia

Espéce: Opuntia ficus indica, Opuntia megacantha.
Nom commun :Figuier de Barbarie

Nom latin :Opuntia ficus-indica, Opuntia megacantha.



Autres noms :Figuier des Indes, figue du désert, nopal, semelle du pape, figuier d'Espagne

Le genre Opuntia appartient a la famille des Cactaceaes, ordre des Caryophyllalles et la sous-
classe des Caryophyllidaes. Il existe environ 130 genres et 1500 espéces dans la famille des
Cactaceaes, dont 300 appartiennent au genre Opuntia[20]. Le groupe des Opuntiaeaes comprend
le genre Opuntia, subdivisé a son tour en quatre sous-genres : Platyopuntia, Cylindropuntia,
Tephrocactus et Brasiliopuntia. Le sous- genre Platyopuntia comprend 150 a 300 espéeces
décrites, on a I’espéce Opuntia megacantha et la séric des ficus-indicae, qui comprennent

1I’Opuntia ficus-indica et qui sont appelés le figuier de Barbarie [20].

L’Opuntia ficus-indica et I’Opuntia megacantha ont la plus grande importance agronomique,
que ce soit pour leur fruit comestible ou pour les raquettes qui peuvent étre utilisées comme
fourrage ou comme légumes[20]. La domestication d’Opuntia ficus-indica a commencé il y’a
environ 8000 ans. Il en existe une forme épineuse et une forme inerme. De nombreux auteurs
considérent 1’Opuntia megacantha comme un synonyme d’Opuntia ficus-indica, toujours
considérée comme la forme inerme. La preuve la plus évidente est que I’Opuntia megacantha est
une forme d’Opuntia ficus-indica mais dans des conditions de stress, certaines cladodes de la
forme inerme peuvent commencer a développer des épines. Par ailleurs, les plantes qui
proviennent a partir des graines d’especes sans €pines peuvent générer des formes €pineuses,

caractérisées par une grande variabilité [26].

3.3. Origine et Distribution géographique d’Opuntia ficusindica

Le genre Opuntia est originaire du Mexique [27]. Sa répartition géographique est tres étendue
(Figure 4) : Mexique, Sicile, Chili, Brésil, Turquie, Corée du Sud, Argentine et Afrique du Nord.
Il a été introduit pour la premiere fois en Espagne et a été introduit en Afrique du Nord et en
Afrique du Sud a la fin du XVle siecle. Il s'est répandu rapidement dans le bassin méditerranéen,
ou il s'est naturalisé et est devenu une caractéristique du paysage [28]. Il a été essentiellement
développé en Mediterranée occidentale : sud de I'Espagne, Portugal et Afrique du Nord (Tunisie,
Algérie et Maroc) [29]. Dans certains pays comme ['ltalie, I'Espagne et le Mexique, grace a des
programmes de recherche et développement, les cactus sont cultivés de maniere intensive et
moderne pour produire des fruits ou des aliments pour animaux, voire pour un usage industriel
[20]. En revanche, en Australie et en Afrique du Sud, cette plante, en particulier la variété

asperme est considérée comme une mauvaise herbe [27].
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Figure 4 : Répartition mondiale d’Opuntia ficus indica (www.map_of_opuntia ficus indica)

3.4 Répartitiongéographique au Maroc

Le figuier de Barbarie a été cultivé depuis longtemps cultivé au Maroc. Il a été introduit pres de
trois siécles au moins. Du nord au sud, il est le plus souvent utilisé comme haie, également
utilisé comme fruit comestible, et utilisé comme aliment pour le bétail en période de sécheresse
[21] Au cours des deux dernieres décennies, en raison de la sécheresse, sa superficie a
considérablement changé, passant de 50 000 hectares en 1998 a plus de 120 000 hectares en
2009, enregistrant une croissance annuelle de 2 500 hectares [10].La région de Guelmim-Sidi-
Ifni occupe la premiére place avec 50% de la superficie nationale (33 000 ha environ) et avec
des rendements en fruits qui varient entre 10 et 22 t/ha. La région de Khouribga vient en
troisieme place et celle de Doukkala en quatrieme [10].Au Nord du Maroc, le figuier de Barbarie
est également situé dans plusieurs localités. Il se trouve dans la région de Moulay Idriss prés de
Meknés a des altitudes de 500 a 800m, et dans des villages avoisinants les villes de Sidi Kacem,
Tétouan, Tanger, Chefchaoune (plus de 500mm de précipitations). On le trouve également dans
les montagnes du Rif (Nord du Maroc), le froid hivernal limite son extension, mais il est
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probable que des différences de tolérance entre génotypes existent et méritent d’étre explorées,
quelques plantations rencontrées aux villages avoisinant les villes d’Ifrane, Azrou et Immouzzer,
entre autres, semble affirmer cette hypothese.

Il est aussi localisé au centre du pays, des plantations du figuier de Barbarie sont largement
répandues dans le paysage rural avoisinant les villes de Marrakech, Béni Mellal et et aussi dans
les régions orientales aux alentours des villes d’Errachidia, Rich, Midelt, Oujda, Taourirt,
Ouarzazate, etc. Les génotypes qui existent dans ces zones sont extrémement résistants a la

sécheresse et méme aux basses températuresn’est pas négliger[21].

3.5. Espéces etcultivars au Maroc

Depuis les années 1980, des travaux d'identification des especes ont été progressivement menés
au Maroc. Ainsi Arba [10], a décrit 3 espéces qui produisent des fruits comestibles en milieu
rural : Opuntia ficus-indica qui est surtout cultivé au Sud ; Opuntia megacantha qui est fréquente
dans la plupart des régions et Opuntia shumannii qui existe au Sud marocain et qui produit des
fruits sucrés et juteux de qualité. Par la suite, une quarantaine d'espéces ont été identifiées [21].
Pour ce qui est du profil variétal, trois cultivars ont été identifiés, et sont utilisés par les
agriculteurs notamment dans la région d’Ait Badmrane sur la base de leur précocité et de leurs
caracteéres épineux. Il s’agit des cultivars : Aissa (inerme et précoce : récolte juin a aodt) et
Moussa (inerme et tardive : récolte septembre a décembre voire janvier et février) qui donnent
des fruits juteux a pulpe jaune orangé a maturité, sans oublier Achéfri (épineux) qui les entourent
souvent. Dans la région du Rif, le cultivar Dellahia est trés apprécié pour la qualité de ses fruits
et pour ses propriétés organoleptiques. D’autres cultivars a fruit comestible existent, mais peu
connut ; notamment Akria qui présente un cultivar inerme avec une floraison et une maturité
semblables au cultivar Aissa a pulpe rouge carmin acide, mais a fruit pourpre et El bayda qui est
un cultivar proche de Aissa, mais a fruit de couleur blanche [21] .1l est & noter qu'il existe
d'autres variétés de cactus, se trouvent dans d’autres localités, en particulier dans les régions de
Marrakech, Oued Zem, Doukkala et Casablanca, et qui sont réputés par la qualité de leur fruit,
bien apprecié par le consommateur. Ces cultivars ont été identifies et nommés par les

agriculteurs eux-mémes [21].

3.6. Plantation

Cette plante est pratiquée dans la région sud de février a mars, ou dans d'autres régions a la fin

du printemps. Les nouvelles plantations sont établies a partir de grandes boutures de tiges

12



constituées de 4 a 5 cladodes. lls sont récoltés, séchés pendant quelques jours (une semaine a un
mois), avant d’étre plantées directement dans le sol.

Pour éviter la pourriture, les cladodes doivent étre séchées avant la plantation. La partie basale
est placée horizontalement avec une légere inclination afin d’augmenter la surface de contact
avec le sol. La formation des racines se produit aprés 15 jours. Les modes de plantation sont en
quiconque dans la plaine et en lignes dans la montagne. L'espacement varie de 0,5x2 m a 4x4 m.
La forte densité (1600 a 2000 plants/ha) n’est recommandée que pour des zones avec des
conditions d'irrigation relativement bonnes. La direction N-S est trés importante pour assurer
I'ensoleillement des plantes.

Une autre facon de se propager est d'utiliser une jeune raquette d'un an. lls sont récoltés en juillet
(recommandé par certains auteurs a I'automne), traités a lI'acide naphtalene acétique (1000 ppm),
et mis en pot sur un substrat composé de sable et de tourbe (1: 1).

Apres 4 mois, une moyenne de 42,5 racines par cladode est obtenue.Cette méthode de
multiplication permet de profiter des jeunes pousses qui ne sont généralement pas utilisées lors

du processus de taille verte[30].

3.7. Descriptionmorphologique

Le figuier de Barbarie est une plante arborescente, caractérisée par des tiges en forme de
raquettes plates charnues et ovales pouvant atteindre 3 a 4 metres de haut (figure.5). Les
raquettes, appelées cladodes, mesurent 30 a 40 centimeétres de long, sur 15 a 25 cm de large et
1,5 a 3 cm d’épaisseur. Verts, ils se combinent pour former diverses branches. Elles sont
recouvertes d'une cuticule cireuse (la cutine) qui limite la transpiration de la plante et la protege
tout en assurant la fonction chlorophyllienne a la place des feuilles. Il existe de nombreuses
cellules dispersées a leur surface, et ces cellules sont dispersées avec des cellules nees sur les

feuilles, des feuilles fragiles, de courte durée et caduques.

Elles portent de redoutables épines munies de minuscules aiguillons recourbées vers leur base.
Les cladodes de la base, en vieillissant, finissent par se lignifier pour former un véritable tronc.
Le figuier de Barbarie donne des fleurs et des fruits en abondance. Les fleurs apparaissent sur le
dessus des raquettes, larges de 4 a 10 cm et de couleur jaune, orange ou rouge. Ces fleurs sont
comestibles, comme le fruit auquel elles donnent naissance qui se présente sous la forme d’une
grosse baie ovoide et charnue, dont la peau verte jaunatre est, elle aussi, ornée de petites épines.
Dans les climats tempéreés, la floraison a lieu en avril, mai et les fruits sont cueillis fin juillet a

septembre, dés qu'ils deviennent un peu mous. Dans certaines contrées arides et chaudes, la
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plante peut donner des fruits deux fois par an. Appelé figue de Barbarie, ce fruit a une chair
d'une couleur variant du jaune clair au rouge violacé et dont le goQt se révele délicieux et subtil.
Ses graines, riches en vitamines et en oligoéléments, lui conferent de nombreuses propriétés et

c'est a partir de ces graines que I'on obtient une huile trés recherchée [31].

Figure 5: Schéma illustrant les différentes parties du figuier de Barbarie[31].

3.8. Physiologie

Le figuier de Barbarie est une plante a photosynthese de type CAM (Crassulacean Acid
Metabolism). Elle a la particularité de fixer le CO, pendant la nuit, le stocker et de fermer ses
stomates pendant le jour. Une telle stratégie peut éviter les pertes d'eau causées par
I'évapotranspiration pendant la journée, optimisant ainsi l'utilisation de I'eau [32].

Les stomates s'ouvrent uniquement la nuit, car a ce moment, la température est plus basse que
pendant la journée et I'humidité est plus élevée. Cela provoque une faible évapotranspiration et
donc de faibles pertes d'eau.

C'est pourquoi les plantes CAM se sont spécialisées dans la fixation du CO, pendant la nuit.
Cette fixation est réalisée par le phosphoénolpyruvate carboxylase (PEP), qui provient de la
dégradation de lI'amidon et du saccharose produit dans le chloroplaste le jour. Cette fixation
permet de former de I'oxaloacétate, qui sera immédiatement réduit en malate, puis stocké dans
une vacuole sous forme d'acide malique, d'ou le nom de plante a métabolisme acide. En d'autres
termes, durant la nuit, le figuier de Barbarie fait "le plein” de CO, sous forme d'acide malique,
mais en raison de l'obscurité, elle ne peut pas immédiatement la convertir en sucre. En effet,
comme toutes les autres plantes, les plantes CAM ont également besoin de I'énergie lumineuse
du jour pour compléter le cycle de Calvin et pour ainsi accomplir la photosynthése en entier
[33](figure6).
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Figure 6: Photosynthése de type CAM[33].

3.9. Habitat

Les cactus ont évolué et se sont adaptés a toutes sortes de biotopes. La définition généralement
admise qu’un désert est un lieu ou la moyenne annuelle des précipitations ne dépasse pas 250
mn. Selon cette définition seul un trés faible pourcentage de cactus pousse dans de véritables
déserts. La grande majorité des espéces vivent dans des biotopes ou elles recoivent chaque année
au moins le double de cette quantité d’eau. Certains types de cactus apprécient des habitats
encore plus humides, en particulier nombre d’especes épiphytes des foréts sempervirentes
tropicales ou I’humidité atmosphérique est constamment élevée. Les cactus occupent des
biotopes depuis le littoral jusqu’aux régions intérieures, du niveau de la mer a des altitudes
approchant les 4000 m. Certains cactus se sont adaptés au froid intense et a la neige abondante,

ainsi que ceux qui poussent sur le sable a quelques métres au-dessus du niveau de la mer [19].

De point de vue écologique, |'Opuntia ficus-indica, méme si on la trouve dans les zones ou le
climat est tempéré, 'est généralement une espéce dans les zones arides et désertiques, et présente
donc une série d'adaptations morphologiques et physiologiques aux caractéristiques du milieu
d’origine [20].

Le cactus a des propriétés exceptionnelles qui lui permettent d’emmagasiner, dans les organes
succulents, de grandes quantités d’eau. De courtes précipitations de quelques mm de pluie
seulement peuvent étre efficacement utilisées par cette plante grace aux racines superficielles,

mais treés €tendues, qui sont en mesure d’absorber 1’eau dans le sol quand les niveaux d’humidité
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sont bas au point d’empécher la vie de la plupart des espéces cultivées aux alentours [20].En
I’absence de feuilles permanentes, le processus photosynthétique se réalise dans les raquettes
vertes. Celles-ci contiennent également un parenchyme aquifére qui peut emmagasiner et
conserver 1’eau de facon efficace. L’efficience dans la limitation des pertes en eau par
transpiration cuticulaire est améliorée grace a la présence d’un épais revétement cireux
épicuticulaire et intracuticulaire. La morphologie stomatique contribue elle aussi a limiter les
pertes par transpiration, tout comme 1’ensemble du processus photosynthétique. En effet, cela
peut avoir lieu suivant le cycle CAM (Crassulacean Acid Metabolism) qui, comme on le sait,
permet I’ouverture nocturne des stomates pour les échanges gazeux, réduisant par conséquent les

pertes par transpiration [20].

3.10. Reproduction et techniques demultiplications

Presque tous les cactus ont des fleurs normalement hermaphrodites, c'est-a-dire qu'ils ont a la
fois des organes males (étamines) et femelles (carpelles). La partie réceptrice de 1’organe femelle
est le stigmate, a I’extrémité du pistil, et ¢’est cette surface qui regoit le pollen pour qu’ait lieu la
fécondation aboutissant finalement a la formation des graines. Le transport naturel du pollen
s’effectue en général par hasard, du fait de nombreux types d’insectes ou d’oiseaux différents
attirés par les fleurs dans leur quéte de nectar, voire du pollen lui-méme [19].
Traditionnellement, le figuier de Barbarie est multiplié végétativement par bouturage des
cladodes, en laissant sécher au préalable les sections pendant deux semaines et parfois plus
(figure 7).

Cette période de pré-séchage ne se justifie pas et certains travaux ont méme montré ses effets
négatifs sur les repousses. A la plantation, la cladode est placée dans un sillon de 15 cm, la
cladode est plantée en hauteur et les deux tiers sont mises dans le sol et inclinée. Le sol est alors
tassé autour de la cladode. Les distances de plantation sont variables en fonction de la
pluviométrie et du degré d’intensification de la culture. En zone aride et semi-aride (150 a 400
mm de pluie), les densités de plantation sont de 1200 a 2000 cladodes a 1’hectare. Quand la
pluviométrie dépasse 400 mm, ces densités peuvent étre de 3200 a 5000 raquettes a 1’hectare
[34].
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Figure 7: Schéma illustrant la technique de bouturage, (a) : meilleur emplacement pour prélever les

boutures, (b) : plantation au niveau du sol[19]

3.11 Composition chimique

Au cours de dernieres années, les recherches sur le cactus ont démontré ses bienfaits grace a
I’étude de sa composition, démontrant la présence de vitamines, de fibres, d’acides aminés, de

minéraux, ainsi que d’autres composants.

(a) la plante entiére, (b) la fleur, (c) la cladode de cactus et en (d) le fruit de cactus.

Figure 8: Photo de la plante d'Opuntia ficus indica.
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+ Partie phénolique

e Les composes phénoliques

Dans la grande famille des antioxydants, on trouve une variété de composés appelés les
polyphénols. Ce sont eux que 1’on retrouve en majorité dans les fruits, 1égumes et les plantes
qui contribuent a leurs vertus pour la santé. Les polyphénols sont caractérisés, comme
I’indique leurs noms, par la présence d'au moins deux groupes phénoliques associés en
structures plus ou moins complexes, généralement de haut poids moléculaire. Ces composés
sont les produits du métabolisme secondaire chez les plantes. Les polyphénols prennent une
importance croissante en pharmacologie, notamment grace a leurs effets bénéfiques sur la
santé. En effet, leur role d’antioxydants naturels suscite de plus en plus d'intérét pour la
prévention et le traitement des maladies inflammatoires, cardiovasculaires,neurodégénératives

et aussi du cancer[35].

Tableau 1: Distribution des composés phénoliques dans les différentes parties du cactus (opuntia ficus

indica) [38]
Partie de la plante Composant principal identifié Quantité en mg/ 100g
Acide gallique 1630-4900
Quercétine3-0O-Rutinoside 709
Fleur de Cactus Kaempférol3-O- Rutinoside 400
Quercétine3-0-Glucoside 447
Isorhamnetin3-O-Robinobioside 4269
Isorhamnetin3-O-Galactoside 979
Isorhamnetin3-O- Glucoside 724
Kaempférol3-O-Arabinoside 324
Acide phénolique total 218,8
Quercétine 9
Isorhamnetin 494
Pulpe de Cactus Kaempferol 0,78
Lutéoline 0,84
Glycosides d’isorhamnétine 50,6
Kaempferol 2,7
Acide phénolique total 48-89
Feruloy-Saccharose Isomére 1 7,36-17,62
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Graines de Catus Feruloy-Saccharose Isomére 2 2,9-17,1
Sinapoyl-Diglucoside 12,6-23,4
Flavonoides totaux 1,5-2,6
Tanins Totaux 4,1-6,6
Acide phénolique total 45-700
Flavonoide total 6,95
Peau du fruit cactus Kaempferol 0,22
Quercétine 4,32
Isorhamnetin 2,41-91
Acide gallique 0,64-2,37
Coumaric 14,08-16,18
3,4-dihydroxybenzoique 0,06-5,02
4-hydroxybenzoique Acide 0,5-4,72
Férulique Acide salicylique 0,56-34,77
Isoquercétine Isorhamnetin 0,58-3,54
Cladode de Cactus 3-0O-glcoside Nicotiflorine 2,29-39,67
Rutin 2,36-26,17
Narcissine 14,69-137,1

Toutes les parties de cette plante sont riches en polyphénols, tels que les flavonoides et les
acides phénoliques. La distribution de ces composés différe d’une partie de cactus a une autre.
L’acide gallique est majoritaire dans la fleur (4900 mg/100 g), alors qu’il est peu présent dans
la raquette de cactus (2,37 mg/100 g). Ce composé connu par son pouvoir antioxydant et pro-
oxydant, il est capable aussi de réduire les dommages a I’ADN [36]. Il posseéde aussi une
activité anti-tumorale, antibactérienne et antivirale. La nictoflorine est un composé majeur du
cladode a raison de 146,5 mg/100 g. La nicotiflorine joue un réle dans la neuroprotection du
systéeme nerveux [37]. Dans la pulpe la teneur totale en polyphénol est de 218,8 mg/ 100 g, par
contre dans les graines cette teneur ne dépasse pas 89 mg/100 g. [38] (Tableau 1). La peau du
fruit de cactus est riche en Isorhamnétine ce composé connu par son role anticancéreux et

anti-inflammatoire par 1’inhibition des cytokines inflammatoires. [39]
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+ Partie lipide

e Lesacides gras

L’analyse des lipides totaux réalisée a partir des extraits des cladodes de cactus montre que
I’acide palmitique, I’acide oléique, 1’acide linoléique et I’acide linolénique constituent 93% de
la teneur des lipides (Tableau 2) [41] . L’huile de graine de cactus présente un taux d’environ
62% en moyenne de I’acide linoléique. Ce dernier est connu pour ces propriétés contre les

maladies cardiovasculaire, inflammatoire et certaines maladies métaboliques [42].

Tableau 2:Composition en acides gras d'Opuntia ficus indica dans la cladode et I'huile de graine de

cactus[38].
Acides gras Cladode de Graine de
en g/100g des acides gras totaux cactus Cactus
C12:0 1,33 Fxxxx
C14:0 1,96 Fkkkx
C16:0 13,87 9,32-20,1
C16:1 0,24 1,42-1,80
C18:0 3,33 2,72-311
Ci8:1 11,16 16,77-18,3
C18:2 34,87 53,5
C18:3 33,23 70,29
C20:0 Fkkkk 0-2,58
C220 *kkkk *kkkk
C221 *kkkk *kkkk
C24O *kkkk *kkkk

e Vitamines

Il existe des composants qui présentent une grande importance sur le plan nutritionnel, tels
que les caroténes et les tocophérols (vitamine E) [43]. Les tocophérols sont les principaux
antioxydants liposolubles localiseés dans les membranes cellulaires chez I'hnomme. La carence
en ces composeés affecte de nombreux tissus chez les mammiféres. La carence en vitamine E
chez I'homme provoque des anomalies du développement du systéme nerveux chez I'enfant et
une hémolyse chez I'homme. Des études suggeérent que les personnes ayant un apport en
vitamine E et autres antioxydants plus faibles pourraient présenter un risque accru de certains

types de cancer et d’athérosclérose [44].1l est également suggéré que la supplémentation en
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antioxydants pourrait réduire le risque de ces processus dégénératifs [45]. Les données sur la
composition en vitamines des différentes parties du cactus sont résumees dans le Tableau 3.
Le taux de vitamine E est extrémement élevé dans la peau du cactus en raison de 2182
mg/100 g de ce tissu. Tandis que la graine contient 106 mg/100 g de la vitamine E mais

quasiment absente dans la raquette de cactus.

Tableau 3:Distribution du contenu vitaminique dans les différentes parties du cactus (Opuntiaficus

indica) [38].

Vitamines en mg/100g Pulpe ) Peau de Cladode
de tissu decactus Graine decactus fruitcactus decactus
Vitamine K1 53,2 52,2 109 ok
Vitamine C 34-40 r— o 44743
Vitamine B1 HkKkx HHKAK e 0.14
Vitamine B2 HkKkx HHKAK e 06
Vitamine B3 Fkkkk *kkkk — 0,46
a-tocophérol 84,9 56 1760 F—
p-tocophérol 12,6 12 222 F—
y-tocophérol 79 33 174 a——
c-tocophérol 422 5 26 r—
Totale de la Vitamine E 527.4 106 2182 folalalaled

e Stérols

Dans une ¢étude menée par 1’équipe de Ramadan sur la composition de cactus en stérol a
montré que le B-sitostérol présente environ 57% du contenu total en stérol majeur dans la peau
de fruit de cactus[42] Le deuxieme composant majeur est le campestérol constitue avec le -
sitostérol 80% des stérols totaux (Tableau 4). Les autres composants, le stigmastérol et le 5-
avénastérol sont présents en quantités approximativement égales (environ 6,0% des stérols
totaux). De nombreux effets bénéfiques ont été mis en évidence pour ces deux stérols[46]. Le
Lanostérol et I'ergostérol sont présents a des concentrations plus faibles. Les phytosterols, en
géneral, présentent un intérét en raison de leur activité antioxydante et de leur impact sur la
santeé. Les phytostérols ont été ajoutés aux huiles végétales comme exemple d'un aliment
fonctionnel efficace [47].
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Tableau 4: Distribution des stérols dans les différentes parties du cactus (Opuntia ficus indica) [42].

Principaux composants

identifiésen g/kg Pulpe de cactus Graine de cactus Peau du cactus
Campestérol 8,74 1,66 8,76
Stigmastérol 0,73 0,3 2,12
Lanostérol 0,76 0,28 1,66
B-Sitostérol 11,2 6,75 21,1

5 avenastérol 1,43 0,29 2,71

7 Avenastérol ielalaialed 0,05 ke
Ergostérol KA folaiieil 0,68

e Minéraux

La graine de cactus est la partie la plus riche en minéraux. Le potassium et le phosphore sont
majoritaires avec des quantités respectivement de 170 et 155 mg / 100 g (Tableau 5). La

présence de grandes quantités de magnésium est également remarquable [48].

Tableau 5: Composition minérale des différentes parties du cactus (Opuntia ficus indica) [48]..

Principaux composants identifiés en ]
Pulpe de cactus | Graine de cactus | Cladode du cactus

mg/100g

Calcium 27,6 16,2 5,64-17,95
Oxalate de calcium folalalelel folakalola 4,3-11,5
Magnésium 27,7 74,8 8,8
Sodium 0,8 67,6 0,3-0,4
Potassium 161 163 2,53-55,20
Fer 15 9,45 0,09
Phosphore FhxKk 152 0,15-2,59
Zinc ekl 1,45 0,08
Cuivre - 032 -
Manganeése Fkkekok Trace 0,19-0,29
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e Acides aminés

Concernant les acides aminés, c’est le glutamate qui se présente comme ¢lément dominant
suivi de I’arginine (Tableau 6). Dans la cladode, les principaux minéraux sont le potassium
avec une quantité de 55,20 mg/100 g et le calcium avec un taux de 235 mg/100 g (Tableau 6)
[49]. Le principal acide aminé présent dans cette partie est la glutamine. Dans la pulpe, le
potassium est majoritairement présent a 161 mg/100 g (Tableau 6) [50]. Dans 1’ensemble, le
fruit est enrichi en acide aminé proline et un autre dérivé d’acide aminé, la taurine, Il

représente a eux deux 61,78% de la teneur totale en acides aminés (Tableau6).

Tableau 6: Composition et distribution des acides aminés dans les différentes parties du cactus
(Opuntia ficus indica) [50].

Principaux composants en Cladode ) )
g/100gidentifiés duCactus Fruit decactus | Graine de cactus
Alanine 1,25 3,17 4,75
Arginine 5,01 1,11 6,63
Aspargine 3,13 1,51 Trace
Acide asparginique 4,38 Trace 10,42
Acide glutamique 5,43 2,4 21,68
Glutamine 36,12 12,59 Trace
Cystine 1,04 0,41 0,37
Histidine 4,18 1,64 3,11
Isoleucine 3,97 1,13 6,2
Leucine 2,71 0,75 9,94
Lysine 5,22 0,63 6,79
Méthionine 2,92 2,01 0,7
Phenylalanine 3,55 0,85 5,25
Sérine 6,68 6,34 8,46
Thréonine 4,18 0,48 1,53
Tyrosine 1,46 0,45 3,09
Tryptophane 1,04 0,46 Trace
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Valine 7,72 1,43 6,02

Acide a-aminobutyrique Trace 0,04 Trace
Carnosine Trace 0,21 Trace
Citrillune Trace 0,59 Trace
Ornithine Trace Trace Trace
Proline Trace 46 Trace
Taurine Trace 15,79 Trace
Glycine Trace Trace 5,06

3.12. Exigencesécologiques

Le genre Opuntia est xérophyte [51]. Il pousse principalement dans les zones arides et semi-
arides. Sa variabilité génétique importante le rend hautement adaptable sur le plan écologique,
lui permettant de vivre dans des conditions climatiques différentes [32]. Il pousse dans les
plaines, les régions cotieres et les plateaux [52]. Il s'inquiéte les fortes gelées et peut résister
des températures minimales jusqu’a -10°C pour quelques heures. Cette tolérance dépend de la
turgidité du tissu chlorenchymateux des cladodes [53]. Les températures maximales
supportées excedent les 50 a 58°C. Bien que cette espece ait une large faculté d’adaptation
pour différents sols (acides, calcaires ou pauvres en matiére organique), elle préfére les sols
tres perméables, sableux ou caillouteux [54].Les caractéristiques écologiques du figuier de
Barbarie, dépendent principalement des facteurs climatiques qui contrdlent sa croissance et sa
distribution ;notamment les précipitations, I’humidité atmosphérique, la température de
I’hiver, la nature des sols et le drainage [21].

* Température : Le figuier de Barbarie est résistant au froid et peut supporter des
gelées de I’ordre de -5 °C. Son besoin calorique est trés important et la température se situe
entre 15 et 25 ° C pendant la phase de croissance du fruit. 1l résiste a la sécheresse et convient
parfaitement a une température annuelle moyenne de 15 a 18 ° C. Il peut resister a des
températures élevées supérieures a 50 ° C. En outre, le niveau le plus bas de température ou le
développement est possible est I’isotherme de 1,5 a 2 °C de la moyenne journaliére du mois le
plus froid (généralement janvier) qui correspond a la moyenne mensuelle de 7 a 9 °C, mais
avec un maximum journalier supérieur ou égal a 12 °C.

* Précipitations : Les exigences en précipitations varient selon la nature du sol. En
effet, pour des sols sableux et profond, le minimum de précipitation requis tourne autour de
300 a 400 mm/an, alors que sur des sols vaseux et limoneux, la moyenne des précipitations

24



minimales requise est de 200 mm/an; mais le cactus peut étre cultivé tant que 1’eau
additionnelle de I’érosion permet au sol d’emmagasiner 300 a 400 mm.

+ Humidité : L’humidité atmosphérique, en cas de grand déficit de saturation de
I’atmosphere (humidité relative basse) affecte, également les espéces d’Opuntia. Les
observations empiriques ont démontré que le figuier de Barbarie est eliminé des régions ou la
moyenne relative de I’humidité est au-dessous de 40% pour plus de trente jours consécutifs.
Les cactus peuvent pousser dans les régions arides et semi-arides de I'Afrique du Nord et du
Proche-Orient, ou le déficit annuel moyen d'humidité relative et de saturation est toujours
supérieur a 60% et inférieur a 12%.

+ Sol : Cette espéce a une large gamme d'adaptabilité, particuliérement adaptée pour une
forte perméabilité, un sol sableux ou caillouteux et une faible teneur en argile (<20%).ll
redoute des sols lourds et mal drainés. Il supporte aussi bien les sols acides que les sols tres
calcaires, voire salins (moins de 70 mol de NaCl / cm 3)

+ Drainage : : il constitue aussi 1’une des plus importantes exigences écologiques. En effet,
le figuier de Barbarie est trés sensible au manque d’oxygéne au niveau des racines. Pour cette
raison, il est recommandé d’éviter les sols argileux qui peuvent étre saturés temporairement et
mal drainés.

+ Les facteurs biotiques jouent également un role important dans la culture et la production
de cactus. De nombreux parasites et maladies peuvent toucher le figuier de Barbarie [34]

+ Rouille : elle se manifeste par de petites taches jaunes, circulaires, pouvant s’étendre en
plaques irréguliéres d’un blanc sale ou cendré. Ce sont surtout les cladodes de deux ans qui,
une fois attaquées, n’émettent que peu de cladodes, et finissent par se dessécher. Elle se
manifeste principalement dans les zones humides, elle est efficacement combattue par des
traitements a base de cuivre et ’ablation des cladodesparasitées.

+ Mildiou des cactus : les symptdmes de la maladie se présentent sous forme de cloques
soulevant 1‘épiderme et de taches brunatres qui envahissent les fruits et les raquettes. La
vulnérabilité aux maladies varie d'une race a l'autre. Le contréle préventif comprend la coupe

et le brilage des parties affectées des plantes.

+ Cératite : une mouche méditerranéenne des fruits qui peut occasionner des dégats
importants dans les plantations mal entretenues. Un insecticide de synthése permet de se
débarrasser facilement de cetinsecte.

% Cochenilles : bien que généralement polyphages, certaines espéces de cochenilles sont
des parasites spécifiques et attaguent a une seule espece de cactée. Certains cultivars inermes

de cactées sont résistants aux cochenilles.
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3.13. Ethnopharmacologie du figuier debarbarie

Le figuier de barbarie a toujours été I'une des plantes médicinales les plus utilisées. La recherche
médicale moderne redécouvre avec un intérét grandissant la plante et ses propriétés. Elle a étudié
les molécules actives qui le composent et I'a rendu efficace contre quelques-unes des affections
les plus graves de notre temps : réduire le taux de sucre et de cholestérol dans le sang [55],
utilisee comme régulant diurétique et comme remede au disfonctionnement de la prostate [13].
Cette plante peut également étre utilisée comme médicament pour traiter les remedes aux
douleurs gastro-intestinales, 1’angoisse, 1’artériosclérose, la spasmophilie, le stress, aux brilures
et coups de soleil.

Les scientifiqgues ont récemment observé les effets anticancéreux de la bétanine isolé de
I'Opuntia ficus-indica sur la lignée de cellules K562 de la leucémie myéloide chronique et sur
des mélanomes (cancer de la peau) chez la souris. En raison de ses propriétés amaigrissantes, le
figue de barbarie est encore utilisée dans de nombreux pays / régions. L’huile essentielle des
graines des fruits du cactus sont riches en acides gras poly- insaturés, en stérols et en vitamines,
elle est utilisée comme antiride naturel et pour la fabrication des crémes dermiques antirides
[56].

3.14.Importance économique etécologique

Le figuier de Barbarie s'adapte aux conditions désertiques et semi-désertiques pour constituer
une culture indéniable d'importance écologique et socio-économique. En raison de son

importance, il a attiré une attention particuliére renouvelée dans certains pays.

En effet, cette plante peut réagir efficacement lorsqu'elle est utilisée pour la protection, la
restauration et I'amélioration des sols. Il met en évidence les terres marginales et stériles ou les
autres especes cultivees sont difficiles a végétaliser. Il ne nécessite pas de méthodes agricoles
particuliéres, d'engrais ou de traitements antiparasitaires [57]. Elle a un impact considérable sur
les revenus des agriculteurs, faisant de la plante l'une des especes les plus

rentableséconomiquement.

* Importanceécologique

Le figuier de Barbarie peut produire de grandes quantités de biomasse végétale méme dans les
conditions extrémes. En l'absence de fertilisation, et avec une pluviosité comprise entre 150 et
400 mm/an, la variété inerme peut produire jusqu’a 100 tonnes de raquettes/an [58]. Cette

production dépend de la région [57]. L’utilisation du cactus pour la protection et la mise en
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valeur des sols dans les régions arides et semi-arides a été démontrée dans la région de Milpa-
Alta en Mexique [10]. Cette région a été complétement défrichée pour y introduire des cultures
fourrageres telles que les mais. L’échec était total en raison de la faiblesse et de 1’irrégularité des
précipitations. Ce n’est que par la réintroduction du cactus que toute la région a été remise en
valeur sans risque de dégradation environnementale.

Les Opuntia, en association avec d’autres espéces ligneuses ont été utilisés avec succes dans un
programme de fixation des dunes en Somalie. Les racines étendues de cette espece sont en

mesure d’exercer une action antiérosive efficace en stabilisant les surfaces en [53].

+  Importanceéconomique

L’importance économique de ce végétal réside dans la production du fruit destiné a
I’alimentation humaine et son usage fourrager pour ’alimentation animale, ce qui crée des
revenus et des opportunités d'emploi au profit des résidents. Ces avantages économiques peuvent
étre résumés comme suit:

A.  Production de fruits et raquettescomestibles

La premiére importance économique du cactus dans le monde réside dans la production de fruits
comestibles [59]. Ces fruits sucrés et juteux et leur valeur nutritionnelle sont similaires a celle de

la plupart des fruits comme les oranges, les pommes, les poires, 1’abricot, les cerises... etc. [60].

3.15. Les phytomédicaments les plus demandés sur lemarché

Actuellement, les médicaments élaborés a partir de plantes sont des extraits, des fractions séparées
par chromatographie, des mélanges ou des ensembles de composants. Leurs effets
pharmacologiques dépendent de la combinaison de principes actifs extraits de plantes [61], ils
constituent une nouvelle catégorie de produits pharmaceutiquesappelésphytomédicaments
(Tableau7).

Tableau 7 : Les phytomédicaments les plus demandés sur le marché

Plante Effet observé Utilisation en cas de :

Allium sativum Antiplaquettaire Artériosclérose
etdysfonctionnement des plaquettes

Arnica montana Anti-inflammatoire Blessures et lesions

Artemisia annua Antiparasitaire Malaria

Angelica sinensis Protection hépatique Hépatite et cirrhose hépatique
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Astragalis radix

Centella asiatica
Crataegus oxyacantha

Echinaceae purpurea
Ginkgo biloba

Glycyrrhiza glabra

Matricaria chamomilla

Opuntia ficus-indica
Panax ginseng
Plantago psyllium
Psidium guajava
Tanacetum parthenium
Thymus vulgaris

Zingiber officinal

Immunostimulant

Collageéne actif |

Meilleure
perméabilitévasculaire

Immunostimulant

Antioxydant

Active lesprostaglandines

Inhibe les prostaglandines

et lesleuctotriénes
Hypoglycémiant

Adaptogene et tonique

Hypocholestérolémiant

Antagoniste du calcium

Antisérotoninergique
Antimicrobien

Antisérotoninergique

Grippe

Blessures et brilures
Maladies cardio-vasculaires

Infections respiratoires

Insuffisance cérébrovasculaire

Ulcére gastrique et duodenal

Inflammation visceral

Diabéte sucré
Affaiblissement et stress
Prévention des infarctus

Antidiarrhéique
Migraine
Pharyngite et amygdalite

Migraine et nausea

Il contient en moyenne 85 % d’eau, 15 % de sucres, 0.3% de sels et moins de 1 % de protéines.
C’est une bonne source de vitamine C avec un apport énergétique important. Il est consommeé a
I’état frais, bouilli dans 1’eau ou séché [59]. Les jeunes raquettes (Nopals ou Nopalitos) de 10-15
cm de longueur sont consommées comme légumes et ingrédients dans la confection des autres
préparations alimentaires [53]. Le mucilage posséde des propriétés visqueuses est utilisé en
industrie alimentaire [62] (. Les graines du fruit produisent une huile comestible a haut degré
d'insaturation, qui contient de grandes quantités d'acide linoléique, d'acide palmitique et d'acide
oléique [42]. Cette huile appartient a la méme classe que les graines de soja, de mais et de

tournesol.

3.15. Utilisations

+ Alimentation humaine

) Fruit : 11 existe prés de 200 especes d’Opuntia, mais seuls les fruits d’une vingtaine
d’especes sont exploités. Les fruits sont connus par leurs teneurs élevées en sucre, minéraux et

vitamines. lls sont produits et vendus en été et en automne, selon la précocité de la variété. Au
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Mexique, par exemple, ces fruits comestibles appelés« tuna », sont commercialisés a 1’état frais

ou transformé : séchés, congelés, sous forme de confit, de jus et d’alcool[21].

o Cladode : Les jeunes cladodes sont consommées comme Iégumes car elles sont tendres et
contiennent des fibres. Leur valeur nutritionnelle est similaire a celle de nombreux légumes et
feuilles. Ils sont riches en eau, glucides, protéines, vitamine C et B-carotene, ce dernier étant le
précurseur de la vitamine A. Ces jeunes cladodes sont appelés « Napolitos » au Mexique ou elles
sont considérées comme un légume traditionnel depuis des siecles. Elles sont consommées a
I’état frais ou aprés cuisson en tant que légume vert. Elles sont conseillées pour les diabetes a
diabétisme indépendant de 1’insuline, car leur consommation peut améliorer le contréle du sucre
chez ces patients et peut réduire le taux du cholestérol dans le sang [10]. Il existe d’autres
produits dérivés a partir des cladodes : confiture, cornichon et cladodes confits. Alors que les
cladodes ont été traditionnellement utilisés comme un substitut de viande pendant les périodes de

jelne, elles sont aujourd'hui servies avec un repas semblable a des haricots verts [17].

° Production de fourrage pour lebétail

Elle représente la deuxiéme importance économique du cactus dans le monde. L’utilisation du
figuier de Barbarie dans 1’alimentation du bétail représente également la deuxiéme importance de
cette plante au Maroc. Le cactus est utilis¢ depuis longtemps dans 1’alimentation du bétail des
zones arides et sa production dans ces zones est plus rentable que celle d’autres especes
fourrageres comme le mais et le sorgho. Il est cultivé comme espece fourragére dans plusieurs
pays dans le but d’assurer un stock alimentaire pour le bétail dans le cas d’une situation critique
de sécheresse. Un certain nombre de pays : Mexique, USA, Brésil, Pérou, etc. produisent des
quantités importantes de cladodes en tant qu’aliment pour le bétail. Les cladodes sont appréciées
par le bétail, car elles sont riches en eau, en fibre, en protéine et en éléments minéraux. Leur
consommation permet d’améliorer la saveur du lait et la couleur du beurre [10]. Les cladodes
sont broutées directement sur le champ par le bétail de paturage comme ce qui se fait dans le
Mexique et aux Etats-Unis ou il y’a de grands ranchs de cactus pour le paturage, ou bien elles
sont récoltees et coupees pour les distribuer au bétail domestiqgue comme ce qui se fait dans
certains pays de I’ Afrique du Nord comme le Maroc et la Tunisie ou les plantations de cactus qui

sont destinées a la production de fruits sont utilisées dans 1’alimentation du bétail.

En comparaison avec d’autres éléments fourragers, la valeur énergétique des raquettes sont
proche de celle de la luzerne avec 0,12 unité fourragere/kg. Avant de les donner au bétail, les

cladodes sont déshydratées pour quelques jours afin d’éviter les diarrhées aux animaux et qui
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sont dues a la consommation de cladodes gorgées d’cau. Les espéces épineuses peuvent passer
sous un coup de feu afin de les débarrasser des épines[10]. En raison de leur effet laxatif attribué
a la forte teneur en acide oxalique, une combinaison avec de la paille, ’atriplex, le foin de
luzerne ou les tiges de mais est recommandée. D’une autre part la faible teneur phénolique et

tannin dans les cladodes facilite la digestion et améliore la production de viande [17].

o Production des huiles : L’huile extraite des graines du fruit du figuier de Barbarie
appartient a la famille des huiles polyinsaturées comme la plupart des huiles vegeétales. La valeur
commerciale de cette huile est intéressante en raison de ses particularités cosmétiques
recherchées. Elle est riche en acide gras insaturé comme 1’acide linoléique (64,43%) et 1’acide
oléique (18,46%). Parmi les acides gras saturés, le plus important est 1’acide palmitique
(12,60%) et I’acide stéarique (2,82%). Par contre, sa particularité réside dans sa richesse en
matiere insaponifiable (stérols et tocophérols). Cette caractéristique pourrait étre un levier pour
son exploitation dans le domaine de la cosmétologie ; étant donné les effets bénéfiques de ces
substances sur 1’¢lasticité de la peau, le métabolisme cellulaire et la restauration de la structure
cutanée. Elle possede d'excellentes propriétés cosmétiques, car elle prévient le vieillissement et
les rides de la peau. Les graines peuvent également étre utilisées pour préparer de la créeme a

usage dermique [21].

o Production cosmétique et pharmaceutique : Le mucilage des cladodes est utilisé dans
la fabrication des shampoings, des assouplissants des cheveux, des cremes dermiques et des laits
hydratants. 1l est également utilisé depuis longtemps par les femmes rurales au Maroc pour
assouplir leurs cheveux. Ce mucilage permet également de réduire le taux de cholestérol dans le
sang. La poudre séchee des cladodes ou poudre de nopal a également un effet sur le contrdle du
sucre et du cholestérol dans le sang[63]. Elle a aussi un effet amincissant et antiglycémique car,
la pectine de la poudre diminue le plasma [64] Le thé aux fleurs est utilisé en Sicile comme
remede aux maux des reins. Des capsules qui sont faites a partir des fleurs séchées sont utilisées
comme régulant diurétique et comme reméde au dysfonctionnement de la prostate. Le bouilli des
fleurs séchées est utilise en pharmacopée traditionnelle au Maroc comme remede aux douleurs

gastro-intestinales, aux brulures et coups de soleil.

o L’huile essentielle des graines des fruits du cactus est riche en acides gras polyinsatures,
en stérols et en vitamines, elle est utilisee comme antiride naturel et pour la fabrication des
cremes dermiques antirides. L’huile essentielle des graines est actuellement extraite et
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commercialisée par des petites sociétés privées dans certaines régions du Maroc [10].

o Production d’alicaments : Les technologies mises au point recemment ont démontré la
possibilité de production des alicaments sous forme de gélules ou capsules. Ce sont des aliments
naturels qui ont des fonctions thérapeutiques pour le traitement des maladies comme 1’obésité, le

cholestérol, la constipation et les coliques. Ils contribuent a la régulation du transit de 1’intestin
[21].

o Engrais vert : Les résidus des raquettes ou des fruits et les autres parties de la plante
constituent un excellent fertilisant [31].

o Protection : Cette plante constitue des haies vives qui permettent la fixation des terrains
ravinés par les pluies et stabilisent les terres sablonneuses et sont infranchissables aux animaux
sauvages. Elles nécessitent peu d'entretien tout en offrant la richesse de leurs fruits et de leurs

raquettes. Néanmoins, il faut tenir compte du caractére invasif de cette plante [31].

o Combustible : C'est une plante qui fournit un excellent bois de chauffage et une flamme

éclairante [31].
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Chapitre Il. Les antioxydantes

1. Radicaux libres et stressoxydatif

Notre organisme est normalement soumis a un stress oxydatif. En effet, tous les organismes
vivants qui consomment de l'oxygene produisent des radicaux libres qui sont de petites
substances chimiques tres oxydées par le contact avec l'oxygéne. Le stress oxydatif devient
anormal lorsque les cellules sont soit dépassées par la quantité de radicaux libres a éliminer, soit
ne disposent pas des ressources enzymatiques et antioxydantes suffisantes pour les éliminer [65].

2. Différents type desERO

e L’anion-radical superoxyde (O%) : est issu de la réaction de ’oxygéne avec un électron,
souvent au niveau de la chaine de transport des électrons de la membrane mitochondriale ou au
cours de la lutte des leucocytes contre les bactéries et les virus. Il semble étre impliqué dans la

protéolyse non enzymatique ducollagene.

e Le peroxyde d’Hydrogéne (H,O,) : provient d’une réaction entre deux anions superoxyde

qui met fin au processus radicalaire. IL s’agit d’un oxydant beaucoup moins puissant.

e Le radical hydroxyle (HO") : est le produit de la réaction du peroxyde d’Hydrogéne avec
les ions métalliques comme par exemple le fer. Avec une demi-vie de I’ordre de la nanoseconde,
le radical hydroxyle est le plus instable et le plus réactif de toutes les especes dérivées

del’oxygene.

e L’oxyde nitrique (NO") : produit par la NO synthétase, est un vasodilatateur physiologique

et joue aussi un réle de messager interneuronal. Il peut avoir un role néfaste.

e L’oxygeéne singulet (‘O,) : est produit en présence de rayonnement UV ou par les
leucocytes. Il est a I’origine du vieillissement cutané, de la cataracte, de la dégénérescence

musculaire liée a 1’age et de certains cancers de lapeau.

e L’anion hypochlorite (CIO") : est produit a partir du peroxyde d’hydrogéne par la

my¢éloperoxydase (MPO). Il n’est présent que lors desinfections.

e Le peroxynitrite (ONOQO) : est issu de la réaction entre (O¢,) et (NOe¢) .Trés néfaste pour

les protéines et les génes, il est impliqué dans 1’athérosclérose, la polyarthrite rhumatoide[66,67].
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3. Stressoxydant

Le stress oxydant est le déséquilibre entre la génération des ERO et la capacité du corps a les
neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs, ce déséquilibre a pour conséquences 1’apparition
de dégats souvent irréversibles pour les cellules [68]. Les cibles biologiques les plus vulnérables
a cet endommagement oxydatif sont : 1’acide désoxyribonucléique (ADN) (modification des
bases, cassure des brins), les protéines (modification structurales et fonctionnelles) et les lipides
(peroxydation lipidique) [69].Le stress oxydant est impliqué dans de trés nombreux désordres et
maladies : athérosclérose [70].La cancérogenése, 1’arthrite, I’asthme, la maladie de Parkinson, la
maladie d’Alzheimer, le mongolisme [71], les maladies cardiovasculaires, arthrose, le diabéte,

chute de cheveux et le vieillissement [72].

4. Moyens de défense contre les radicauxlibres

Les systémes de lutte contre les ERO sont classés dans 3 catégories (figure.8) : la prévention a

temps plein, la détoxification active suite a une attaque oxydante et la détoxification passive[73]:

Vitamine E

p-caroténe
Vitamine C
Vitamine E

f-caroténe

Polyphénols
Ubiquinone

Reticulum
endoplasmique

Vitamine C

Peroxysomes

Catalase Mitochondrie

Glutathion réduit
Superoxyde ; 2
dismutase (Cw/Zn) Thioredoxine
Glutathion
peroxydases (Se) Superoxyde dismutase (Mn)
Vitamine E

Figure 9 :Schéma illustrant les molécules intervenant dans les protections cellulaires[73]
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* Prévention a plein temps : C’est un systéme qui agit en permanence pour prévenir la
surproduction de radicaux libres de I’oxygene en inactivant les molécules endogenes (Fe, Cu) ou
exogenes (quinone) susceptibles de les générer. Par exemple, la liaison de la transferrine
(protéine chélatrice) avec deux atomes de fer ferrique par molécule a pH physiologique rend ce
métal incapable d’étre impliqué dans les mécanismes d’oxydoréduction générateurs de
radicauxlibres.

* Détoxification active a la suite d’une attaque oxydante : Ce systtme de défense
repose principalement sur 3 enzymes [74]:

- Superoxyde dismutase (SOD) : Elle catalyse la dismutation de 1’anionsuperoxyde

en hydrogeéne peroxyde (H,0,) et en oxygéne.

SOD
2 0 +2H" — §0,+0; (1)
= Catalase : Cette enzyme est localisée essentiellement dans les peroxysomes. Elle permet

de convertir deux molécules de H,0O, en deux molécules H,O etO,.
2H,0, —2+»0 +0, (2)

- Glutathion peroxydase : C’est une enzyme a cofacteur de sélénium localisé dans le
cytosol et la matrice mitochondriale. Elle a pour activité la dégradation des peroxydes organiques
(ROOH) et du peroxyde d’hydrogeéne(H20,).
GPx
2GSH (réduit)+H,0, —» GSSG (oxydé) +2H,0(3)

GPx
2GSH (réduit)+ROOH > GSSG (oxydé) + ROH +H,0 (4)
* Détoxification passive : Elle permet la réduction des radicaux oxygénés qui ont pu

passer les deux premiéres lignes de la défense. Elle inclut tous les antioxydants non
enzymatiques capables de neutraliser les radicaux libres par des molécules telles que les
vitamines C et E, les caroténoides, les composés phénoliques, les flavonoides, 1’albumine,
I’acide urique, les polyamines, I’acide lipoique, etc. [74]
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5. Antioxydants

Toute substance qui, lorsqu’elle est présente en faible concentration comparée a celle du substrat
oxydable, retarde ou prévient de maniére significative 1’oxydation de ce substrat est appelée

antioxydant. Le terme de substrat oxydable inclut toutes sortes de molécules in vivo [75].

Le radical arrache un électron a I’antioxydant et non pas aux constituants de nos cellules. Grace a
cette réaction, le radical libre devient stable et ne présente aucun danger, il sera éliminé
naturellement par I’organisme. L’antioxydant, auquel il manque un électron, a I’avantage de ne pas
transformer en radical libre. 1l devient inactif.

Il existe un tres grand nombre de molécules antioxydantes. Elles peuvent étre biologiques
(naturellement fabriquées par notre organisme) ou bien apportées par I’alimentation. Chaque

antioxydant a une localisation bien spécifique et cible des radicaux libres particuliers [76].

Un bon antioxydant se devra de respecter quelques criteres [74]:

o Etre capable de piéger directement et spécifiquement les radicauxlibres.

. Chélaté des ions de métaux de transition (Fe?*,Cu**) d’importancebiologiquecapable de

promouvoir la production de radicaux libres par la réaction de Fenton.

) Interagir avec d’autres antioxydants, et, dans la mesure du possible,lesrégénérer.

) Avoir un effet positif sur I’expressiongénétique.

o Etre rapidementabsorbé.

o Avoir une concentration qualifié¢e de « physiologique » dans les tissus et les

fluidesbiologiques.

o Etre efficace en milieu aqueux et/ou dans le milieumembranaire.

6. Le pouvoirantioxydant

+ Protections cellulaires

° Systéemes antioxydantsenzymatiques

Les principaux systéemes enzymatiques antioxydants (Figure 10) les plus efficaces chez ’homme
ainsi que chez les plantes sont la superxoyde dismutase, la catalase et le glutathion peroxydase
[77].
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Figure 10 :Réaction de détoxification du radical-anion superoxyde et du peroxyde d’hydrogéne [76].

Le r6le majeur du superoxyde dismutase ou SOD est de catalyser la dismutation des ions
superoxydes en peroxyde d’hydrogene et en oxygene moléculaire. La catalase, essentiellement
présente dans les peroxysomes et dans les érythrocytes, est capable de transformer le peroxyde

d’hydrogene en eau et en oxygene moléculaire.

L’activité du glutathion peroxydase, ou GPx, est de détoxifier le peroxyde d’hydrogéne et d’autres
hydroperoxydes d’origine lipidique en couplant la réduction de I’hydroperoxyde avec I’oxydation

d’un substrat réducteur[78] .

D’autres enzymes jouent un role non négligeable dans la lutte antioxydante, 1’ensemble formant un
systeme complexe : glutathion réductase, thioredoxine reductase, glutathiontransferase...etc.
° Systemes antioxydantsnon-enzymatiques

+  Systémes antioxydantsendogenes

Les systemes antioxydants non-enzymatiques endogénes incluent de nombreux thiols dont le
majoritaire est le glutathion, largement présent sous forme réduite, qui est capable de réagir, in
vitro, avec les radicaux HO', RO °, RO", 'O, ONOO", des radicaux centrés sur le carbone, et aussi
I’acide hypochloreux HOCI.

Le glutathion est aussi capable de participer a 1’activité non-enzymatique, il détoxifie le peroxyde

d’hydrogene et d’autres hydroperoxydes[78].
Les deux formes, oxydée et réduite, de 1’acide lipoique, autre composé appartenant aux thiols,
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présentent des propriétés antioxydantes in vitro en piégeant lesHO", RO,", ’'HOCI et 1’*O,. En se
liant a des métaux comme le fer et le cuivre, ils permettent de les désactiver d’un point de vue

catalytique, et a la capacité de régénérer certains antioxydants endogénes et exogénes[79].

L’acide urique, présent sous forme urate a pH physiologique, posséde des propriétés antioxydantes

in vitro contre les HO' et RO °, tout comme la bilirubine, les mélanines et la mélatonine[78].

o Systemes antioxydantsexogenes

Les antioxydants chimiques exogénes (Figure 11), eux, comprennent majoritairement les vitamines

C et E, les caroténoides et des composés phénoliques [80].

La vitamine C ou acide ascorbique est une molécule hydrosoluble présente dans la plupart des
fruits et Iégumes (non synthétisée par ’Homme). Elle est connue pour son action protectrice contre
I’oxydation membranaire [81]. Son caractere antioxydant provient de sa forme ionisée abondante
(AscH") qui peut aisément réagir avec des radicaux et produire le radical ascorbate tricarbonyle
(AscH"), stabilisé par résonance. Du fait de son trés faible pK, la forme non protonée radicalaire

faiblement réactive est privilégiée (Asce’) (Figure 12) [74].

Paradoxalement, les études in vivo de la supplémentation en vitamine C montrent, pour la plupart,
une réduction de 1’oxydation de ’ADN, des protéines et de la lipoperoxydation, alors que certains
auteurs relatent 1’effet pro-oxydant in vitro de cette molécule dans des milieux tamponnés

contenant du fer en accélérant la réaction de Fenton [82].

o OH OH
OH O e} OH A O o) OH R (o) o
:f pK =41 _T pK =118 \/\SI
OH OH = 8) OH o7 B
AscH, AscH- Asc?-

Figure 11: Différentes structures chimiques de la vitamine C et la réaction avec les radicaux[74]
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La vitamine E est le terme générique utilisé habituellement pour désigner les différents

tocophérols et tocotriénols (Figure 13). Ce sont de bons antioxydants alimentaires, mais surtout

leur role physiologique chez ’'Homme, comme protecteurs des structures membranaires et des

lipoprotéines ou pour lutter contre le stress oxydant. Elle prévient 1’apparition d’hydropéroxydes

en piégeant les radicaux LOO" (Figure 14) [83].

Tocol R R R,

a-tocopherol (3.7 8-tnmethyltocol) CHg (H3 m;
Bocopterol (5 &-dmethyhocel)  CH, H (K
rocophérel ($ dmebytocsl) OB, CH,
(-tocophérol (§-methyltocol) H g O

3 Tocotrienol

tocotrenol 5.7 $4nmethytocoltnénol) CH, CH,
p-oconienol (3.8-dimetiyliocorienc)  CH, H  (H
ocoptrienol (7. $-dimethylocoménol) §  CH; CH

cocotienol $-methykocotneno)  H g CH,

Figure 12: Structures chimiques des tocophérols et des tocotriénols[74]

LOO + T-OH — T-O" ~LOOH

Figure 13 : Mécanismes d'action antioxydante de la vitamine E sur les radicaux LOO<[74]

De plus, il faut noter que la vitamine C associée a la vitamine E régénere la forme réduite de 1'é -

tocophérol par une réaction de transfert d’hydrogene[84].

Les caroténoides : Sont des pigments issus des plantes

et microorganismes, et sont regroupés en

deux grandes familles : les carotenes et les xantophylles (Figure 15). On dénombre environ 600
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présents dans la nature. L’activité antioxydante de ceux-ci est liée a leur longue chaine polyénique
qui leur permet de réagir avec les radicaux ROO’, HO', O,", R" par simple addition électrophile et

transfert d’électron (Figure 16). lls permettent, en particulier, de neutraliser 1’oxygéne singulet[74].

zéaxanthine (xanthophylle)
Figure 14: Structures chimiques de caroténe et xanthophylle[74]

Car + ROO+H — Car + ROOH
Car-H + ROO"— Car+ ROOH
Car + EOO"—Car-00E

Figure 15 :Mécanismes traduisant l'activité antioxydante des caroténoides, cas des ROO[74]

Les composés phénoliques, et en particulier les flavonoides, sont des métabolites secondaires des

plantes caractérisés par une structure commune de type 2-phénylbenzopyrane (Figure 17).

Leur capacité antioxydante reside dans leur capacité a neutraliser les radicaux libres par des
mécanismes de transfert d’électrons et de protons, et a chélater les ions des métaux de transition

capables de catalyser la peroxydation lipidique (Figure 18) [85].

3!
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O
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Figure 16: Structure chimique de la 2- phénylbenzopyrane [85]
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De facon générale, 1’activité biologique des composés phénoliques et spécialement les flavonoides
est fortement dépendante de la nature et de la position des substituants, en particulier le nombre

des groupements hydroxyles [86].

Transfert de proton (HAT)

s
-0

Figure 17 : Mécanismes d'action des antioxydants des composes phénoliques [85]

7. Les composes phenoliques

Dans le métabolisme de la plante, on différencie les métabolites primaires des
métabolitessecondaires.Lesmétabolitesprimairessontdirectementimpliquésdansla croissance, le
développement, la reproduction et I’assimilation des nutriments de la plante. Les métabolites
secondaires, quant a eux, jouent plusieurs réles comme servir de défense pour la plante ou attirer

certaines espéces polinisatrices. lls permettent également la communication de plantes a plantes
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[87].Les polyphénols sont des métabolites secondaires qui ne sont pas directement impliqués dans le
processusde croissance et de développement, mais remplissent d’autres fonctions toutes aussi

importantespourlaplante.

* Polyphénols

Les polyphénols sont des composé€s organiques ayant la caractéristique d’avoir un groupement
aromatique porteur de plusieurs fonctions hydroxyles. Les substances phénoliques ont tendance a étre
solubles dans I'eau, ils sont le plus souvent combinés avec des sucres et ils sont généralement situés
dans la vacuole des cellules végétales [96].

Ils jouent un rdéle d’antioxydants naturels qui leurs conférent un intérét médicinal pour
letraitementdecertainesmaladiestellesque,les maladies inflammatoires,les maladies cardiovasculaires et
certains cancers[97].

Parmi les classes de polyphénols, on compte principalement les acides phénoliques, les flavonoides, les

stilbénes et les tannins.

° Acidesphénoliques

Les acides phénoliques sont des composés qui ont des propriétés antioxydantes. lls sont des dérivés
hydroxylés de 1’acide benzoique (acide caféique, acide gallique), les plantes produisent
del'acidebenzoiqueenmodifiantlastructurechimiquedel‘acidecinnamiquedelaméme maniére de
nombreux organismes décomposent les acides gras. De méme, les groupements
hydroxylessupplémentairesdel’acidecinnamiquepermettentd’obtenirlesstructuresde
I’acidecoumarique,caféique ,chlorogenique et férulique(figurel9).

L’hydrolyse alcoolique du tissu végétal libére un certain nombre d'acides phénoliques hydrosolubles
par exemple l'acide gentisique trés répandu ou I’acide salicylique et I’acide o- protocatéchique qui le
sont un peu moins. Ces acides peuvent étre associés a des glycosides ou d’autres métabolites primaires.
Parmi les activateurs de la floraison, on trouve les acides p-hydroxybenzoique, protocatéchique,
vanillique et syringique. A I’inverse, l'acide gallique, est rapport¢é comme un inhibiteur naturel de la

floraison en particulier dans des feuilles de Kalanchoe [98].
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Figure 18 : schéma de différentes voies métaboliques pour obtenir les acides phénoliques
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° Flavonoides

Les flavonoides sont constitués de deux cycles benzéniques porteurs d’une fonction
hydroxyle,reliés par unechaine linéaire a3 C,avec un squelettecarboné C6-C3-C6. lls portent un
noyau benzénique en position 2. Tous les flavonoides dérivent de I’enchainement benzo-y-pyrone

(figure20).

Figure 19 : structure générale des flavonoides. La numérotation des carbones vise a expliquer la dénomination
de la structure C6-C3-C6

Les flavonoides sont largement distribués dans les plantes sous forme de 9 classes principales ; les
flavones, les flavonols, les flavonones, les flavononols, les flavanols, les anthocyanidines,les
isoflavones, les neoflavone et les chalcones. Toutefois, certaines classes sont plusmajoritairement
distribuées telles que les flavanols, les flavones et les chalcones tandis queles isoflavones et les autres

classes sont minoritaires [96](figure 21).
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Figure 20 : Les sous classes des flavonoides.

La biosynthese des flavonoides se fait par la voie des phénylpropanoides qui passe par I’action de
la malonyl-CoA sur la coumaryl-CoA, issue du métabolisme des sucres (figure 22). La premiere
étape enzymatique est catalysée par la chalcone synthase (CHS), qui aboutit a la formation de la
chalcone. Pour la majorité des plantes, la chalcone ne s’accumule pas, elle est métabolisée, en
flavonoide (les flavanones, les dihydroflavonols et les anthocyanes). D’autres classes de
flavonoides telles que les flavones, les isoflavones, les pro-anthocyanidines et les flavonols sont
issues de voies latérales de biosynthese dont les précurseurs sont les intermédiaires de formation

des anthocyanes [99].
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Figure 21 : biosynthése des flavonoides par voie des phénylpropanoides[100].

Parmi les flavonoides les plus fréquents dans les plantes, on retrouve plusieurs flavonols dont le
kaempférol, la quercétine et la myricétine. Ces molécules sont fréqguemment substituées par des
sucres. Pour les monoglycosides, I’association avec le sucre se fait le plus souvent sur le carbone 3.
La catéchine et 1’épicatéchine sont des stéréo-isomeres, de méme pour la gallocatéchine et
I’épigallocatéchine qui sont classés parmi les flavan3-ols. Les flavonoides ont des propriétés
antioxydantes qui réduisent les radicaux peroxydes en désactivant les especes réactives de
I’oxygéne (>OS) comme les ions superoxydes ou encore les radicaux OHe. Les flavonoides
peuvent aussi jouer le role de pigments pour la coloration des fleurs afin d’attirer les animaux
pollinisateurs. Chez les plantes supérieures, les flavonoides sont impliqués dans la filtration UV, la
fixation symbiotique de l'azote. Ils peuvent egalement agir en tant que messagers chimiques, des

régulateurs physiologiques et d'inhibiteurs du cycle cellulaire. Les flavonoides par exemples
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sécrétées par la racine de leur plante héte aident les rhizobiums dans le stade de l'infection a se
défendre. Les flavonoides peuvent étre séparés par des techniques chromatographiques et des
composants individuels identifiés par comparaison chromatographique et spectrale avec des

marqueurs connus [92].
o Chalcones

La Chalcone est une cétone aromatique ayant comme structure de base des flavonoides et une
énone. Elle constitue le noyau central d'une variété de composés biologiques importants, qui sont
connus collectivement sous le nom chalcones ou chalconoides. Elles sont montrées sous forme de
deux cycles benzéniques A et B liés entre eux par une chaine a trois carbones, cétonique a, [3-
insaturé. Ces composés sont rarement substitués sur le cycle B. De maniére équivalente aux autres

flavonoides, les positions 2, 4 et 6 du cycle A peuvent étre hydroxylées ou méthoxylées (figure23).

1.3-Diphenyl-2-propen-1-one

Figure 22 : structure générale d’un chalcone.
La chalcone est naturellement synthétisée par de nombreux végétaux par la voie métabolique des
phénylpropanoides. La phénylalanine est d'abord modifiée en acide cinnamique, qui est transformé
en acide paracoumarique qui forme alors un thioester avec le coenzyme A, le 4- coumaroyl-CoA
[101]. Le thioester réagit aprés avec 3 molécules de malonylcoenzyme A qui finissent par se
cycliser et former un second groupe phényle, formant ainsi le 4°,2,4,6-tetranydroxychalcone [102].
Les Chalcones et leurs dérivés montrent un large éventail d'activités biologiques, tels que des anti-
diabétiques, anti- néoplasique, anti-hypertenseurs, anti-rétroviraux, anti-inflammatoires, anti-
parasitaires, anti- histaminique, anti-paludéens, anti-oxydant, anti-fongique, les anxiolytiques,
antispasmodique, anti-nociceptives, hypolipémiants, anti-filariose, anti-angiogénique, anti-

protozoaires, anti- bactérien, anti-stéroidien [103,104].
° Anthocyanes

Les anthocyanes sont des flavonoides qui portent une charge sur 1’oxygéne de 1’hétérocyclecentral
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C. Les anthocyanidines (aglycones anthocyanes formées lorsque les anthocyanes sont hydrolysées
avec de l'acide) sont responsables aussi de la couleur naturelle de la plante. Ces
moléculessontconstituéesd unaglyconeanthocyanidineetd’unglucoseenposition2’  (Figure  24).
L’aglycone est chargé positivement et la charge portée peut étre délocalisée par effet mésomere sur
la majeure partie du squelette flavonoide.

Parmi les anthocyanidines qui sont tres connus il y a la malvidine, la delphinidine, la pétunidine et
la cyanidine. La coloration attribuée aux végétaux dépend de plusieurs éléments, particulierement
le pH et de la nature des substitutions de 1’aglycone. En plus de la pigmentation, ces composés sont

accumulés dans desdifférentsorganesdesplantesafindelesprotégercontrelesattaquesdenuisibles.

Anthocyanidine R1 R2
Cyanidine OH H
Delphinidine OH OH
Paeonidine OCHj, H
Pétunidine OCHj, OH O-glucose
Malvidine OCHj, OCH;, OH

Figure 23 : structure générale des principales anthocyanidines

Les anthocyanes les plus connues sont la pélargonidine responsable de la coloration rouge ou
orange dans certaines plantes. Il y a encore la cyanidine qui donne une couleur rouge ou rose et
ensuite la delphinidine responsable de la coloration mauve. Elle aussi donne spécialement la

coloration rouge aux fruits et aux feuilles en automne..

+ Tannins

Chimiquement, les tannins sont des polyhydroxyphénols. Les tannins sont répartis en quatre
groupes suivant leurs structures chimiques : les gallotannins, les ellagitannins, les tannins
complexes, et les tannins condensés. Les gallotannins sont des tannins formés d'unités d’acides
galliques liées a diverses unités polyol-, flavanol- ou triterpénoides. Les ellagitannins sont des
tannins formés d'au moins deux unités d’acides galliques C-C couplées entre elles et sans liaison
glycosidique avec des unités flavanols (catéchines). Les tannins complexes sont des tannins formés

par une unité gallotanin ou ellagitannin comportant une liaison glycosidique. Les tannins
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condenses sont des proanthocyanidols comportant des liaisons entre le C-4 d'une unité flavanol et
un C-8 (ou C-6) d’un autre flavanol monomere. Ils sont bénéfiques pour la santé en raison de leur
activité antimutagéne et anticancéreux [106], antibactériens [105]. lls jouent un réle dans la
protection contre la prédation, et peut-étre aussi que les pesticides, et dans la régulation de la
croissance des plantes [107]. Les proanthocyanidines sont des polymeres de flavanols qui peuvent
étre reconnues par le fait que lorsqu'ils sont chauffés par en milieu acide, les feuilles qui les

contiennent deviennent rouges.

55



Partie Il : Partie expérimentale



Chapitre | : Extraction et analyses

Dans ce chapitre, nous avons decrit toutes les méthodes et les techniques utilisées dans ce
travail. Aprés la récolte des échantillons (cladodes, fleurs, graines), nous avons fait 1’extraction
des extraits organiques (phénolique) a partir les trois parties pour chaque plante, ainsi que nous
avons extrait 1’huile végétale des graines d’Opuntia ficus indica. Ensuite, nous avons décrit les
méthodes d’analyse et des quantifications des teneurs en composés bioactifs pour les extraits
organiques (phénoliques) et I’huile végétales, également, nous avons détaillé avec précision les
protocoles expérimentaux utilises pour évaluer les activités bibliologiques des extraits

organiques et I’huile végétale d 'Opuntia ficus indica.

1. Collecte et séchage du matériel végétal

Le Maroc est un pays situé en Afrique du Nord-Ouest. Il se caractérise par un climat trés
différent selon les régions. Dans ce travail, nous avons récolté les matiéres végétales dans
différentes régions; chaque région est caractérisée par des coordonnées géographiques
spécifiques et un type de climat. El Ajhar et al. [108], ont montré dans leur étude la classification
climatique des régions du Maroc pendant la période 1980-2015 (tableau 8).D’apres cette étude,
les régions de Rabat, Taza et d’Al Hoceima sont caractérisées par un climat semi-aride, tandis
que la région de Tiznit est caractérisée par un climat aride. De plus, les régions de Taza et Tiznit
se trouvaient respectivement a une altitude élevée de 509 m et 237 m, tandis que celles de Rabat
et Al Hoceima étaient a une altitude basse respectivement de 84m et 27 m.

Les matériels végétaux utilisés au long de ce travail sont les cladodes, les fleurs et les graines. Ils
sont collectés auprés des deux variétés Opuntia ficus-indica et Opuntia megacantha. lls ont été
collectés en été entre juillet et septembre en 2017. Ensuite, les échantillons (cladodes, fleurs et
graines) d'Opuntia ficus-indica ont eté collectés dans les régions de Tiznit et d'Al Hoceima,
tandis que ceux d'Opuntia megacantha ont été collectés dans les régions de Rabat et Taza. Nous
avons choisi ces régions en raison leurs propriétés géographiques et climatiques comme le
montre le tableau 8. Les échantillons collectés ont été séchées a ’ombre, a 1’abri de I’humidité,

et a une température ambiante (24°C) pendant 7 jours en moyenne.
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Table 8 : Coordonnées geographiques, altitudes et le type de climat des sites étudiés.

Site Longitude @ Laltitude @ Altitude(m) 1980-1990 @ 1991-2015 1991-2015
Rabat 34.050° -6.760° 084 Semi-arid = Semi-arid = Semi-arid
Taza 34.210° -4.000° 509 Semi-arid | Semi-arid | Semi-arid

Al Hoceima 35.180° -3.850° 027 Semi-arid | Semi-arid | Semiarid
Tiznit 29.697° -9.732° 237 Arid Arid Arid

2. Préparation du matériel végétal

Apreés la récolte, chaque échantillon (cladodes, fleurs, graines) sera découpé en fines tranches et
séché a lair, puis broyé a l'aide d'un broyeur (type Gulatti MFC). La poudre résultante est
conservée a température ambiante (24°C) dans un récipient hermétique. Cette fine poudre sera

ensuite utilisée pour la préparation des différents extraits.

e  Torréfaction des graines Opuntia ficus-indica.

Les graines d Opuntia ficus-indica ont été isolées a base de l'eau et séchées a l'obscurité a
température ambiante (24°C°) pendant 72 heures. Ensuite, ils sont placés dans un papier
aluminium et torréfiés dans un four conventionnel a air chaud forcé a différentes températures (60
° C, 130 ° C, 200 ° C) pendant différentes durées (10, 30,50min). Le choix des conditions
opératoires de la torréfaction a été décrit avec précision dans la partie Il (Chapitre II). Les
graines ont ensuite été broyées a l'aide d'un broyeur. La poudre fine résultante est stockée a
température ambiante dans un récipient hermétique.

3. Méthodes d’extraction
3.1. Extraction par Soxhlet

L’extraction des extraits phénoliques a été réalisée par 1’extraction solide-liquide en utilisant un
appareil Soxhlet. 50 grammes de la matiére végétale a extraire (Séchée et broyée) sont pesés et
mis dans la cartouche du Soxhlet. Le solvant (80% de méthanol, 20% d'eau) est introduit dans le
ballon puis chauffé pour démarrer 1’extraction. L’extraction est arrétée lorsque le liquide
entourant la cartouche devient clair, cette couleur indiquant que le solvant n’extrait plus rien du
solide. Le temps de traitement est de 5 a 6 heures. Le contenu du ballon (solvant + matiéres
solubilisées) est évaporé a sec a I’aide d’un évaporateur rotatif muni d’une pompe a vide a une
température de 64 °C pour eliminer tous le solvant. Le choix des deux méthodes d’extraction

précédement décrits a été basé d’une part de la disponibilité du matériel au laboratoire.
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4. Extraction de I’huile végétale d’Opuntia ficus-indica par pression a froid

Le procédé d’extraction utilisé pour les huiles végétales est trés important car il détermine la qualité de
I’huile obtenue. Pour cela nous avons choisi 1’extraction par pression a froid car il est le meilleur
procédé : il permet de garantir une huile pure, ne contenant aucune substance étrangere (solvant et
impureté) et de tres haute qualité nutritionnelle. D’aprés ¢a, I’extraction des huiles végétale des graines
d’Opuntia ficus-indica a été realisée par la méthode presse a froid a l'aide d'un Kern Kraft prince F

universal ; avec une presse a vis mécanique a moteur 2,2 kW.

5. Détermination du rendement d’extraction

Selon la norme AFNOR [110], le rendement en huile essentielle ou en extrait est défini comme
étant le rapport entre la masse d’huile essentielle (ou extrait) obtenue apres 1’extraction et la
masse initiale de la matiére végétale utilisée (g). Le rendement est exprimé en pourcentage, il est

donné par la formule (5) :

masse d HE ou (extrait sec)

Rendement (%) = 100 (5)

massedemati érevégétale

Les extraits obtenus sont gardés au réfrigérateur a 4 °C dans des flacons en verre brun fermé

hermétiquement pour les préserver de I'air et de la lumiere.
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6. Analyse de la composition chimique de I’huiles végétale par le couplage (CPG/SM)

Les esters méthyliques d'acides gras ont été obtenus par méthylation des acides gras des huiles selon la
méthode décrite par Chunhieng, A. et al [119] avant I'analyse au GC-MS. Trois gouttes d'huile ont été
ajoutées & 3 mL d'une solution de méthylate de sodium puis le mélange a été chauffé a 60°C pendant 10
min. Aprés cette étape, 3 mL de chlorure d'acétyle et 10 mL du méthanol (50 mL /625 mL) ont éte
ajoutés au mélange préalablement chauffé. Le nouveau mélange a été chauffé pendant 10 min puis
refroidi a température ambiante (24°C). Ensuite, 10 mL d'eau distillée et 15 mL d'hexane ont été ajouté
successivement. Le mélange est agité vigoureusement et laissé au repos jusqu'a obtention de deux
phases. La phase hexanique supérieure contenant les esters méthyliques d'acides gras a été transférée
dans un vial pour I’analyse au GC-MS.L'analyse des esters méthyliques d’acides gras a été effectuée par
chromatographie en phase gazeuse couplé a un spectrometre de masse (GC-MS). Cette technique permet
de séparer, identifier et quantifier des analytes au sein de mélanges complexes. C’est une méthode
adaptée pour l'analyse de composés de faible poids moléculaire. Pour étre analysé en GC-MS, un
composé doit étre suffisamment volatil et thermiquement stable. En outre, les composés fonctionnalisés
peuvent nécessiter une modification chimique (dérivatisation) avant lI'analyse afin d'éliminer les effets
d'adsorption indésirables. Les échantillons sont généralement analysés sous forme de solutions
organiques, par conséquent, les analytes doivent étre extraits de la matrice végétale par des solvants
organiques. La solution est introduite dans 1’appareil par le biais de I’injecteur. Elle est ensuite vaporisée
et envoyée dans une colonne chromatographique. L'échantillon est entrainé via un gaz vecteur (hélium) a
travers la colonne. Les composés présents dans le mélange sont séparés en fonction de leur interaction
avec la phase stationnaire de la colonne et la phase mobile (gaz). La derniere section de la colonne passe
a travers une ligne de transfert chauffée reliée a I'entrée de la source d'ionisation ou les composés sont
ionisés [111].

6.1 Composition en acides gras

La composition des esters méthyliques d'acides gras FAME a été quantifiée déterminée selon le
protocole CEE / 2568/91 [112], par chromatographie capillaire en phase gazeuse (CGC), a l'aide
d'un chromatographe Varian CP-3800 (Varian Inc.) équipé d'un FID. Un injecteur fractionné a
été utilisé et le volume injecté était de 1 ml. La colonne utilisée était une colonne CPWax 52CB
(30 mx 0,25 mm de diamétre interne; Varian Inc., Middelburg, Pays-Bas). Les conditions des
opérations chromatographiques étaient les suivantes: le gaz porteur était de I'nélium et le débit
total de gaz était de 1 ml / min. La température initiale et finale de la colonne était de 170 ° C et
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230 ° C, respectivement, et la température a été augmentée par paliers de 4 ° C / min. La
température de l'injecteur et du détecteur était de 230 ° C. Les données ont été traitées en
utilisant une station de travail Varian Star v 6.30 (Varian Inc., Walnut Creek, CA, USA). Les
résultats ont été exprimés en pourcentage relatif de chaque AF individuel présent dans

I'échantillon.

6.2. Composition en phytostérols

Les phytostérols ont été dosés selon la méthode standard 1SO 6799 [123] par chromatographie
capillaire en phase gazeuse (CGC) sur colonne apolaire (Chroma pack) (30 mx 0,32 mm, DI:
0,25 pum, phase: CPSIL8CB). Le chromatographe VARIAN CP-3800 est équipé d'un injecteur
diviseur type 1079 (T: 300 ° C) et d'un FID (T: 300 ° C). Le gaz vecteur est I'hélium (débit: 1,5
mL / min) [6].

7.Etude phytochimique des extraits organiques (phénolique)

7.1. Screening phytochimique

Le screening Phytochimique est un ensemble des méthodes et techniques de préparation et
d'analyse des substances organiques naturelles de la plante, il permet de mettre en évidence la
présence de groupes de familles chimiques dans une drogue donnée, tels que : Les alcaloides, les
saponines, les polyphénols, les flavonoides, lesquinones.

Le principe est basé soit sur la formation de complexes insolubles en utilisant des réactions de
précipitation, ou sur la formation de complexes colorés en utilisant des réactions de coloration

(insaturation ou conjugaison dans une molécule).

+ Détection des alcaloides

La présence d’alcaloides est établie par la précipitation de sels en utilisant le réactif de Mayer
comme révélateur. On ajoute a 10g de poudre végétale de chaque plante étudiée 10 mL de H,SO,
dilué (1/10), apres 24h de macération a température ambiante, le macéré est filtré et lave a I’eau
de maniére a obtenir 6 mL de filtrat.

Dans des tubes a essai contenant chacun 1 mL du filtrat de chaque plante, nous avons ajouté 5
gouttes de réactif de Mayer. L'apparition d'un précipité blanc-jaune ou brun indique la présence
d’alcaloides [114].
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* Détection des flavonoides

Dans chaque tube & essai, 1 mL d’acide HCI concentré est mélangé avec 3 mL de chaque extrait
méthanoliqueet 2 a 3 copeaux de magnésium. La présence des flavonoides est confirmée par

I’apparition d’une coloration rose-orangé ou rouge apres quelques minutes [115].

* Détection des tannins

1 mL d’extrait aqueux de chaque plante étudiée a été mélangé avec 1 mL de I’eau distillée et 1 a
3 gouttes de chlorure ferrique FeCls (1%). La coloration bleu-noire (tanins galliques) ou bleu-

vert (tanins catéchiques) est considérée comme résultat positif pour la présence des tanins [116].

+ Détection des saponosides

Pour rechercher les saponosides, nous avons ajouté un peu d’eau distillée a 3 mL d’extrait. Le
tube est agité pendant 15 secondes puis laissé au repos durant 10 minutes. Une hauteur de

mousse persistante, supérieure a 1cm indique la présence de saponosides [117].

7.2. Dosage des phénols totaux des extraits organique (phénolique)(TPC)

Les polyphénols produits par les végétaux en tant que métabolites secondaires constituent
une large gamme de molécules, de nature chimique et teneur extrémement variables

d’une espéce a I’autre.

Figure 24: Dosage des polyphénols totaux
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Plusieurs méthodes analytiques peuvent étre utilisées pour la quantification des polyphénols

totaux. L’analyse par le réactif de Folin—Ciocalteu est le plus utilisé [118].

* Principe

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par une méthode adaptée par Singleton et
Ross (en 1965) avec le réactif de folin—Ciocateu [119]. Le reactif est formé d’acide
phosphotungestique H3PW1,049 et d’acide phosphomolybdique H3PMo1,04 , qui sont réduits
lors de I’oxydation des phénols en oxydes bleus de tungsténe (WgO,3) et de molybdene
(MogQ3), cette réaction se traduit par le développement d’une coloration bleue foncée, qui passe
par une absorption maximale aux environs des 765nm permettant de déterminer la concentration

des polyphénols en se référant a une courbe d’étalonnage a partir des concentrations connues.

* Protocole expérimentale

Une courbe d’étalonnage standard a été obtenue a partir des solutions d’acide gallique de
différentes concentrations (0-300pg/ml), dont la structure est représentée sur la figure 26. 100 ul
de chaque solution a été¢ introduit a I’aide d’une micropipette dans des tubes a essai, suivis
de I’addition de 500 ul du réactif de Folin-Ciocalteu (10 fois dilué dans I’eau distillée).
Apres incubation pendant 2 minutes, 2 ml de carbonates de sodium a 20% ont été ajoutés,
les solutions ainsi obtenues ont été secouées immédiatement et maintenues a 1’obscurité
pendant 30 minutes a température ambiante. L’absorbance de chaque solution a été
déterminée a 765 nm contre un blanc préparé de la méme maniére sauf qu’il ne contient pas
d’acide gallique (I’extrait phénolique). Les densités optiques des solutions préparées ont permis
de tracer la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique. L’analyse quantitative des plyphénols totaux
des extraits phénoliques a été réalisée par la méme procédure. Toutes les mesures sont réalisées

en diplicata.

o OH

HO OH
OH

Figure 25: Structure de I'Acide Gallique

63



Les valeurs de concentration seront directement lues a partir des droites d’étalonnage établies a
’aide de la solution de référence d’acide gallique, de la forme Abs=a x [AG] + b. Il s’ensuit que
la concentration de I’échantillon est exprimée en mg d’équivalent en acide gallique par gramme
d’extrait sec ou de matiére séche « a » représente la pente, « b » ’ordonnée a 1’origine du droite

étalon.

7.2. Dosage des flavonoides des extraits organique (phénolique)(TFC)

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICl3) et la soude (NaOH) est utilisée pour quantifier
les flavonoides dans nos extraits [120,121]. Le trichlorure d'aluminium (AICI3) forme un
complexe (jaune) trés stable avec les groupements hydroxydes OH des flavonoides et la soude
(NaOH) forme un complexe de couleur rose absorbe dans le visible a 510 nm.

Figure 26:Dosage des flavonoides des extraits organique (phénolique)

-+ Principe

Les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est susceptible
de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure d’aluminium. Les
flavonoides forment des complexes rosatres par chélation des métaux (fer et aluminium), ce
complexe rose absorbe la lumiére visible a une longueur d’onde 510 nm. Ceci traduit le fait que
le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir avec deux atomes d'oxygene de la molécule

phénolique agissant comme donneur d’¢lectrons [122].
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+* Protocole expérimentale

L’extrait convenablement dilué (1 mL) ou la solution du composé étalon (figure 27), quercétine
(12, 25, 50, 75, 100 mg /L) est introduit dans une fiole jaugée de 10 mL contenant au préalable 4
mL d’eau distillée. A I’instant t = 0 on y introduit 0,3 mL de NaNO, a 5 % (P/v). Aprés 5
minutes, on ajoute 0,3 mL d’AICl3 a 10 %, 6 minutes aprés, 2 mL de NaOH a 1M a été ajoute.
Immédiatement le mélange réactionnel est dilué avec 2,4 mL d’eau distillée et est agité

vigoureusement. Apres 15 min d’incubation, 1’absorbance est lue a 510 nm.
OH

OH

HO O

OH

|

OH O

Figure 27: Structure de la Quercétine

L’absorbance de la solution rose est déterminée a 510 nm contre un blanc a I’aide d’un
spectrophotometre Varian Cary 50 Scan UV-Visible. La teneur en flavonoides totaux de
différentes plantes est exprimée en équivalents de mg de quercétine (mg QE) par gramme

d’extrait. Tous les essais sont reproduits au moins deux fois.

7.4. Teneur totale en tanins condensés des extraits organique (phénolique)( (TTC)

L'analyse des TTC (proanthocyanidines) a été effectuée par la méthode décrite par sun et al.
[123]. Une portion (50 ml) d'extraits appropriés (50-600 ug / ml) a été ajoutée a 3 ml de solution
de vanilline méthanolique a 4% et 1,5 de H,SO,. Aprés 15 minutes, lI'absorbance a été lue a 500
nm. Le TTC a été exprime en mg d'équivalent catéchines (CE) pour 1 gramme de masse séche de
matériel végétal (mg CE / 1 g de masse seche de matériel vegétal). La courbe d'étalonnage pour

les catéchines était comprise entre 50 et 600 pg / mL.
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Figure 28: Dosage des tannins par vanilline

7.5. Dosage des sucres totaux des extraits organique (phénolique)( (TSC)

Le dosage des sucres totaux est effectué par la méthode de phénol / acide sulfurique [124]. Cette
derniére nécessite une hydrolyse acide qui permet la rupture de toutes les liaisons glucidiques
dans le polyoside. Le principe du dosage se base sur la condensation des produits de
déshydratation des oses avec un chromogene qui est le phénol. A ce moment- I3, il se forme des
chromophores de couleur jaune-orange, leur apparition est suivie en mesurant 1’augmentation de
la densité optique a490nm. La teneur des sucres est exprimée en pg / ml (convertie en grammes /
litre) de a D (+) Glucose a partir d’une courbe d’étalonnage. On additionne a 0,5 g d’échantillon,
20 ml d’acide sulfurique (H2S04); puis on place I’ensemble dans une étuve réglée a 105°C
pendant 3 heures ; on transverse la solution dans une fiole de 500ml tout en ajustant le volume
par de l’eau distillée jusqu’a 500ml ; on filtre la solution puis on réalise trois dilutions
aul/3.Dans des tubes, on met 1ml de chaque dilution, ensuite on ajoute dans chaque tube 1ml de
phénol a 5 % et Sml d’acide sulfurique HyS04 a 98 % ; les tubes sont maintenus dans 1’étuve
pendant 5 minutes a 105°C, puis laissés dans I’obscurité pendant 30 minutes.Enfin, a 1’aide d’un
spectrophotometre, on lit la densité optique a une longueur d’onde de 490 nm. En paralléle, on

trace la courbe d’étalonnage avec de D (+) Glucose.
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7.6 Détermination de la teneur en pigments (chlorophylle et en caroténoides) de I'huile végétale
d’Opuntia ficus-indica .

Les pigments comprennent la chlorophylle et les caroténoides. Le protocole décrit par Pokorny et
al.[125] a eté adopté pour estimer la teneur en chlorophylle.La mesure d'absorbance des
échantillons d'huile a été réalisée a des longueurs d'onde de 630, 670 et 710 nm. Le tétrachlorure
de carbonea été utilisé comme témoin. Les teneurs en chlorophylles ont été déterminées en

utilisant la formule suivante :

C (mg/ Kg) = [(Absszo - (Abssss + Absyio) / 2) * 345,3] / L(6)

C: teneur en chlorophylle exprimée en mg de chlorophylle / kg d'huile;
Abs: absorbance a la longueur d'onde respective (nm);
L: I'épaisseur de la cellule du spectrophotomeétre (mm).

La teneur totale en caroténoides a été déterminée a 472 nm dans le cyclohexane en utilisant la
valeur d'extinction spécifique selon la méthode colorimétrique décrite par Salvador et al.[19].
Les données ont été obtenues pour la détermination des pigments en effectuant une analyse

réalisée en triple. Les résultats ont été exprimés en mg / kg
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7.7. Détermination des composés phénoliques totaux de I'huile végétale d’Opuntia ficus-indica

L'extraction des composés phénoliques de I'huile des graines a été réalisée par la méthode
d'Owen et al. [267]. En bref, 2 g de chaque échantillon d'huile a été extrait trois fois avec 10 ml
la solution du méthanol : solution aqueuse (8: 2), aprés vortex pendant 2 minutes et
centrifugation a 3000 rpm pendant 10 minutes a chaque extraction. Les extraits méthanoliques
ont été réunis puis lavés trois fois avec 10 ml de n-hexane pour éliminer les lipides. La fraction
méthanolique a été seéparée et évaporée a l'aide d'un évaporateur rotatif a pression réduite, et le
résidu sec est utilisé pour le dosage colorimétrique et activité antioxydante. Le dosage du
contenu phénolique totaux a été réalisé en utilisant la méthode colorimétrique (Folin—Ciocalteu)
[127].500 pl de la solution a été mélangé avec 2500 ul deréactif Folin — Ciocalteu dans de I'eau
distillée (1:10) et aprés, 4000 pl de Na,CO3 (7,5%, w / v) a été ajouté. Apres 30 minutes
d’incubation dans un bain-marie a 45 ° C, l'absorbance est mesurée 4765 nm et comparé a un
blanc a l'aide d'un spectrophotometre UV-Vis. La concentration en polyphénols totaux est
calculée a partir de I'équation de régression de la courbe d'étalonnage établie avec de l'acide
gallique sur une gamme de concentration de 0 a 300 mg / mL. Les valeurs de contenu phénolique

ont été exprimées en acide gallique equivalent (mg GAE / g d'extrait d'huile).
8. Evaluation de I’activité antioxydante, antidiabétique et antibactérienne

8.1. Evaluation du pouvoir antioxydant in vitro

A travers notre étude bibliographique, il apparait clairement qu’une seule méthode ne suffit pas
ni pour caractériser les propensions antioxydants in vitro et in vivo, et ni a donner une prévision
compléte de I’efficacité antioxydante. L utilisation de plus d’une méthode est donc nécessaire et
nous avons choisi le test du 2,2-diphényl picrylhydrazyl (DPPH), FRAPet le test de I’acide 2,2-
azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique (ABTS) pour leur facilité de mise en ceuvre afin
d’évaluer I’activité antioxydante de nos extraits; ceci nous permettra de mieux généraliser les

résultats.
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4+  Test Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazil) des extraits organique

(phénolique).

e  Principe

Le composé chimique2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle est un radical libre de couleur violacée qui
absorbe dans 1’UV-visible a la longueur d’onde de 517nm [128]. En présence des piégeurs de
radicaux libres, le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle radical) (figure 29) de couleur violette
se réduit en un produit jaune DPPHH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazine) [129]. La réduction du
radical libre DPPH par un antioxydant peut étre suivie par spectrophotométrie UV-visible, en
mesurant la diminution de 1’absorbance a 517 nm provoquée par la présence des extraits [130].
Les réactions ont lieu a température ambiante et en milieuméthanolique, qui permet une bonne

solubilisation de la plupart des antioxydants. Ce test est trés utilisé, car il est rapide, facile et non

couteux.
NO, NO,
Antioxydant H
o,N N—N + AH = 0O,N N—N v A"
ND}: NUE
-

WIULLI JAUNL

Figure 29: Réduction du radical DPPH
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o Protocole expérimentale

Le DPPH est solubilisé dans le méthanol pour avoir une solution de 0,2mM. Dans des tubes, on
introduit 2,5 ml de chaque extrait (0,1mg/ml dans le méthanol) et on ajoute 1ml de la solution
méthanolique au DPPH. Aprés agitation par un vortex, les tubes sont placés a 1’obscurité a
température ambiante pendant 30 minutes. La lecture est effectuée par la mesure de 1’absorbance
a 517 nm. Le contr6le négatif est composé de 1 ml de la solution méthanolique au DPPH et de
2,5 ml de méthanol. Le contr6le positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard

I’acide ascorbique.

° Détermination du pourcentage de neutralisation

Les résultats d’activité antioxydante sont calculés en pourcentages de neutralisation des radicaux
libres (I %) en utilisant la formule 7: [24]

| % = [1 — (ADbS Echantilion — ABS controle négatir)] X 100 (7)

Ou % : Pourcentage de I’activité anti-radicalaire ;
ADS Echantition : Absorbance de I'échantillon ;
ADS controle négatif - Absorbance du contrdle négatif

Les concentrations en huile essentielle et en AA, en fonction des pourcentages du DPPH inhibés,
ont été tracées a la fin de la réaction afin d'obtenir l'indice d’ICso. Ce parameétre est défini
comme la concentration d'antioxydant nécessaire pour diminuer la concentration du DPPH
initiale a 50%.

+* Test de ’ABTS(2,2-azinobis (3-éthyle-benzothiazoline-6 sulphonate) pour les extraits
organique (phénolique).

L’extrait de plante est mis en contact avec les radicaux libres d’ABTS préformés et 1’absorbance

est lue avec un spectrophotomeétre a 734 nm.
° Principe

Cette méthode est basée sur la capacité des composés a piéger le radical-cation ABTS®", (sel
d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline)-6-sulfonique), qui présente un

spectre d’absorption dans le visible avec trois maxima a 645, 734 et 815 nm. Le radical est formé
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par oxydation de I’ABTS incolore avec différents composés, comme le dioxyde de manganése,
le peroxyde d’oxygéne ou le persulfate de potassium. Le radical ABTS®" de coloration bleue a
vert (absorbant a 734 nm) est formé par arrachement d’un électron e- a un atome d’azote de
P ABTS. En présence de Trolox (ou d’antioxydant donneur de H®), le radicale d’azote concerné

piege un H®, conduisant 8 ’ABTSH+, ce qui entraine la décoloration de la solution (figure 30).

FEHS CZHE
N N
g>=N_N=<gf 5 s
504 NH,
ABTS
HO
j,cmH
H,C 0" "CH,
CHs Trolox
f
H1 F‘EHS CEH;.
_N& N-
B @ PN
HMN 0.3 § 5
ABTSH"

Figure 30: Formation et piégeage du radical ABTS®" par un antioxydant donneur de H*

Par ce test, a un temps de réaction donné (4 a 6 minutes), nous déterminons un pourcentage
d’inhibition a 734 nm (correspondant a une diminution de la coloration de la solution) en

fonction de la concentration en agent réducteur.
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° Protocole expérimentale

La solution de travail a été préparée en mélangeant deux solutions de réserve, unesolution de
I’ABTS (2 mM) et une solution de persulfate de potassium 70 mM (v/v) et on laisse réagir le
mélange pendant 24 h a température ambiante dans I'obscurité. L’absorbance de la solution
obtenue (bleu — vert) est ajustée a 0,650 + 0,020 a734 nm [132]. L’extrait de plante (20 pL) est
ajouté a 980 pL de la solution radicalaire d’ABTS. Le mélange est incubé a 37°C dans un bain
marie a 1’abri de la lumiére pendant 10 mn. Un contrdle constitué¢ de 20 pL de MeOH (50%) et
de 980 pL de la solution d’ABTS est lu avant chaque série d’extrait a 734 nm. La capacité
antioxydante totale des extraits de plantes ainsi déterminée est exprimée en pg/ml. La solution

radicalaire d’ABTS est préparée fraichement.

+ Réduction du fer: FRAP (Ferric Reducing AntioxidantPower) des extraits organique
(phénolique).

La méthode est basée sur la réaction de réduction du Fe>* présent dans le complexe ferrocyanure de
potassium en Fe?*, la réaction est révélée par le virement de la couleur jaune du fer ferrique (Fe®*") en
couleur bleu vert du fer ferreux (Fe?"), I’intensité de cette coloration est mesurée par spectrophotométrie
a 700nm.

Figure 31:Réduction du fer ferrique en fer ferreux
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Le protocole expérimental utilisé est celui de Yildirim et al.[122], en 2001 ou: 0.5 ml de
I’échantillon a différentes concentrations, est mélangé avec 1,25 ml d’une solution tampon
phosphate a 0.2 M (pH= 6.6) et 1.25 ml d’une solution de ferricyanure de potassium K3Fe(CN)g
a 1%. Le tout est incubé a 50°C pendant 20 min, puis refroidi a la température ambiante.2,5 ml
d’acide trichloracétique a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction, puis les tubes sont
centrifugés a 3000g pendant 10 min. 1,25 ml du surnageant sont ajoutés a 1.25 ml d’eau distillée
et 250 pl d’une solution de chlorure de fer (FeCls, 6H,0) a 0.1% La lecture des absorbances se
fait contre un blanc a 700 nm a 1’aide d’unspectrophotomeétre.La valeur CE50 (mg / mL) indique

la concentration de chaque extrait a laquelle I'absorbance était de 0,5 pour le pouvoir réducteur.

+* Activité antioxydante par le dosage des radicaux libres DPPH de I'huile végétale d’Opuntia
ficus-indica .

L'activité antioxydante de I'extrait d'huile de graines méthanoliques a été réalisée par le test
DPPH, selon le protocole décrit par Huang et al. [133]. 500 pl d'une solution de DPPH 0,2 mM
ont été mélangés avec 2500 p de la solution extraite. Apres, le mélange est laissé dans I'obscurité
pendant 30 min a 25 ° C et la décoloration par rapport au contrdle négatif contenant uniquement
la solution de DPPH L'absorbance a été lue a 517 nm. L'activité antioxydante a été obtenue par

I'équation 7.
8.2. Activité antidiabétique de l'huile végétale d’Opuntia ficus-indica .

+* Test d'inhibition de I'a-glucosidase

L'activité inhibitrice de 1'a-glucosidase a été réalisée dans du PBS (0,1 M; pH 6,7), en utilisant le
p-nitrophényl-a-D-glucopyranoside (pNPG) comme substrat, selon la méthode décrite par
Fettach et al[134]. Les échantillons ont été préparés en dissolvant tousles extraits dans 0,1% de
DMSO et dilués dans du PBS a une série de concentrations différentes.En bref, un mélange de
150 plde I’échantillon a tester et 100 pl de PBS contenant la solution d’enzyme a-glucosidase de
levure de boulanger (0,1 U / ml) ont éteé incubés a 37 °© C pendant 10 min. Ensuite, 200 pl de
pPNPG (1 mM) ont été ajoutés au mélange pour initier la réaction. Apres incubation a 37 ° C
pendant 30 min, 1 ml de Na2C03 (0,1 M) a été ajouté pour arréter la réaction et lI'absorbance a
été mesurée a 405 nm.Les résultats ont été exprimés en pourcentage d'inhibition et calculés a

I'aide de la formule suivante:
Inhibition (%) = [(1- (A échantillon - Ab blanc)) / (A control - Ab témoin)] * 100(8)
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Ou A contréle fait référence a I'absorbance du contrdle (enzyme et tampon); Un témoin b fait
référence a I'absorbance du blanc témoin (tampon sans enzyme); Un échantillon fait référence a
I'absorbance de I'échantillon (enzyme et inhibiteur); et I'échantillon Ab est I'absorbance du blanc

d'échantillon (inhibiteur sans enzyme). L'acarbose a été utilisé comme contréle positif.

+* Test d'inhibition de I'a-amylase

Le test d'inhibition de l'a-amylase a été réalisé selon le protocole de Fettach et al[134]., avec
quelques modifications. Au début, le substrat a eté preparé en dissolvant 200 mg d'amidon dans
25 ml d'hydroxyde de sodium (0,4 M) avec chauffage a 80 ° C pendant 5 min. Aprés
refroidissement, le pH a été ajusté a 7,0 £ 0,1 et le volume final a été complété a 100 ml avec de
I'eau distillée. Des échantillons de solution a des concentrations variables (150 pL) ont été
mélangés avec 500 uL de PBS 0,02 M (pH 6,9, NaCl 0,006 M) contenant lI'enzyme a-amylase
pancréatique humaine (1,5 U / mL) et incubés pendant 10 min a 37 ° C. De I'amidon soluble
(0,2%, PBS 0,02 M, pH 6,9, NaCl 0,006 M) a été ajouté au mélange et incubé a 37 ° C pendant
10 min. La réaction a été arrétée en ajoutant 250 ul de HCI (1 M), suivi par I'addition de 300 ul
de réactif iode (5 mM), et I'absorbance a été mesurée a 630 nm. L'activité inhibitrice de 1'a-
amylase a été exprimée en pourcentage d'inhibition. L'acarbose a été utilisé comme contrdle

positif.
8.3.Evaluation de lactivité antibactérienne de I'huile végétale d’Opuntia ficus-indica .

+ Souches bactériennes

Les souches bactériennes utilisées dans les essais antibactériens sont des souches de référence
ATCC : les bactéries & Gram-sont : Proteus mirabilis, Escherichia coli K12, etPseudomonas
aeruginosa et les bactéries a Gram+ sont: Staphylococcus aureus CECT 976 P, Bacillus subtilis
DSM 6633 P, et Listeria innocua . Elles sont entretenues par repiquage sur des milieux

favorables a leur croissance.

+ Les milieux de culture

Le milieu utilisé pour 1’étude de la sensibilité bactérienne aux huiles testées et pour ’entretien
des souches est: le milieu BreatHeart Infusion (BHI), ce milieu est standardisé par
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) pour la détermination de la sensibilité des bactéries

aux antibiotiques. La composition de ce milieu est décrite ci-dessous :
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Protéose peptonel0 g;Phosphate dissodique 2,5 g
Infusion de cervelle de veaul25 g; Eau distillée 1000 ml

pH finale7,4 ; Infusion de cceur de beeuf 5 g

* Préparation de I’inoculum

Les tests antibactériens doivent étre réalises a partir des cultures bactériennes en phase de

croissance exponentielle (jeune culture de 18 a 24 heures).

a) La culture des souches bactériennes est assurée par ensemencement de la bactérie dans le
bouillon Brain Heart Infusion (BHI) et incubation a 37°C pendant 24h dans I’étuve. Celle-ci est
repiquée dans un bouillon (BHI).

On racle a I’aide d’une anse de platine quelques colonies bien isolées et identiques de chacune
des souches bactériennes a tester, ses derniéres sont déchargées dans 5 ml d’eau physiologique
(9%) stérile. Les tubes sont agités pendant 5 secondes a 1’aide d’un agitateur électrique (Vortex).
La densité de la suspension bactérienne doit étre équivalente au standard 0,5 de Mac Farland
(1,5.108 UFC.mI™) ou & une densité optique (DO) de 0,08 & 0,10 & 625 nm [135]. L’inoculum
peut étre ajusté en ajoutant, soit de I’eau physiologique stérile s’il est trop fort ou bien de la
culture s’il est trop faible. Cette solution représente 1’inoculum bactérien qui sera utilisé pour

toute 1’étude.

+* Détermination de la concentration minimale inhibitrice(CMI) sur microplaque

° Méthode de micro dilution

Les CMI sont déterminées par la méthode standardisée de micro-dilution en milieu liquide selon
la méthode de Carson et al. (1995) [136]. La dilution de I’huile végétale est réalisée dans le
DMSO a 10%, la premicre concentration étant 100 mg/ml pour 1’huile. Les dilutions
d’échantillons ont été distribuées dans les cupules en partant de la concentration la plus forte
(100 mg/ml) dans le puits numéro 1 a la plus faible (0.39 mg/ml) dans le puits numéro 9, le puits
numéro 10 est utilisé pour le contrdle de stérilité, le puis numéro 11 comme contrdle positif, et le
puits numéro 12 comme controle de I’effet de DMSO. Les microplaques sont incubées 24h a
37°C et en ajoutant 20 pl de Triphényltétrazolium Chloride(TTC) d’une concentration de 5
mg/ml, la lecture des résultats est aprés incubation a 37°C pendant 2 heures a 4 heures. La CMI

correspond a la premiere dilution ou la croissance est négative (pas de culture visible).
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+ Détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB) sur milieu solide

La CMB est définie comme la concentration la plus faible du produit qui détruit 99,9% des
microorganismes. La suspension des cupules correspondant a la CMI et celles ayant des
concentrations supérieures a la CMI sont inoculés sur gélose pour déterminé la CMB. Un
échantillon de 20uL de chaque puits va étre transférés dans des boites de Pétri contenant du
milieu (MHA). Apres incubation pendant 24 heures a I’étuve a 37 °C. La CMB correspond a la

concentration de ’huile dont la boite contienne un nombre de colonies inférieur a 3.
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Chapitre Il. Méthodes de simulations et Outils informatiques

pour la modélisation

Dans ce chapitre, nous avons décrit la méthode utilisée pour construire un plan expérience afin
d’établer une matrice d’expérience pour optimiser le processus de la torréfaction des graines
d’Opuntia ficus indica. Egalement, nous avons décrit avec précision toutes les méthodes
d’assimilation théoriques (Docking, ADMET, et PASS) pour prédire I’affinité d’un ligand (les
constituants majeurs de I’huile végétale) pour une protéine (ou enzyme). Ensuite, nous avons
expliqué les méthodes statistiques (PCA, HCA HCA ANOVA) utilisées dans ce travail pour le

traitement des données.

1. Préparation des extraits d'apres le plan expérimental utilisé

Un plan d’expérience constitue une stratégie de planification d’expériences afin d’obtenir des
conclusions solides et adéquates de maniéres efficaces et économique. La méthodologie des
plans d’expériences est basée sur le fait qu’une expérience convenablement organisée, conduira
fréguemment a une analyse et a une interprétation statistique relativement simple des résultats.
L’intérét majeur des plans d’expérience réside dans le fait qu’ils permettent d’optimiser le
nombre d’expérimentations a réaliser lors de la phase d’essais, en déterminant au préalableles
réels facteurs ou combinaisons de facteurs influents sur la réponse du systeme a
étudier[137].,Dans ce travail, nous avons utiliseé Box-Behnken Design (BBD); cette technique
consiste 15 essais (tableau 16) .Elle a été utilisée pour l'optimisation des conditions de
torréfaction et des facteurs d'extraction. Trois facteurs (variables indépendantes) ont été
optimises, a savoir la température de torréfaction(X1), le temps de torréfaction(X2) et le temps
d'extraction(X3). Ces facteurs avaient 3 niveaux (-1,0, + 1), respectivement inférieurs, moyens
et supérieurs, ainsi que le choix des facteurs et leurs niveaux ont été décrits avec précision dans
le chapitre Il (Partie : I11). Le tableau 9 présente les domaines de variation et les niveaux codés
des trois variables. Les teneurs en composes bioactifs (TPC, TTC, TFC, et TSC), et la capacité
antioxydante par les dosages ABTS et DPPH ont été sélectionnés comme les réponses de la

conception du modele () de ce travail, et ils sont mentionnés dans le tableau 16.
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Table 9 :Niveaux des facteurs de torréfaction par BBD

_ _ _ Niveau
Processus d'extraction Variables indépendantes
(-1) (0) (+1)
Xjtempérature de torréfaction
. 60 130 200
(°C)
soxhlet S— i
Xotemps de torréfaction (min) 10 30 50
X stemps d'extraction (h) 3 4.5 6

Les coefficients de régression () ont été générés par l'ajustement des résultats expérimentaux a
un modele polynomial du second ordre. Le modéle polynomial du second ordre pour l'analyse de

surface de réponse a été présenté comme suit [138]:

Y =Bo+ 2B X + X BuXi + 2B XX (9)

Ou Y est la réponse prédite, ainsi que Xi et Xj étaient les variables indépendantes. De plus, B0,
Bi, Bii et Bij étaient respectivement le coefficient de régression du mode (effet constant, linéaire,
quadratique et interactif). De plus, I'analyse de variance (ANOVA) a été utilisée pour obtenir ces

coefficients de régression a l'aide de JMP11 (SW) Logiciel.

La valeur p du modéle, la valeur p du manque d'ajustement, le coefficient de détermination (R?)
et le coefficient d'ajustement (R?¥) ont été utilisés pour estimer l'adéquation de I'équation
polynomiale de la réponse. La fonction de désirabilité a été utilisée pour la prédiction multi-
réponses [131]. La signification de tous les termes des modeles a été considérée comme
statistiquement différente lorsque la valeur p <0,05. Les graphes de surface (3D) ont été
visualisés par le logiciel JMP 11 (SW) [139].

2. Docking moléculaire

Le Docking moléculaire est une méthode empirique qui permet de prédire 1’affinité entre
deux molécules. Il est généralement utilis€¢ pour prédire 1’affinit¢ d’un ligand (dans ce cas sont
les constituants majeurs) pour une protéine, entre autres, la position et 1’orientation la plus
favorable pour un ligand venant en interaction avec une protéine cible. Cet outil est actuellement
tres sollicité dans la recherche de nouvelles molécules a visée thérapeutique. Il est utilisé pour

faire des criblages trés rapides et peu colteux afin d’identifier une molécule pouvant avoir une
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forte activité sur une protéine cible ou au contraire d’identifier la cible d’une molécule ayant des
activités biologiques intéressantes. D’autres parts, lorsque la structure tridimensionnelle d’une
protéine cible est définie, le Docking permet de mettre en évidence les régions et les résidus (les
acides aminés) a explorer pour optimiser I’affinité d’un ligand avec cette cible. Le principe
général est, considérant une cible de géométric donnée, d’essayer de placer le ligand en
interaction avec la protéine de la facon la plus favorable possible pour les activités antioxidante,
antidiabétique (‘a-glucosidase, a-amylase), et antibactériennes. le Docking moléculaire a été
réalisé a l'aide d’AutodockVina [138], pour les six molécules majeures de notre huile végétale
qui sont :B-sitostérol, campestérol, A-5-avénastérol, acide linoléique, acide oléique et acide
palmitique. Afin de comprendre le mode et le mécanisme d’interaction, 1'évaluation de la
capacité d'un programme a faire ce travail est généralement jugée au moyen de la déviation
quadratique moyenne (RMSD) du modele congu par le logiciel par rapport a la structure du
cristal, la prédiction est acceptable si la valeur ne dépasse pas 2 angstroms [141]. Les structures
cristallines protéine humaine Peroxiredoxin 5 (PRDX5) (PDB ID: 1HD2),I'a-amylase
pancréatique humaine (PDB ID: 1B2Y) ,l'a-glucosidase (PDB ID: 3W37) complexée avec
I'inhibiteur des glucides (acarbose) ), et caroténoide C (30) Déhydrosqualéne synthase complexée
avec BPH-673 (PDB ID: 3ACX) ont été utilisée comme enzyme cible respectivements pour les
activités : antioxidante, l'a-amylas ,I'a-glucosidase, , et antibactériennes. Les structures
cristallines tridimensionnelles ont été extraites de la Protein Data Bank (https://www.rcsb.org).
Le prétraitement des structures cristallines cibles a été réalisé en utilisant PYMOL [142]
(http://www.pymol.org), pour I'élimination des molécules d'eau, des hétéroatomes, des ions et

des ligands d'origine dans la structure cristalline

3. Analyse en composantes principales (ACP)

L'Analyse en Composantes Principales (ACP) est une méthode tres efficace pour I'analyse de données
quantitatives (continues ou discretes) se présentant sous la forme de tableaux & M observations / N

variables. Cette technique permet de :

+ Visualiser et analyser rapidement les corrélations entre les variables.
+ L'analyse en Composantes Principales utilise une matrice indiquant le degré de similarité
entre les variables pour calculer des matrices permettant la projection des variables dans le

nouvel espace. Il est commun d'utiliser comme indice de similarité le coefficient de corrélation
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de Pearson. La corrélation de Pearson présente I'avantage de donner des matrices semi-définies

positives dont les propriétés sont utilisées en Analyse en Composantes Principales.

+ Visualiser et analyser les observations initialement décrites par les variables sur un
graphique a deux ou trois dimensions, construit de maniere a ce que la dispersion entre les

données soit aussi bien préservée que possible [143].

Dans de ce travail, I'analyse en composantes principales vise a établir I'apparition d'une
corrélation entre toutes les variables utilisées pour évaluer la capacité antioxydante de tous les
échantillons de deux cultivars de figuier de Barbarie d'une part, et entre la composition chimique
des différents extraits de cette étude et leur activité antioxydante. L'analyse des composants
principaux a été réalisée sur les résultats des teneurs des composes bioactifs (TPC, TFC, TTC, et
TSC) et de la capacité antioxydante par les trois essaies FRAPS, ABTS et DPPH, qui sont
exprimés comme des variables pour les extraits des deux cultivars de figues de barbarie. Cette
méthode aide a l'interprétation des résultsts, elle a permis d'expliquer I’avantage de la variation
de la capacité antioxydante, due a la nature du cultivar, a la partie des plantes utilisées, et a la
région géographique, ainsi elle va étudier I'apparition d'une corrélation entre les teneur en

composés antioxydants et la capacité antioxydante.

4. Matrice de corrélation

L’objectif est d’étudier les corrélations entre les variables quantitatives discrétes qui sont les
teneurs en composés biactifs (TPC, TFC, TTC, TSC), et le povoir antioxydant (DPPH, ABTS, et
FRAP). Cette technique permet de donner un coefficient de corrélation de Pearson. Ce
coefficient de corrélation mesure la force de la liaison (positive ou négative) qui peut exister
entre deux variables quantitatives discrétes. Ainsi que nous testerons la significativité des
corrélations. Cette technique permet de donner une matrice de corrélation qui peut visualiser
I’ensemble de coefficients de corrélations sous forme d’une matrice. Les coefficients de
corrélation varient entre -1 et 1. Une valeur positive indique une corrélation positive. Une valeur
négative reflete une corrélation négative. Une valeur proche de zéro refléte I’absence d'une
corrélation linéaire. La significativité des corrélations a été testé par unep-value calculée pour un

coefficient de corrélation [143].
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5. Principes de la classification ascendante hiérarchique (HCA)

La classification ascendante hiérarchique (HCA) est une méthode de classification qui présente
les avantages suivants : elle se base sur les dissimilarités entre les objets (échantillons) que I'on
veut regrouper. L'un des résultats est le dendrogramme, qui permet de visualiser le regroupement
progressif des données. On peut alors se faire une idée d'un nombre adequat de classes, dans
lesquelles les données peuvent étre regroupées. Dans notre cas on a 3 classes et les valeurs
moyennes des variables pour chaque classe [143].De plus, les similitudes entre les extraits
analyses ne sont représentées sous forme de dendrogrammes générés par le logiciel XLSTAT
2014. Les distances entre les extraits ont été calculées en utilisant des distances euclidiennes
carrées. Cette technique utilise une approche d'analyse de la variance pour évaluer les distances

entre les clusters [144].

6. Prédiction des propriétés pharmacocinétiques et pharmacologiques des composés majeurs de
’huile végétale (ADMET)

Dans cette partie, nous avons fait la prévision des propriétés pharmacocinétiques et du type
médicamenteux des composés majeurs de cette huile végétale ((B-sitostérol, campestérol, A-5-
avénastérol, acide linoléique, acide oléique et acide palmitique). un médicament oralement idéal
est celui qui est rapidement et complétement absorbé, distribué, métabolisé et correctement
éliminé sans causer de dommages. Par conséquent, la prédiction in silico des propriétés de
I'ADMET, a savoir l'absorption, la distribution, le métabolisme, I'excrétion et la toxicité
(ADMET) est un moyen important de sélectionner des molécules prometteuses en termes de
propriétés pharmacocinétiques en tant que candidat-médicament. Cette méthode comprend
plusieurs parametres importants a savoir : La Régle des cing de Lipinski est une régle formulée
par Christopher A. Lipinski en 1997, sur la base de I'observation que la plupart des médicaments
administrés par voie orale sont des molécules relativement petites et modérément lipophiles. Dans
laguelle un médicament oralement actif ne présente pas plus d'une violation des critéres suivants:
Pas plus de 5 liaison hydrogéne donneurs (le nombre total de azote - hydrogéne et liaisons
oxygene -hydrogene), Pas plus de 10 liaisons hydrogéne accepteurs (tous azote ou
oxygeneatomes), A masse moléculaire moins de 500 daltons, Un coefficient de partage octanol-
eau (log P) qui ne dépasse pas 5. La surface polaire (PSA) est une métrique de chimie médicinale
couramment utilisée pour I'optimisation de la capacité d'un médicament a pénétrer les cellules. Les

molécules avec une surface polaire supérieure a 140 angstroms au carré ont tendance a étre
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médiocres pour pénétrer les membranes cellulaires. La lipophilie, exprimeée par le logarithme du
coefficient de partage octanol-eau log P, elle constitue une propriété physico-chimique
primordiale importance dans la chimie médicinale et dans la découverte globale de médicaments.
La lipophilie d'une molécule est son aptitude a se dissoudre dans une matiere grasse. On apprécie
la lipophilie d'une molécule ou plut6t sa balance lipophile/hydrophile en exprimant le coefficient
de partage P de cette molécule dans un mélange octan-1-ol/eau c'est-a-dire le rapport entre
respectivement les concentrations dans l'octan-1-ol et I'eau. Plus log(P) est élevé et plus la
molécule est lipophile. Pour avoir quelque chance de traverser une membrane plasmique par
diffusion passive, log(P) doit étre compris entre 1 et 5. La valeur optimale pour une absorption
orale étant 1,8. Les scores de biodisponibilité peuvent étre définis par la mesure de la proportion
de la dose de medicament administrée qui finit dans la circulation sanguine sans subir de
métabolisation. La biodisponibilité absolue correspond a la quantité et la vitesse qui caractérise le
passage du médicament dans la circulation générale. Le but de cette mesure est d'évaluer la
fraction absorbée et I'effet de premier passage. A noter : un médicament administré par voie
intraveineuse aura une biodisponibilité absolue de 1 (F=1), soit 100 %. Les médicaments

administrés par une autre voie ont habituellement une biodisponibilité absolue inférieure a 1[268].

Le sang-cerveau barriére (BBB) Le role de la barriére hémato-encéphalique est d'isoler le cerveau
des substances indésirables qui peuvent se trouver dans la circulation sanguine, tout en permettant
le passage de nutriments indispensables au fonctionnement du cerveau (20 % du métabolisme
général de I'organisme), ainsi que I'évacuation des déchets produits par ce fonctionnement. Par
conséquent, une attention toute particuliere est portée, dans l'anatomie de la barriere hémato-
encéphalique, aux éléments constitutifs de I'étanchéité entre le capillaire et I'espace cérébral, ainsi

gu'aux éléments susceptibles de transport actif ou passif des matiéres entre ces deux espaces[268].

La glycoprotéine P est I'un des transporteurs de médicaments qui déterminent l'absorption et
I'efflux d'une gamme de médicaments, La glycoprotéine P fonctionne comme une pompe a efflux
transmembranaire, pompant ses substrats de lintérieur vers l'extérieur de la cellule. Les
médicaments qui induisent ou inhibent la glycoprotéine P peuvent interagir avec d'autres
médicaments manipulés par la pompe. La glycoprotéine P se trouve dans la membrane apicale
(luminale) de tout l'intestin, du duodénum au rectum, avec une forte expression dans les
entérocytes de l'intestin gréle. Il réduit la disponibilité orale des meédicaments qui sont ses

substrats. Comme les enzymes impliquées dans le metabolisme des médicaments, les substrats de
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la glycoprotéine P peuvent potentiellement agir comme inhibiteurs ou inducteurs de sa fonction.
L'inhibition de la glycoprotéine P peut entrainer une augmentation de la biodisponibilité du
médicament sensible. L'induction de la glycoprotéine P réduit la biodisponibilité [268].

Les cytochromes P450 sont des enzymes présentes dans divers tissus et qui interviennent dans le
métabolisme de substances endogénes et exogenes, notamment de nombreux médicaments.
Quelques isoenzymes assurent le métabolisme de la plupart des médicaments. Ils sont un systéme
complexe d’isoenzymes. Une trentaine de ces isoenzymes ont été identifiées dans 1’espece
humaine au niveau du foie et aussi au niveau intestinal.Quatre isoenzymes sont impliquées dans le
métabolisme d’environ 90 % des médicaments couramment utilisés. Ces isoenzymes sont
désignées en genéral par les termes CYP 1A2, CYP 2C9, CYP 2D6 et CYP 3A4. Par ailleurs, les
cytochromes participent activement a la biotransformation de nombreuses molécules exogenes
(dites « xénobiotiques »), contribuant ainsi a la détoxication de l'organisme, mais aussi a celle de
nombreux meédicaments dans l'organisme. Plus les cytochromes P-450 sont actifs, plus les
médicaments sont biotransformés rapidement. La biotransformation abolit ou réduit généralement
I'activité des médicaments dont les métabolites sont pharmacologiquement inactifs. Le radar de
biodisponibilité est affiché pour une évaluation rapide de la similarité avec le médicament (voir
Fig. 3). Six propriétés physicochimiques sont prises en compte : la lipophilie, la taille, la polarité,
la solubilite, la flexibilité et la saturation. Une gamme physico-chimique sur chaque axe a été
définie par descripteurs adaptés et représentés par une zone rose dans laquelle le tracé radar de la
molécule a tomber entierement pour étre considéré comme une drogue. La zone rose représente la
plage optimale pour chaque propriété (lipophilie : XLOGP3 entre —0,7 et +5,0, taille : MW entre
150 et 500 g/mol, polarité : TPSA entre 20 et 130A2 , solubilité : log S pas supérieur & 6,
saturation : fraction de carbones dans I'hybridation sp3 non inférieure a 0,25, et flexibilité : pas
plus de 9 liaisons rotatives .le graphe de 1'ceuf a la coque (B) permet une évaluation intuitive de
I'absorption gastro-intestinale passive (HIA) et de la pénétration cérébrale (BBB) en fonction de la
position des molécules dans le référentiel WLOGP-versus-TPSA. La région blanche correspond a
une probabilité élevée d'absorption passive par le tractus gastro-intestinal et la région jaune (jaune)
correspond a une probabilité élevée de pénétration dans le cerveau. Les zones jaunes et blanches
ne s'excluent pas mutuellement. De plus, les points sont colorés en bleu s'ils sont prédits comme
activement effluxés par la P-gp (PGP+) et en rouge s'ils sont prédits comme non-substrat de la P-
gp (PGP) [268].

83



Par consequent, La prédiction des propriétés pharmacocinétiques et de type médicamenteux a été
effectuée en évaluant les propriétés des composés (B-sitostérol, campestérol, A-5-avénastérol,
acide linoléique, acide oléigue et acide palmitique) en termes de descripteurs d'absorption, de
distribution, de metabolisme, d'excrétion et de toxicité (ADMET) par des serveur en ligne
SwissADME (http://www.swissadme.ch/) et pkCSM (http://biosig.unimelb.edu. au /pkcsm /
prediction). Les deux serveurs en ligne ont été utilisés pour prédire les propriétés
pharmacocinétiques de certains composés (constitunats majeurs). L'interface Web conviviale a
permis de saisir des structures au format SMILES et aprés soumission, les résultats ont été
donnés dans un tableau de sortie. Selon deux modeles prédictifs utilisés, la solubilité dans l'eau a
été donnée comme le logarithme de la concentration molaire (log mol / L). Les valeurs de
perméabilité Caco-2 ont été données comme le logarithme du coefficient de perméabilité
apparente (log Papp: log cm / s). Les valeurs prédites> 0,90 correspondaient a une perméabilité
élevée au Caco-2. La perméabilité cutanée a été exprimée comme la constante de perméabilité
cutanée (logKp) ou logKp> 2,5 correspond a une perméabilité cutanée relativement faible. Une
absorbance intestinale inférieure & 30% a été considerée comme mal absorbée. Le volume de
distribution a I'état d'équilibre (\VDss) était faible si logVDss <0,15 et élevé si logVDss> 0,45. La
perméabilité du systeme nerveux central (SNC) a été exprimée en termes de produit de la
perméabilité hémato-encéphalique-surface (logPS) ou les composés avec un logPS> 2 étaient
considérés comme pénétrant dans le SNC et ceux avec un logPS <3 étaient considérés comme
incapables de pénétrer dans le systeme nerveux central (SNC). La perméabilité hémato-
encéphalique a été mesurée comme logBB ou les molécules avec logBB> 0,3 étaient capables de
traverser facilement la barriere hémato-encéphalique et logBB <1 étaient mal distribuées au
cerveau. La clairance du médicament a été mesurée par la constante de proportionnalité (CLtot)
et exprimée en log (mL / min / kg). La dose maximale tolérée recommandée (MRTD) etait
considérée comme faible si log (mg / kg / jour) 0,477 et élevée si log (mg / kg / jour)> 0,477
[145].

7. Prédiction des spectres d'activité des substances (PASS)

La prédiction PASS a éte exécutée sur la plate-forme en ligne librement accessible Pass Online

(http://www.pharmaexpert.ru/passonline). De plus, la prédiction des spectres d'activité des
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substances (PASS) donne un apercu des activites ou effets biologiques possibles qui peuvent étre
mis en évidence par les ligands bioactifs(B-sitostérol, campestérol, A-5-avénastérol, acide
linoléique, acide oléique et acide palmitique). Les structures des ligands sélectionnés ont été
soumises au format SMILES. Ensuite, les résultats de sortie ont été analysés. Ce serveur Web a
estime le spectre d'activité prédite d'un compose en termes d'activité probable (Pa) et d'inactivité
probable (Pi). La prédiction de I'activité est basée sur I'analyse des relations structure-activité de
I'ensemble d'apprentissage contenant plus de 300 000 composés présentant plus de 4 000 types
d'activites biologiques. Les valeurs de Pa et Pi varient entre 0,000 et 1,000. Seules les activités
avec Pa> Pi ont été considérées comme possibles pour un composé particulier. Si Pa> 0,7, la
probabilité d'action pharmacologique expérimentale est élevée et si 0,5 <Pa <0,7, la probabilité
d'action pharmacologique expérimentale est moindre. Si la valeur de Pa <0,5, la chance de

trouver l'activité expérimentalement est trés faible [146]

8. L’ analyse des données et logiciels utilisées

Box-Behnken Design (BDD) a été appliqué afin d'optimiser les facteurs de torréfaction et le
temps d'extraction des extraits de graines d'opuntia ficus indica a I'aide du logiciel JMP 11 (SW).
De plus, les corrélations PCA, HCA et Pearson ont été effectuées a l'aide du logiciel XLSTAT
2014. Le logiciel IBM SPSS Statistics 21 a été utilisé pour présenter les résultats en moyenne +
erreur standard de la moyenne. La signification des résultats utilisés par le test de Tukey a alpha
=0,05.
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Partie |11 : résultats et discussion



Chapitre 1. Une étude comparative de I'activité antioxydante de
deux variétes marocains de figuier de barbarie récoltés dans

différentes régions
1. Introduction

La figue de barbarie est une espéce adaptée a l'agriculture durable au Maroc en raison de sa
résistance a la sécheresse et a la désertification, et bien connue pour son utilisation en agriculture
et en alimentation des humains et du bétail [147]. Cette plante est économiquement importante et
utilisée dans l'agroalimentaire, la cosmétique et la pharmacie, mais elle est moins exploitée.
Diverses recherches ont indiqué que le fruit de figue de barbarie contient des tenurs plus élevés
en composés bioactifs qui lui conférent une valeur nutritionnelle et fonctionnelle, tels que des
antioxydants [148-150],en outre, les antioxydants sont des composeés bioactifs qui peuvent
réduire, retarder ou inhiber I'oxydation d'autres composeés méme s'ils sont présents a des tenurs
tres faibles. En conséquence, ils protégent le corps contre les maladies [149].De plus, leurs
extraits ont des composés phénoliques qui comprennent des propriétés antioxydantes qui peuvent
protéger la santé des personnes et lutter contre les maladies dégénératives, le diabéte,
l'artériosclérose, I'hypercholestérolémie ou les maladies cardiovasculaires et gastriques
[151].Pour faire la lumiére sur la figue de barbarie, nous avons travaillé sur trois parties de ces
deux variétés qui sont les cladodes, les fleurs et les graines. Parmi les différents types de figuier
de barbarie, on trouve Opuntia ficus-indica (sans épines) et Opuntia megacantha (épineux) qui
font 1’objet de ce chapitre. Cette étude concerne la valorisation phytochimique de deux variétés
de figue de Barbarie largement présents dans les différentes régions du Maroc. Opuntia
megacantha et Opuntia ficus-indica ont des formes différentes. Le but de ce travail est
d'examiner les teneurs en composés antioxydants et la capacité antioxydante des graines, des
cladodes et des fleurs pour les deux varietés récoltées dans  quatre régions distinctes. La
corrélation entre les composés antioxydants et leur capacité antioxydante a été réalisée par

1I’analyse en composants principaux (PCA).

2. Rendements et criblage phytochimique des extraits

Les modes opératoires d'extractions et les méthodes d’évaluation de ’activité antioxydante ont

été décrits avec precision dans le Chapitre | (Partie: I1).

91



+* Rendements des extraits phénoliques

Les résultats de rendements sont présentés dans le tableau 10, ils étaient significativement
différents (p <0,05). Par ailleurs, la comparaison des rendements des extraits de cladodes, a
montré que le meilleur rendement est obtenu par I’extrait (CTT) (17,10%), puis I’extrait (CST)
(15,81%), suivi par l'extrait de cladodes de Rabat(CTR) (14,62%), puis 1’extrait (CSH
)(13,93%). Pour les extraits de fleurs, le grand rendement est enregistré par I'extrait de fleur de
Rabat(FTR) (15,84%), suivi par I’extrait (FTT )(15,23%), puis I’extrait ( FST) (14,57%), et le
rendement le plus faible est observé chez I'extrait de fleur d'Al Hoceima (FSH) (14,37%).

Concernant les extraits de graines, nous avons observé dans le tableau 10, que I’extrait (SST)
avait un rendement plus élevé (16,42%), suivi par ’extrait des graines de Taza (STT) (15,44),
puis I’extrait (STR )(13,42%), et le rendement le plus bas de cette étude a été enregistré par
I'extrait de graines d'Al Hoceima(SSH) (10,22%).

Tableau 10 : Rendements des extraits pour Opuntia monacantha et Opuntia ficus-indica

Extrait Rendement (%)
Graines (SST) 16.42+0.2%
Tiznit Cladodes (CST) 15.81+0.11%
Opuntia ficus-indica
) Fleurs (FST) 14.57+0.42%
(sans épines) i .
Graines (SSH) 10.22+1.02
Al Hoceima Cladodes (CSH) 13.93+0.97°
Fleurs (FSH) 14.37+0.3%
Graines (STR) 13.42+0.42°
Rabat Cladodes (CTR) 14.62+1.02%
Opuntia megacantha
_ Fleurs (FTR) 15.84+0.14%
(épineuse) i
Graines (STT) 15.44+0.31%
Taza Cladodes (CTT) 17.10+0.10°
Fleurs (FTT) 15.23+0.22%

Les données sont présentées sous forme de la moyenne de deux répétitions individuelles (n = 2e + SEM), les moyennes suivies de

lettres similaires exposant dans la méme colonne ne sont pas différentes (P <0,05).
3. Criblage phytochimique et analyse multifactorielle (AMF)

Les résultats obtenus a partir du criblage phytochimique réalise sur les extraits des graines, des

cladodes et des fleurs de deux variétés étudiés ont été présentés dans le tableau 11. D'une part,
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les flavonoides, les saponines et les tanins ont été détectés. En revanche, les alcaloides n'ont pas

été détectés.

Tableau 11 :Résultats du criblage phytochimique d’extraits

Extrait Flavonoides (TF) Tanins(TT) | Saponines (TS) | Alcaloides (TA)
Fleurs(FTR) ++ + + _
Fleurs(FTT) ++ ++ + _
Fleurs(FST) +++ ++ + _
Fleurs(FSH) +++ + _ _
Cladodes(CTR) + ++ + _
Cladodes(CTT) + ++ + _
Cladodes(CST) ++ + + _
Cladodes(CSH) ++ ++ _ _
Graines (STR) + + _ _
Graines (SSH) + + _ _
Graines (SST) + + _ _
Graines (STT) + + _ _

(+++): Réaction trés positive, (++): Réaction moyennement positive, (+):Réaction peu positive, (-): Réaction
négative, TF: Test de Flavonois, TT: Test de Tannins, TS: Test de Saponins, TA : Test d’Alcaloides

L'analyse multifactorielle (AMF) est une technique utilisée pour étudier la relation entre les
modalités ((+++), (++), (+), (-)) de variables qualitatives (plus de 2 variables) et pour obtenir des

résultats notamment sous forme de représentations graphiques.

Dans cette étude, les variables qualitatives sont les tests de criblage phytochimiques (TF, TT, TS
et TA). Ainsi que, la figure 32 montre la répartition des résultats (modalités) des variables
qualitatives (TF, TT, TS; TA) en trois groupes pour les 12 extraits testes, elle nous permet de
collecter tous les résultats d'extraits, afin de fournir des informations résumées sur ces extraits
sous forme de groupe.Le groupe | a été composé par les extraits qui ont une réaction
modérément positive (++) pour les flavnoides( TF) et une réaction négative (-) pour les
alcaloides ( TA) .Le groupe Il est formé par les extraits contenant une réaction trés positive
(+++) pour les flavnoides (TF) , une réaction moyennement positive (++) pour les tanins( TT )et
peu de réaction positive (+) pour les saponainse( TS) .Par ailleurs, le groupe Il montre qu'il

existe des extraits contenant d'une part une petite réaction positive (+) pourles falvonides ( TF),
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et les tanins (TT) d'autre part, et une réaction négative (-) pour les saponainse (TS) et les
alcaloides (TA) .Selon le criblage phytochimique, nous avons remarqué que les extraits des

fleurs étaient plus riches en flavonoides et en tanins que les extraits des cladodes et des graines.

Symmetric graphs of variables
(axes F1 et F2:70.87 %)
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Figure 32 : Résultats d'extraits de cette étude par 1’analyse multifactorielle.
4. Teneur en polyphénols totaux (TPC).

Parmi, les composés métaboliques qui se trouvent dans les aliments vegetaux, on trouve les
polyphénols qui se caractérisent par des propriétés importantes (biologiques et
pharmacologiques), qui protegent contre les maladies chroniques. De plus, ils neutralisent les
effets des espéces réactives de l'oxygene et ont plus de pouvoir antioxydant que celui des
vitamines C [152]. Les teneurs des polyphénols (TPC) pour les extraits étudies (trois parties)
d’Opuntia ficus indica (sans épines) et d'Opuntia megacantha (épineux) (tableau 12) montrent
une différence significative (p <0,05) entre les concentrations en polyphénols. Cette différence

statistique peut étre attribuée aux conditions environnementales et climatiques.
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Tableau 12 : Résultats des teneurs en composés antioxydants de I'Opuntia ficus indica (épineux) et de

I'Opuntia megacantha (épineux).

TPC TFC TTC (mgCE/
Extract (mgGAE/1g (mgQE/ Masse S Sche)
masse seche) | masse seche)
Graines (SST) 31.03+0.03° 0.530.03* 0.34+0.08°
Opuntia Tiznit Cladodes (CST) 41.12+0.08" 9,64+0.02" 1.30+0.02"
ficus-indica Fleurs (FST) 46.71+0.01° 13.33+0.14° 1.09+0.05™
(spineless) A Graines (SSH) 16.35+0.12° 0.57+0.1% 0.32+0.02°
Coce Cladodes (CSH) 38,04+0.01° 9.55+0.16" 1.44%0.03°
ocelma
Fleurs (FSH) 46.65+0.14° 13.08+0.02" 1.18+0.02°
Graines (STR) 22.08+0.05 0.71+0.02° 0.16+0.01°
Opuntia Rabat Cladodes (CTR) 35.18+0.03° 6.36+0.05° 1.09+0.06™
megacantha Flowers(FTR) 50.01+0.02" 12.9+0.03" 0.86+0.03"
(thorny) Graines (STT) 13.51+0.02' 0.18+0.01" 0.17+0.02°
Taza Cladodes (CTT) 34.29+0.03' 6.24+0.03° 0.95+0.02%
Fleurs (FTT) 44.25+0.05 11.22+0.04° 0.7+0.04"

(mg GAE / 1g masse séche): milligrammes équivalent d'acide gallique par gramme de masse séche de matiére végétale;(mg QE /
1 g de masse seche): milligrammes équivalent de quercétine par gramme de masse seche de matiere végétale;(mg CE / 1 g de
masse seche): milligrammes d'équivalent catéchines pour 1 gramme de masse seche de matiere végétale.Les données sont
présentées sous la forme de la moyenne de deux répétitions individuelles (n = 2e + SEM), les moyennes suivies de lettres
similaires exposant dans la méme colonne ne sont pas différentes (P <0,05).

Les résultats ont révélé que les cladodes sont tres riches en composés polyphénols (TPC) (allant
de 34,29 + 0,03 a 41,12 + 0,08 mg de GAE / 1 g de masse seche de cladodes) et étaient

significativement différents selon le type de la variété. (Tableau 12).

L'extrait d'Opuntia ficus-indica (spineless) de Tiznit (CST), a montré la teneur en polyphénols
(TPC) la plus élevée avec 41,12 + 0,08 mg GAE/1g de masse séche de cladodes, suivi d'un
extrait d'Opuntia ficus-indica (spineless) d'Al Hoceima (CSH ) avec 38,04 + 0,01 mg GAE/1g de
masse seche de cladodes, et I'extrait d'Opuntia megacantha (épineux) de Rabat (CTR) avec 35,18
+ 0,03 mg GAE / 1g masse seche de cladodes, tandis que Il'extrait d'Opuntia megacantha
(épineux) de Taza (CTT) contient une faible teneur en polyphénols( TPC) (34,29 + 0,03 mg de
GAE / 1 g de masse seche de cladodes).On voit clairement que les extraits des cladodes de la
variété Opuntia ficus indica (sans épines) ont une teneur en polyphénols plus élevée que celles

d'Opuntia megacantha (épineux).
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Ces résultats concordent avec ceux trouvés par Bouzoubad et al. [153], qui ont montré que la
variété sans épins a une teneur en polyphénols plus élevée (337,57 £ 67,53 g d'acide caféique /
g) qu'une variété épineuse (289,39 £ 59,10 ug d'acide cafeique / g). Au contraire, Boutakiout et
al. [154] ont montré que le jus extrait des cladodes épineux a une teneur en polyphénols plus
élevée (464,90 £ 7,42 ug d'acide galliqgue ml-1) que les cladodes sans épines (455,65 + 7,63 g
d'acide gallique ml-1). De plus, diverses études ont indiqué que les cladodes sont plus riches en
polyphénols (TPC), les résultats rapportés par Lee et al. [155] pour les extraits éthanoliques des
cladodes d'Opuntia ficus-indica de Ile de Cheju (Corée du Sud) (variant entre 3,7 et 180,3 mg
GAE / lgextract), et les résultats trouvés par Allali et al. [156] pour I’extrait éthanolique des
caladodes d'Opuntia ficus-indica de Settat (Maroc)( 111,2 + 5,8 mg d'acide gallique / g d'extrait
lyophilisé).De plus, des travaux récents ont montré I'importance des cladodes, comme I'étude
réalisée par Blando et al. [157], qui ont montré que I'analyse des extraits de Cladode d'Opuntia
ficus-indica (L.) Mill a révélé une teneur en polyphénols beaucoup plus élevée au stade
immature de développement (54,02 + 1,62GAE / g sec poids) que les cladodes matures (18,63 +
0,94 GAE / g de poids sec). Ensuite, Izuegbuna et al [158], ont indiqué que les rendements de la
teneur en polyphénols des extraits de cladode d'Opuntia stricta a différents solvants étaient
respectivement de 101,81 mg/ g, 82,54 mg / g, 54,98 mg d'équivalent GAE par gramme d'extrait
séché pour les extraits d’acétone, d’aqueux et d’éthanol. En outre, Aruwa et al [159] ont rapporté
que la teneur en polyphénols ( TPC) pour I'extrait méthanolique d'Opuntia ficus-indica était de
8,61 £ 1,21 mg GAE lyophilisé / g.

Concernant les extraits des fleurs, le contenu phénolique (TPC) total variait entre 44,25 + 0,05
et 50,01 + 0,02 mg GAE / 1 g de masse séche de fleurs. A partir ces résultats, les extraits de
fleurs ont été enregistrés les fortes valeurs en polyphénols (TPC) , suivies les extraits des
cladodes et celles des graines. La plus grande valeur en polyphénols ( TPC) a été trouvée chez
I’extrait I’Opuntia megacantha (épineux) de Rabat (FTR) avec 0,01 + 0,02 GAE mg / 1 g de
masse seche de fleurs, suivie d'un extrait d'Opuntia ficus-indica de Tiznit (FST) (46,71 + 0,01
GAE mg / 1 g masse seche de fleurs), puis I'extrait d'Opuntia ficus-indica d'Al Hoceima (FSH)
(46,65 £ 0,14 GAE mg/ 1 g masse séche de fleurs), et 1'extrait d’Opuntia megacantha (épineux)
de Taza (FTT) (44,25 + 0,05 mg GAE / 1 g de masse seche de fleurs) . Cependant, il y avait une
différence statistiquement significative (p <0,05) observée entre les teneurs des extraits
étudiés.Ces valeurs étaient inférieures a celles rapportées par d'autres auteurs, comme Dib et al.

Pour les extraits phénoliques de fleurs d'Opuntia. ficus-indica d'Algeérie (120,22 = 1,004 mg
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GAE / g DW), et Alimi et al. pour I'extrait de fleur méthanolique d'Opuntia. ficus indica f.
Inermis de Gafsa, (Tunisie) (159,76 + 0,32 GAE mg/ 1 g poids sec). Au contraire, nos résultats
étaient supérieurs a ceux rapportés par plusieurs études, comme I'étude réalisée par Ouerghemmi
et al,pour la fleur de poirier tunisien (Opuntia ficus indica L.) (3,89 = 0,10 mg GAE / g DW)
[160-162], et I'étude réalisee par Berrabah et al. [163], pour les extraits de fleurs d'Opuntia ficus-
indica. L d'Algérien (variant de 7,52 + 1,27 a 10,89 + 5,60 mg GAE / g poids sec des extraits de
fleurs). Cette différence peut étre attribuée aux thechniques d'extractio, d'analyse, a l'origine
géographique, au degré de maturité, et aux conditions de stockage. De plus, les principales
substances phénoliques des fleurs d'Opuntia ficus-indica étaient I'acide gallique, le 6-

isoharmnetin-3-O-robinobioside et le 7-isoharmnetin-3-OGalactoside [164].

Concernant les graines, les résultats montrent que les teneurs en polyphénols varient
considérablement entre 13,51 + 0,02 et 31,03 £ 0,03 mg GAE / g 1g de masse seche de graines
.La valeur la plus élevée a été enregistrée chez I'extrait d'Opuntia ficus —indica de Tiznit (SST)
avec une teneur de 31,03 £ 0,03 mg GAE / g 1 g de masse seche de graines, suivi de I'extrait
(STR) avec une teneur qui est égale 22,08 £ 0,05 mg GAE / g 1 g sec masse de graines, puis
I'extrait (SSH) avec une teneur qui est égale 16,35 + 0,12 mg GAE / g 1 g de masse séche de
graines. Nous avons observé une différence significative entre les valeurs des extraits de graines.
Les extraits de graines avaient une teneur en polyphénols (TPC) inférieure a celle des extraits de
cladode et de fleurs. Nos résultats ont été supérieurs a ceux rapportés par Cardador-martinez
[165] pour la méme espece, chez 3 cultivars mexicains (337-460 mg équivalent d'acide gallique
pour 100 g de graines sur base seche) (Montesa, Cristalina et Pelon-liso). La différence des
résultats selon les quatre régions et les deux variétés peut s'expliquer par plusieurs facteurs tels
que la génétique, les précipitations, les condition édapho-climatique, le type de sol et la maturité
[165].Par ailleurs, divers travaux ont montré que I'huile de graines d'Opuntia ficus indica était
riche en polyphénols, comme I'étude réalisée par Brahmi et al. [166], ils ont noté que la teneur
totale en phénol des huiles de graines d'Opuntia ficus indica (L.) était de 55,82 + 3,84 mg GAE /

100 g d'huile d'extrait d'huile de graines Opuntia ficus indica.

5. Teneur en Flavonoides totaux

Les falavnoides sont classés par divers groupes ; les plus connus sont les anthocyanes, les
flavonols, les flavones et les flavanones [167]. Les teneurs en flavonoides(TFC) chez les extraits
de cladodes variaient de 6,24 + 0,03 4 9,64 = 0,02 mg QE / g 1 g de masse seche de cladodes, et

représentaient des différences statistiquesment significatives entre les extraits (p <0.05).
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L'extrait d'Opuntia ficus-indica de la région de Tiznit (CST) avait la teneur en flavonoides la plus
élevée (9,64 + 0,02 mg QE / g 1 g de masse seche de cladodes), suivi de I'extrait ( CSH) (9,55 +
0,16 mg QE / g 1 g masse séche de cladodes), puis I'extrait( CTR) avec une teneur qui est égale
6,36 £ 0,05 mg QE / g 1g de masse séche de cladodes, tandis que I'extrait d'Opuntia megacantha
(épineux) de Taza (CTT) contient une faible teneur en falavnoides (TFC) qui est égale 6,24 +
0,03 mg QE / g 1g sec masse de cladodes. Concernant les extraits de fleurs, les résultats en
flavonoides (TFC) varient entre 11,22 + 0,04 et 13,33 + 0,14QE / 1 g de masse seche de fleurs.
La teneur la plus elevée en flavonoides a été trouvée chez les fleurs d'Opuntia ficus-indica (sans
épines) de Tiznit (FST) avec une teneur de 13,33 £ 0,14QE / 1 g de masse séche de fleurs,
suivies d'un extrait (FSH) avec une teneur de 13. 08 + O. O2 14QE / 1 g de masse séche de
fleurs, puis extrait (FTR) (12,9 + 0,0314 QE / 1 g de masse séche de fleurs), tandis que I'extrait
(FTT) contient une faible teneur en flavonoides (TFC) 11,22 + 0,04 QE / 1 g de masse seche de
fleurs. Nous avons remarqué qu'il existe une différence significative entre les extrairts des fleurs
d'Opuntia ficus-indica (sans épines) et celles d'Opuntia megacantha (épineuses). Nos résultats
étaient inférieurs a ceux trouvés par Alimi et al (79,51 + 0,57 mg équivalent rutine / g poids sec).
[161], ils étaient également inférieurs a celles rapport par Dib et al (62,67 + 0,15 mgQE / gDW)
[160]. Concernant les extraits de graines, la teneur en flavonoides (TFC) était comprise entre
0,18 £ 0,01 et 0,71 + 0,02 mg QE / g 1 g de masse séche de graines. La teneur la plus élevée est
celle de I'extrait (STR) , qui contient 0,71 + 0,02 mg QE / g 1 g de masse seche de graines, suivi
de I'extrait (SSH) avec 0,57 + 0,1 02 mg QE / g 1 g de masse seche de graines,puis 1’extrait
(SST) avec 0,53 + 0,03 mg QE / g 1g masse séche de graines, et enfin I'extrait (STT) avec 0,18 +
0,01 mg QE / g 1g masse séche de graines. Notre résultat est en accord avec ceux trouvés par
Bouzouba et al. [153] qui ont montré que la variété spinneles est plus riche en flavonoides que la
variété épineuse. Néanmoins, nos valeurs sont proches de celles rapportées par Cardador-
martinez (8 a 66 mg équivalent de rutine pour 100 g de pelure sur base séche) [165], et de celles
trouvées par Berrabah et al. [163] pour les extraits de fleurs d'Opuntia ficus-indica Algérien
(0,51 + 0,15-0,96 + 0,33 mg QE g poids sec des extraits de fleurs). Les extraits de fleurs avaient

des valeurs en flavonoide plus élevée que celles des cladodes et graines.

6. Teneur en tanins(TTC)

Les tanins ont une importance économique et écologique, parmi ces tanins; il existe des tanins
condenseés qui sont des oligomeéres ou des polymeres de flavan-3-ols dérivés de la (+) - catéchine

ou de ses nombreux isomeres. Contrairement aux tanins hydrolysables, ils ne s'hydrolysent pas
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sous l'action d'acides dilués [168].Les résultats des extraist de cladodes ont indiqué que la teneur
en tanins variait entre 0,95 + 0,02 et 1,44 + 0,03 mg CE / g 1 g de masse séche de cladodes. Les
teneurs en tanin étaient significativement plus élevées chez les extraits Opuntia ficus-indica
(épineux) que celles d’Opuntia megacantha (épineux). La teneur la plus élevée a été enregistrée
chez I’extrait de cladode d’Opuntia ficus-indica d'Al Hoceima (CSH) avec une teneurqui est
égale 1,44 + 0,03 mg CE / g 1 g de masse seche de cladodes, suivie par I'extrait (CST) avec une
teneur quiest égale 1,30 £ 0,02 mg CE / g 1 g de masse séche de cladodes. Cette différence en
teneurs de tanins dépend de deux facteurs principaux: le stade de développement de la
vegeétation et les conditions environnementales [169]. Pour les extraits de fleurs, la teneur en
tanins (TTC) varie de 0,7 £ 0,04 2 1,18 £ 0,02 mg CE / g de masse séche de fleurs.

La teneur la plus élevée en tanins (TTC) a été enregistrée chez I'extrait (FSH) avec une teneur
qui est égale 1,18 £ 0,02 mg CE / g de masse seche de fleurs, suivi de I'extrait( FST )(1,09 +
0,05 mg CE / g masse seche de fleurs),puis de I'extrait (FTR) avec une teneur qui est égale 0,86
+ 0,03 mg CE / g masse séche de fleurs. Ces résultats étaient bien supérieurs a ceux obtenus par
Ouerghemmi et al. pour les extraits méthanoliques (0,09 + 0,01 mg CE / g DW). Elles étaient
également inférieures a ceux obtenus par Berrabah et al. [163]. (27,86 + 5,07-77,62 + 2,13 mg
CE / g poids sec des extraits de fleurs) pour les extraits de fleurs d'Opuntia ficus-indica. L de
I'Algérien [162]. On observe également que les teneurs en tanins(TTC) chez les extraits
d'Opuntia ficus-indica (sans épines) éaient plus élevée que celles d'Opuntia megacantha
(épineux). Concernant les extraits de graines, ils indiquent que les teneurs en tanins étaient
significativement différentes et étaient comprises entre 0,16 + 0,01 et 0,34 + 0,08 mg CE / g de
masse seche de graines (tableau 12). La valeur la plus élevée a été enregistrée chez I'extrait
(SST) avec une teneur de 0,34 £ 0,08 mg CE / g de masse séche de graines, suivi de I'extrait
(SSH ) avec une tenur qui est égale 0,32 = 0,02 mg CE / g de masse seche de graines, tandis que
I'extrait (STR) contient une faible teneur en tanins (0,16 = 0,01 mg CE / g masse seche de
graines).Ces résultats étaient inférieurs a ceux enregistrés par Cardador-martinez et al. (171-205

mg équivalent de catéchine pour 100 g de graines sur une base seche)[145].

7. Activité antioxydante par deux méthodes (DPPH et FRAP).

La capacité antioxydante des extraits de fleurs, cladode, et graines pour I'Opuntia monacantha
(épineuse) et I'Opuntia ficus-indica (sans épines) a été évaluée et présentée dans le tableau 13.
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Tableau 13: Capacité antioxydante totale pour les extraits d'Opuntia ficus-indica (sans épines) et

d'Opuntia megacantha (épineux).

e trait DPPH FRAP
(1Csomg/mL.) (ECsomg/mL)

Fleurs (FTR) 0.24+0.01° 3.21+0.04%
Fleurs (FTT) 0.24+0.01° 3.92+0.01%
Fleurs (FST) 0.21+0.02° 2.91+0.02°
Fleurs (FSH) 0.20+0.01° 2.40+0.03"
Cladodes (CTR) 0.77+0.02° 5.20+0.64
Cladodes (CTT) 0.73+0.03% 5.71+0.05°
Cladodes (CST) 0.60+0.02% 4.31+0.04°
Cladodes (CSH) 0.54+0.02° 4.43+0.02°
Graines (STR) 0.84+0.03%° 7.62+0.03°
Graines (SSH) 0.96+0.02° 8.47+0.02°"
Graines (SST) 0.95+0.06° 10.03+0.08¢
Graines (STT) 0.77+0.34° 9.17+0.56"
Reference standards Ascorbic Acid 0.00197+0.00041 0.06500+ 0.0071

Les données sont présentées sous forme du moyenne de deux répétitions individuelles (n = 2e £ SEM), les moyennes suivies de
lettres similaires exposant dans la méme colonne ne sont pas différentes (P <0,05).EC50 et IC50 sont: concentration inhibitrice

demi-maximale.

L'activité de piégeage des radicaux DPPH est représentée par les valeurs d’ICsg (la concentration
de I'échantillon testé nécessaire pour réduire de 50% le radical DPPH) des extraits et de I'étalon
de référence (Tableau 13). Ces valeurs nous permettent d'évaluer et de comparer I'efficacité des
différents extraits d'Opuntia ficus-indica (sans épines) et d'Opuntia monacantha (épineux). En
effet, plus la valeur d’1Csy est faible, plus l'activité antioxydante est élevée. Les activités
antioxydantes obtenues a partir ces extraits varient de 0,20100 + 0,002 a 0,24000 + 0,001 mg /
mL pour les extraits de fleurs, de 0,54150 + 0,0205 a 0,77150 £ 0,0215 mg / mL pour les extraits
de cladodes, et de 0,77550 + 0,345 a 0,96250 + 0,0215 mg / mL pour les extraits de graines.
L'analyse statistique a révelé qu'il existe une petite différence de la capacité antioxydante entre
les deux variétés étudiées, et une forte différence selon la partie de la plante utilisée a
I’extraction (P <0,05). L'activité de piégeage des radicaux( DPPH) la plus élevee est attribuée a
I'extrait (FSH ) avec une ICso qui est égale 0,201 + 0,002 mg / ml, suivi de I'extrait (FST) avec
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une ICsp = 0,211 £ 0,002 mg/ml, puis I'extrait (FTR ) avec une ICsy de 0,23805 £ 0,00295
mg/ml. Par contre, les extraits de graines (SSH) avaient une faible activité antiradicalaire avec
une ICsp qui estégale 0,96250 + 0,02150 mg/ml. Ces résulats montrent que tous les extraits ont
une faible capacité antioxydante par rapport au standard de référence. De plus, les activités
antioxydantes des extraits d'Opuntia ficus-indica (sans épines),et ceux d'Opuntia monacantha
(épineuses) sont relativement faibles que du standard( I'acide ascorbique) dont la valeur d’ICsy =
0,00197 + 0,00041 mg / mL.Nous avons observé qu'il n'y avait pas de différence significative
(P> 0,05) entre les extraits de fleurs, mais entre les extraits des cladodes et des graines, il existe
une différence significative (P <0,05). Ces résultats ont également indiqué que I'extrait de fleurs
pour les deux variétés avait une forte capacité antioxydante que ceux des cladodes et des
egraines. Les extraits d'Opuntia ficus-indica (sans épines) ont des pouvoirs antioxydants plus
puissants que ceux d'Opuntia megacantha (épineux), ces resultats est cohérent avec ceux
rapportés par Yeddes et al. [170] dans lequel, ils ont constaté que les extraits de pelure et de
pulpe d’Opuntia. ficus indica avaient des activités antioxydantes élevées (0,54 b + 0,04 mg/ mL,
0,51 ¢ £ 0,01 mg/mL) plus ceux d'Opuntia megachantha (0,57 + 0,02 mg/mL, 0,56 + 0,01
mg/mL).

Egalement, nos résultats sont cohérents avec ceux obtenus par Dib et al. [160] pour les extraits
phénoliques de fleurs d'Opuntia ficus-indica d'Algérie (0,51 + 0,01-0,57 + 0,02 mg/ mL), et
ceux trouvés par Ouerghemmi et al. [54] pour les extraits de fleur de poire de cactus tunisienne
(Opuntia ficus indica L.) (0,20 = 0,05 DPPH (ICso mg/mL), et ceux rapportés par lzuegbuna et
al. [52] pour les extraits éthanoliques de cladodes d’Opuntiastricta (0,439 mg / mL). De plus,
nos résultats sont supérieurs a ceux trouves par Berrabah et al. [163], qui ont indiqué que 1’ICs
des extraits de fleurs d'Opuntia ficus-indica. L d'Algérier variait de 2,85 a 9,1 mg/mL .Ensuite,
nous avons observé que pour tous les extraits riches en polyphénols et flavonoides sont dotés

d'un pouvoir antioxydant important.

Il a été démontré que les composés antioxydants tels que l'acide ascorbique, le tocophérol, les
flavonoides et les tanins peuvent réduire et décolorer le DPPH en raison de sa capacité a
abandonner I'nydrogéne [171]. Les polyphénols contenus dans les extraits d’Opuntia. ficus.
indica sont probablement le principal contributeur au pouvoir antioxydant de ces extraits, ceci est
cohérent avec un travail qui a été effectué pour les extraits de S. Montana, c’est une espece

riche en composés phénoliques qui sont responsables de nombreuses activités biologiques y
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compris I’activité antioxydante et antimicrobienne [172]. Nos résultats sont également cohérents
avec ceux obtenus par les extraits de cladodes d'Opuntia Monacantha ou les pourcentages
d'inhibition des radicaux DPPH sont plus élevés dans les extarits qui rapportés sont riches en
polyphénols et en flavonoides. Le mécanisme de réaction entre les molécules antioxydantes et le
radical DPPH da a la conformation structurelle de la molécule bioactive [173]. Cette derniere
réagit avec le radical DPPH en réduisant un nombre égal de groupements hydroxyles portés par
la molécule antioxydante [174]. Cela conduit a suggeérer que l'effet antioxydant des extraits peut
dépendre de la synergie entre les composés phénoliques et d'autres composés. La capacité
antioxydante des extraits a également été déterminée par la la méthode FRAP. Cette méthode est
rapide et reproductible, elle est universelle et peut étre appliquée aux extraits végétaux qu'ils
soient aqueux ou organiques [175]. De plus, le complexe ferricyanure Fe®* peut étre réduit sous
forme ferreuse en présence d'agents réducteurs dans les extraits végétaux [176]. Dans le cas du
test FRAP, les potentiels antioxydants obtenus a partir ces extaits varient de 2,40700 = 0,033 a
3,92800 + 0,0120 mg / mL pour les extraits de fleurs, de 4,31600 + 0,0485 a 5,71805 + 0,05805
mg/mL pour ceux de cladodes, et de 7,62955 + 0,03755 a 10,0325 £ 0,0875 mg/mL pour ceux
de graines. Nous avons remarqué que les extraits de graines et de cladodes ont un pouvoir
antioxydant plus faible que ceux de fleurs. Pour ceux-ci, I'extrait ( FSH) a une activité plus
élevée qui est égale 2,40700 + 0,033 mg / mL, suivi de I'extrait (FST ) avec une EC5,-2,91650 +
0,0245 mg / mL, puis de I'extrait (FTR) avec une EC50 = 3,21820 + 0,0032 mg / mL. L'analyse
statistique montre que ces résultats présentent une différence significative (p <0,05). D'aprés nos
résultats, nous avons remarqué chez tous les extraits testés I'augmentation de la réduction du fer
est proportionnelle aux concentrations utilisées. Le tableau 13 montre que les extraits de fleurs
ont un pouvoir réducteur plus fort que ceux de cladode, ainsi que les extraits des graines sont
considérées comme les moins faibles en termes de pouvoir réducteur. Mais, l'activité
antioxydante chez tous les extraits d'Opuntia ficus-indica (sans épines) et d'Opuntia monacantha
(épineux) est nettement inférieure a celle de I'acide ascorbique dont la valeur est de I'ordre de
0,065 £ 0,0071 mg/mL. Le pouvoir réducteur des extraits d'Opuntia ficus Indica peut dépendre
de la présence de groupes hydroxyle chez les composés antioxydants qui peuvent servir de
donneurs d'électrons. Ainsi, les composés antioxydants sont considérés comme des réducteurs
oxydatifs et des inactivateurs [177]. Des études avaient également indiqué que le pouvoir
réducteur d'un composé antioxydant peut servir d'indicateur significatif de sa capacité

antioxydante [178].
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Nos résultats ne sont pas en accord avec ceux trouvés par Bari et al. (41,4-838,8 pg/mL) [179],
pour les extraits des cladodes d'Opuntia monacantha, ils ont montré que I'extrait méthanolique a
un pouvoir réducteur plus elevé. Au contraire, nos résultats sont similaires a ceux trouvés par
Ouerghemmi et al. (ECso = 2,40 + 0,03 mg/mL) [162], et ceux obtenues par Berrabah et al. [163]
(ECsp =5,4-11,28 mg / ml).

8. Matrice de corrélation

Les coefficients de corrélation pour les teneurs des composés bioactifs( TPC, TFC, TTC) et leurs
pouvoirs antioxydants (DPPH et FRAP) sont indiqués dans le tableau 14. Ensuite, DPPH (1 /
DPPH ICsp) et FRAP (1 / FRAP ECsp) représentent respectivementle le pouvoir d'inhiber les
radicaux libres DPPH et le pouvoir de réduire le fer. De plus, le tableau 15 montre les p-values

du coefficient de la matrice de corrélation.

Tableau 14 : Coefficients de matrice de corrélation de Pearson entre la capacité antioxydante et les

composés antioxydants des extraits d’Opuntia Ficus Indica et d’Opuntia monacantha

Variables TPC TFC TTC DPPH(1/DPPH ICs) | ABTS(1/FRAP ECx)
TPC 1

TFC 0.940 1

TTC 0.749 0.794 1

DPPH (1/DPPH ICx) 0.775 0.847 0.394 1

ABTS (1/FRAP ECs) 0.852 0.933 0.675 0.916 1

Les valeurs en gras sont différentes de 0 & un niveau de signification alpha = 0,05.

Tableau 15 : p-values du coefficient de la matrice de corrélation.

) DPPH (1/DPPH FRAP

Variables TPC TFC TTC
1Cx) (1/FRAP ECx)

TPC
TEC < 0.0001 0
TTC 0.005 0.002 0
DPPH (1/DPPH 1Csp) 0.003 0.001 0.205 0
FRAP (1/FRAP ECs) 0.000 < 0.0001 0.016 < 0.0001 0

Comme on peut le voir dans les tableaux 14 et 15, I'analyse de corrélations de Pearson entre
I'activité antioxydante et les teneurs en composés bioactifs ont révélé que les polyphénols( TPC
)et les flavnoides ( TFC ) avaient de fortes corrélations positives (valeur p <0,05) avec l'activité
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antioxydante. Les résultats de corrélation du polyphénols( TPC ) étaient respectivement de 0,775
et 0,852 avec l'effet de piégeage des radicaux libres DPPH et le pouvoir antioxydant réducteur
ferrique, cela indique que la teneur en polyphénols de ces extraits contribue a ses capacités de

don d'électrons d'hydrogéne.

Cela signifie que la capacité antioxydante des extraits d'opuntia peut étre attribuée a la présence
de polypheénols. La corrélation linéaire positive entre les polyphénols et la capacité antioxydante
a également été rapportée par plusieurs auteurs : Amri et al. [180]. et Guettaf et al [181]. Il y
avait également une corrélation positive significative elevée (p <0,05) entre les polyphéenols(
TFC) et l'activité antioxydante DPPH (r? = 0,847) et FRAP (r* = 0,933). Cependant, le tanin n'a
pas beaucoup contribué aux activités antioxydantes ; par conséquent, leurs coefficients de
corrélation avec les activités antioxydantes étaient relativement faibles (DPPH (r* = 0,394) et
FRAP (r* = 0,675)). Ces résultats indiquent que le tanin contribue légérement & cette bioactivité.
Au contraire, les composés phénoliques associés aux flavonoides contribuent fortement a cette
bioactivité. Par conséquent, ces fortes corrélations indiquent que les composés antioxydants, qui
contribuent au pouvoir réducteur du fer par la méthode FRAP sont eux-mémes, qui fournissent
le pouvoir de piégeage des radicaux libres par DPPH. De plus, la matrice de corrélation a montré
une forte corrélation entre FRAP et DPPH (r? = 0,916). Ensuite, les composés antioxydants de
ces extraits, subissent deux mécanismes de réaction. Pour le test DPPH, ce radical est neutralisé
par balayage radicalaire par transfert d'un atome d'hydrogene, également, par réduction directe
par transfert d'électrons, puis pour le test FRAP, il se fait par réduction de Fe (111), basée sur le

transfert d’électrons.

9. Analyses des données par PCA

Les teneurs en compoeés biactifs et leurs pouvoir antioxydanrs sont considérées comme des
variables. Ils sont projetés par I'ACP dans le plan factoriel du figure 33 (F1-F2). La premiére
composante essentielle (F1) montre 83,5% de l'information et la deuxieme composante
essentielle (F2) explique 12,76% de I'information. Le pourcentage cumulé des deux premieres
composantes essentielles était de 96,31%, par conséquent, sa combinaison linéaire est bien
représentative des variables, car elle est supérieure a 50%. Ensuite, les deux premiers axes sont
adéquats pour expliquer I'ensemble des informations. La corrélation entre les variables est

représentee sur la figure 31 par le plan construit par les axes F1 et F2. L'axe F1 est formé par la
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corrélation positive entre les tests DPPH, FRAP et entre les teneurs suivantes TPC, TFC et TTC

(figure 34). La figure 34 représente que les douze individus sont répartis (extraits) en 3 groupes.

Le groupe | est composé de quatre extraits (FTR, FTT, FST, FSH), la capacité antioxydante de
ce groupe est significativement forte par rapport aux autres groupes par les tests DPPH et FRAP,
également l'activité antioxydante de ce groupe dépend de leur contenu phénolique car ils se
caractérisent par des teneurs tres élevées en polyphénols (TPC) et en flavonoides (TFC). Nous
avons quatre extraits des fleurs dans ce groupe, ce qui confirme que les extraits des fleurs ont un
grand pouvoir antioxydant, suivies par lesextrats des cladodes. Le groupe Il est formé par
quatre extraits (CTT, CTR, CST, CSH), il est caractérisé par des teneurs moyennes en
polyphénols TPC et en flavnoides (TFC) et son activité antioxydante est moyenne et faible par
rapport aux extraits du groupe I. De plus, il se caractérise par la tneur la plus élevée en tanins
(TTC).

Le groupe Il est composé par 4 individus (extraits), qui sont SSH, SST, STR, SST, ils sont
caractérisés par des faibles teneurs en polyphénols (TPC), en flavonoides (TFC) et en
tanins(TTC), par conséquent, il est caractérisé par un faible pouvoir antioxydant. Ensuite ce
groupe est caractérisé par quatre extraits des graines, ce qui montre que les extraits des graines
ont des teneurs plus faibles en composés phénoliques par rapport aux ceux des fleurs et des
cladodes. L'analyse des données par PCA, a montré la présence d'une corrélation positive plus
élevée, d'une part entre les polyphénols ( TPC) et l'activité antioxydante par DPPH et FRAP, et
d'autre part entre les flavonoides( TFC) et l'activité antioxydante par ces deux tests utilisés. Cela
a montré les composés biactifs des extraits qui assurant I'activité de piégeage du radical DPPH
ont également contribue au pouvoir réducteur du fer par FRAP. De plus, la capacité antioxydante
de nos extraits dépendait des teneurs en composés bioactifs (TPC (flavonoides, polyphénols et

tanins) qui existait dans les extraits I'opuntia ficus-indica et I'Opuntia megacantha.
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Figure 33 : Plan factoriel d'analyse en composantes principales réalisé selon les valeurs en compsés
bioactifs (TPC, TFC, TTC, DPPH et FRAP) des différents extraits d'Opuntia Ficus Indica et d'Opuntia

monacantha.
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10. Conclusion

Certaines études indiquent que la consommation de légumes et de fruits peut neutraliser les
radicaux libres de I'organisme gréce aux antioxydants qu'ils contiennent. Cela peut aider a la
prévention ou au traitement des maladies associées au stress oxydatif. Pour cette raison, cette
étude comprend les différentes parties (fleurs, cladodes, graines) des deux variétés du cactus
marocains. A travers ces résulats, le rendement le plus élevé est obtenu par I'extrait des graines
de Tiznit (16,42%). Le criblage phytochimique a montré que la richesse de nos extraits en
composes antioxydants (flavonoides, tanins condensés, saponines et en polyphénols). En outre,
I'analyse quantitative a révelé que les tenurs des polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins
condenses étaient significatifs. On a également remarqué que les extraits de la variété d'Opuntia
ficus-indica (sans épines) montraient une activité antioxydante plus élevée que ceux d'Opuntia
megacantha (épineux). Ainsi que le changement de la variété et la région de récolte peuvent
donner de bons résultats en composés qui ont une activité antioxydante. L'analyse des données
par PCA a montré la présence d'une corrélation positive plus élevée d'une part entre les deux
tests FRAP et DPPH, et d'autre part, entre les composés antioxydants et leurs activités
antioxydantes. Ces résultats ont démontré que les extrais des fleurs, des cladodes et des graines

peuvent étre valorisés dans les industries biomédicales, cosmétiques et alimentaires.
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Chapitre 11 : Optimisation des conditions de torréefaction des
graines d'Opuntia fiscus-Indica en utilisant la méthodologie

de surface de réponse (RSM)

1. Introduction

Les graines sont considérées comme une source essentielle de valeurs nutritionnelles, telles que
les flavénoides, les polyphénols, les acides gras et les tanins [182]. De plus, ils contiennent
environ 10 a 15 % de la pulpe comestible et sont souvent jetés comme déchet aprés extraction de
la pulpe [183]. La torréfaction des graines présente de nombreux avantages tels que la promotion
de la saveur, de I'ardme, le changement de couleur et de texture des graines torréfiées, ainsi que
I'élimination des micro-organismes indésirables et des contaminants alimentaires. Ils sont connus
pour désactiver les enzymes qui peuvent accélérer la perte de nutriments et prolonger la durée de
vie du produit. Afin de préserver les constituants bénéfiques des graines, la durée et la
température de la torréfaction sont considérées comme les conditions les plus importantes [184—
186]. De plus, un certain nombre de recherches ont montré que le profil phénolique de différents
ingrédients comestibles peut étre rendu plus bénéfique pour la santé en augmentant leurs
capacités antioxydantes [185].Ce résultat bénéfique dépend du grain considéré et des conditions
de torréfaction utilisées. Lors de la torréfaction, les composés antioxydants peuvent se dégrader
et la formation de nouveaux produits appelés produits de réaction de Maillard (MRP) est
observée. Cette dégradation peut influencer considérablement les composés antioxydants [187].
Plusieurs études ont évalué les effets de la torréfaction sur la composition en composés bioactive
et les capacités antioxydantes de diverses graines [188,189]. Et il a été constaté que
I'optimisation des conditions de torréfaction des graines d'opuntia ficusindica peut améliorer
considérablement l'activité antioxydante. Par conséquent, des protocoles d'optimisation
systématiques et precis des conditions d'extraction et de torréfaction sont nécessaires pour
maintenir précisément les activités bioactives et antioxydantes. La méethodologie de surface de
réponse (RSM) est une technique statistique utilisée pour optimiser les protocoles suggérés car
elle utilise des variables quantitatives (parametres de torréfaction) avec une conception
experimentale adéquate pour évaluer les effets de ces parametres et leur interaction inhérente
.Box-Behnken design (BBD) est un RSM capable de générer un modéle mathématique prenant
en compte l'effet des interactions potentielles entre les facteurs a tester tout en minimisant le

nombre d'expériences a réaliser [188,190]. Par conséquent, l'objectif de présent travail est
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d'appliquer la méthodologie RMS et d'étudier I'effet de trois facteurs tels que la température du
processus de torréfaction(X1), la durée de la torréfaction(X2) et la durée de I'extraction(X3) afin
d'optimiser les tenurs en polyphénols (TPC ), en flavonoides (TFC) , en tanins( TTC), en sucres
totaux ( TSC) et l'activité antioxydante par les tests DPPH et ABTS pour les extraits des graines
d'Opuntia ficusindica. La corrélation entre les molécules bioactives et leur capacité antioxydante
est evaluée par l'analyse en composantes principales (ACP). Une analyse de grappes
hiérarchiques (HCA) a été utilisée pour construire trois groupes basés sur les teneurs en

composeés bioactifs et leurs capacité antioxydante.

2. Modele polynomial du second ordre et les surfaces de réponses pour TPC et TFC

L'optimisation des conditions de torréfaction a éteé réalisée par 15 essais randomisés. Le tableau
16 présente les résultats pour les teneurs (TFC, TPC, TTC, TSC, ABTS (IC50) et DPPH (IC50) )
d'extraits de graines d’Opuntia ficus indica du Maroc a optimiser. Les tenurs en polyphénols
(TPC) et en flavonoides (TFC) des extraits de graines d'Opuntia ficus indica variaient
respectivement de 31,14 + 0,90 a 103,76 + 1,82 mg de GAE / g d'extrait et de 26,14 + 0,98 a
mgQE / g d'extrait. Selon les données d'’ANOVA pour les polyphénols (TPC) et les flavonoides
(TFC) (tableau 17), cse modeéles étaient significatifs car leurs p-values ont respectivement
<0,0001 et <0,0015. Leurs coefficients de détermination (R?) étaient respectivement de 0,996167
et 0,976653 pour les polyphénols (TPC) et les flavonoides (TFC) , ces valeurs indiquent que ces
deux modeéles sont adéquats car R? est supérieur a 0,75 [191]. De plus, les coefficients de
détermination ajusté Radj2 étaient respectivement de 0,989267 pour les polyphénols (TPC) et
de 0,934629 pour les flavonoides(TFC), cela indique que cese modeles présentaient
adéquatement la vraie combinaison entre toutes les variables indépendantes utilisées. De plus, le
manque d'ajustement n'était pas significatif pour les polyphénols (TPC) et les flavonoides (TFC)
car leurs p-values étaient respectivement de 0,0673 et 0,0536, ce qui indiquait que les égquations
du modele éetaient adequates pour prédire les réponses. Les équations (10) et (11) peuvent prédire
I'effet de variables indépendantes respectivement pour les teneurs en polyphénols (TPC) et en

flavonoides (TFC) .1ls étaient représentés par un modele de régression réduite.

TPC (mg GAE/g extract) = 56.686667+ 25.50625X;+ 12.06875X,+ 4.1225X35+ 2.77XqxXo+
1.5525X1+X 3+ 2.3575X+X 3+ 10.641667X1X14.088333X2+X- 6.095833 X3+ X 3 (10)

TFC (mg QE/g extract) = 44.746667+ 27.6395X,+ 7.53925X,+ 0.62125X3+ 3.3285X;+X5- 9.8825X,+X 3-
0.005X2+X 3+ 21.671167X3+X;- 2.221333X+X; - 5.180333X3+« X3 (11)
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Les données d'ANOVA pour les polyphénols (TPC) (tableau 17) ont montré que les trois

facteurs X1, X2 et X3 avaient un effet linaire positif significatif sur

I’optimisation des

polyphénols (TPC), puisque leurs p-values étaient respectivement <0,0001, <0,0001 et 0,0043.

De plus, l'effet quadratique X1 * X 1 a eu un effet positif significatif (p-value = 0,0003). Au

contraire, les effets quadratiques X2 * X 2 et X3 * X 3 ont eu un effet négatif significatif sur

I’optimisation des polyphénols (TPC) (valeur p <0,05). De plus, aucune interaction significative

entre les trois facteurs testés n'a été observée (tableau 17).

Tableau 16 : Résultats des réponses a optimiser ( TFC, TPC, TTC, TSC, ABTS (IC50) et DPPH (IC50))

selon la conception expérimentale.

Run @ X; X, | X; TPC TFC TTC TSC DPPHICx, ABTS ICs,
1 200 10 | 45 76.43+0.90° | 83.286+0.802° @ 6.05+0.95% | 40.32+0.91*"  205.35+1.21% = 711.89+2.1°
2 60 @ 50 | 45  4451+1.29° @ 38.45+0.71° @ 1.23+0.20° | 39.56+0.79%° @ 321.43+1.29° = 950.64+1.19"
3 60 @ 30 | 3 | 34.86+1.12° @ 30.14+0.86% @ 1.61+0.29° | 29.02+0.98" @ 430.67+1.19° = 1090.15+1.95°
4 | 130 50 | 6 | 66.58+1.19% | 48.54+1.40° | 6.83+0.41° | 23.37+0.82°  210.26+1.08° = 620.36+1.31°
5 | 130 30 | 45  56.46+0.80° @ 44.03+0.97°" | 3.25+0.20”  30.17+0.93% | 230.64+0.83% = 684.23+1.11°
6 60 @ 30 | 6 | 39.29+0.81" | 43.38+1.30™ @ 1.41+0.31° | 26.36+0.31°°  390.92+1.98° @ 1010.76+2.90'
7 | 200 30 | 6 | 90.71+1.10° | 72.57+0.93° | 7.76+0.79° | 10.35+0.32° | 120.17+2.10" = 445.48+0.91°
8 130 | 10 @6 | 35.38+0.89" | 35.16+1.06Y | 2.16+0.20° | 27.93+0.97™ | 350.39+0.65° | 914.91+1.99"
9 130 | 50 @ 3 | 52.91+1.01° @ 39.54+1.29” | 3.12+0.18" @ 26.03+0.98"° 251.18+2.02" = 736.93+1.03'
10 | 130 30 | 45 | 57.57+1.28° @ 46.97+0.98° | 3.67+0.33%° | 31.26+0.68%°  231.53+1.19°  682.01+1.01°
11 | 200 50 | 45  103.76+1.82" | 106.71+1.20" = 9.12+0.90° | 15.54+0.39" | 76.91+0.99' 323.52+1.21
12 60 10 45 28.26+1.09' 28.34+0.96° 1.54+0.30° | 34.91+0.99° @ 491.27+2.11 | 1157.36+2.11X
13 | 200 30 | 3 | 80.07+0.98% @ 98.86+1.10" | 5.31+0.70° | 34.02+0.61° @ 171.73+1.09 = 610.32+2.69'
14 | 130 10 | 3 | 31.14+0.90% @ 26.14+0.98° | 1.76+0.18° @ 44.62+0.79" @ 412.67+2.20' = 1054.52+2.21™
15 | 130 @ 30 | 45  56.03+1.01° @ 43.24+0.86™ | 3.41+0.30%° | 29.46+0.48"  232.06+0.98Y = 681.09+1.02°

Les résultats sont exprimés sous la forme d'une moyenne de 2 répétitions individuelles (n = 2e + SEM).La moyenne suivie de

lettres similaires exposant dans la colonne ne sont pas différentes (P <0,05). TPC (mg GAE / g extrait): TFC (mg QE / g extrait):
TTC (mg QAE / g extrait); TSC (mg d'extrait de D-Glu E / g); DPPHIC50 (ug / ml): ABTS IC50 (ug / ml); X1: température de

torréfaction (° C); X2: temps de torréfaction (min); X3: temps d'extraction (h).
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Tableau 17 : Données d'ANOVA des coefficients de régression et des termes du modeéle.

La source Coef Somme des Dc'agré de Carré moyen F-value p-aviue
carres liberté

TPC

Modele 7236.7311 9 804.081 144.3821 <0.0001*

Constante 56.686667 <0.0001*

Xy 25.50625 5204.5503 1 5204.5503 934.5376 | <0.0001*

X, 12.06875 1165.2378 1 1165.2378 209.2320 0.0001*

X3 4.1225 135.9601 1 135.9601 24.4132 0.0043*

X1+ Xs 2.77 30.6916 1 30.6916 5.5110 0.0658

X1+ X3 1.5525 9.6410 1 9.6410 1.7312 0.2454

Xy« X3 2.3575 22.2312 1 22.2312 3.9919 0.1022

X=Xy 10.641667 418.1356 1 418.1356 75.0811 0.0003*

Xy« X, -4.088333 61.7150 1 61.7150 11.0816 0.0208*

X3+ X3 -6.095833 137.2031 1 137.2031 24.6364 0.0042*

Résiduel 27.8456 5 5.569

Total 7264.5767 14

Manque

dajustement 26.582725 3 8.86091 14.0330 0.0673

Erreur pure 1.262867 2 0.63143

Erreur

otale 27.845592 )

R 0.996167

Radj’ 0.989267

TFC

Modele 8955.6569 9 995.073 23.2404 0.0015*

Constante 44746667 <0.0001*

X1 27.6395 6111.5357 1 6111.5357 142.7375 <0.0001*

X 7.53925 4547223 1 454.7223 10.6202 0.0225*

X3 0.62125 3.0876 1 3.0876 0.0721 0.7990

X+ X 3.3285 44,3156 1 44,3156 1.0350 0.3557

X1« X3 -9.8825 390.6552 1 390.6552 9.1239 0.0294*

Xy« X3 -0.005 0.0001 1 0.0001 0.0000 0.9988

X1« Xy 21.671167 1734.0534 1 1734.0534 40.4996 0.0014*
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X+ X -2.221333 18.2190 1 18.2190 0.4255 0.5430

X3+ X3 -5.180333 99.0862 1 99.0862 2.3142 0.1887
Résiduel 214.0830 5 42.817
Total 9169.7398 14
Manque

) 206.35613 3 68.7854 17.8042 0.0536
d'ajustement
Erreur pure 7.72687 2 3.8634
Erreur

214.08300 5

totale
R? 0.976653
Radj 0.934629

* Significatif a p-value <0,05

Concernant les résultats de d'’ANOVA pour les flavonoide (TFC) , la température de torréfaction
(X1) et le temps de torréfaction (X2) avaient un effet linéaire positif sur la teneur en flavonoide
(TFC) (valeur p <0,05), cependant, le temps d'extraction (X3) n'était pas significatif (valeur p >
0,05). De plus, I'effet d'interaction entre X1 et X3 a eu un effet négatif significatif sur les
flavonoide (TFC) (valeur p> 0,05). Ainsi que, l'effet quadratiqgue de la température de
torréfaction (X1) a eu un effet négatif significatif sur les flavonoides (TFC) (valeur p = 0,0014).

3. Analyse des surface de réponse (RSM) pour TPC et TFC

Les effets de trois facteurs : la température de torréfaction, le temps de torréfaction et le temps
d'extraction, ainsi que leurs interactions et leurs effets quadratiques sur les teneurs en
polyphénols(TPC) eten flavonoide (TFC) ont été visualisés sur des graphes de surface de réponse
(3D) illustrées dans la figure 35. En conséquence, la figure 35 a montre la tenur en polyphénols
(TPC) en fonction de la température de torréfaction (X1) et du temps de torréfaction (X2) a un
temps d'extraction fixe (X3) a 6h. Il a montré que la tenur en polyphénols(TPC) augmentait
rapidement lorsque la température de torréfaction (X1) augmentait a un temps de torréfaction
(X2) fixé, ainsi que, il augmentait progressivement lorsque le temps de torrefaction (X2)
augmentait, et atteignait un optimum dans la région proche de 200 °C et 50min. La figure 35b
montre I'effet du temps de torréfaction (X2) et du temps d'extraction (X3) a une température de
torréfaction fixe (200°C) sur la tenur en polyphénols(TPC). Cette tenur ( TPC) augmentait avec
l'augmentation du temps d'extraction (X3) quand le temps de torréfaction (X2) était fixé, ainsi
que, il a augmenté progressivement lorsque le temps d'extraction(X3) a augmenté avant de passer

5h d'extraction, apres cela, il a diminué. L'effet de la température de torréfaction (X1) et du
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temps d'extraction (X3) a un temps de torréfaction fixe (X2) a 50°C est représenté sur la figure
35c¢, par conséquent, la tenur en flavonoide(TFC) augmentait avec I'augmentation du temps de
torréfaction(X2) lorsque le temps d'extraction était fixé. De plus, lorsque la température de
torréfaction(X1) était fixée, la tenur en flavonoides(TFC) augmentait avant que le temps
d'extraction(X3) n'augmente a 5h, aprés cela, il diminuait légerement. De plus, I'optimisation de
ces reponses a été réalisée selon la fonction de désirabilité (d) afin d'obtenir les réponses
optimales pour les polyphénols (TPC) et les flavonoides (TFC). Ces réponse optimale pour ont

été trouvée lorsque la déesirabilité était proche de 1 (figure 44) [192].

Par conséquent, I'optimum de la tenur en polyphénols (TPC) était a la température de
torréfaction(X1) a 200 ° C, le temps de torréfaction(X2) a 50 min et le temps d'extraction(X3)
5,49 h avec une réponse predite qui est égale 106,2311 mg de GAE / g d'extrait et sa désirabilité
qui est égale = 0,94 (figure 44a). Ces résultats étaient cohérents avec les études précédentes sur
I’optimisation du tenur en polyphénols (TPC). Chandrasekara et Shahidi, 2011 [193] ont indiqué
que la torréfaction a haute température (130 ° C) pendant 33 minutes augmentait

considérablement la tenur (TPC) que celle des graines brutes (testa, noix de cajou).

De plus, la tenur en polyphénols (TPC) (a la fois extrait par I'eau et par 1’éthanol) de la peau
d'arachide a augmenté d'environ 35% par rapport a celle de I'échantillon brut a une température
de torréfaction de 175 ° C pendant 5 min [194]. Ensuite, d’aprés une étude réalisée par Locatelli
et al [195], la tenur en polyphénols (TPC) de la peau de noisette (extrait soluble) a augmenté a
180 ° C pendant 20 min plus que 10 min. De plus, Yin et al. [196] ont montré que la tenur (TPC)
a augmenté d'environ 2,4 a 3,4 fois a une température comprise entre 120 ° C et 140 ° C pendant
180 min. De plus, la tenur (TPC) a augmenté de maniere significative (valeur p <0,05) lors d'un
traitement thermique [197]. Concernant la tenur en flavonoides (TFC), la figure 35d montre le
tracé de surface de réponse de la température de torréfaction (X1) et du temps de torréfaction
(X2) sur la teneur en flavonoides (TFC) lorsque le temps d'extraction (X3) a été fixé a 3 h. La
tenur (TFC) était stable gauand le temps de torréfaction était fixé, et la température de
torréfaction augmentait entre 60-120 °C; au-dela de 120 °C, la tenur(TFC) augmentait
rapidement. Cette tenur (TFC) augmentait légérement avec l'augmentation du temps de
torréfaction (X2) lorsque la température de torréfaction était fixée. La figure 36e a montré que
I'effet du temps de torréfaction (X2) et du temps d'extraction (X3) sur la tenur en flavonoide(
TFC) lorsque la tempeérature de torrefaction était fixée a 200 °C, cette tenur ( TFC ) augmentait

avec l'augmentation du temps de torréfaction (X2) lorsque le temps d'extraction(X3) fixe, mais il
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diminue avec I'augmentation du temps d'extraction (X3) lorsque le temps de torréfaction (X2) est
fixé.
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Figure 35(a,d) :Diagrammes de surface de réponse des conditions de torréfaction de TPC (a,) et TFC (d)

des extraits de graines d'opuntia ficus indica.
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Figure 36(b,e) :Diagrammes de surface de réponse des conditions de torréfaction de TPC (b,) et TFC (e) des
extraits de graines d'opuntia ficus indica.
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Figure 44(C,f) :Diagrammes de surface de réponse des conditions de torréfaction de TPC (C et TFC (f) des
extraits de graines d'opuntia ficus indica.
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De plus, l'effet de la température de la torréfaction (X1) et du temps d'extraction (X3) sur la
teneur en flavonoides (TFC) lorsque le temps de torréfaction (X2) était fixé a 50 ° C
(Figure37f), d’aprés ca, la teneur en flavonoides (TFC) augmentait légerement avec
l'augmentation de temps d'extraction(X3) a laquelle la temperature de torréfaction ( X1 ) s'est
fixé. En outre, la teneur en flavonoides (TFC) a rapidement augmenté avec l'augmentation de
la température de torréfaction lorsque le temps d’extraction (X3) a été fixé. Le niveau élevé en
flavonoides (TFC) a été enregistré a une température de torréfaction(X2) plus élevée. Par
conséquent, le niveau maximum en flavonoides (TFC) était a une température de
torréfaction(X2) qui est égale 200°C, un temps de torréfaction(X2) qui est égale 50 min et un
temps d'extraction(X3) qui est égale 3,16 h avec une réponse prédite qui est égale 106,85
mgQE / g d'extrait et la désirabilité est d = 0,948 (figure 44b). Ces résultats sont similaires avec
divers travaux. Lin et al. [198] ont indiqué gue la teneur en flavonoides (TFC) a augmenté de
maniere significative par la torréfaction (aprés 5 min); en plus de cela, les aglycones et acides
flavonoides sont augmentés par les effets de la température de torréfaction et du temps de

torréfaction.

De plus, une étude a été réalisée par Kumar et al. [199] a montré que la fraction de sucre dans
les flavonoidesglycosides avait un réle essentiel dans I'activité antioxydante, et les aglycones
avaient un effet plus fort sur l'activité antioxydante que les glycosides.Les résultats des teneures
en teneur en flavonoides et polyphénols de cette étude apres la torréfaction peuvent étre
expliqués par ces causes suuvantes. Premierement, les molécules phénoliques peuvent étre
dégradées / polymérisées lors de la torréfaction, ce qui a montré la formation de nouvelles
molécules ; ces molécules peuvent étre plus solubles dans I'eau et I'éthanol. En outre, ces
molécules peuvent étre réactives avec le Folin-Ciocalteu dans le milieu alcalin [200].

Deuxiemement, lors de la torréfaction, les composés bioactifs liés peuvent étre libérés [201].

4. Modele polynomial du second ordre et les surfaces de réponses pour TTC et TSC.

Dans ce travail, les teneurs en tanins (TTC) et en sucres (TSC) d'extraits de graines d'opuntia
ficus indica variaient respectivement de 1,23 + 0,20 a 9,12 £ 0,90 mg QAE / g extrait et de 10,35
+ 0,32 2 44,62 + 0,79 mg de D-Glu E / g d'extrait. Selon les données d'ANOVA présentées dans
le tableau 18, les modeéles étaient significatifs car leur valeur de p-value était respectivement de
0,0023 et 0,0004 pour les teneurs en tanins (TTC ) et en suces (TSC).
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De plus, I’absence d’ajustement n’était pas significative (valeur p> 0,05), ce qui indiquait que
I’équation des modé¢les étaient adéquate pour prédire les valeurs de réponse. De plus, les valeurs
R? étaient respectivement de 0,971804 et 0,98568 pour les tneurs en tanins (TTC) et en sucres
(TSC), ce qui indique que 97% des résultats expérimentaux étaient compatibles [202]. Ces
valeurs ont montré que ces modeles présentaient adéquatement les vraies combinaisons entre

toutes les variables utilisées.

De plus, les coefficients de détermination ajustés Radj2 étaient respectivement de 0,921052 et
0,959904 pour les tneurs en tanins (TTC) et en sucres (TSC), ce qui indiquait que les modéles
étaient adéquats (Radj2> 0,75) [191]. Par conséquent, ces modéles polynomiaux du second ordre

ont été respectivement appliqués dans les équations 12 et 13.

TTC(mgQAE/gextract) =3.4433333+2.80625X,+1.09875X,+0.795X35+0.845X X,
+0.6625X1:X 3+0.8275X,+X 3+0.7983333X1+X;+0.2433333X,:X,-0.219167X;  «
X5(12)

TSC(mgD-GluE/gextract) =30.296667-3.7025X,-5.41X,-5.71X3-7.3575X 1+ X,-
5.2525X1+X 3+3.5075X,:X 3-1.632083X1+X;+3.91 79167X,+X,-3.727083 X3 » X3
(13)
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Tableau 18 : Données d'ANOVA du coefficient de régression et des termes du modele

La source Coef Somme des Dc.agré de Carre F-value p-aviue
carrés liberté moyen
TTC
Modéle 87.863198 9 9.76258 19.1480 0.0023*
Constante 3.4433333 0.0004*
X4 2.80625 63.000313 1 63.000313 123.5668 | 0.0001*
X, 1.09875 9.658013 1 9.658013 18.9429 0.0073*
X3 0.795 5.056200 1 5.056200 9.9171 0.0254*
X1+ Xs 0.845 2.856100 1 2.856100 5.6019 0.0642
X1+ X3 0.6625 1.755625 1 1.755625 3.4434 0.1227
Xy« X3 0.8275 2.739025 1 2.739025 5.3722 0.0682
X=Xy 0.7983333 2.353241 1 2.353241 4.6156 0.0844
Xy« X, 0.2433333 0.218626 1 0.218626 0.4288 0.5415
X3+ X3 -0.219167 0.177356 1 0.177356 0.3479 0.5810
Résiduel 2.549242 5 0.50985
Total 90.412440 14
Manque
dajustement 2.4593750 3 0.819792 18.2446 0.0524
Erreur pure 0.0898667 2 0.044933
Erreur
totale 2.5492417 5
R 0.971804
Radj’ 0.921052
TSC
Modéle 1107.8079 9 123.090 38.2405 0.0004*
Constante 30.296667 <0.0001*
X1 -3.7025 109.66805 1 109.66805 34.0707 0.0021*
X -5.41 234.14480 1 234.14480 72.7421 0.0004*
X3 -5.71 260.83280 1 260.83280 81.0333 0.0003*
Xy =Xz -7.3575 216.53123 1 216.53123 67.2701 0.0004*
Xy« X3 -5.2525 110.35503 1 110.35503 34.2842 0.0021*
Xp+ X3 3.5075 49.21022 1 49.21022 15.2882 0.0113*
Xy« X -1.632083 9.83519 1 9.83519 3.0555 0.1409



Xax X3 3.9179167 56.67719 1 56.67719 17.6080 0.0085*

X3+ X3 -3.727083 51.29040 1 51.29040 15.9345 0.0104*
Résiduel 16.0942 5 3.219
Total 1123.9020 14
Manque
] 14.450100 3 4.81670 5.8595 0.1492
d'ajustement
Erreur pure 1.644067 2 0.82203
Erreur
16.094167 5
totale
R? 0.98568
Radj 0.959904

" Significant at p-value<0.05

Selon le tableau 18, l'effet linéaire de la température de torréfaction (X1), du temps de
torréfaction (X2) et du temps d'extraction (X3) avait un effet positif significatif sur la teneur en
tanins (TTC) (p-value <0,05). De plus, les effets d'interaction entre les trois facteurs X1, X2 et
X3 n'étaient pas significatifs sur la tenur en tanins (TTC) (p-avlue> 0,05). En outre, l'effet
quadratique de trois variables indépendantes n'avait aucune signification sur la teneur en tanins
(TTC) car leur p-avlue était respectivement de 0,0844, 0,5415 et 0,5810 pour les trois facteurs
X1, X2 et X3. En ce qui concerne la tenurs en sucres TSC, l'effet linéaire de la température de
torréfaction (X1), du temps de torréfaction(X2) et du temps d'extraction (X3) a eu un effet
négatif significatif (valeur p <0,05). En plus ca, les effets d'interaction X1 * X2 et X2 * X 3 ont
eu des effets négatifs significatifs sur la teneur en sucres (TSC) (valeur p> 0,05); au contraire,
I'effet d'interaction entre le temps de torréfaction(X2) et le temps d'extraction(X3) a eu un effet
positif significatif sur la teneur en sucres( TSC) car leur p-value est égale a 0,0113. De plus, les
effets quadratiques X2 * X 2 avaient un effet positif significatif sur la tenueur en sucres (TSC
)(p-value = 0,0085), mais l'effet quadratique du temps d'extraction X3 * X 3 avait un effet
négatif sur la tenur en sucres (TSC) (p-value = 0,0104). Au contraire, I'effet quadratique de X2 *

X 2 n'était pas significatif (p-value> 0,05).
5. Analyse des surface de réponse (RSM) pour TTC et TSC.

Les surfaces de réponses (3D) des équations de régression 12 et 13 ont été établies par les
surfaces de réponse (RSM) pour illustrer les effets de chaque variable indépendante étudiée sur
les teneurs des taninis (TTC) et des sucres (TSC) (Figure 38). Selon ces résultats, la figure 34a

montre l'influence de la température de torréfaction (X1) et du temps de torréfaction (X2) sur la
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tenurs en tanins (TTC) lorsque le temps d'extraction (X3) a été fixé a 6h. Il a noté que la teneur
en tanins TTC augmentait avec l'augmentation de la température de torréfaction lorsque le temps
de torréfaction (X2) était fixé.

On voit également que le temps de torréfaction (X2) avait une influence sur les tenurs en tanins
(TTC), car cette teneur (TTC) augmentait lentement avec l'augmentation de temps de
torréfaction ( X2 ) lorsque la temperature de torréfaction (X1) était fixé. De plus, I'effet
d'interaction positive X1 * X2 sur le TTC a été observé. La figure 39b montre I'effet du temps de
torréfaction et du temps d'extraction sur la teneur en tanins (TTC) lorsque le facteur ( X1) a été
fixé & 200 °C. Par conséquent, la teneur en tanins (TTC) a augmenté respectivement avec
l'augmentation des deux facteurs X2 et X1. La figure 40c montre l'effet du temps de
torréfaction(X2) et du temps d'extraction(X3) sur le TTC lorsque la température de torréfaction
est fixée & 50 min. L'effet positif de X2 et X3 sur la teneur en tanins (TTC). Par consequent, la
teneur en tanins (TTC )a augmenté avec l'augmentation de deux facteurs X1 et X2. Il atteint un
maximum de TTC dans la région proche de 50min et 6h. Le maximum en tanins (TTC) était a la
température de torréfaction : 200 °C, le temps de torréfaction 50 min, et le temps d'extraction 6h
avec une réponse prévues de 11,30 mg QAE / g extrait, et la dissirabilité est d = 0,99 (figure
44c). Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par Lin et al [143]. Ils ont indiqué que les
extraits éthanoliques avaient une grande teneur en tanins (TTC) lors de la torréfaction (200 ° C
pendant 20 min). Concernant les résultats du sucres (TSC), la figure 38d montre I'effet de la
température de torréfaction(X1) et du temps de torréfaction(X2) sur la tenur en sucres ( TSC )
lorsque le temps d'extraction(X3) est fixé (6h). Par conséquence, l'effet d'interaction négatif
entre X1 et X2 a été enregistré; ainsi, I'optimum en sucres( TSC) a été observé dans la région a
haute température (200 ° C )et un temps de torréfaction de 10 min. De plus, la figure 39e
présente I'effet du temps de torréfaction(X2) et du temps d'extraction(X3) sur la tenur en sucres
(TSC) lorsque la tempeérature de torréfaction (X2) eétait fixée a 200 ° C, la tenur en sucres( TSC)

diminuait avec lI'augmentation du temps d'extraction lorsque le temps de torréfaction était fixé,
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Selon la figure 40f, qui a montré l'influence de la température de torréfaction (X1) et le temps
d’extraction (X3 ) sur la tenur en sucres (TCS) lorsque le facteur X2 était fixé a 10 min, la
teneur en sucres (TSC) diminuait rapidement avec l'augmentation de temps d’extraction X3
lorsque la température de torréfaction (X1) se fixait .Ces résultats sont similaires aux travaux qui
ont montré que la teneur en sucre libre diminuait généralement avec l'augmentation de la
température et du temps de torréfaction [203], parce que pendant la torréfaction, les nutriments
tels que les molécules de carbonyle et d'amino peuvent étre dégradés par des réactions de
brunissement non enzymatiques [204,205]. Par conséquent, I'optimum en sucres (TSC) était a la
température de torréfaction (60 ° C), temps de torréfaction (50 min), temps d'extraction (5,12 h)
avec une réponse prédite (38,86 mg de D-Glu E / g de d'extrait) et la désirabilité (d = 0,81)
(figure 44d).

6. Modéle polynomial du second ordre et les surfaces de réponses pour DPPH et ABTS.

Les données d’Anova des pouvoirs antioxidants DPPH et ABTS sont mentionnées dans le

tableau 19. P-avlue du modéles était <0,0001, ce qui a montré que les modeles étaient
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significatifs. De plus, le manque d'ajustement n'était pas significatif car il était respectivement de
0,0756 et 0,0504 pour les tests DPPH et ABTS, ce qui confirme I'adéquation des modéles pour
prédire I'activité antioxydante des extraits de graines torréfiées. De plus, les R? et R%¥ étaient
respectivement de 0,999899 et 0,999718 pour DPPH et de 0,999813 et 0,999477 pour ABTS. On
sait que R*> 0,75, ce qui indique l'adéquation des modeéles [191]. Par conséquent, les modéles

polynomiaux du second ordre ont été appliqués dans les équations 14 et 15.

DPPH(IC50)(pg/mL) =231.41-132.5163X1-74.9875X,-24.31375X-
10.35X1xX22.9525X1+X 3+5.34 X X1+ 35.04125X2:X,+39.67275X3:X 3 (14)

ABTS(IC50)(pg/mL) =682.44333-264.7125X1-150.9038X»-62.55125X5-45.4125X1+X -
21.3625X1xX 3+5.76Xp+ X 3+30.453333X 1+ X1+72.955833X X +76.280833X3 « X 5(15)

Selon l'analyse statistique d’Anova pour le pouvoir antioxydant par la méthode DPPH, la
température de torréfaction (X1), le temps de torréfaction (X2) et le temps d'extraction (X3) ont
eu un effet linéaire négatif significatif (p-value <0,05) sur les pouvoir antioxydants par les deux
méthodes DPPH et ABTS. En outre, leur effet quadratique X1 * X 1, X2 * X 2 et X3 * X 3 avait
un effet positif significatif (p-value <0,05) sur le pouvoir antioxydant par DPPH.

De plus, I'effet d'interaction X2 * X 3 a eu un effet positif significatif sur le pouvoir antioxydant
(DPPH) (ICsp) car sa p-value est égale a 0,0031, au contraire, les effets d'interaction X1 * X2 et
X1 * X3 avaient des effets négative significative (valeur p <0,05) sur ICso(DPPH). Concernant
les données d'ANOVA pour le pouvoir antioxydant par I’ABTS. Les trois facteurs X1, X2 et X3
avaient un effet linéaire négatif sur ICso(ABTS) (p-value <0,05); en plus de ca, leurs effets
quadratiques ont eu un effet significatif positif sur I’ICso(ABST) (p-value <0,05). Ensuite, I'effet
d'interaction entre la température de torréfaction (X1) et le temps d'extraction (X3) a eu un effet
négatif significatif sur 1Cso(ABTS) (p-value <0,0001). Au contraire, I'effet d'interaction X2*X3
n'était pas significatif car sa r p -valueest de 0,0924.
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Tableau 19 :Données d’ANOVA du coefficient de régression et des termes du modele.

La source Coef Somme Degre de Carré moyen F-value p-aviue
des carrés liberté
DPPHI(Cs)

Modele 200403.00 9 22267.0 5520.906 <0.0001*
Constante 231.41 <0.0001*
X1 -132.5163 | 140484.45 1 140484.45 34831.88 <0.0001*
X, -74.9875 44985.00 1 44985.00 11153.63 <0.0001*
X3 -24.31375 4729.27 1 4729.27 1172.580 <0.0001*
Xy +Xs -10.35 428.49 1 428.49 106.2403 <0.0001*
X1+ X3 -2.9525 34.87 1 34.87 8.6455 0.0322*
Xy« X3 5.34 114.06 1 114.06 28.2808 0.0031*
X=Xy 7.28875 196.16 1 196.16 48.6354 0.0009*
Xy« X, 35.04125 4533.74 1 4533.74 1124.102 <0.0001*
X3+ X3 39.67275 5811.72 1 5811.72 1440.964 <0.0001*

Résiduel 20.17 5 4.0
Total 200423.16 14

Manque

dajustement 19.136275 3 6.37876 12.3883 0.0756
Erreur pure 1.029800 2 0.51490

Erreur totale 20.166075 5

R? 0.999899

Radj’ 0.999718

ABTS(ICs)

Modele 823930.42 9 91547.8 2976.325 <0.0001*
Constante 682.44333 <0.0001*
X1 -264.7125 1 -264.7125 18225.15 <0.0001*
X -150.9038 1 -150.9038 5922.736 <0.0001*
X3 -62.55125 1 -62.55125 1017.640 <0.0001*
Xy X -45.4125 1 -45.4125 268.1903 <0.0001*
X+ X3 -21.3625 1 -21.3625 59.3467 <0.0001*
Xy« X3 5.76 1 5.76 4.3146 0.0924
X=Xy 30.453333 1 30.453333 111.3268 0.0001*
Xo« X5 72.955833 1 72.955833 638.9256 <0.0001*
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(@)

DPPH IC50(ug/ml)

X3« X3 76.280833 1 76.280833 698.4914 <0.0001*
Résiduel 153.79 5 30.8

Total 824084.21 14

Manque

dajustement 148.58192 3 49.5273 19.0071 0.0504
Erreur pure 5.21147 2 2.6057

Erreur totale 153.79339 5

R 0.999813

Radj? 0.999477

7. Analyse des surfaces de réponse (RSM) pour DPPH et ABTS.

La surface de réponse (3D) des équations de régression 14 et 15 sont illustrées dans la figure 35.
L'activité antioxydante est inversement proportionnelle a 1Cso. De plus, la figure 41a et la figure
35d montrent respectivement I'effet du temps de torréfaction (X2) et de la température de
torréfaction (X1) sur les ICso pour les deux tests DPPH et ABTS.Quand le temps d'extraction
(X3) a été fixé a 4,5 h. Nous avons observé que l'activité antioxydante des deux tests DPPH et
ABTS augmentait de maniére significative avec I'augmentation du temps de torréfaction (X2) et
de la température de torréfaction (X1) car I’1Csq des tests DPPH et ABTS était diminuée.
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Figure 41: Diagrammes de surface de réponse des conditions de torréfaction de DPPH ICx, (a) et ABTS ICx, (d)
des extraits de graines d'opuntia ficus indica.
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Par conséquent, le maximum d'activité antioxydante pour les deux tests se situait dans la
région a haute température de torréfaction (X1) et a haute temps de torréfaction (X2). En outre, les
effets du temps de torréfaction (X2) et du temps d'extraction (X3) sur IC50 lorsque la température
de torréfaction a été fixée (200 ° C) sont présentés respectivement sur les figures 42b et 42e pour
les deux tests DPPH et ABTS, l'activité antioxydante augmentait avec lI'augmentation du temps
d'extraction et de la température de torréfaction pour les deux tests. La figure 43c et la figure 43f
montrent respectivementles les effets de la température de torréfaction et du temps d'extraction
lorsque le temps de torréfaction a été fixé (50 min) . Nous avons observé que l'activité
antioxydante augmentait pour les deux tests avec I'augmentation de deux facteurs X1 et X3 car la
valeur ICs, était diminuée. De plus, l'activité antioxydante optimale était a une température de
torréfaction et un temps d'extraction élevés pour les deux tests DPPH et ABTS. D’aprés la
fonction de desirabilité, le maximum d'activité antioxydante par le test DPPH était & une
température de torréfaction (X1 = 200 °C), un temps de torréfaction (X2 = 47,85 min) et un temps

d'extraction (X3 = 4,91) avec 98,226% d'inhibition, qui correspond a 73,21 pg / mL de réponse
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prédite, ainsi que la désirabilité est égale d = 0,84 (Figure 44e) .Pour le test ABTS, I'optimum
d'activité antioxydante était a une température de torréfaction (X1 = 200 °C), temps de torréfaction
(X2 = 49.min) et le temps d'extraction (X3 = 5,28) avec 97,38% d'inhibition, ce qui correspond a
305,57 pg/mL de réponse prédite, ainsi que la désirabilité est égale d = 0,907 (figure 44f.). Ces
résultats sonr confirme a ceux trouvés par plusieurs travaux. Lin et al. [198] ont montré que
I'activité antioxydante la plus forte était enregistrée a une température de torréfaction élevée pour
le noyau d'extrait d'amande éthanolique (prnus duclis), ainsi que la puissance de piégeage du
radical DPPH pendant la température de torrefaction a 200 °C pendant 20 min était supérieure a
celle I'échantillon brut. De plus, Chandrasekara et Shahidi [193] ont montré que l'activité
antioxydante du radical DPPH augmentait de maniére significative avec l'augmentation de la
température de torréfaction de I'extrait de testa phénolique soluble. Concernant le test ABTS, Yin
et coll. [196] ont indiqué que le balayage (ABTS) a augmenté pendant la torréfaction a 130 °C et a
140 °C aprés 60 min de torréfaction. En outre, Gao et al. [206] ont rapporté que l'activité (ABTS)
a augmenté de maniere significative a 160 °C pendant 10 min de torréfaction par rapport a I'extrait
brut.

Ces résultats peuvent étre justifiés comme suit: lors de la torréfaction, les caractéristiques
antioxydantes peuvent étre ameliorées par une réaction entre les acides aminés et les sucres
réducteurs; cette réaction a produit une nouvelle molécule appelée produits de réaction de Maillard
(MRP), ainsi que la dégradation des composés antioxydants thermolabilisants [207]. De plus,
pendant le traitement thermique, le phénol antioxydant lié et les composés polymeres liés des
plantes peuvent étre dégradés et libérés, ce qui conduit a une augmentation de la capacité
antioxydante [208]. De plus, les produits de réaction de la mélanoidine et de Maillard résultants
avaient une activité antioxydante plus élevée, qui dépend de la présence de structures de type
réductone [209], ainsi que la torréfaction améliore la solubilité des molécules non phénoliques
[210].
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8. Vérification et comparaisons des résultats prédits et expérimentales

Tableau 20 : Résultats expérimentaux et prévus aux conditions optimales

X
' X, temps X3 temps )
temperaturet . . o Réponse
Responses ) torréfaction d’extraction | Réponse prédite o
orrefaction ] expérimentale

. (min) (h)

(°C)
TPC (mgGAE/gextract) 200°C 50min 5.49h 106.23 103.5+0.76
TFC(mgQE/gextract) 200°C 50min 3.16h 106.85 104.29+0.54
TTC (mgQAE/gextract) 200°C 50min 6h 11.30 10,16+0.89
TSC (mg D-Glu E/gextract) 60°C 50min 5.12h 38.86 40.35+0.99
DPPH ICs (ug/mL) 200°C 47.85min 4.91h 73.21 75.48+0.85
ABTSICs (1g/mL) 200°C 49.69min 5.28h 305.57 306.59+0.90

La validité des modeles prédictifs a été vérifiée en comparant les résultats prédits et

expérimentales. Cette vérification a été effectuée en utilisant les conditions expérimentales des

valeurs de réponse maximales (Figure 36). D'aprés les données du tableau 20, les résultats prévus

sont proches a ceux expérimentaux.
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Figure 44 : Résultats de désirabilité pour :a: TPC, b: TFC, ¢: TTC, d:TSC, e: DPPH, and f:ABTS.

9. Matrice de corrélation
Les coefficients de corrélation et les p-values de toutes les réponses étudiées ont été présentés
respectivement dans les tableaux 21 et 22. De plus, les activités antioxydantes (ABTS (1 / ICxp);

DPPH (1 / ICsp)) exprimaient le pouvoir d'inhiber respectivement les radicaux ABTS et DPPH,;
ils sont inversement proportionnels a 1C50.

Tableau 21 : Matrice de corrélation de Pearson entre les activités antioxydantes et les composés bioactifs.

Variable TPC TFC TTC TSC | DPPH (1/ICs) | ABTS(1/ICs)
TPC 1
TFC 0.917 1
TTC 0.949 0.831 1
TSC -0.560 -0.358 -0.607 1
DPPH (1/1Cx) 0.917 0.836 0.891 -0.650 1
ABTS (1/ICx)) 0.920 0.802 0.907 -0.695 0.992 1

Les résultats en gras sont différents de 0 a un niveau de signification alpha = 0,05.

Tableau 22 :p-value de la matrice de corrélations des coefficients.

Variables TPC TFC TTC TSC DPPH(1/1Csy) | ABTS(1/1Cs)
TPC 0
TFC < 0.0001 0
TTC < 0.0001 0.000 0
TSC 0.030 0.191 0.016 0
DPPH (1/1Csy) < 0.0001 0.000 < 0.0001 0.009 0
ABTS(1/1Cs) < 0.0001 0.000 < 0.0001 0.004 <0.0001 0
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Les résultats en gras sont différents de 0 a un niveau de signification alpha = 0,05.

Selon les tableaux 21 et 22, les fortes corrélations positives (p-value <0,0001) entre les composés
phenoliques (TPC, TFC, TTC) et le pouvoir antioxydant ont été enregistrées. Les coefficients de
corrélation de polyphénols (TPC) étaient respectivementde 0,917 et 0,920 avec DPPH et ABTS.
Ces corrélations positives signifient que l'activité antioxydante des extraits de graines d'opuntia
ficus indica peut étre attribuée a la présence de polyphénol (TPC). Une forte corrélation positive
significative entre les flavnoides (TFC) et le pouvoir antioxydant avec DPPH (1 / ICsq) (r* =
0,836) et ABTS (1 / ICso) (r* = 0,802) a été observée. De plus, il a été constaté que le tanins
(TTC) avait également une corrélation positive significative (p-value <0,0001) avec DPPH (1 /
ICs0) et avec ABTS (1 / IC50). En conséquence, ces corréelations sont confirmées par des
corrélations significatives positives élevées (valeur p-value <0,05) entre TPC, TFC et TTC. Nous
avons également observé que les sucres (TSC) n'étaentit pas significatif avec I’activité
antioxydante (p-value> 0,05). De plus, une corrélation positive élevée était significative entre les
deux activités antioxydantes (r* = 0,992), ce qui a montré que les mémes composés antioxydants
dans nos échantillons sont responsables de l'activité de piégeage de deux radicaux libres ABTS
et DPPH.

10. Analyse en composantes principales PCA

La figure 45 montre les projections des résultats expérimentaux (15 extraits) par le plan factoriel
(F1-F2), selon PCA. Le premier composant essentiel F1 explique 83,38% de I'information, et le
second montre 11,64% de l'information. Ainsi, le pourcentage cumulé était de 95,02% ; il est
supérieur a 50%, ce qui indique que la combinaison linéaire est bien représentative des variables.
Ainsi, le pourcentage cumulé était de 95,02% ; il est supérieur a 50%, ce qui indique que la
combinaison linéaire est bien représentative des variables. Les corrélations entre toutes les
réponses sont représentées sur la figure 45 par le plan formé par les axes F1 et F2. Par
conséquent, le plan F1 a été construit par les corrélations positive entre TFC, TPC, TTC, ABTS
(1/ 1Csp) et DPPH (1 / ICsp). Mais le plan F2 a été formé par TSC (Figure 45). Les extraits de
cette étude ont été sépares en 3 groupes en fonction des résultats des réponses Figure 46.
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Figure 45: Plan factoriel d'analyse des composants principaux réalisé sur les valeurs (TFC, TPC, TSC,
TTC, ABTS (1/ICs) et DPPH (1 / ICsp)).
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Figure 46: Projection du plan factoriel (F1 x F2) de la variable de I’individu.

Le groupe | est composé de quatre extraits (1, 13, 7, 11); ces extraits avaient des valeurs élevées

de TPC, TFC, et TCC; en outre, ils avaient une capacité antioxydante élevée par les tests ABTS
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et DPPH. Au contraire, ils avaient une valeur inférieure de TSC. Le groupe Il contient 6 extraits
(8, 3, 6, 2, 12 et 14). Les extraits de ce groupe sont caractérisés par les faibles valeurs de TPC,
TFC et TTC, mais ils avaient une valeur plus élevée de TSC, donc leur capacité antioxydante est
faible par rapport a d'autres groupes. Le groupe I11 est formé par 5extraits (5, 10, 9, 4, 15). Les
extraits de ce groupe sont caractérisés par une valeur plus élevée de TSC et par des valeurs
moyennes de TPC, TFC et TTC. Par conséquent, leur capacité antioxydante est moyenne par
rapport @ G 1. Le groupe | contient des extraits caractérisés par une forte température de
torréfaction de 200 ° C, ce qui indique que leur activité antioxydante est plus forte que les
extraitsdu G 1l et G Ill. Par conséquent, la torréfaction peut augmenter I'extraction des molécules

bioactives responsables de I'activité antioxydante.

11. Analyse de clustering hiérarchique HCA

Selon HCA, les extraits ont été classés par la méthode Euclidienne au carré et de Wards pour
estimer la mesure de similarité. HCA a été utilisé pour évaluer la corrélation entre les extraits et
pour présenter les similitudes de 15 extraits (tests expérimentaux) selon les données de teneur en
composés antioxydants et d'activité antioxydante, comme indiqué dans le dendrogramme (figure
47). Selon les molécules bioactives, les 15 extraits ont été regroupés en trois clusters. Le cluster |
contient 4 extraits (1, 13, 7,11) représentant 26,66% des extraits caractérisés par une moyenne
élevéer espectivement, de TPC(87,74 mg GAE / g d'extrait), TFC(90,36 mg QE / g d'extrait),
etTTC( 7,06 mg de QAE / g d'extrait),ainsi qu’ils avaient une capacité antioxydante plus forte.
Cluster Il, le plus grand cluster formé a partir de 6 extraits, a savoir 8, 3, 6,2, 12 et 14
représentaient 40% du extraits ; ces extraits avaient la valeur moyenne la plus basse
respectivement de TPC(35,57 mg d'extrait GAE / g), TFC(33,60 mg QE / g d'extrait) et
TTC(1,62 mg d'extrait QAE / g). En outre, ils avaient un taux moyen élevé de TSC 33,73 mg
d'extrait de D-Glu E / g, et ils sont caractérisés par une faible activité antioxydante par DPPH et
ABTS. A partir de I'analyse des grappes, le cluster 111 contenait quatre extraits, a savoir 5,10,9, 4
et 15 representants 33,33% du extraits, avec des valeurs moyennes de composés antioxydants
respectivement de TPC (57,91 mg GAE / g d'extrait), TFC(44,46 mg d'extrait QE / g), TTC(4,06
mg d'extrait QAE / g), et TSC( 28,06 mg d'extrait D-Glu E / g), ainsi qu'un pouvoir antioxydant
moyen. Ces résultats sont en accord avec les données du PCA, dans lequel la distribution de tous
les extraits sur le graphique de score indique une tendance similaire. De plus, les résultats de

I'ACP étaient cohérents avec ceux du HCA.
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Figure 47 :Dendrogramme des extraits testés fondés par HCA en utilisant des capacités antioxidantes et

antioxydantes.

12. Conclusion

La RSM (méthode de surface de réponse) a été utilisé pour optimiser les conditions du traitement
thermique a sec, afin de déterminer les niveaux optimaux des teneurs en composés bioactives et
leurs activités antioxydantes a partir les extraits de graines d'opuntia ficus indica. Les résultats
ont montré que les niveaux de molécules bioactives augmentaient considérablement avec
l'augmentation de la température de torréfaction et du temps de torréfaction. De plus, les valeurs
expérimentales générées sur la base des facteurs de torréfaction optimisés ont été trouvées
proches des valeurs prédites. Par conséquent, ce travail suggere que les modeles obtenus peuvent
étre utilisés pour optimiser la température de torréfaction, le temps de torréfaction et le temps
d'extraction pour I'extraction de molécules bioactives a partir de graines d'opuntia ficus indica.
Le PCA a indiqué une corrélation positive entre les molécules bioactives et les activités
antioxydantes (ABTS, DPPH). En outre, HCA a montré que l'interdépendance entre les extraits.
Par consequent, les graines torréfiées d'opuntia ficus indica peuvent étre considérées comme des
aliments traditionnels avec un fort pouvoir antioxydant pour la production daliments

fonctionnels.

135



Chapitre 11l. Activité antioxidante, Docking moléculaire
contre [D’enzyme Peroxiredoxine humaine 5 (PDB ID:
1HD2),ADMET, prédiction PASS pour les constituants
majeurs de de I'huile végetale de graines d'opuntia ficus
indica

1. Introduction

Les huiles végétales font partie intégrante de l'alimentation. lls sont riches en composés
phytochimiques et en nutriments tels que les phytostérols, les acides gras. lls peuvent servir de
de vitamines liposolubles. De plus, les huiles végétales peuvent étre utilisées dans plusieurs
coproduits tels que les industries cosmétiques et les huiles alimentaires (margarines, chocolat et
cuisson) [211]. L'Opuntia ficus Indica est une plante originaire du Mexique, elle est considérée
un aliment nutritif essentiel pour les populations indigenes [212-213]. Cette plante appartient a la
famille des cactus et se trouve surtout dans les continents aride (Afrique) et semi-aride
(Amérique du Sud et centrale) [214]. De plus, cette plante est riche en composés antioxydants
tels que les flavonoides, les polyphénols, les tanins et les acides gras, ainsi que, elle est riche en
valeur nutritionnelle comme la vitamine C, le sucre et les pigments, pour cela, elle a été
recommandé comme aliment chez I'hnomme. [215-216]. Les graines sont jetées comme déchets
apres l'extraction de la pulpe. lls représentent environ 10 a 15% de la pulpe comestible. L'huile
végétale est obtenue a partir de ces graines, elle représente environ 7 a 15% du poids des graines
entiéres [217]. Récemment, I'huile de pépins d'Opuntia ficus-Indica a été présentée comme un
nouvel ingrédient qui peut trouver sa place dans le domaine des ingrédients cosmétiques grace a
sa composition chimique adaptée aux applications cosmétiques [218,219]. Le fruit du cactus
constitue environ 300 graines par fruit [220] qui était considéré comme un déchet par l'industrie
alimentaire. Cependant, les graines de cactus peuvent étre valorisées en récupérant leur huile.
Dans la littérature, elles suggerent que I'huile transformée a partir des graines constitue 7 a 15%
du poids de la graine entiere et se caractérise par un degré élevé d'insaturation ou l'acide
linoléique (56,1 a 77%) qui est le principal acide gras [217]. Le rendement en huile de graines de
cactus peut atteindre 6,5% lorsque les graines sont pressées a froid, bien qu'une certaine
variabilité en fonction de l'origine géographique des graines ait été signalée [221]. Dans cette

étude, nous avons déterminé la composition en acides gras et en stérols des huiles de graines
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d'Opuntia ficus indica extraites par extraction a froid. De plus, nous avons évalué les activités
antioxydantes des huiles de graines, ainsi qu’une approche in silico (Docking moléculaire) contre
une protéine (peroxiredoxine humaine 5) impliquée dans le stress oxydatif. En parallele, des
études de prediction in silico tels ADMET (absorption, distribution, métabolisme et excrétion),

Pass,et pharmacocinétique ont étés réalisés pour les constituants majeurs de cette huile végétale..

2. Composition des acides gras

La composition en acides gras est un indicateur important de la valeur nutritionnelle de I'huile
végétale. De plus, I'huile de cactus est particulierement riche en acides gras insaturés [222,223].
Le tableau 23 présente les résultats du pourcentage relatif d'acides gras d'huile de graines
d'opuntia ficus indica. L'acide gras majeur était un acide gras polyinsaturé (acide linoléique)

constituant jusqu'a 60,1% de la teneur en acides gras.

Tableau 23 : Pourcentage relatif d'acides gras de I'huile de graines d'opuntia ficus indica.

Acide gras (%)

Huile d’Opuntia ficus indica

L'acide myristique [C14:0] 0.12 £0.01
L'acide palmitique [C16:0] 13.21 +0.03
Acide stéarique [C18:0] 3.68 £0.05
Acide arachidique [C20:0] 0.3 £0.00

Y'SFA 17.31+0.04
Acide palmitoléique [C16:1] 0.86 +£0.02
Acideheptadécenoique [C17:1] 0.03 +0.00
L'acide oléique [C18:1] 21.03 £0.03
Acide eicosénoique [C20:1] 0.26 £0.02
> MUFA 22.18+0.06
L'acide linoléique [C18:2] 60.1 +0.08
Acide linolénique [C18:3] 0.31 +£0.02
> PUFA 60.41+0.07

Acides gras saturés SFA, acides gras monoinsaturés MUFA, acides gras polyinsaturés AGPI. Les résultats sont
exprimeés en moyenne + écart type (n = 3)
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La teneur cumulée en acides gras insaturés était de 82,59%, ce qui a montré que I'huile de
graines d'opuntia ficus indica était riche en d'acides gras insaturés et améliorait son utilisation
(industries cosmétique et alimentaire). L'acide linolénique était un composant mineur avec une
concentration inférieure a 0,31%. L'huile d'Opuntia ficus indica contient également deux acides
gras saturés primaires: l'acide palmitique (13,21%) et I'acide stéarique (3,68%). La composition
en acides gras de I'huile extraite et la teneur en acides gras se situait dans la marge des valeurs
précédemment publiées pour I'huile de graines d'opuntia ficus indica du Maroc [224,225] et
d'autres pays mentionnés dans la littérature, notamment les huiles de graines italiennes [126] et

tunisiennes [223].

3. Composition de stérols

La composition des phytostérols est un parametre essentiel de 1’authenticité et de la qualité des
huiles végétales. [127]. Les résultats obtenus par le dosage par chromatographie en phase
gazeuse de la composition des phytostérols sont présentés dans le tableau 23. Les résultats ont
été exprimés en milligrammes par 100 grammes d'huile de graines d'opuuntia ficus indica (mg /
100 g). Le B-sitostérol et le campestérol représentent environ 74% de la teneur totale en
phytostérol. Les pourcentages de A-7-stigmastérol, A-5-avénastérol et de stigmastérol étaient
respectivement de 4,01, 4,55 et 3,36%. Il est intéressant de noter que le A-5-avénastérol est
connu pour agir comme un antioxydant et un agent anti-polymérisation dans les huiles de
friture [142, 143].

Tableau 24 :Teneur en stérols (mg / 100 g) d'huile de graines d'opuntia ficus indica.

Stérols [mg/100 g] Huile d’Opuntia ficus indica
Cholestérol 0.65 +0.03
Campestérol 9.58 +0.05
Stigmastérol 3.36 £0.04
[-sitostérol 67.73 £0.46
A-5-avénasterol 455 +0.03
A-T7-Stigmasterol 4.01 £0.05
A-T-avenasterol 0.39+0.45
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Comme indiqué dans la littérature, le B-sitostérol et le campestérol sont les principaux composés
identifiés dans I'huile de graines d'opuntia ficus indica. Ramadan et Mdrsel, 2003 [228] ont
constaté que le B-sitostérol représente 72% de la composition totale de stérols, et les autres
composés dominants étaient le campestérol, le stigmastérol, le lanostérol et le A5-avénastérol. Le
B-sitostérol (71,60%), le stigmastérol (5,10%) et le A5-avenastérol (4,72%) etaient les principaux
phytostérols de I'huile d'opuntia ficus indica tunisienne[229]. De méme, le B-sitostérol était
présent a un taux de 75,3% [230] et il représente 79,1% de la fraction stérolique totale de I'huile
de graines d'opuntia ficus indica [231]. Le B-sitostérol et le campestérol sont également les
majeurs stérol de I’huile d'opuntia ficus indica, ils représentent respectivement 70,8% et 10,1%

des stérols totaux [232] .

4. Teneur en polyphénols (TPC), chlorophylle, caroténoides et I’activité antioxydante

(DPPH).

Les classes les plus abondantes de constituants végétaux sont les métabolites secondaires
(composes phénoliques), ils ont de multiples effets biologiques et sont produits en défense contre
divers facteurs externes tels que le stress, les infections, les polluants, etc. [233]. Le TPC des
extraits méthanoliques de I'huiles végétale a été exprimé en équivalents d'acide gallique (GAE)
pour 100 g d'huile (tableau 25).

La teneur de composés phénoliques totaux était de 54,57,8 + 0,02 mg de GAE / 100 g, et
I’activitée antioxydante(ICsp) obtenue a partir de cette huile était de 62,99 + 02 mg/ml par le test
DPPH. Ces résultats sont proche a ceuxobtenus parChougui et al., 2013 [234]qui révelé que les
huiles d’Algérie (OFI) ont des teneurs en phénoliques (48-89 mg / 100 g) qui varient d'une
variété a l'autre et sont coherentes avec les resultats de notre étude. Nos résultats sont en accord
avec ceux obtenus par Brahmi et al [235], ils ont montré que I'extrait d’huile de graine OFI

présenté une activité anti-radicalaire tres imprtante (37,0 + 4,2%).
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Tableau 25 :Composés polyphénols totaux et capacité antioxydante des extraits d'huile de graines

d'opuntia ficus idica

TPC(mgEGA/100g oil) DPPH ICs, | Chlorophylle670 | Caroténoides470

Opuntia ficus indida
o 54.57+0,3 62.99+0.1 0.205+0.01 0.214+0.02
huile végeétale

D'autre part, EI-Mostafa et al., 2014[236] dans leur revue sur OFI, ont rapporté que ce sont
essentiellement les écorces de fruits et les fleurs qui contiennent des quantités trés élevées de
polyphénols et de fl avonoides. La faible teneur polyphénols de notre huile peut étre attribuée a
la teneur en humidité du fruit [237] au I’ajout d'eau lors de la procédure d'extraction
traditionnelle [238]. Par contre, selon Kammoun et al., 1999[239],I'évolution de la teneur totale
en polyphénols de I'huile lors de la maturation du fruit passe par un maximum qui se situe au
début de la véraison.

Nos résultats semblent inférieurs a ceuxrapporté par d'autres auteurs tels, I'huile OFI dérivée par
pression a froid a enregistré une puissance prometteuse par le test DPPH (IC50 de 0,96 mg /
mL)[134], ainsi que I'huile d'OFI extraite par Soxhlet présentait la plus forte activité anti-DPPH
(266,60 = 1,97 pumol TE / 100 g) en comparaisonavec d'autres procédures d'extraction
[239].Loizzo et al., 2019 [241], ont montré que les huiles rouges et jaunes d'OFI extraites par
Soxhlet ont un effet important sur le DPPH’,et les valeurs 1Csq étaient respectivement de 40,9 et
50,2 mg / mL. En ce qui concerne la chlorophylle et les caroténoides, ils sont des paramétres de
qualité importants car ils sont en corrélation avec la couleur, qui est un critére de base pour la
qualité d'une huile. La teneur enchlorophylle de notre huile végétale était 0.205 mg / kg. Ces
résultats sont accords avec ceux trouvée par EI Mannoubi et al. [229] que,la teneur en
chlorophylle chez I'huile OFI était faible et inférieure a ce niveau (2,403 mg / 100 g). En
plus,Kammoun et al [239] ont montré que la teneur en chlorophylle de I'huile de graine AS n'a
pas été déterminée et était inférieure a la limite de détection.

La teneur en caroténoides était 0.214 mg / 100g, elle inférieure a celle rapporté par Ramadan et
Morsel, [228], et a celle trouvée par EI Mannoubi et al [229], danslaquelle, ils ont indiqué que
I’huile OFI a une teneur en caroténe ( 8,01 + 0,06 mg / kg).Les teneurs en pigments dépendent de
divers facteurs, tels que le stade de maturité, le processus d'extraction et les conditions de
stockage[239].
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5.Evaluation in silico de la ressemblance du médicament, des propriétés ADME / toxicité

Tableau 26:Propriétés physicochimiques, pharmacocinétique, ressemblance avec les médicaments et

chimie médicinale de six composeés sélectionnés, selon le logiciel Swiss ADME.

Entryn [-sitostérol Campestérol | A-5-avenastérol | Acide linoliqgue | L'acide L'acide

oléique palmitique

Pharmacokinetics/Druglikeness

Lipinski Yes Yes Yes Yes Yes Yes
TPSA (A2) 20.23 A2 20.23 A2 20.23 A2 37.30 Az 37.30 Az 37.30 A2
Consensus 7.24 6.91 7.08 5.45 5.71 5.20
Log Po/w

Bioavailabilit | 0.55 0.55 0.55 0.85 0.85 0.85
y Score

Gl absorption | Low Low Low High High High
BBB No No No oui No oui
permeant

P-gp No No No No No No
substrate

CYP1A2 No No No oui oui oui
inhibitor

CYP2C19 No No No No No No
inhibitor

CYP2C9 No No No oui oui oui
inhibitor

CYP2D6 No No No No No No
inhibitor

CYP3A4 No No No No No No
inhibitor

Log Kp -2.20 cm/s -2.50 cm/s -2.53 cm/s -3.05 cm/s 2.60 cm/s -2.77 cm/s
(cm/s) a

La prévision des propriétés pharmacocinétiques et de type meédicamenteux des composés
sélectionnés est considérée comme le meilleur filtre dans le criblage virtuel de molécules
bioactives. Afin d'étre un médicament efficace au début du développement préclinique. L' ADME

suisse a été utiliseé pour cette prévision. Les ligands sélectionnés (tableau 26) se sont avéres
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répondre correctement a la regle de Lipinski de cing. Les bons résultats spuevent étre lorsque les
valeurs de la surface polaire totale (TPSA) étaient plus faibles. Le TPSA s'est avéeré étre dans la
gamme de 20,23 & 37,30 A2, ce qui suggére clairement que toutes les molécules peuvent
facilement passer la membrane cellulaire et une bonne pénétration cérébrale, et un bon
comportement de lipophilicité, qui est exprimé par le consensus Log Po / w dans la gamme 2,25
—4,75. Car, le bon comportement de lipophilicité, qui est exprimé par le consensus Log Po /
w,s’il compris entre 5,2 et 7,24, montre que les composés peuvent étre facilement absorbés par
I'organisme. Les scores de biodisponibilité compris entre 0,55 et 0,85 indiqueque ces constituants
majeurs ontdespropriétés plus semblables a celles des médicaments. Notamment, il n'y a pas de
substrat de la glycoprotéine P (P — gp) justifiant la bonne absorption et biodisponibilité
intestinales de ces molécules.Les composés acides linolique, acide oléique et acide palmétique
présentaient une absorption gastro-intestinale ¢levée (IG) (sauf le B-sitostérol, le campestérol et
le A-5-avénastérol), et seuls I'acide oléique et le palmétique ne traversaient pas le sang-cerveau
barriere (BBB). Cependant, les autres molécules passent facilement le perméant de la barriere
hémato-encéphalique (BHE) et peuvent se lier a des récepteurs spécifiques. Les composants de
I’étude ont interagi au plus avec deux isoenzymes de la famille des cytochromes P (CYP),

confirmant leur meilleure efficacité avec une toxicité insignifiante

A
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Figure48 :Bioavailability radar (A) et boiled-egg graphe (B) pour les constituants majeurs. 1:
B-sitosterol , 2: Campesterol, 3: A-5-avenasterol , 4: Linolic acid 5: Oleic acid , 6: Palmetic acid

Le tracé radar (figure 48A) indique gque tous les composés phytochimiques sélectionnés sont a
l'intérieur et a I'extérieur de la zone rose, indiquant leur ressemblance moyenne avec un
médicament seul etavec un bon profil de biodisponibilité. De plus, la pharmacocinétique a été
évaluée par le modéle de 1'ceuf bouilli (figure 48B). L'acide oléique et I'acide palmétique sont
apparus dans la région jaune (jaune) avec un point rouge, ce qui confirme leur forte probabilité

de pénetration cérébrale agissant comme un non-substrat de la P — gp (PGP-).

Tableau 27 :Résultats ADMET du composé actif le plus élevé de toutes les données et des composés

prédits
. . L'acide
. N ) L L'acide L'acide -
Class Properties p-sitostérol | Campestérol | A-5-avénastérol =~ . palmitiq
linoléique | oléique
ue
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Water

Absorption .
solubility(log -7.11 -7.076 -7.163 -6.766 -6.859 -6.364
mol/L)
Caco?2
permeability(log
) 1.232 1.237 1.25 1.566 1.56 1.555
Papp in 10-6
cm/s)
Intestinal
absorption
95.395 95.249 95.001 90.41 89.904 90.085
(human)
(% Absorbed)
Skin
. -2.858
Permeability(log -2.836 -2.864 -2.719 -2.733 -2.678
Kp)
P-glycoprotein
ghyeop No NO No No No No
substrate
P-glycoprotein |
g.y .p- Yes Yes Yes No No No
inhibitor
P-glycoprotein
g.y .p- Yes Yes Yes No No No
Il inhibitor
BBB
Distribution permeabilityl(lo 0.789 0.767 0.776 -0.308 -0.335 -0.278
g BB)
blood-brain 19.8883
barrier 19.7042 19.5425 7.31647 7.48966 | 8.21885
penetration
plasma protein
o 100 100 100 100 100 100
binding (%)
CYP2D6
Metabolism NO No No No No No
substrate
CYP3A4
Yes Yes Yes Yes Yes Yes
substrate
CYP1A2
o NO Non No Yes Yes Yes
inhibitior
CYP2C19 NO No No No No No
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inhibitior

CYP2C9
o NO No No No No
inhibition
CYP2D6
o NO No No No No
inhibition
CYP3A4
o NO No No No No
inhibition
Total
) 1.88
Excretion Clearance(log 0.628 0.572 0.619 1.932
ml/min/kg)
Renal OCT2
NO No No No No
substrate
Toxicity AMES toxicity NO No No No No
hERG I inhibitor NO No No No No
hERG Il
o NO Yes Yes Yes Yes
inhibitor
Hepatotoxicity NO No No No No

Le médicament oral idéal est celui qui est rapidement et completement absorbé, distribug,
métabolisé et correctement éliminé sans causer de dommages. Par conséquent, la prédiction in
silico des proprietés de I'ADMET, a savoir l'absorption, la distribution, le métabolisme,
I'excrétion et la toxicité (ADMET) est un moyen important de sélectionner des molécules
prometteuses en termes de propriétés pharmacocinétiques en tant que candidat-médicament. Pour
ce faire, les propriétés in silico ADMET des composés sélectionnés et du composé le plus élevé
de toute la base de données ont eté prédites a l'aide d'un serveur Web pré-ADMET et les résultats
obtenus sont rapportés dans le tableau 27. Dans la partie Absorption, les composés sélectionnés
présentent une perméabilité Caco-2 optimale. Ce test est effectué pour vérifier si le médicament
sera facilement absorbé dans I'intestin ou non. En conséquence, nous pouvons voir que tous les
composés sélectionnés présentent des valeurs calculées positives et élevees d'absorption
intestinale humaine (HIA), indiquant que ces molécules peuvent étre facilement absorbées par
I'intestin et circulées dans le sang. L'inhibition de la glycoprotéine Pgp facilite le transport de
nombreux médicaments a l'intérieur de la cellule, selon nos résultats, le p-sitostérol, le
campestérol et le A-5-avénasterol sont les seuls inhibiteurs de la pgp, ils seront donc facilement

absorbés par les cellules. En outre, dans la partie distribution, la liaison des médicaments aux
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protéines plasmatiques est également un paramétre pharmacologique important; De plus, tous les
composés présentaient une faible pénétration de la barriére hémato-encéphalique (Log BBB> -1)
[242] et des valeurs élevées de liaison aux protéines plasmatiques (PPB) (> 80%). Dans notre
étude, le médicament des composés selectionnés donne une bonne capacité et un test positif pour
se lier aux protéines plasmatiques afin qu'ils soient capables de traverser la barriere hémato-
encéphalique. Toujours dans la partie métabolisme, le cytochrome P450 est une famille
d'enzymes qui métabolise les médicaments, donc dans notre test, tous les composeés sélectionnés
sont le substrat du CYP4593A4, ils peuvent donc étre métabolisés par ces enzymes, et dans notre
test, seuls l'acide linoléique, l'oléique, l'acide et l'acide palmétiquequi sont l'inhibiteur du
CYP1A2. Concernant la partie toxicité, HERG est un canal K + présent dans le muscle cardiaque
et assure le bon rythme cardiaque, si HERG est bloqué par certains médicaments, il peut
provoquer une arythmie cardiaque et la mort [243], le médicament des composés sélectionnés (a
l'exception du B-sitostérol) utilisé pour le traitement des maladies est un inhibiteur de HERG
donc il peut provoquer une arythmie cardiaque et la mort mais le bétasétostérol n'est pas un
inhibiteur de HERG ce qui donne de bons résultats en tant que médicament. Pour le H-HT,
AMES, lesmolécules sélectionnées donne des tests négatifs dans la partie toxicité. Dans cette
partie ADMET, on peut suggérer que les molécules sélectionnées avaient de meilleures

propriétés médicamenteuses.
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6.Prédiction in silico PASS

Tableau 28 :Les résultats de la prédiction PASS des activités biologiques de la série des ligands

Activités
biologiques

DELTAZ14-sterol
reductase
inhibitor

Antihypercholest
erolemic

Prostaglandin-
E2 9-reductase
inhibitor

Cholesterol
antagonist

Alkenylglyceroph
osphocholine
hydrolase
inhibitor
Alkylacetylglycer
ophosphatase
inhibitor

Acylcarnitine
hydrolase
inhibitor

Hypolipemic

Testosterone
17beta-
dehydrogenase
(NADP+)
inhibitor
UGT1A4
substrate

L Activités . Activités ) .
p-sitostérol biologiques Campestérol biologiques A-5-avénastérol
Pa Pi Pa Pi Pa Pi

DELTA14- DES;TrﬁI“'
0.965 | 0.001 | sterol reductase | 0.973 | 0.000 0.946 | 0.001
I reductase
inhibitor S
inhibitor
Prostaglandin- .
0.960 0002 = E29-reductase  0.962 0.002 Antihypercho g,y 640
e lesterolemic
inhibitor
Prostaglandi
0959 0002 Antihypercholes | q5r  (ggp  NE29- 0.938 | 0.003
terolemic reductase
inhibitor
Alkenylglycer
0957 0001  cholesterol g gnn g gog | OPNOSPROChOl 1y ga 6 gog
antagonist ine hydrolase
inhibitor
Alkenylglycerop
0952 0002 = nosphocholine g oo gy | ChOlEsterol 1y 050 g 5op
hydrolase antagonist
inhibitor
Alkylacetylglyce Alkylacetylgl
0.945 | 0.002 rophosphatase | 0.947 | 0.002 | ycerophospha | 0.924 | 0.003
inhibitor tase inhibitor
Testosterone
17beta-
0.928 | 0.003 ;ﬁ;iﬁi 0.941 | 0.001 | dehydrogenas 0.915 | 0.005
e (NADP+)
inhibitor
Testosterone
17beta-
0924 | 0004  dehydrogenase 0940 0003 O olA 0902 | 0.002
(NADP+)
inhibitor
UGT1A -
substrate Acylcarnitine
0.924 | 0.004 0.934 | 0.002 hydrolase 0.900 | 0.004
inhibitor
0917 = 0001 = CYP7inhibitor | 0929 0929  YSTA ' ggg4 0003
substrate

147



10

Activités
biologiques

Phosphatidylglyc
erophosphatase
inhibitor
Acylcarnitine
hydrolase
inhibitor

Mucomembrano
us protector

Alkylacetylglycer
ophosphatase
inhibitor
Alkenylglyceroph
osphocholine
hydrolase
inhibitor
Lipoprotein
lipase inhibitor

Linoleate diol
synthase
inhibitor
Chymosin
inhibitor

Saccharopepsin
inhibitor

Acrocylindropep
sin inhibitor

L'acide Activités L'acide Activités L'acide
linoléique biologiques oléique biologiques palmitique
Pa Pi Pa Pi Pa Pi
CYP2J Acylcarnitine
0.951 @ 0.001 0.974 | 0.001 hydrolase 0.973 | 0.001
substrate S
inhibitor
CYP2J2 Alkylacetylgly
0.950 | 0.002 0.973 | 0.001 | cerophosphata = 0.966 | 0.001
substrate LI
se inhibitor
Alkenylglycer
0.949 0003 Mucomembrano  q-g () ga  OPhOSPhocholi |y gen g gy
us protector ne hydrolase
inhibitor
Acylcarnitine CYP2J
0.943 | 0.002 hydrolase 0.956 | 0.002 0.962 | 0.002
g substrate
inhibitor
Alkylacetylglyce CYP232
0.940 | 0.003 rophosphatase | 0.949 | 0.002 0.961 | 0.001
o substrate
inhibitor
0938 0002  Antieczematic = 0947 0003 Acrooylindrop - qq1 1 0,002
epsin inhibitor
Alkenylglycerop
hosphocholine Saccharopepsi
0.936 | 0.002 hydrolase 0.947 | 0.003 n inhibitor 0.961 | 0.002
inhibitor
0935 0003  Sccharopepsin g4, go3  ChYmOSInG g0 g 0o
inhibitor inhibitor
0.935 | 0.003 Chymosin 5 905 gop3 ~ Dextranase ;o001 6001
inhibitor inhibitor
. Carboxypeptid
0935 0003 Acrooylindrope .5 003 | ase Tag 0.954  0.001
psin inhibitor inhibitor

7.Docking Moléculaire

Pi, sont présentées dans le tableau 28.
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étre prises en compte pour le processus de développement de médicaments caractéristiques.

Le spectre d'activité biologique des composeés sélectionnés (P2) est prédit a l'aide du programme
PASS, qui montre la probabilité que le composé soit actif (Pa) et la probabilité d'activités

inactives (Pi). Les 10 activités prédites des composeés sélectionnés, ainsi que les valeurs de Pa et

Dans I'ensemble, les proprietes ADMET prevues pour les nouveaux derives congus pourraient

Les peroxiredoxines définissent une famille émergente de peroxydases capables de réduire le
peroxyde d'hydrogene et les hydroperoxydes d'alkyle a I'aide d'équivalents réducteurs dérivés de



molécules donneuses contenant du thiol telles que la thiorédoxine, le glutathion, le trypanothione
et I'AhpF [244]. Les peroxiredoxines ont été identifiées chez les procaryotes ainsi que chez les
eucaryotes. La peroxiredoxine 5 (PRDX5) est un nouveau type de thiorédoxine peroxydase de
mammifere largement exprimée dans les tissus et localisée dans les cellules des mitochondries,
des peroxisomes et du cytosol. Fonctionnellement, PRDX5 a été impliqué dans les mécanismes
de protection antioxydants ainsi que dans la transduction du signal dans les cellules[244,246].
Afin de corroborer les données expérimentales et de comprendre le mécanisme possible derriere
l'activité antioxydante, des études d'amarrage moléculaire (docking) ont été examinées en
utilisant cible de protéine humaine Peroxiredoxin 5 (PRDX5) qui a une activité plus large contre
les espéces réactives de I'oxygéne (ROS) et était principalement impliqué dans les mécanismes
de protection contre le stress et dans la différenciation cellulaire.Le but du Docking moléculaire
est de déterminer le mode d'interaction du complexe protéine-ligand. Les meilleures orientations
spatiales et les conformations favorables ont été évaluées en deux étapes : Docking et Scoring en
Kcal / mol. La premiere étape (Docking) est I'étape de sélection, ou le ligand est placé dans le
site actif de la protéine en utilisant les dimensions de la grille déja optimisée dans la phase de
préparation du récepteur , les résultats de cette étape sont présentés sous les formes des images
qui illustrent les types d'interactions existant entre les ligands et la poche protéique du récepteur
étudié. La deuxiéme étape (scoring) est I'étape de classification, qui consiste a évaluer l'affinité
entre les ligands (B-sitostérol, Campestérol, A-5-avénastérol, acide linoléique, acide oléique , et
acide palmitique) contre la protéine humaine Peroxiredoxin 5 (PRDX5). Le Tableau29 ci-
dessous présente les scores du Docking moléculaire en termes d'énergie par I'unité Kcal / mol

pour les six ligands.
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Tableau29 :Résultats de I'énergie de liaison et détails des interactions des constituants majeurs contre le

récepteur protéine humaine Peroxiredoxin 5 (PRDX5)

Détail d’interaction

Inhibiteurs

B-sitostérol

Campestérol

Docking
Score
(Kcal/mol)

-1.2

-6.9

Ligand

OO0/ o o o o o o

OO0 oo o o o o

OO 0] O O

La poche
protéinique

PHE120
VALS0

VALS80
VALS0
VALS0
VALS80
PHE43
PHE43
APHET79

PHE120
VALS0
VALS0
VALS0
VALS0
VALS80
PHE43
PHE79
PHE79

PHE120
VALS80
VALS80
VALS80
VALS0
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Les types d’interactions

Liaison hydrogene

Hydrophob

Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob

Liaison hydrogene

Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob

Liaison hydrogene

Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob

Distance(A)

2,711277
5,2624

4,00601
4,65209
4,9386
4,40946
4,48738
5,17232
4,49959

2,75819
5,36059
3,99241
4,50635
5,1179
4,32322
4,52011
5,10262
4,32731

2,84373
5,08908
4,12057
5,03862
4,50871



A-5-

avénastérol

Acide

linoléique

Acide oléique

Acide

palmitique

PHE43

PHE43
PHE79
PHE79

PROA45

ARG124
ARG124
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Hydrophob

Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob

Hydrophob

Liaison hydrogene

Liaison hydrogene

4,34024

4,53442
5,16207
5,23897

4,44622

2,41847
2,02688
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Figure49 :Interactions tridimensionnelles (3D) entre les résidus de site actif de la protéine humaine Peroxiredoxin

5 (PRDXS5) avec les ligands : a : B-sitostérol,b : Campestérol,c : A-5-avénastérol.
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Figure50 :Interactions tridimensionnelles (3D) entre les résidus de site actif la protéine humaine
Peroxiredoxin 5 (PRDX5)avec les ligands : d :linoléique, e :acide oléique , f :acide palmitique
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Le tableau 29 présente les scores d'amarrage en termes d'énergie par I'unité Kcal / mol pour les
six ligands ligands B-sitostérol, Campestérol, A-5-aveénastérol, acide linoléique, acide oléique et
acide palmitique (principaux constituants de [I'huile d'Opuntia ficus indica). Les scores
d'amarrage (poses d'énergie minimale) avec tous les ligands ancrés dans le récepteur utilisé ont
été fournis dans le tableau 29. L'énergie de liaison d'amarrage pour tous les composés variait de -
5,8 kcal / mol a -7,2 kcal / mol. Les composés Campesteérol, B-sitostérol et A-5-avénastérol ont
montré respectivementles plus faibles énergies de liaison -6,9, -7,2 et -7,2 Kcal / mol (tableau
29). Au contraire, les composés acid palmitique, acide linoléique et acide oléique avaient
respectivement des énergies de liaison les plus élevées -5,8, -6,8 et -6,3 kcal / mol. Ces résultats
indiquent que ces composés sont maintenus dans la poche active par une combinaison
d'interactions hydrophobes et liaison hydrogéne. Des contacts hydrophobes majeurs se sont
produits entre la protéine et la chaine latérale VAL80, PHE43, APHET79, PHE79, et PROA45.
L'interaction des liaisons hydrogene a été observée avec des résidus d'acides aminés comme
PHE120 et ARG124. A partir de nos résultats d'amarrage moléculaire, il a été constaté que le p-
sitostérol interagissant favorablement avec son site catalytique via huit interactions hydrophobs
avec les acides aminés suivants : VALSO (5,2624A), VALS0 (4,00601A), VALSO0 (4,65209A),
VALSO0 (4,9386A), VALSO (4,40946A), PHE43 (4,48738A), PHE43 (5,17232A), et APHE79
(4,49959A), ainsi que il a desinteractions hydrogéne avec PHE120(2,71277A). Le composé
campestérol a réalisé plusieurs interactions huit hydrophobes avec les résidus suivants : VALS80
(5,36059A), VALS0 (3,99241A), VALSO0 (4,50635A), VALS0 (5,1179A), VALSO0 (4,32322A),
VALS0 (4,52011A), VALS0 (5,10262A), VALSO (4,32731A). 1l a egalement a fait des
interactionshydrogéne avec PHE120(2,75819A). Les interactions impliquées entre le A-5-
avénasterol et la protéine humaine Peroxiredoxin 5 (PRDX5) sont 8 interactions hydrophobes
avecVALSO0 (5,08908A), VALSO0 (4,12057A), VALS0 (5,03862A), VALSO0 (4,50871A), VALS0
(4,34024A), VALSO (4,53442A), VALS0 (5,16207A), VALS0 (5,23897A). Il a egalement
faitdes interactionshydrogéne avec le résiduPHE120(2,84373A). L'acide linoléique a réalisé une
interaction hydrophobe avec le résidu PRO45 (4,44622A). Les interactions impliquées entre
I'acide oleique et la protéine humaine Peroxiredoxin 5 (PRDX5) sontdeux liaisons hydrogene
avec ARG124 (2,41847A) et ARG124 (2,02688A). Le composé (acide palmitique) n'a réalisé
aucune interaction avec la protéine humaine Peroxiredoxin 5 (PRDX5).Les auteurs K. Ganapathi
et al [247] ont démontre que le site actif de I'enzyme sont , le résidu Cys47 situe a la partie N-
terminale de 1'hélice coudée a2, a l'intérieur d'une petite cavité, était directement impliqué dans
I'activité de la peroxyde réductase en formant un intermédiaire disulfure intramoléculaire dans
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I'enzyme oxydée. De plus, I'acide aminé Argl127, interagissant avec I'atome de soufre de Cys47 a

une distance de 3,3 A, semble étre responsable de la poche du site actif chargé positivement.

D'autre part, Thr4d4 est présent dans la cavité du site actif de la peroxiredoxine humaine 5, avec
son atome d'oxygéne interagissant clairement avec l'atome de soufre du résidu cystéine
catalytique (Cys47) & une distance de 3,0 A. Comme indiqué, de nombreuses interactions entre
les composés phytocomposés (ligands) et de la peroxiredoxine 5 humaine ne sont pas proches
du site actif de I’enzyme (Cys47et Argl27) qui sont impliqués dans l'activité de la peroxyde
réductase. De plus, les composés selectionés présentait des énergies de liaison plus élevée.
L'étude de I'interaction entre les acides aminés du site actif de I'enzyme humaine Peroxiredoxin 5
(PRDX5) avec les inhibiteurs (ligands) pour former un complexe stable. Les résultats de cette
étude montrent que les énergies des complexes enzyme-ligand sont plus élevées. Donc ces

ligands ne sont pas des inhibiteurs de I'enzyme humaine Peroxiredoxin 5 (PRDX5).

8. Conclusion

La présente étude a examiné la composition en termes d'acides gras, et de stérols de I'huile de
graines d'opuntia ficus indica. L'huile de graines d'opuntia ficus indica contient de concentrations
tres éléves en d’acides linoléique, oléique et palmitique. Les principaux composés qui avaient
des concentrations élevées de phytostérols sont le B-sitostérol, le campestérol et le A-5-
avénastérol. L'huile avait une teneur considérable en polyphénols totaux et une capacité
antioxydante moyenement importante. La prédiction in silico etl études d'amarrage moléculaire
ont montré une bonne corrélation entre I'activité inhibitrice observée et I'amarrage moléculaire in
silico. Ces résultats obtenus contribuent au fait que les huiles d'opuntia ficus indica pourraient

convenir a des fins culinaires, pharmaceutiques et cosmétiques.
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Chapitre 1V. Activité antibactérienne, antidiabétique, et
Docking moléculaire pour les constituants majeurs de I'huile

végetale de graines d'opuntia ficus indica

1. Introduction

Le développement rapide de la résistance bactérienne aux médicaments antibactériens reste l'un
des principaux problemes de la santé publique dans le monde, ce qui constitue un défi pour la
découverte d'agents antibactériens pour lutter contre cette résistance croissante. De nos jours, les
plantes médicinales a forte action antimicrobienne deviennent des agents antimicrobiens
importants pour le traitement de plusieurs maladies humaines. Cette importance antimicrobienne
des plantes médicinales provient du fait que la médecine verte est facilement accessible et avec
moins d'effets secondaires [248]. Opuntia ficus indica est I'une des plantes médicinales utilisées
dans la médecine populaire traditionnelle en raison de son réle dans le traitement d'un certain
nombre de maladies et d'affections, notamment les actions antimicrobiennes, antioxydantes et
anti-inflammatoires [249]. Cependant, 1’utilisation des huiles végétales joue un role important
contre la résistance bactérienne. Plus de 90% des patients diabétiques souffrent de diabéte de
type 2 mellitus (DT2), qui est un trouble métabolique multifactoriel caractérisée par une
hyperglycémie chronique incontr6lée,lié a une insuffisance de la fonction insulinique (résistance
a l'insuline) périodes prolongées dans les tissus périphériques [250].Cette glycémie chronique
élevée entraine une grave complication telle que les maladies cardiovasculaires, la neuropathie,
les reinséchec et obésité [251].Cela rend nécessaire de maintenir une glycémie normale, en
particulier I'nyperglycémie postprandiale, comme solution pour le contrdle de cette pathologie et
éviter leurs complications. L'une des approches pour gérer le diabéte consiste a améliorer la
fonctionnalité de 'a-amylase pancréatique et de 1'a-glucosidase intestinale [252], qui sont deux
enzymes positionnées dans le systeme digestif. Ces enzymes sont responsables du processus de
dégradation de I'amidon et des oligosaccharides respectivement en monosac- charides tels que le
glucose et le fructose [252]. A cet égard, I'inhibition de l'a-amylase et de I'a-glucosidase joue un
réle critique dans la modulation de I'absorption des glucides et la prévention de I'nyperglycémie
postprandiale, ce qui rend l'inhibition une solution utile dans la gestion du diabéte de type
2[253]. De plus, Opuntia. ficus-indica est réputé antidiabétique. Les huiles de graine de cette
plante réduisaient les taux de glucose plasmatique, amélioraient le profil lipidique hépatique et

plasmatique et réduisaient la cholestérolémie et le glycogéne hépatique et musculaire chez les
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rats sains traités de maniére subchronique [254]. Le but(i) de cette étude consiste a évaluer le
profil antidiabétique in vitro de I'huile veégétale d'opuntia ficus indica en montrant leur potentiel a
réduire I'hyperglycémie sanguine postprandiale par l'inhibition des enzymes digestives (o-
glucosidase et a-amylase), les études d'amarrage moléculaire ont été réalisées sur les deux
enzymes pour prédire le mécanisme d'inhibition et I'orientation au sein d'un site de liaison cible.
Le deuxiéme but (ii) était d’évaluer I'activité antibactérienne contre six souches bactériennes.
Une étude théorique par la méthode de Docking moléculaire contre I'enzyme
Déhydrosqualéne synthase (CrtM) (PDB = 3ACX) a été aussi mis en ceuvre pour ces inhibiteurs

étudiés.
2.Activité antidiabétique

Tableau.30 : Resultats de l'activité inhibitrices de I'a-glucosidase et de I'a-amylase.

a-glucosidase a-amylase
IC 50(pg/mL) IC 50(pg/mL)
a
Huile végétale 512.61+3.03° 43813+ 0.30
Acarbose 97,90 + 1,35° 48.47 + 3.02°

A la recherche de nouveaux composés antidiabétiques avec inhibition enzymatique, nous avons
testé notre huile végétale, comme activité inhibitrice de 1'a-amylase pancréatique. Le tableau 30
montre les résultats de I'effet de notre huile végétale sur l'activité de 1'a-amylase pancréatique in
vitro. En effet, lI'activité de I'enzyme a-amylase pancréatique a été significativement inhibée en
présence de notre huile végétale. L'effet d’inhibition de l'enzyme o-amylase pancréatique est
proportionnel a la concentration de notre huile végétale, avec une 1Csq = 512.61+3.03 pg/mL par
rapport au test témoin. En outre, cet effet inhibition de l'a-amylase par notre huile est
significativement (p <0,001) inférieur a celui de I'acarbose. Ces résultats sont mieux a ceux
obtenus par Bouhrim et al pour I'huile de graines d'Opuntia dillenii (a-amylase I1Csp = 0.81 %
0.09 mg/mL). Ensuite, nos résultats sont moins a ceux trouvés par Loizzo et al[149] pour deux
variétés différentes d'Opuntia ficus-indica (Sanguigna et Surfarina) (a-amylase 1Cso = 61.4 + 3.7-
32.7 £ 3.5 pg/mL).
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2.1. L’inhibition de a-amylase

Tableau31 : Résultats de I'énergie de liaison et détails des interactions des constituants majeurs contre le

récepteur a amylase.

Détail d’interaction

Inhibiteurs

B-sitostérol

Campestérol

Docking
Score
(Kcal/mol)

-10.3

Ligand

C
C
C

La poche
protéinique

TRP59

LEU162

ALA198
ALA198

LEU162
LEU165
TRP59
TRPS9
TRPS9
TYRG62
HIS101
HIS201
HIS299
HIS305
HIS305

LEU162
ALA198
ALA198
LEU162
LEU165
LEU165
LEU162
TRPS9
TRPS9
HIS101

[N

N

Les types d’interactions

Hydrophobic
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob

Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob

Distance(A)

3,57286
4,54634
5,3797
4,32832
5,42849
4,38681
4,57812
4,37621
4,29608
4,481
4,30097
5,46256
5,23283
5,29082
4,79079

4,71385
4,13542
3,73153
5,01457
4,87236
4,16372
4,46701
4,32237
4,60743
4,33427



A-5-

avénastérol

L'acide

linoléique

L'acide

oléique

L'acide

palmitique

LEU162
ALA198
ALA198

LEU162

LEU162
LEU165
LEU165
TRPS8

TRP59

HIS101
HIS305

GLY104

ALA198
ILE235
HIS201

TRPS59

ARG195

ARG195

HIS299
GLU233
ASP300

ALA106
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Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob

Hydrophob

Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob

Liaison hydrogéne

Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob

Hydrophob

Liaison hydrogeéne
Liaison hydrogéne

Liaison hydrogéne

Liaison hydrogéne

Liaison hydrogéne

Hydrophob

4,78666
4,23008
4,28482

4,9385

4,59063
5,36257
4,28209
4,8553
4,82131
4,20164
4,52784

3,34108

4,11831
4,95894
4,56796

3,74942

2,61103

2,45316

2,22673
2,58193
2,27376

3,75891
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Figure51 :Interactions tridimensionnelles (3D) entre les résidus de site actif de I’enzyme a amylase avec les
ligands : a : B-sitostérol,b : Campestérol,c : A-5-avénastérol.
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L'étude d'interaction entre les acides aminés du site actif des enzymes avec ces inhibiteurs pour
former un complexe stable a été faite & I'aide du logiciel AutoDock Vina. La prédiction du mode
d’interaction consiste a déterminer le positionnement correct de ligand par rapport & son
récepteur. Les interactions entre les sites actifs de I’enzyme o-amylase et ces inhibiteurs sont
calculées lors de Docking moléculaire, les valeurs sont présentées dans le tableau3l. Les
résultats de cette étude montrent que les énergies des complexes Enzyme-ligands varie entre —
10,3 Kcal/mol et —7.9 Kcal/mol. L'interaction des liaisons hydrogene a été observée avec des
résidus d'acides aminés comme: GLY104, ARG195, HIS299, GLU233, et ASP300. Ces
résultats ont révélé I'importance de la liaison hydrogéne et des interactions hydrophobes dans

I'activité antidiabétique de ces molécules de I'huile d'Opuntia ficus Indica.

A partir de nos résultats d'amarrage moléculaire, il a été constaté que le p-sitostérol a été
identifié comme l'inhibiteur le plus puissant de 1'enzyme a-amylase, interagissant favorablement
avec son site catalytique via des interactions hydrophobes avec TRP59, LEU162, ALA198,
LEU162, LEU165, TRP59, HIS101, HIS201, HIS299, et HIS305. Egalement, il a constaté que
I’acide palmitique a fait des interactions d'hydrogene avec les résidus ARG195, HIS299,
GLU233, et ASP300.

2.2. L’inhibition de a glucosidase

Les résultats de I’effet de I’huile végétale sur l'activité de I'a-glucosidase intestinale in vitro sont
présentés dans le tableau 30. En effet, l'activité de l'enzyme a-glucosidase intestinale était
significativement (p <0,001) inhibée en présence de luile végétale par rapport au controle. L'effet
inhibition de 1'activité a-glucosidase intestinale était proportionnel a la concentration de notre

huile végétale, avec une IC50 = 438 + 0,30 ug / mL par rapport au test témoin.

Par ailleurs, cet effet inhibition de 1l'a-glucosidase intestinale de notre huile végétale était
significativement (p <0,001) inférieur a celui de l'acarbose (IC50 = 48,47 + 3,02 pg / mL).
Ensuite, nos résultats sont moins a ceux trouves par Bouhrim et al pour I'huile de graines
d'Opuntia dillenii (a- glucosidase IC50 = 278 + 0.01 pg/mL). En plus, nos résultats sont moins a
ceux trouvés par Loizzo et al [255] pour deux variétés différentes d'Opuntia ficus-indica
(Sanguigna et Surfarina) (aglucosidase 1C50 = 88.5 + 3.7-42.4 + 3.3 pg/mL).
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Tableau32 :Résuzltats de I'énergie de liaison et détails des interactions des constituants majeurs contre le

récepteur a glucosidase

Détail d’interaction

Inhibiteurs

B-sitostérol

Campestérol

A-5-avénastérol

L'acide linoléique

L'acide oléique

L'acide palmitique

Docking
Score
(Kcal/mol)

Ligand

La poche
protéinique

ALAG28

MET470

TRP432
TRP432

TRP432
APHE476
PHE476
ALAG28
MET470
TRP432
TRP432
TRP432
PHEA476
PHEA476
ALAG02
ALAG02
ALAG28
PHE236
PHE236
TRP329
TRP329
TRP432
TRP432
PHE476
PHEGO1
SER604
PHEGO1
H1S626
H1S626
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Les types d’interactions

Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob
Hydrophob

Liaison hydrogene

Hydrophob

Liaison hydrogene

Liaison hydrogene

Distance(A)

5,14516
5,2907
5,38055
4,9268
5,07638
4,23294
4,56256
5,07609
5,2982
5,37522
5,19813
5,00018
4,24043
4,43867
3,78096
3,72083
3,88157
5,15673
4,69265
5,43703
5,1027
5,27346
4,74465
5,13861
4,71668
2,28371
4,6627
1,92768
2,16561
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Figure54 : Interactions tridimensionnelles (3D) entre les résidus de site actif de I’enzyme o glucosidase avec les
ligands : a : B-sitostérol,b : Campestérol,c : A-5-avénastérol.

Les interactions entre les sites actifs de I’enzyme a-glucosidase et ces inhibiteurs sont calculées

lors de Docking moléculaire, les valeurs sont présentées dans le tableau 32. Les résultats de cette
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étude montrent que les énergies des complexes enzyme-ligand varient entre —8,7 Kcal/mol et —
7.8 Kcal/mol. D’apres ces résultas, le ligand (A-5-avenasterol) était le meilleur inhibiteur. La
visualisation de résultat du Docking moléculaire réalisée avec le ligand (A-5-avenasterol) montre
la bonne pénétration de cet inhibiteur dans le site actif a-glucosidase. Ce complexe formé est
stabilisé au sein de 1’enzyme par des interactions hydrophobes entre I’inhibiteur et les acides
aminés suivants : ALA602, ALA628, PHE236, TRP329, TRP432, PHE476, et PHEG0L1.

3.Activitéantibactérienne et Docking moléculaire contre I’enzymeDéhydrosqualénesynthase
(CrTm)
Tableau33 : Activité antibactérienne in vitro : Concentrations minimales inhibitrices (CMI)et

Concentration Minimale Bactéricide(CMB), exprimées en (mg/ml)

Les souches bactériennes Type Ml CMB
Mg/ml

Proteus mirabilis Gram-negative 100 > 100
Bacillus subtilis DSM 6633 Gram-positive > 100 ND
Escherichia coli K12 Gram-negative > 100 ND
Pseudomonas aeruginosa Gram-negative 100 > 100
Listeria innocua Gram-positive 100 >100
Staphylococcus aureus

Gram-positive > 100 ND

CECT 976

Des tests de dépistage de I'activité antimicrobienne de I'huile végétale d'opuntia ficus indica a
été étudiés contre 6 souches bactériennes (Tableau 33) en utilisant la méthode microplaque.
Notre huile végétale étudiée a montré une forte activité antimicrobienne contre les bactéries
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, et Listeria innocua .D’apres ces résultats, cette
huile végétale était considérée comme une huile bactériostatiquecontre ces trois souches
bactériennes. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Filomena Nazzaro et al [256] ,
ils ont montré que L'huile d'Opuntia ficus-indica (L.) Mill était capable d'inhiber a 38,75% le
biofilm d'Escherichia coli, et a 71,84% de Pseudomonas aeruginosa . Ensuite, Ortega-Ortega et
al, [257] ont indiqué que l'activité antimicrobienne de I'huile de pépins de poire de cactus vert a

un effet significatif contre Staphylococcus aureus et Escherichia coli.
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4.Docking moléculaire

Tableau34 :Résultats de I'énergie de liaison et détails des interactions des constituants majeurs contre le

récepteur I’enzyme Déhydrosqualénesynthase (CrTm)

Détail d’interaction

Inhibiteurs

B-sitostérol

Campestérol

A-5-

avénastérol

L'acide

linoléique

L'acide oléique

L'acide

palmitique

Docking
Score
(Kcal/mol)

-7.00

7.8

Ligand

c

La poche
protéinique

ASP114

HIS18

HIS18
ASP114

HIS18
HIS18

ARG181

VAL111
VAL133
TYR129
TYR183

ASP176

LEU141

TYR248

GLY138
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Les types d’interactions

Hydrogen Bond

Hydrophobic
Hydrophobic
Hydrogen Bond

Hydrophobic
Hydrophobic

Hydrophobic

Hydrophobic
Hydrophobic
Hydrophobic
Hydrophobic

Hydrogen Bond

Hydrophobic

Hydrophobic

Hydrogen Bond

Distance(A)

2,88642
4,31384
4,48312
2,91562
4,33132
4,50234

4,51497

4,68577
4,61879
5,16288
5,13882

2,78798

5,17421

5,25874

3,4004
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Figure55 : Interactions tridimensionnelles (3D) entre les résidus de site actif de I’enzyme I’enzyme

Déhydrosqualénesynthase (CrTm)avec les ligands : a : B-sitostérol,b : Campestérol,c : A-5-avénastérol.
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Il a été rapporté que la staphyloxanthine (STX) est associée a lI'amélioration de la survie
bactérienne dans des environnements difficiles et lors d'infections [258-259]. La STX, un
pigment caroténoide jaune-orange, est I'un des facteurs de virulence importants chez les bactéries
[260]. Il a été rapporté aussi 36% que 90% des isolats de S. aureus provenant d'infections
humaines sont pigmentés. Le pigment membranaire favorise la résistance aux espéces réactives
de I'oxygene telles que H,0, et HOCI générées par les neutrophiles de I'ndte [260-261]. 1l a été
démontré que I’organisme bactérien est protégé contre le stress oxydatif grace au STX, qui est

catalysé biosynthétiqguement par I'enzyme Déhydrosqualéne synthase (CrtM).

Une stratégie alternative qui permet en intérét a inhiber la synthése des facteurs de virulence
bactérienne essentiels a la croissance et / ou a la survie des bactéries chez les hotes infectés [262-
263]. Le blocage de la biosynthése de la STX nécessite de trouver des inhibiteurs de la
Déhydrosqualéne synthase comme une cible thérapeutique potentiellement intéressante
[257].Afin de compléter le pouvoir antibactérien des inhibiteurs testés, nous ferons appel a la
méthode du Docking moléculaire en considérant I’enzyme Déhydrosqualéne synthase comme

une cible.

D'aprés le tableau 34, On note que I'énergie de liaison du Docking pour tous les composés
varient de -8,1 kcal/mol a -7 kcal/mol. 1l est a noter aussi que les six inhibiteurs testés contre la
Déhydrosqualéne synthase présentent deux types d’interaction : hydrogéne et hydrophobe. On
note ici que tous les inhibiteurs présentent un nombre différent d’interactions. Ces résultats
indiquent que ces composés sont maintenus dans la poche active par une combinaison
d'interactions hydrophobes et liaison hydrogéne. Des contacts hydrophobes majeurs se sont
produits entre la protéine et la chaine latérale HIS18, ARG181, VAL111, VAL133, TYR129,
TYR183, LEU141, et TYR248. L'interaction des liaisons hydrogéne a été observée avec des
résidus d'acides aminés comme ASP114, ASP176 et GLY138. Ces résultats ont révéle
I'importance de la liaison hydrogéne et des interactions hydrophobes dans [Iactivité
antibactérienne du constituant de I'huile d'Opuntia ficus Indica. A partir les résultats d'amarrage
moléculaire, il a été constaté que le B-sitostérol a été identifié comme l'inhibiteur le plus puissant
de I'enzyme, interagissant favorablement avec son site catalytique via deux Alkyl / Pi — Alkyl
interactions avec HIS18 (4,31384A) et HIS18 (4,48312A), le résidu ASP114 interagit par une
interaction d'hydrogéne avec une distance 2,88642 A avec ce composé. Le composé campestérol
a fait deux interactions hydrophobes avec les résidus suivants de I'enzyme, qui sont interactions

Alkyl / Pi — Alkyle avec HIS18 (4,31384A) et HIS18 (4,48312A) résidus d'acides aminés, et il a
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fait une aussi une interaction d'hydrogéne avec le résidu ASP114 avec une distance 2,91562A.
Les interactions impliquées entre le A-5-avénastérol et I'enzyme sont deux interactions Alkyl / Pi
— Alkyl avec TYR129 (5,16288A), etTYR183 (5,13882A), et trois interactions avec ARG181
(4,51497A), VAL111 (4,68577A), et VAL133 (4,61879A). Les résidus ASP176 et LEU141
interagit uniqguement avec le composé 1’acid linoleic par une interaction de type hydrogene et
une interaction hydrophobes avec des distances de 2,78798A et 517421 A. Les résidus
TYR248 et GLY138 interagit par des interactions dhydrogéne et hydrophobes avec des
distances proches entre 3,4004A et 5,25874 A respectivement avec I’acide palmitique et I’acid

oleic.

5. Conclusion

Cette étude d'aborda exploré I'effet antidiabétique de 1’huile végétale d’Opuntia ficus indica,
cette huile a exercé un effet a I'inhibition de a —glucosidase et a-amylases. Ensuite, ces résultats
ont démontré que I'huile végétale d’opuntia ficus indica a une activité antimicrobienne imprtante
contre les bactéries gram-positives et gram-négatives. L’étude de prédiction in silico (d’amarrage
moléculaire) a montré une bonne corrélation entre I'activité inhibitrice observée et I'amarrage
moléculaire in silico pour les composés majeurs de cette huile. Cette recherche fournit des
incitations supplémentaires pour développer des additifs pour les secteurs alimentaire,
cosmétique, pharmaceutiqueet, et a la recherche de composés naturels ayant une activité

antimicrobienne et antidiabétique.
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CONCLUSION GENERALE

Ce mémoire a pour objectif de contribuer a la valoisation pharmacologique et chimique du
figuier de barbarier et s’inscrit dans une démarche de développement durable. Le Maroc gréace a
son climat (méditerranéen et atlantique, avec une saison séche et chaude doublée d’une saison
froide et humide,), posséde une flore particulierement riche en plantes médicinales et
aromatiques. C’est pourquoi, nous nous sommes intéressés a etudier deux especes figuier de
barbarier & savoir opuntia ficus indica opuntia megacantha, qui appartiennent respectivementa la
famille des cactees. Ces plantes présentent un intérét trés important dans la médecine
traditionnelle et dans le domaine alimentaire pour les populations Marocaines. Pour réaliser
notre objectif, plusieurs étapes, souvent dépendantes entre-elles, ont été réalisés pour caractériser
ces extraits végétaux tels que : la détermination de la composition chimique, I’étude des activités
antioxydantes, antibactériennes et antidiabétique. La compatiblité des etudes in vitraux et in vivo
a éte cofirmé par la methode docking moléculaire. La démarche pour étudierces propriétés s'est
articulée autour de quatre axes principaux.

Le premier axe a été consacré autour d’une étude comparative des differrentes extrait
methanolique du trois parties (fleure, graine et cladodes) du deux especes opuntia ficus indica
opuntia megacantha colectés dans des régions differents. La quantification par des méthodes
spectrophotométriques nous a permit de déterminer les teneurs en phénols totaux , flavonoides,
et tannins. Les resultats obtenus ont montré que les fleurs des deux especes de figier de
barbarier possédent des teneurs trés élevées en polyphénols totaux et en flavonoides par
rapport a celles de autres parties du plantes( graine et cladodes), aisi que leurs I’activite
antioxidante etaient importante par les deux méthodes FRAP et DPPH . L’étude de la corrélation
entre composition chimique, teneurs en phénols totaux et I’activité antioxydante a confirmé qu’il
y a une corrélation positive entre ces derniers.

Les conditions environnementales (type de sol, climat...) influent sur la composition en composé
antioxidants.

Le deuxiéme axe a été consacré a 1’optimisation des conditions de la torrefaction(tomaprature de
torrefaction,temps de torrefaction, et temps d’extraction) des grains d’opuntia ficus indica en
utilisant la méthodologie des plans d’expérience , les résultats a montré que la tomprerature trés
élévés de la torréfaction augmente les teneurs en composé bioactive sauf les sucres, ainsique les
activités antioxidantse par les méthodes ABTS et DPPH étainet tres importantes avec

I’augmentation de la temperature de la torréfaction.
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Le troisiéme axe a été consacré a 1I’é¢tude de la composition chimique de I’huile végétale des
graines de figier de barbarier par CPG-SM comme moyen d’analyse. Cette étude nous a permis
de mettre en évidence la présence du B-sitostérol comme composé majoritaire (67.73), suivie du
campestérol et le A-5-avénastérol. En ce qui concerne les acides gras, I’acideLinoleique est le
composé majoritaire (60.1), suivie du I’acide oléique et I’acide palmitique.

Les études in silico (ADMET, PASS,) de ces constituants majoraitaires montre qu’ils présentent
des caractéristiques physico-chimique et pharmacologiques tres important en tant que candidat
médicament. La quantification par des méthodes spectrophotométriques nous a permit de
déterminer les teneurs en phénols totaux et lactivité antioxidante de I’huile végétale d’opuntia
ficus indica. L’évaluation de I’activité antioxidante par le pouvoir de piégeage des radicaux
libresDPPH exercé par les extraits leuhile végétale d’opuntia ficus indica. Cette, I'huile végétale,
présente une inhibition moyenne au piégeage des radicaux libresDPPH (IC50huile = 5,141
pg/ml).La méme influence a été également observée pour les mémes inhibiteurs contre I'enzyme
Déhydrosqualéne synthase lors de 1’é¢tude de docking.Le quatriéme axe a été consacré a 1’étude
des activités antidiabétique et antibactériennes de 1’huile végétale d’opuntia ficus indica. Les
activités antimicrobiennes de cette huile végétale a été testée sur six micro-organismes différents
d’origine, par la méthode micro plaque. Les résultats obtenus montrent que cette huile une
meilleure activitéantibactérienne (bactéricide) vis-a-vis de Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa, et Listeria innocua. Elle a egalment une meilleure activité
antibactérienne(bactériostatique)vis-a-vis de Staphylococcus aureus CECT 976, Bacillus subtilis
DSM 6633, et Escherichia coli K12. Cette huile a exercé un effet a l'inhibition de a. —glucosidase
et a-amylases respectivement. Ensuite, Les résultats ont démontré que 1’huile végétale d’opuntia
ficus indica a une activité antimicrobienne notable contre les bactéries gram-positives et gram-
négatives. L’étude de prédiction in silico (d’amarrage moléculaire) a montré une bonne
corrélation entre l'activité inhibitrice observée et I'amarrage moléculaire in silico avec les

composés majeurs de cette huile.
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Résumé

Ce travail de thése est une contribution a la valorisation chimique et pharmacologique de deux plantes
Marocaine a savoir Opuntia ficus indica et Opuntia megacantha. En raison de leur teneur en composes
phénoliques et d'autres antioxydants naturels, ces plantes pourraient étre considérées comme une source
potentielle de produits naturels a haute valeur additive. Le but de cette étude était de caractériser et valoriser ce
co-produit. Le premier volet de ce travail a porté sur 1’évaluation des teneurs en antioxydants et la capacité
antioxydante des graines, des cladodes et des fleurs pour les deux plantes dans quatre régions de récolte
distinctes, ainsi que la corrélation entre les composés antioxydants et leur capacité antioxydante a été réalisée par
I’analyse en composants principaux. Le deuxiéme volet de ce travail a consisté d’appliquer la méthodologie de la
surface de réponse et d'étudier l'effet de trois facteurs tels que la température du processus de torréfaction, la
durée de la torréfaction et la durée de l'extraction sur les graines d’opuntia ficus indica, afin d'optimiser le Total
Phenolic Content, Total Flavonoids Content, Total Condensed Tannins Content, Total Sugars Content et
I'activité antioxydante par les méthodes DPPH et ABTS. Le troisiéme volet de ce travail a été consacré a 1’étude
de la composition en acides gras et en stérols des huiles de graine extraites par extraction a froid. De plus,
l'activité antioxydante des huiles a été évaluée. Les approches expérimentales ont été renforcées par une
approche in silico (Docking moléculaire) pour les constituants majeurs de cette huile végétale. Le quateriéme
volet de ce travail a consisté a évaluer(i) le profil antidiabétique in vitro de I'huile végétale d'opuntia ficus indica
par l'inhibition d’enzymes digestives (a-glucosidase et a-amylase), les études d'amarrage moléculaire ont été
réalisées sur ces enzymes ,ainsi que 1’évaluation (i) de l'activité antibactérienne a été faite contre six souches
bactériennes.

Mots-clés :Opuntia ficus indica, Opuntia megacantha,activité antioxydante, activité antidiabétique, activité
antibactérienne, méthodologie de la surface de réponse (RMS), Docking moléculaire.

Abstract

This thesis work is a contribution to the chemical and pharmacological valuation of two Moroccan plants,
namely Opuntia ficus indica and Opuntia megacantha. Due to their content of phenolic compounds and other
natural antioxidants, these plants could be considered as a potential source of natural products with high additive
value. The aim of this study was to characterize and valorize this co-product. The first part of this work focused
on the evaluation of the antioxidant content and the antioxidant capacity of seeds, cladodes and flowers for the
two plants in four regions. of distinct harvests, as well as the correlation between antioxidant compounds and
their antioxidant capacity was carried out by principal component analysis. The second part of this work
consisted in applying the response surface methodology and studying the effect of three factors such as the
temperature of the roasting process, the duration of the roasting and the duration of the extraction on opuntia
ficus indica seeds, in order to optimize the Total Phenolic Content, Total Flavonoids Content, Total Condensed
Tannins Content, Total Sugars Content and the antioxidant activity by the DPPH and ABTS methods. The third
part of this work was devoted to the study of the fatty acid and sterol composition of seed oils extracted by cold
extraction.In addition, the antioxidant activity of the oils was evaluated. The experimental approaches were
reinforced by an in silico approach (molecular docking) for the major constituents of this vegetable oil. The
fourth part of this work consisted in evaluating (i) the antidiabetic profile in vitro of the vegetable oil of opuntia
ficus indica by the inhibition of digestive enzymes (a-glucosidase and a-amylase), the docking studies molecular
studies were carried out on these enzymes, as well as the evaluation (ii) of the antibacterial activity was carried
out against six bacterial strains.

Keywords: Opuntia ficus indica, Opuntia megacantha. antioxidant activity, antidiabetic activity, antibacterial
activity, response surface methodology (RMS), molecular docking.
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