Résumé
Eco-extraction, étude phytochimique et activités biologiques : application aux
composés phénoliques de la fleur de figuier de barbarie marocain (Opuntia ficus-

barbarica).

La richesse moléculaire des produits de terroir marocain constitue une source importante de
molécules bioactives d’origine naturelle. La mise en évidence de ces molécules nécessite de
nombreuses étapes souvent longues et couteuses. L’objectif de ce travail de thése consiste &
développer des méthodologies d’extractions innovantes, de fractionnement et
d’identification de produits naturels d’origine végétale. Pour cela nous avons utilisé comme
modele végétal la fleur de figue de barbarie (Opuntia ficus-barbarica) qui est connu pour sa
richesse phytochimique et son potentiel thérapeutique. Ce travail a d’abord produit au
développement de deux méthodes d’extractions vertes : I’extraction hydroalcoolique assistée
par ultrason (UAHE) et I’extraction aqueuse assistée par microonde (MAAE). Ces
techniques d’extractions ont €té optimisées par un plan d’expérience, afin d’obtenir un extrait
hydroalcoolique par UAHE, basée sur I’action des bulles de cavitation générées lors de la
production des ondes ultrasonores, et un extrait aqueux par MAAE, basée sur 1’utilisation
combinée de la pression, de la température et des microondes. Les extraits obtenus par les
méthodes conventionnelles ont également été étudiées. Il a pu étre démontré que les
méthodologies UAHE et MAAE permettent d’extraire rapidement et efficacement des
composés phénoliques tout en conservant un potentiel antioxydant important. Il a ainsi pu
étre identifié, par analyse HPLC-ESI-DAD-MS, 16 composés avec un taux plus éleve
d'isorhamnétine-3-O-rutinoside dans les extraits UAHE et MAAE. Enfin une partie de ce
travail a démontré le potentiel antioxydant et antimicrobien de différentes fractions de UAHE
et MAAE, qui a été corrélé a la présence des flavonoides. Ces résultats confirment la forte
efficacité du procédé d’UAHE et MAAE pour la préparation d'antioxydants naturels a partir
de fleurs d'Opuntia ficus-barbarica. En tant que technologie efficace et respectueuse de
I'environnement, les deux techniques d’extractions UAHE et MAAE sont fortement
recommandées dans l'industrie verte pour la préparation de produits naturels.

Mots clés : Fleur ; Extraction ; Opuntia ficus-barbarica ; ultrason ; microonde ; Antioxydant ; isoraméthine ;
Flavonoides ; Méthodologie de surface de réponse (RSM).
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Résume

Eco-extraction, étude phytochimique et activités biologiques : application aux
composés phénoliques de la fleur de figuier de barbarie marocain (Opuntia ficus-
barbarica). Mariam MINHAJ

La richesse moléculaire des produits de terroir marocain constitue une source importante de
molécules bioactives d’origine naturelle. La mise en évidence de ces molécules nécessite de
nombreuses étapes souvent longues et couteuses. L’objectif de ce travail de thése consiste a
développer des méthodologies d’extractions innovantes, de fractionnement et d’identification
de produits naturels d’origine végétale. Pour cela nous avons utilisé comme modéle végétal la
fleur de figue de barbarie (Opuntia ficus-barbarica) qui est connu pour sa richesse
phytochimique et son potentiel thérapeutique. Ce travail a d’abord produit au développement
de deux méthodes d’extractions vertes : I’extraction hydroalcoolique assistée par ultrason
(UAHE) et I’extraction aqueuse assistée par microonde (MAAE). Ces techniques
d’extractions ont été optimisées par un plan d’expérience, afin d’obtenir un extrait
hydroalcoolique par UAHE, basée sur 1’action des bulles de cavitation generées lors de la
production des ondes ultrasonores, et un extrait aqueux par MAAE, basée sur 1’utilisation
combinée de la pression, de la température et des microondes. Les extraits obtenus par les
méthodes conventionnelles ont également été étudiées. Il a pu étre démontré que les
méthodologies UAHE et MAAE permettent d’extraire rapidement et efficacement des
composés phénoliques tout en conservant un potentiel antioxydant important. 1l a ainsi pu étre
identifié, par analyse HPLC-ESI-DAD-MS, 16 composés avec un taux plus élevé
d'isorhamnétine-3-O-rutinoside dans les extraits UAHE et MAAE. Enfin une partie de ce
travail a démontré le potentiel antioxydant et antimicrobien de différentes fractions de UAHE
et MAAE, qui a été corrélé a la présence des flavonoides. Ces résultats confirment la forte
efficacité du procédé d’UAHE et MAAE pour la préparation d'antioxydants naturels a partir
de fleurs d'Opuntia ficus-barbarica. En tant que technologie efficace et respectueuse de
I'environnement, les deux techniques d’extractions UAHE et MAAE sont fortement
recommandées dans l'industrie verte pour la préparation de produits naturels.

Mots clés : Fleur ; Extraction ; Opuntia ficus-barbarica ; ultrason ; microonde ; Antioxydant ;

isoraméthine ; Flavonoides ; Méthodologie de surface de réponse (RSM).



Abstract

Eco-extraction, phytochemical study and biological activities of phenolic
compounds from the Opuntia ficus-barbarica flower cultivated in Morocco.

Mariam MINHAJ

The molecular richness of Moroccan local products constitutes an important source of
bioactive molecules of natural origin. The detection of these molecules requires many steps
which are often long and expensive. The objective of this thesis work is to develop
methodologies for innovative extraction, fractionation and identification of natural products of
plant origin. For this we used as a plant model the prickly pear flower (Opuntia ficus-
barbarica) which is known for its phytochemical richness and its therapeutic potential. This
work first resulted in the development of two extraction methods: ultrasound-assisted
hydroalcolic extraction (UAHE) and microwave-assisted aqueous extraction (MAAE). These
extraction techniques were optimized by an experimental design, in order to obtain a
hydroalcolic extract by UAHE, based on the action of the cavitation bubbles generated during
the production of ultrasonic waves, and an aqueous extract by MAAE, based on the combined
use of pressure, temperature and microwave. The extracts obtained by conventional methods
were also studied. It has been shown that the UAHE and MAAE methodologies allow the
rapid and efficient extraction of phenolic compounds while retaining significant antioxidant
potential. It was thus possible to identify, by HPLC-ESI-DAD-MS analysis, 16 compounds
with a higher rate of isorhamnetin-3-O-rutinoside in the UAHE and MAAE extracts. Finally,
part of this work has demonstrated the antioxidant and antimicrobial potential of different
fractions of UAHE and MAAE, which has been correlated with the presence of flavonoids.
These results confirm the high efficiency of the UAHE and MAAE process for the
preparation of natural antioxidants from Opuntia ficus-barbarica flowers. As an efficient and
environmentally friendly technology, both UAHE and MAAE extraction techniques are
highly recommended in the green industry for the preparation of natural products.

Keywords: Flower; Extraction; Opuntia ficus-barbarica; ultrasound; microwave;
Antioxidant; isoramethine; Flavonoids; Response Surface Methodology (RSM).
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Introduction

Le contexte actuel pour la valorisation des produits du terroir marocain a permis
I’ouverture de nouvelles voies de recherches prometteuses pour introduire ces produits dans
les domaines des industries agroalimentaires. De tels produits sont source de composés ayant
des applications dans les industries agroalimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques.

Aujourd’hui, les substances naturelles apparaissent comme des ingrédients d’intérét
pour remplacer les composés synthétiques qui sont en général nocifs pour la santé humaine.
Le Maroc a connu par sa situation géographique stratégique, qui a eu une influence marquée
sur le plan environnemental, ce qui a fait de ce pays un grand réservoir de ressources
naturelles. Cette grande richesse en biodiversité reflétée par la multitude des écosystemes
écologiques, ont fait du Maroc une vitrine riche en produits de terroir dont plusieurs sont
endémiques. Conscient de ce potentiel, le Ministere de I’ Agriculture et de la Péche Maritime,
du Développement Rural et des Eaux et Foréts a réservé aux produits de terroir une place dans
sa stratégie de développement agricole au programme « Plan Maroc Vert ». La préparation
des ingrédients actifs a base de ces produits végétaux a permis la création des nouveaux
projets et améliore la rentabilité de ces ressources. Les molécules actives d’origine naturelle,
notamment celles possédant un pouvoir antioxydant puissant, représentent un potentiel

économique énorme.

Pour qu’elles deviennent valorisées, les substances bioactives doivent étre séparées de
leur matrice végétale d’origine. L’extraction, de celles-ci, nécessite de nombreuses étapes
souvent longues, couteuses et posent de nombreux problemes environnementaux. L’enjeu
actuel consiste donc a développer de nouvelles méthodologies d’extraction efficace, rapide et
respectucuse de 1’environnement. Ainsi, pour la récupération de ces antioxydants naturels a

partir des produits locaux, il est nécessaire de s’orienter vers des éco-procedés.

Les antioxydants naturels peuvent étre extraits via différentes approches dans
differentes conditions. La sélection de la méthode d’extraction joue un réle essentiel et affecte
fortement la nature et la quantité de composés phytochimiques extraits de plantes médicinales
[1]. De plus, ’efficacité d’une méthode d’extraction est affectée par tous les parametres du
processus, par exemple la composition du solvant, le rapport solvant/solide, le temps et la
température de 1’extraction [2,3]. Les solvants de polarités différentes ont un effet significatif
sur la teneur en polyphénols et I’activité antioxydante. Récemment, des méthodes plus

respectucuses de I’environnement ont été développées pour extraire les composés phénoliques
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des matiéres végétales, notamment 1’extraction assistée par fermentation, par enzyme, par
ultrasons ou par micro-ondes [4]. Celles assistées par ultrasons et par microonde ont montré
leur efficacité pour I’extraction des antioxydants naturels a partir de sources variées. Elles

ressortent donc comme un procédé intéressent pour extraire les composes bioactifs.

L’intégralité des développements méthodologiques, effectués au cours de cette thése, a
¢été réalisée sur la fleur d’Opuntia ficus-barbarica. L’objectif de ce travail est de mettre au
point une méthode d’extraction « dite verte » d’antioxydants a partir des fleurs d’Opuntia
ficus-barbarica. Elle s’est avéré étre une plante « modéle » par sa richesse phytochimique en
composés antioxydants. Cette fleur a aussi un potentiel nutritionnel et thérapeutique
particulierement intéressant a exploiter. Ce manuscrit, relatant le travail réalisé au cours de

ces années écoulées, est subdivisé en quatre chapitres.

Le premier chapitre est consacré a 1’étude bibliographique de 1’Opuntia ficus-
barbarica. Celle-ci est constituée d’une description botanique de la plante avec une
présentation particulaire sur sa fleur et une présentation détaillée des diverses molécules
qu’elle contient. L’utilisation en médecine traditionnelle ainsi que les potentiels
thérapeutiques de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica sont abordés. Apres, nous avons rappelés
quelques généralités sur les différentes techniques d’extraction employées a ce jour. Enfin,
nous nous intéresserons aux systémes de défenses antioxydantes exogénes. L’accent sera alors

mis sur les antioxydants phénoliques notamment les flavonoides.

Le deuxieme chapitre concerne les méthodes appliquées dans ce travail et le matériel
utilisé dans les différentes études. En tout premier lieu, une étude a été menée sur la poudre de
la fleur d’Opuntia ficus-barbarica. Puis, nous avons étudiés I’influence des paramétres de
différentes méthodes d’extractions classiques sur le rendement phytochimique et la capacité
antioxydante de différents extraits aqueux et hydroalcooliques de fleurs d’Opuntia ficus-
barbarica. Par la suite, nous avons réalisés une étude de I’optimisation de 1’extraction
hydroalcoolique assistée par ultrasons (UAHE) et une étude de I’optimisation de 1’extraction
aqueuse assistée par micro-onde (MAAE). Une partie est dédiée a I’analyse quantitative des
antioxydants naturels des fleurs d’Opuntia ficus-barbarica et a 1’identification des molécules
majoritaires de I’extrait UAHE par chromatographie liquide haute performance couplée a un
détecteur ultra-violet et a un spectrométre de masse (HPLC-UV-MS). Aprés la mise en
évidence par des outils de statistique descriptive d’extraits plus actifs, la derniére partie est
consacrée a 1I’¢tude des activités antioxydante et antibactérienne de deux extraits bruts (UAHE

et MAAE) et ses fractions, ainsi qu’a leur caractérisation phytochimique par HPLC-UV-MS.
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Le troisieme chapitre du travail présente et discute les résultats obtenus lors de I’étude
phytochimique de différents extraits de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica et nous avons
détaillés les étapes de différentes méthodes d’extraction conventionnelles, de 1’optimisation
de I’extraction hydroalcoolique assistée par ultrasons et de 1’extraction aqueuse assistée par
microonde, de fractionnement et de I’identification des composés phénoliques. Une

présentation des résultats biologiques obtenus in vitro y a été egalement détaillée.

Le quatrieme chapitre est consacré a 1’étude de potentiel de I’utilisation de ces extraits
dans le domaine de I’agroalimentaire et cosmétique, et a 1’¢tude de la toxicité aigle des
extraits UAHE et MAAE de cette fleur sur un mode¢le animal. Le choix de 1’étude de la
toxicité est dicté par le fait de rechercher si cette plante présenterait un danger sur la santé des

consommateurs.

Enfin les conclusions essentielles de I’ensemble de ce travail ainsi que les perspectives

de sa continuité ont été apportées.

23



Chapitre I. Etude bibliographique

I.1. Généralités sur le figuier de barbarie

Le figuier de barbarie est une plante originaire des régions arides et semi-arides du
Mexique, Elle a été introduite en Afrique du Nord vers le 16°™ siécle en raison de ses fruits
comestibles [5,6]. Au Maroc, elle porte le nom de « Zaaboul » et « Hindia ». Plantée pour la

restauration des sols et pour la nutrition du bétail.

1.1.1. Taxonomie

Le figuier de barbarie appartient a la classe des Dicotylédones, de I’ordre des
Caryophyllacées [7], famille des Cactacées du genre Opuntia. 1l comprend environ 300
espéeces réparties en quatre sous genres, dont trois sont largement présents au Maroc [8]:

* Brasiliopuntia : tronc non articulé, articles cylindriques et aplatis (une seule espece
au Maroc : Opuntia brasiliensis).

* Cylindropuntia : articles cylindriques portant des épines (4 especes au Maroc).

* Platyopuntia : articles aplatis en raquettes, feuilles petites et caduques, épines non
gainées (au moins 21 espéces au Maroc). L’Opuntia ficus-barbarica, plus connue sous le nom

de figuier de barbarie, appartient au dernier sous genre de I’Opuntia [9].

Au Maroc, I’espece commune est Opuntia ficus-barbarica A. Berger [9], plus connue
sous le nom de figuier de barbarie, appartient au dernier sous genre de I’Opuntia [10,11]. Le
nom Opuntia ficus-indica a la priorité sur d’autres noms donnés a cette espéce [12].

Synonymes :

- Opuntia ficus-indica var. gymnocarpa (F.A.C. Weber) Speg., Anales Mus. Nac.
Buenos Aires ser. 3, 4 : 512. 1905.

- Opuntia ficus-indica var. decumana (Haw.) Speg., Anales Mus. Nac. Buenos Aires
ser. 3,4 :512. 1905.

- Opuntia ficus-barbarica A. Berger. Monatsschr. Kakteenk. 22: 181. 1912,
- Opuntia tuna-blan-ca Speg. An. Soc. Cient. Arg. 99: 107. 1925.

1.1.2. Biologie du figuier de barbarie

Le figuier de barbarie (Opuntia ficus-barbarica) est bien adapté aux conditions de

secheresse. C’est une plante robuste qui peut mesurer jusqu’a 5 metres de hauteur (Figure I-1
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a), avec un tronc épais et ligneux. Ses articles aplatis en forme de raquettes (cladodes) (Figure
I-1 b) de couleur vert mat, ayant une longueur de 30 a 50 cm et une largeur de 15 a 30 cm,
sont couverts de petites aréoles, d’épines et de glochides blancs. Ses fleurs, marginales sur le
sommet des cladodes, sont hermaphrodites, de couleur jaune et deviennent rougeatres a
I’approche de la sénescence de la plante (Figure I-1 c). Ses fruits sont des baies charnues
ovoides ou piriformes pourvues d’épines (Figure I-1 d). lls sont généralement verdatres ou
jaunes a maturité. La pulpe est de couleur jaune-orangé, rouge ou pourpre, parsemée de

nombreuses petites graines [13].

Figure I-1 : Le figuier de barbarie : a) la plante, b) Cladodes, c) Fleur, d) Fruit.
Sur le plan physiologique, I’Opuntia ficus-barbarica a un métabolisme spécial, dit
« métabolisme acide crassulacée » (CAM). Les plantes de ce type sont capables de fixer le
COz durant la nuit, et operent la photosynthese durant la journée avec leurs stomates fermés,
réduisant ainsi au minimum la perte d’eau. Cette caractéristique, jointe a la succulence des
feuilles et des tiges et a la présence d’une cuticule épaisse, les rend bien adaptés a des
conditions de sécheresse [14].

Traditionnellement, le figuier de Barbarie est multiplié végétativement par bouturage
de raquettes. Les jeunes plantes peuvent entrer en floraison a partir de la 2™ ou de la 3°M®
année. La durée et la période du cycle annuel dépendent de la variété et de la zone
géographique [6].
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1.1.3. La culture du figuier de barbarie au Maroc

Au Maroc, le figuier de barbarie a été introduit en 1770 et est aujourd’hui bien
représenté dans le paysage rural marocain. Sa répartition géographique est assez vaste
puisqu’on le trouve aussi bien dans les régions cotieres depuis Sidi Ifni jusqu’a Tanger que
dans les régions continentales. La région de Guelmim-Sidi Ifni représente plus de 50% (>50
000 ha) de la surface nationale, suivi par Haouz-El Kelaa des Sraghna avec 30% (environ 30
000 ha). Khouribga est en troisieme position, Doukkala en quatriéme [15]. Cette évolution de
la surface de figuier de barbarie est le résultat de nombreuses opérations de plantation menées
par des agriculteurs en collaboration avec des agences de développement et des organismes de
conseil au sein de programmes nationaux de lutte contre I’érosion et de contrble de la
sécheresse [8]. Actuellement le ministre de I’agriculture marocaine dans le cadre de
programme Plan Maroc Vert, encourage la plantation de figuier de barbarie comme culture
alternative dans les régions aride et semi-aride. Chaque année, plus de 4 000 ha sont plantés
dans les régions de centre et de sud du pays [16]. Ces dernieres années, plusieurs entreprises
et coopératives rurales ont été créées pour la valorisation de figue de barbarie par la
fabrication des produits alimentaire comme la confiture, le vinaigre, la farine de nopal et
I’huile de graines. Cependant I’intérét principal réside dans son réle de source de fourrage

pour le bétail durant les fréquentes années seches.

L’arrivée de la cochenille (Dactylopius Opuntiae) a provoqué une menace pour les
cactus du Maroc et du bassin méditerranéen. L’origine de cette arrivée est difficile a
prétendre, la cochenille est aujourd’hui observée a Youssoufia, Sidi Bennour, Rhamna, Kelaa
Sraghna et maintenant Sidi Ifni. Cet insecte a le pouvoir de faire d’importants dégats
(proliférer, détruire les plantations) si on ne prend pas les mesures nécessaires. Des
interventions d’urgence ont été menés par les autorités ont été menés : déracinant et incinérant
toutes les plantations de cactus sur plus de 400 ha a Sidi Bennour dans la région de Doukkala
[15]. Des mesures de contrble ont été mises en place en collaboration avec le Centre

International de Recherche Agricole dans les Zones Arides (ICARDA).

La plante de cactus est une culture éeconomiquement importante avec de nombreuses
utilisations. Elle est utilisée comme: (i) fourrage en raison de ses caractéristiques
nutritionnelles [5] et (ii) ingrédient pour fabriquer des aliments [11] dans I’industrie
pharmaceutique et cosmétique [17] car il a été démontré qu’il posséde des propriétés
biologique comme anticancéreuses, antivirales et antidiabétiques [13]. De plus, le jus de

cactus aurait une puissante activité antioxydante et riche en glucose et en fructose [18].
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1.2. Caractere particulier de la fleur de figuier de barbarie (Opuntia ficus-barbarica)

1.2.1. Morphologie de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica

Les fleurs du figuier de barbarie sont sessiles hermaphrodites et actinomorphes. Elles
se développent sur la partie supérieure des raquettes agées de 1 a 2 années et rarement sur les
plus agées [15,19]. Les raquettes les plus productives sont celles qui sont plus exposées a la
lumiere, elles peuvent produire chacune plus de 20 bourgeons floraux. La fleur d’Opuntia
possede des étamines abondantes arrangées en spirales et un style régulier (Figures 1-2 et I-3).
L’ovaire est infére et englouti dans un réceptacle épais. Les ovules sont connectés par un

funicule bien développé, qui entoure toute I’ovule [15].
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Figure 1-2 : Schéma d’une fleur de figuier de barbarie (Opuntia ficus-barbarica)

Figure 1-3 : Photos de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica (A) : vue de c6té ; (B) : coupe
longitudinale de la fleur
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On peut classifier les fleurs des différentes espéces d’Opuntia par leur période de
floraison, la forme de la fleur, sa longueur, aussi par la couleur des pétales [19]. Les fleurs
d’Opuntia sont de différentes couleurs, mais la progression des couleurs pendant la floraison
commence du blanc au jaune au rouge ou orange [13]. L’ apiculture dans la région de Tiznit
dépend essentiellement de la culture du figuier de Barbarie. Avec un calendrier apicole qui
dure 7 mois (Mars-Sept.), I’activité des abeilles a lieu sur les fleurs de I’Opuntia ficus-
barbarica pendant 3 mois (avril-juin), ce qui permet de développer I’apiculture en parallele.

Les rendements des ruches sont de 1 a 4 litres de miel [8].

1.2.2. Utilisation traditionnelle et propriétés thérapeutiques

La fleur de figuier de barbarie (Opuntia ficus-barbarie) est la partie de la plante la plus
utilisée pour prévenir et traiter de nombreuses maladies. Elle est utilisée dans la pharmacopée
traditionnelle pour soigner les troubles de I’appareil digestif, en particulier contre les maladies
rénales, le diabete, Constipation et contre les douleurs abdominales, colites, irritations
intestinales chroniques, diurétique et anti diarrhéique [16]. Les capsules des corolles, des
fleurs séchées, sont utilisées comme remeéde du dysfonctionnement de la prostate
(hypertrophie bénigne de la prostate) [20]. En Sicile, le thé préparé avec les fleurs de
I’Opuntia ficus-barbarica est utilisé comme traitement contre les douleurs rénales [10].

1.2.3. Etudes biologiques de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica

La plante d’Opuntia ficus-barbarica, trés réputée pour ses fruits consommables (figue
de Barbarie), possede d’excellentes propriétés thérapeutiques, prouvées par la médecine
traditionnelle [13]. Ces fleurs, considérées comme I’un des sous-produits de I’industrie du
cactus et rejetée apres la séparation des fruits [21,22], présentent une source potentielle
d’antioxydants naturels tels que les composés phénoliques (les flavonoides et les acides
phénoliques). Selon de nombreuses données rapportées, la fleur posséde un bon pouvoir
antibactérien [23], cicatrisant [24], diurétique [25], anti-inflammatoire [26] et anti-ulcérogene
[27].

Le tableau I-1 résume la composition et les pourcentages en flavonoides selon
I’origine de la fleur d’Opuntia (Italie, en Tunisie et au Maroc). On peut noter la présence,
dans les extraits méthanoliques et aqueux, d’une quantité importante de flavonoides dans ces
fleurs. Ces derniers incluent les glycosides d’isorhamnetine comme (principaux composés

phénoliques), suivis par les glycosides de quercétine et de kaempférol [21,22,26,28,29].
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Tableau I-1 : Principaux flavonols-O-glycosylés détectés dans différents extraits de la
fleur d’Opuntia ficus-barbarica

Flavonoides % Phénoliques totaux identifiés | Origine de la fleur | Références
4,89 Italie [28]
- 1,30 Tunisie [22]
Kaempferol-3-O-rutinoside 4,66 Tunisie [36]
0,61 Tunisie [26]
3,96 Italie [28]
o 7,10 Tunisie [22]
Kaempferol 3-O-arabinoside 1.23 Tunisie [36]
0,20 Tunisie [26]
8,67 Italie [28]
10,50 Tunisie [22]
Quercetin-3-O- rutinoside (Rutin) 3,19 Maroc [21]
3,75 Tunisie [36]
36,68 Tunisie [26]
5,47 Italie [28]
Quercetin 3-O-glucoside 6,00 Tunisie [22]
4,95 Tunisie [36]
30,57 Tunisie [26]
Quercetin-3-O- galactoside (Hyperoside) 7,20 Tunisie [22]
2,53 Tunisie [36]
Quercetin-3-O-rhamonoside 12,60 Tunisie [26]
Isorhamnetin 3-O-robinobioside 52,22 Italie [28]
11,98 Italie [28]
Isorhamnetin 3-O-galactoside 12,50 Tunisie [22]
1,87 Tunisie [36]
0,10 Tunisie [26]
Isorhamnetin-3-O-rutinoside 34,70 Tunisie [22]
4,66 Tunisie [36]
Isorhamnetin 7-O-rutinoside 47,72 Maroc [21]
8,86 Italie [28]
2,52 Tunisie [26]
Isorhamnetin 3-O-glucoside 7.90 Tunisie [22]
2,06 Tunisie [36]
Isorhamnetin 3-O-rhamnosyl 7-O-rutinoside 32,84 Maroc [21]

Les principaux constituants volatiles des feuilles fraiches sont: la germacréne D
(12,6%), le 1-hexanol (12,3%), le n-tétradécane (9,1%) et le decanal (8,2%) [28]. D’autres
substances non-phénoliques tels que les sucres (fructose, glucose, saccharose et tréhalose), les
a-, B-, y- et d-tocophérols, les acides organiques (acides oxalique, quinique, malique et
citrique), les acides gras (acides gras saturés, monoinsaturés et polyinsaturés) et les
hydroxycinnamoyls ont également été quantifiés presque a tous les stades de la floraison

[30]. Cette fleur est également une bonne source de minéraux (Na, K, Ca, et Mg) [31,32] et
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I’extrait de mucilage de la fleur contient une teneur élevée en polysaccharides (506,7 +
5.2mg/g d’extrait) [27].

Il a été démontré que la quantité totale de flavonoides et d’autres phénols dans les
fleurs d’Opuntia varie en fonction du solvant d’extraction utilisé, du stade de développement
de la fleur et des méthodes de traitement utilisées [29,33,34]. Les solvants polaires sont plus
efficaces pour I’extraction des polyphénols a partir des fleurs d’Oputia ficus-indica [21,29].
Selon Ammar et al. [29], I’extrait méthanolique (ECso = 160ug/mL) et les extraits aqueux
(ECs0 = 200ug/mL) obtenus par Soxhlet ont montré une teneur élevée en composés
phénoliques et la meilleure capacité antioxydante mesurée par leur capacité a réduire Fe3* en
Fe2". La méthode d’extraction Soxhlet a été plus efficace par rapport a la méthode
d’extraction par macération. De méme, Benayad et al. [21] ont démontré que la méthode de
traitement écologique et économique de I’extraction accélérée par solvant (ASE, accelerated
solvent extraction) permettait d’améliorer les rendements des flavonoides et des phénols que

la méthode de maceration pour les fleurs marocaines d ‘Opuntia ficus-indica.

La composition chimique d’extraits d’hexane des fleurs tunisiennes appartenant a deux
especes de figues de Barbarie, Opuntia ficus-indica et Opuntia stricta a été étudiée, par
chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse, pendant les quatre stades de
développement de la fleur : végétative, floraison initiale, floraison compléte et post-floraison.
Cette étude a montré des variations significatives/remarquables dans les profils de composés
d’extraits [23]. Certains des principaux composés étaient les alcools, les esters et les terpénes.
Au stade post-floraison, la teneur en polyphénols a augmenté de maniére significative pour
atteindre la teneur la plus élevée (49 et 81 mg d’acide gallique/g d’extrait pour Opuntia ficus-
indica et Opuntia stricta respectivement). Cela peut s’expliquer par les réarrangements des
composés se produisant pendant le métabolisme de floraison conduisant a une diminution ou a
une modification des structures des composés phénoliques. Ces résultats suggérent que le
stade post-floraison peut étre caractérisé par la croissance maximale. En fait, on pourrait
postuler que pendant la phase post-floraison, les fleurs accumulent des composés phénoliques
pour se préparer au processus de lignification. En effet, de nombreuses études rapportent que

la lignine est un polymere synthétisé a partir de composés phénoliques [35].

Cette étude bibliographique montre que la fleur d’Opuntia ficus-barbarica est riche en
molécules trés diverses qui couvrent une large gamme de propriétés. Des lors, la fleur

d’Opuntia ficus-barbarica présente un intérét particulier, comme plante modeéle, pour mettre
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en ceuvre des méthodologies d’extraction, d’analyses et d’identification de substances

naturelles d’origine végétale.

1.3. Les antioxydants phénoliques naturels

Les antioxydants phénoliques naturels sont des molécules d’avenir permettant une
prévention efficace contre plusieurs maladies dont le cancer, le vieillissement, les maladies
cardiovasculaires.... Ces molécules sont les composés polyphénoliques les plus abondants
contenus dans les végétaux. Leur structure comprend plusieurs fonctions phénol donne a ces
composés des propriétés antioxydantes, suivant la position des phénols et le milieu ou la
réaction prend place [37]. Les antioxydants présents dans les plantes sont souvent de type

phénolique, peuvent étre séparés entre les flavonoides et les non-flavonoides.

1.3.1. Vue d’ensemble sur les polyphénols

Les polyphénols sont des métabolites secondaires caractérisés par la présence d’un
cycle aromatique porteur d’une ou plusieurs groupements hydroxyles libres, ils peuvent avoir
plusieurs différents substituants (sucre, acide organique ...) [38]. Ils sont présents dans toutes
les parties des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et
bois) et sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques comme la croissance

cellulaire, la germination des graines ou la maturation des fruits.

Les polyphénols, qui forment une immense famille de plus de 8000 composés naturels,
sont divisés en plusieurs catégories : les flavonoides qui représentent plus de la moitié des
polyphénols ; les tanins qui sont des produits de la polymérisation des flavonoides; les acides
phénoliques, les coumarines, les stillibenes les lignanes et d’autres classes existent en

nombres considérables [39].

De nombreuses éetudes sont en faveur d’un impact positif de la consommation des
polyphénols sur la santé. lls apparaissent parmi les antioxydants les plus efficaces quant a

leurs effets protecteurs dans I’organisme [37].

Les composés phénoliques sont classés selon le nombre d’atomes de carbone dans le

squelette de base [39].

Notre intérét est essentiellement focalisé sur les flavonoides, substances que nous
avons pu identifier dans tous nos extraits et qui en particulier s’avérent des composants

phénoliques possédant une action biologique tres diversifiée.
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1.3.1.1. Les flavonoides

Le terme flavonoide provenant du latin "flavus”, signifiant "jaune”, désigne une tres
large gamme de composeés naturels appartenant a la famille des polyphénols. Structuralement,
les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules. En effet plus de 6500

structures ont été identifiées [40,41].

1.3.1.1.1. Structure chimique et classification
Leur structure de base est celle d’un diphénylpropane a 15 atomes de carbone (Cs-Cs-
Cs) constitué de deux noyaux aromatiques (ou anneaux), que désignent les lettres A et B,

reliés par un hétérocycle oxygéné, que designe la lettre C [40] comme le montre la figure 1-4.

Figure 1-4 : Structure de base des flavonoides.
On remarquera qu’afin de distinguer les positions sur I’anneau A et celles sur I’anneau
B, la nomenclature normalisée appose a ces derniéres le symbole ¢ (prime). L’hétérocycle C
est attaché au noyau B par une liaison carbone-carbone. De fagcon générale, les flavonoides
peuvent étre hydroxylés en position 3, 5, 7, 3°, 4°, 5’et/ou 6°. Un ou plusieurs de ces groupes

hydroxyles sont fréquemment méthylés, acétylés, ou sulfatés [41].

La plupart des flavonoides, a I’exception de la sous-classe des catéchines, sont
présents dans les plantes soit a I’état libre (dans ce cas ils sont dits aglycones ou génines), soit
liees aux sucres sous forme de C- ou O- glycosides (Figure 1-5), ce qui tend a les rendre
hydrosolubles [42-44].

OH OH

OH OH

HO O HO (@]

o OH
o OoH

OH (A) OH O (B)

Figure I-5 : Structure du (A) glycoside flavonoide et (B) du flavonoide aglycone.
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La structure de I’hétérocycle central et son degré d’oxydation, permettent de distinguer

les différentes classes de flavonoides :
e Les flavonols

De nombreux travaux ont pu démontrer la richesse en flavonols et surtout en flavonols
glycosylés des fleurs d’Opuntia ficus-barbarica. Pour exemple, les travaux réalises par
Ammar et al. [26] ont permis de détecter sept flavonols glycosylés dans I’extrait methanolique
de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica. Parmi ces composés il a pu étre démontré que les
flavonols glycosylés majoritaires de la fleur étaient la quercétine-3-O-rutinoside (Rutin), la
quercétine-3-galactoside, la quercétine-3- rhamonoside et I’isorhamnétine-3-O-glucoside. Les
parties aglycones sont majoritairement représentées par I’isorhamnétine, la quercétine et le
kaempférol (Figure 1-6).

OH
HO. O O

R1 =H, R2 = OH: kaempférol
R1 = OH, R2 = OH: quercétine

R2
R1 = OCHs, R2 = OH: isorhamnétine

OH 0]

Figure 1-6 : Structures chimiques de flavonols

e Les flavanones

Ces molécules sont caractérisées par I’absence de double liaison en positions 2, 3 et
par la présence d’un centre d’asymétrie. Elles existent sous forme libre ou sous formes
glycosylées. Sous forme libre, les carbones en position 5 et 7 sur le cycle A peuvent étre
hydroxylées ou méthoxylées. Le cycle B peut aussi étre substitué en position 3’, 4°, 5’ et 6.

La principale flavanone est : La naringénine.
HO.
O R =H : naringénine
R = OH : ériodictyol
R = OCH, : héspéritine

Figure I-7 : Structures chimiques de flavanones
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e Les flavanols

Ils se distinguent des flavanones par I’absence a la position 4 d’un atome d’oxygéne

relié au carbone par une double liaison la plus rencontré est la catéchine.

OH OH
OH OH
H 0 0 o e\"\"
“om
OH
(+)-catéchine (-)-épicatéchine

Figure 1-8 : Structures chimiques de flavan-3-ols

e Les anthocyanidines

Les anthocyanidines ne possedent pas de groupe OH a la position 4 et ont une double
liaison entre les positions 3 et 4. Les plus importants sont : la pélargonidine, la cyanidine et la

péonidine.

R = H : pélargonidine
R = OH : cyanidine

Figure 1-9 : Structures chimiques de deux anthocyanes

1.3.1.1.2. Biosynthése des flavonoides

Au plan biosynthétique, I’étape clé de la formation des flavonoides est la condensation
de trois molécules de malonyl-CoA avec un ester du coenzyme A et d’un acide
hydroxycinnamique, en régle geénérale le 4- coumaroyl-CoA, pour obtenir la 4, 2, 4°, 6’-
tetrahydroxychalcone (réaction catalysée par la chalcone synthase) (Figure 1-10). Dans les
conditions physiologiques normales, cette chalcone tend a s’isomériser en flavanone sous
I’action de la chalcone isomeérase qui induit une fermeture stéréospécifique du cycle
conduisant a la seule (2S)-flavanone. Cette chalcone peut également se cycliser en aurone. Il

est le précurseur de toutes les classes de flavonoides (Figure 1-11).
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De la voie de ’acide
shikimique via phenylalanine
De la voie de malonate

Le pont carboné

Figure 1-10 : L’origine biosynthétique du squelette flavonique [45]

OH
3 HO
‘
CoAS.
CoAS o
Cs

9 gcommaroylCoA

malonylCoA
OH

1 déoxy cyanidines
Flavan-3-ols
polyménisation

Proanthocyanines

(tannins condensés)

Figure 1-11 : Biosynthese des flavonoides.
CS : chalcone synthase ; CI : chalcone isomérase ; F3H : Flavanone 3-hydroxylase ;
IFS : isoflavone synthase ; DRF : dihydroflavonol reductase ; FS : flavonol synthase ; AS :
anthocyanin synthase. R=-H, -OH ou -OCH3 et OG=-O-sucre [43,45].
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1.3.1.1.3. Propriétés pharmacologiques des flavonoides

Les flavonoides sont des molécules bien tolérées chez I’homme, leur role est
largement montré dans la protection contre certaines maladies en raison de leur interaction
possible avec de nombreuses enzymes et de leurs propriétés antioxydantes [46]. Ils sont
également connus par leurs propriétés variées : anti-radicalaire, anti-inflammatoire,

analgésique, antiallergique, antispasmodique et antibactérienne [41].

Les flavonoides favorisent la relaxation vasculaire et empéchent I’agglutinement des
plaquettes sanguines. Par conséquent, ils réduisent la coagulation du sang et le rendent plus
fluide. lls limitent I’oxydation des lipides sanguins et contribuent a la lutte contre les plagques
d’athérome. Ils sont aussi anxiolytiques et protégent les arteres contre I’athérosclérose et
réduit la thrombose (caillots dans les artéres) [47]. Il a été également démontré que certains
composés des flavonoides possedent des propriétés sédatives et anticonvulsives (contractions

violentes et involontaires des muscles) [37].

1.3.1.2. Les non-flavonoides
Les composés non-flavonoides regroupent les acides phénoliques et les stilbenes. Ils

ne possédent pas de squelette « flavone ».

1.3.1.2.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont également présents, comme les dérivés d’esters
hydroxycinnamiques possédant une structure de base de type C6-C3 (Figure 1-12). Les
composés les plus fréquents sont I’acide p-coumarique, I’acide caféique, I’acide férulique et
I’acide sinapique qui a tres largement démontré son activité antioxydante.

Les composés formés d’acides hydroxycinnamiques (acide caféique, férulique, para-
coumarique, sinapique, diméthoxycinnamique) conjugués a I’acide quinique forment la classe

des acides chlorogéniques.

36



OH
R XN 0
y
HO" YN0
R OH
4 o OH
3 OH
R;=H, R,=0H, R;=H: Acide pcoumarique Acides chlorogéniques

R;=0H, R,=0OH, Ry=H: Acide caféique

R;=0CH;, R,=OH, R;=H: Acide férulique
R,;=0CHj;,R,=OH, R;=0OCHj: Acide sinapique

R,;=0CH;, R,=OCH;, Ry=H: Acide 3,4-diméthoxycinnamique

Figure 1-12 : Structure de dérivés de I’acide p-hydroxycinnamique.

1.3.1.2.2. Les stilbénes

Les stilbénes sont des composés phénoliques contenant au minimum deux noyaux
aromatiques reliés par une double liaison, formant un systéme conjugué (Figure 1-13). Cette
particularité leur confere une grande réactivité due a la délocalisation des électrons 7 sur la

totalité de la molécule.

Les plus abondants dans le raisin sont le trans-resvératrol et son dérivé glucosylé : le
picéide, ainsi que les diméres comme le resvératrol présent dans le raisin noir. Ce composé
intervient également dans différents mécanismes biologiques (inhibition de I’aggrégation des

plaquettes, antagonisme aux récepteurs a oestrogénes, propriétés antiinflammatoires, etc.).

OH

HO N

OH
Figure 1-13 : Structures chimiques de resvératrol
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1.3.2. Antioxydants phénoliques et radicaux libres

Les polyphénols suscitent un intérét croissant de la part des nutritionnistes, des
industriels de I’agro-alimentaire et des consommateurs, ils sont capables d’agir comme des
antioxydants qui peuvent neutraliser les radicaux libres en donnant un électron ou un atome
d’hydrogéne [48].

L’activité antioxydante du compose phénolique est raisonnablement liée a leur
structure, aux substitutions sur le cycle aromatique et a la structure de la chaine latérale [49].
L approche de la relation structure-activité antioxydante est considérée comme utile pour les
applications alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques car elle fournit des preuves de la

puissance des constituants phénoliques naturels

1.3.2.1. Définition d’un radical libre

Un radical libre est défini comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons
non appariés [50], cette molécule est treés instable et réagie rapidement avec d’autres
composants, essayant de capturer I’électron nécessaire pour acqueérir la stabilité. Il s’en suit
une réaction en chaine. Elle débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus
proche en lui arrachant son électron, et la molécule attaquée devient elle-méme un radical
libre [51].

Dans le corps humain, il existe une formation continue des radicaux libre eu cours de
différents processus métaboliques : la synthése des prostaglandines et la chaine oxydatives
mitochondriale [52].

Les antioxydants véritable systeme de défense de I’organisme face aux radicaux libre.
Ce terme antioxydant est principalement utilisée pour deux groupes différents de substances :
les produits chimiques industriels qui sont ajoutés et utilisés comme additifs pour prévenir

I’oxydation et les produits chimiques naturels qui ont des effets bénéfiques sur la santé [53].

1.3.2.2. Effets néfastes des radicaux libres sur la santé humaine

Comme indiqué précédemment, s’ils sont en exces, les radicaux libres et les oxydants
génerent un phénomene appelé stress oxydatif, il s’agit d’un processus nocif qui peut affecter
négativement plusieurs structures cellulaires, telles que les membranes, les lipides, les
protéines, les lipoprotéines et I’acide désoxyribonucléique (ADN) [54,55]. Dans le corps
humain, il existe une formation continue des radicaux libre en cours de différents processus

métaboliques (la synthése des prostaglandines, la chaine oxydatives mitochondriale...). Le
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stress oxydatif apparait lorsqu’un déséquilibre existe entre la formation de radicaux libres et la
capacité des cellules a les éliminer. Par exemple, un excés de radical hydroxyle et de I’ion
peroxynitrite peut provoquer une peroxydation lipidique, endommageant ainsi les membranes
cellulaires et les lipoprotéines. Ceci, a son tour, conduira a la formation des composés
cytotoxiques et mutagenes. En tant que réaction en chaine radicale, la peroxydation lipidique
se propage tres rapidement et touche un grand nombre de molécules lipidiques [52]. Les
protéines peuvent également étre endommagées par le stress oxydatif et subir des
modifications pouvant entrainer une perte ou une altération de leur activité enzymatique
[52,56]. Naturellement, les cellules peuvent mettre en place plusieurs mécanismes, tels que la
réparation par excision de base ou par des antioxydants, comme réponse de défense contre les
Iésions de I’ADN [57]. S’il n’est pas strictement controlé, le stress oxydatif peut étre
responsable de I’induction de plusieurs maladies, tant chroniques que dégénératives, ainsi que
de I’accélération du processus de vieillissement du corps et de I’apparition de pathologies

aigues (traumatismes et accidents vasculaires cérébraux).

Cancer et stress oxydatif : L’apparition du cancer chez I’hnomme est un processus
complexe, qui nécessite des altérations cellulaires et moléculaires induites par des
déclencheurs endogenes et/ou exogeénes. Il est déja bien connu que les dommages oxydatifs a
I’ADN sont I’un des stimulés responsables du développement du cancer [58-60]. Le cancer
peut étre entrainé et/ou favorisé par des anomalies chromosomiques et I’activation d’un
oncogene déterminée par un stress oxydatif. Les bases d’ADN hydrolysées sont des sous-
produits courants de I’oxydation de I’ADN et sont considérées comme I’un des événements
les plus importants de la carcinogenése chimique [60]. La formation de tels types d’adduits
altere la croissance cellulaire normale en modifiant le profil de transcription physiologique et
en provoquant des mutations géniques. Le stress oxydatif peut également entrainer une
quantité variée de modifications de la structure de I’ADN, par exemple des Iésions de bases et
de sucres, des liaisons transversales ADN-protéine, des ruptures de brins et des sites sans
bases. Par exemple, le tabagisme, les polluants environnementaux et I’inflammation
chronique sont des sources de dommages oxydatifs de I’ADN qui pourraient contribuer a

I’apparition de tumeurs [56,60,61].

Maladie respiratoire et stress oxydatif : Plusieurs recherches ont montré que les
maladies pulmonaires telles que I’asthme et la maladie pulmonaire obstructive chronique,
déterminée par une inflammation chronique systémique et locale, sont liées au stress oxydatif

[62—65]. Les radicaux libres au site d’inflammation jouent un role important dans I’initiation
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et la progression de ce syndrome. Les oxydants sont connus pour renforcer I’inflammation via
I’activation de différentes kinases impliquant des voies de transmission et des facteurs de
transcription tels que NF-kappa B et AP-1 [64,65].

Maladies rénales et stress oxydatif : Le stress oxydatif est impliqué dans une multitude
de maladies du systéme rénal, telles que la néphrite interstitielle glomérulaire et tubulaire,
I’insuffisance rénale, la protéinurie et I’urémie [52,66]. Les reins sont affectés négativement
par le stress oxydatif, principalement en raison du fait que la production des espéces réactives
de I’oxygene induit le recrutement de cellules inflammatoires et la production de cytokines

pro-inflammatoires, conduisant a un stade inflammatoire initial [66].

En résumé, nous pouvons affirmer que le stress oxydatif et les radicaux libres sont
reconnus comme responsables de plusieurs affections pathologiques affectant différents tissus
et systemes, ce qui en fait I’un des dommages les plus importants et les plus répandus pour la

santé humaine.

1.3.2.3. Antioxydants exogenes et santé humaine

Le corps humain a mis en place plusieurs stratégies pour lutter contre les effets des
radicaux libres et du stress oxydant, sur la base enzymatiques et non enzymatiques, des
molécules antioxydantes, toutes étant des antioxydants endogenes. Outre ces molécules, il
existe plusieurs molécules antioxydantes exogenes d’origine animale ou végétale, introduites
principalement par I’alimentation ou par une supplémentation nutritionnelle. Nous aborderons

ici sur I’activité antioxydant des flavonoides et leurs effets protecteurs sur la santé humaine.

Brievement, les flavonoides sont une classe de composés polyphénoliques a structure
benzo-y-pyrone, largement présents dans les aliments d’origine végétale (fruits, fleurs, huiles,
graines, etc.) et responsables de plusieurs activités pharmacologiques (partie 1.3.1.1.3.
Propriétés pharmacologiques des flavonoides). Ces substances ont éte étudiees en raison de
leurs bienfaits potentiels sur la santé en tant qu’antioxydants, dont I’action est médiée par

leurs groupes hydroxyles fonctionnels, capables de nettoyer les radicaux libres [67—70].

Ces études ont montré que le profil polyphénolique des fleurs d’Opuntia ficus-
barbarica pourrait étre utilisé comme matiéres premiéres de départ pour la préparation des

extraits actifs et riches en flavonoides.

Les extraits de haute qualité pouvant étre utilisés comme ingrédients actifs pour la
production alimentaire nutraceutiques et thérapeutique. L’extraction conventionnelle reste la

principale approche pour obtenir des extraits actifs, cette technologie n’est pas alignée sur une
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production « verte » et durable, car elle s’accompagne souvent de dépenses et d’élimination
élevées de produits chimiques toxiques et d’énergie. De plus, cette technologie thermique a pu
endommager les substances thermiquement instables qui sont supposés étre extraits/produits
en premier lieu. En outre, les options innovantes sont souvent plus sélectives, plus rapides,
durables, thermosensibles, mais pas encore suffisamment testées leurs conditions et pratiques

pour les applications industrielles.

I.4. Méthodes d’extraction vertes « Eco-Extraction » pour les polyphénols des matrices
végétales

L’objectif principal d’un procédé d’extraction est de maximiser le rendement en
composé cible avec un impact nul ou minime sur les propriétés du compose cible tout en
minimisant I’extraction des composés indésirables. Les techniques conventionnelles
d’extraction solide-liquide, y compris la macération, I’infusion, la décoction et I’extracteur
«Soxhlet», prennent du temps et utilisent de grandes quantités de solvants [71]. Diverses
nouvelles techniques, dont I’extraction assistée par ultrasons et I’extraction assistée par
microondes, qui utilisent I’énergie ultrasonique [72] et microondes [73] respectivement
comme source de chauffage de la solution solvant-matrice, ont été développées pour
I’extraction des nutraceutiques des plantes afin de diminuer le temps d’extraction, de réduire
la consommation de solvant, d’augmenter le rendement d’extraction, et améliorer la qualité
des extraits. Ces techniques sont également appelées techniques d’extraction a froid, car la
température pendant le processus d’extraction est relativement basse et n’affecte pas la

stabilité des composés extraits. [72].

En janvier 2010, des chercheurs et professionnels de domaine de I’extraction des
produits naturels sont défini I’Eco-Extraction et ses principes, présentés ci-dessous, pour
développer aux industriels une chimie plus « durable » [74].

« L’Eco-Extraction est basé sur la découverte et la conception de procédés
d’extraction permettant de réduire la consommation énergétique, mais aussi |’utilisation de
solvants alternatifs et des ressources végetales renouvelables, tout en garantissant un extrait

sOr et de qualite ».
Les six Principes de I’Eco—Extraction :

Principe 1 : Favoriser I’innovation par la sélection variétale et I’utilisation de

ressources végeétales renouvelables.
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Principe 2 : Privilégier les solvants alternatifs et principalement ceux issus des agro-

ressources.

Principe 3 : Reduire la consommation énergétique par I’assistance des technologies

innovantes et favoriser la récupération d’énergie.

Principe 4 : Favoriser la création de coproduits au lieu de déchets pour intégrer la voie

de la bio- ou agro- raffinerie.

Principe 5 : Réduire les opérations unitaires grace a I’innovation technologique et

favoriser les procédés sars, robustes et controlés.

Principe 6 : Privilégier un produit non dénaturé, biodégradable, sans contaminants et

surtout porteur de valeurs : « éco-extrait ».

Les antioxydants naturels peuvent étre extraits via différentes approches dans
différentes conditions. La sélection de la méthode d’extraction joue un réle essentiel et affecte
fortement la nature et la quantité de composés phytochimiques extraits de la matrice végeétales
[1]. De plus, I’efficacité d’une méthode d’extraction est affectée par tous les paramétres du
processus, par exemple composition du solvant, rapport solvant/solide, temps et température
[2,3,75]. Les solvants de polarités différentes ont un effet significatif sur la teneur en
polyphénols et I’activité antioxydante. Récemment, des méthodes plus efficaces et
respectueuses de I’environnement ont été développées pour extraire les composés phénoliques
des matiéres végétales, notamment I’extraction assistée par ultrasons et I’extraction assistée

par micro-ondes [4].

1.4.1. L’extraction assistée par ultrasons (UAE, Ultrasonic Assisted Extraction)
L’extraction assistée par ultrasons (UAE) est une technique alternative qui a

récemment recu beaucoup d’attention en raison de ses nombreux avantages dans la

récupération des composées d’intéréts a partir de différentes matrices végeétales par rapport

aux méthodes classiques d’extraction.

1.4.1.1. Principe de I’extraction UAE

Les ultrasons sont des ondes mécaniques et élastiques. Les grandeurs physiques
principales de I’onde ultrasonore sont la fréquence f (Hertz), la longueur d’onde A (cm), la
vitesse de propagation ¢ (m/s) et la puissance P (W). Les ultrasons peuvent se différencier
selon deux critéres principaux : la fréquence et la puissance. Lorsque la puissance ultrasonore

est suffisante, le passage de I’onde ultrasonore s’accompagne de phénomenes physiques non
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linéaires et des transformations chimiques associées. On parle alors d’ultrasons de puissance
dont I’émission est susceptible/apte de modifier le milieu traversé [59,62]. Lors d’une
extraction solide-liquide par ultrasons, les ondes sont transmises a travers le milieu liquide et
elles induisent un déplacement longitudinal des particules [76]. La source de I’onde sonore
agit comme un piston, entrainant une succession de compressions et de décompressions des
phases dans le milieu [72,73,77]. Les vides créés dans le liquide sont des billes de cavitation,
qui améliore a la fois la pénétration du solvant dans le matériel végetal et la libération

intracellulaire du produit en perturbant les parois cellulaires.

1.4.1.2. Appareillage de I’extraction UAE

Les ultrasons de haute puissance peuvent étre appliqués a I’aide de deux types
d’appareils, bain a ultrasons ou équipement a ultrasons de type sonde. Les deux systémes sont
basés sur un transducteur comme source d’énergie ultrasonore. Le transducteur
piézoélectrique est le type le plus couramment utilisé dans la majorité des réacteurs a

ultrasons.

Le bain a ultrasons est le type d’appareil a ultrasons le plus connu. Il se compose
généralement d’un réservoir en acier inoxydable avec un ou plusieurs transducteurs a
ultrasons. Les bains a ultrasons fonctionnent généralement a une fréquence d’environ 40 kHz
et peuvent étre équipés d’un contrdle de température. lls ne sont pas cher, disponibles et un
grand nombre d’échantillons peuvent étre traités simultanément. Cependant, par rapport aux
systemes de sondes, la faible reproductibilité et la faible puissance des ultrasons délivrés
indirectement a I’échantillon sont des inconvénients majeurs. En effet, I’intensité délivrée est
fortement atténuée par I’eau contenue dans le bain et la verrerie utilisée pour I’expérience
(Figure 1-14-A).

Les sondes ultrasoniques de haute puissance sont généralement préférées pour les
applications d’extraction. Le systéeme de sonde est plus puissant en raison d’une intensité
ultrasonique délivrée a travers une surface plus petite (uniquement la pointe de la sonde) en
comparaison avec le bain ultrasonique. Ils fonctionnent genéralement a environ 20 kHz et
utilisent un transducteur lié a une sonde qui est immergée dans le réacteur, ce qui entraine une
distribution directe d’ultrasons dans le milieu d’extraction avec une perte d’énergie

ultrasonique minimale (Figure 1-14-B).

Il existe plusieurs modeles de sondes de différentes longueurs, diamétres et geomeétries

de pointe. La sélection de la sonde se fait en fonction de I’application et du volume
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d’échantillon a soniquer. L’intensité des ultrasons délivrés par le systéme de sonde au milieu
liquide induit une augmentation rapide de la température dans le réacteur. Donc le

refroidissement du réacteur est nécessaire pour effectuer I’extraction.

Transducer

Probe

T Stainless steel tank »—» Water out

o<«—Water in

Transducers bonded to base

A B
Figure I-14 : Systémes a ultrasons (A : bain a ultrasons, B : sonde a ultrasons)

1.4.1.3. Avantages et inconvénients de la UAE

La technologie de I’extraction assistée par ultrasons est considérée comme un
processus respectueux de I’environnement, puisque I’extraction de molécules bioactifs
naturels a partir des plants peut étre effectuée en utilisent des solvants biodégradables
(généralement eau ou mélanges eau/éthanol). Ces derniéres années, la technique UAE a
montré un intérét particulier pour I’extraction d’antioxydants tels que les anthocyanines, les
flavonols et les acides phénoliques. Comparée aux techniques d’extraction conventionnelles,
dans la plupart des cas, UAE a permis une amélioration des rendements en un court temps
d’extraction. Les ultrasons favorisent la diffusion des solutés dans le milieu d’extraction plus
rapidement ce qui réduit le temps d’extraction, notamment, réduire la consommation
d’énergie. Ainsi, UAE est une alternative potentielle pour extraire les substances
thermosensibles. Cependant, pour une application réussie de I’UAE, il est nécessaire
d’optimiser les parameétres variables de I’extraction, telles que la puissance et la fréquence
d’ultrasons appliquées, le solvant utilise, le rapport liquide/solide et la température
d’extraction [73,78,79].

L’UAE peut étre utilisée au laboratoire ou a un niveau industriel pour collecter des

composés intéressants comme des antioxydants, des colorants des huiles essentielles ou des
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ardbmes. Par contre, les colts de I’investissement sont un peu plus éleves que ceux de

I’extraction conventionnelle.

En résumé, L’UAE est considérée comme une technologie verte et permet de répondre
a deux principes de I’éco-extraction du végétal, notamment, au principe numéro 2 «en
privilégiant les solvants alternatifs et principalement ceux issus des agro-ressources », et au
principe numéro 3 par « la réduction de la consommation énergétique par I’assistance des

technologies innovantes et favorise la récupération d’énergie » avec une rentabilité élevée.

1.4.2. L’extraction assistée par microondes (MAE, Microwave Assisted Extraction)
La méthode d’extraction assistée par microondes est I’une des méthodes avancées

actuellement utilisées pour récuperer les polyphénols.

Initialement, toutes les technologies appelées collectivement « processus assistés par
micro-ondes (MAP) » ont été développées et brevetées par le ministéere canadien de
I’Environnement (Centre des technologies environnementales). Ces méthodes ont été
développées pour I’extraction de composés bioactifs a partir de diverses matrices végétales
ciblées et de leurs sous-produits. De nombreux travaux de recherche publiées indique que
cette technique est également reconnue comme une technologie de processus propre avec

plusieurs avantages environnementaux, économiques et sociaux [80].

1.4.2.1. Principe de d’extraction MAE

Les microondes font partie du spectre électromagnétique avec une plage de longueurs
d’onde de 300 MHz a 300 GHz. L’onde électromagnétique est caractérisée par deux
parameétres : la fréquence f (Hertz) et la longueur d’onde A (m) [73]. Le principe du chauffage
d’un matiere par microondes repose sur deux mécanismes [80]. Le premier est connu sous le
nom de chauffage diélectrique, provoqué par la rotation du moment dipolaire. Les molécules
tournent en fonction des moments dipolaires et se randomisent instantanément avec la
fréquence des microondes. Ce mouvement moléculaire provoque I’échauffement de la
matiére. Le deuxieme mécanisme est appelé conduction ionique. Les ions sont alignés avec le
champ électromagnétique tel que le rayonnement microondes. Le frottement entre le flux
d’ions et le reste du solvant se traduit par libération de la chaleur. Selon la polarité du solvant
et la présence d’ions dans le solvant, les deux mécanismes peuvent se produire

simultanément.
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Dans cette technique I’assistance des microondes permet de chauffer le solvant tres
rapidement avec peu d’énergie. La matrice végétale est homogénéisée et mélangée avec un
solvant chauffé pour une court période de temps. Généralement, le chauffage est répété

plusieurs fois avec des périodes de refroidissement pour éviter I’ébullition.

La sélection des solvants dans le MAE est trés importante. Dans d’autres méthodes
d’extraction, les solvants sont choisis en fonction de leur affinité pour les composants actifs.
En cas de MAE, I’affinité n’est pas le seul facteur. La capacité d’absorber le rayonnement
microondes est le principal facteur des solvants. Des solvants de polarités différentes a partir
du n-hexane jusqu’au Méthanol, ou méme de I’eau, qui sont généralement utilisés pour
I’extraction conventionnelle de produits naturels, peuvent étre utilisés dans les méthodes
d’extraction par microondes. Cependant, il existe également des protocoles MAE sans
solvant, ou I’utilisation de solvant d’extraction n’est pas nécessaire, principalement utilise

pour récuperer les huiles essentielles lorsque I’eau contenu dans la matrice [1,81,82].

Les polyphénols peuvent étre extraits par MAE. L’échantillon contenant des
polyphénols polaires, tels que les acides phénoliques et les flavonoides, est immergé dans un
solvant transparent aux micro-ondes. Dans ce cas, la température du solvant augmente, les
structures cellulaires encapsulant les polyphénols peuvent étre détruites a des températures

suffisamment élevées et libérant les polyphénols dans le solvant.

1.4.2.2. Appareillage de I’extraction MAE
La méthode d’extraction assistée par microondes est I’une des méthodes avancées

actuellement utilisées pour récupérer les polyphénols.

Les fours a microondes ou les équipements personnalisés sont facilement disponibles a
faible colt. Avec de nombreuses applications techniques, le four a microondes est un appareil
de cuisine essentiel dans les modes de vie modernes pour cuire ou réchauffer des aliments.
L utilisation facile, rapide et propre des fours a microondes rend le processus plus attrayant. Il
empéche également la surchauffe des aliments, évitant le brunissement ou la caramélisation,

car la température reste autour du point d’ébullition du liquide.

Les systemes de four microondes commercialisés et adaptés aux laboratoires sont

constitués de cing éléments principaux [83] :

- un générateur de microondes, aussi nommé magnétron, qui va générer les micro-

ondes a partir d’énergie électrique ;
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- un guide d’ondes metallique qui va propager les microondes du magnétron a

I’échantillon ;
- un réacteur transparent aux microondes dans lequel est disposé I’échantillon ;
- une cavité protectrice (ou four), dans laquelle le réacteur sera placé ;
- un systeme de contrdle des températures.

L application de I’irradiation microonde sur I’échantillon peut étre réalisée soit avec
un applicateur d’onde monomode ou avec un applicateur a cavité multi-modes (Figure 1-15).
L applicateur d’onde monomode ne permet qu’un seul mode de propagation de I’onde, qui est
orienté par le guide d’ondes. Ainsi la radiation micro-onde est restreinte a une certaine zone
dans laquelle se situe I’échantillon. Les applicateurs a cavité multi-modes permettent la
dispersion de maniere aléatoire des ondes a I’intérieur d’une cavité. L’échantillon, placé a
I’intérieur de la cavite, est agité ou mis en mouvement de maniére a ce que tout le contenu soit

irradié de maniere homogene [82,83].

D’autre part, I’extraction dans le réacteur peut étre mené de deux fagons différentes :
soit a pression atmosphérique (systéme ouvert), soit sous atmospheére pressurisée (systéme
fermé). Le premier, connu sous le nom d’extraction focalisée assistée par microondes, utilise
des réacteurs ouverts surmontés d’un systeme de condensation des vapeurs [84]. Le deuxiéme
type d’extraction utilise des réacteurs fermés, et de surcroit sous pression, ce qui permet de
travailler a des températures supérieures au point d’ébullition des solvants utilisés. Ce systeme

est appelé extraction sous pression assistée par microondes [82—-84].

— Magnétron

Systéme réfrigérant Fibre optique PN W

Magnétron \—’

/ Réacteur —
r Guide d’ondes /

T Sonde infrarouge
AVA
/‘\/\)

A : Propagation monomode B : Propagation multimode
Figure 1-15 : Représentation schématique de fonctionnement et mécanisme du systeme
d’extraction assistée par microondes (MAE). a) Systeme FMAE (ouvert). b) Systéeme
PMAE (fermé) sous des conditions d’irradiations microondes respectivement monomode
(A) et multimode (B) [82].
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1.4.2.3. Avantages et inconvénients de MAE

L’efficacité de cette méthode s’approche de celle de I’extraction classique Soxhlet,
mais avec I’avantage de pouvoir étre réalisée beaucoup plus rapidement [85], un rendement
amélioré, une meilleure précision et une adaptation aux composants chimiques thermolabiles
[82,86].

Les microondes sont considérées comme une bonne option pour I’extraction ciblée en
raison de leurs avantages comme un chauffage efficace a I’intérieur d’un récipient fermé, une
perte moindre ou nulle de solvant, aucune fuite pour les métabolites et un temps d’extraction
raccourci. Le rendement des métabolites végétaux peut étre encore optimisé en augmentant la
pression et en diminuant la température a I’intérieur du récipient pour les composés sensibles
a la chaleur [73,82,83,86,87]. L’inconvénient de cette technique est la nécessite de maitriser
parfaitement le temps de chauffage par microondes pour [I’extraction de composes
thermosensibles. Elle nécessite également une bonne connaissance des propriétés

diélectriques des molécules dans le systeme [83].

1.4.2.4. Effets de I’application d’eau comme solvant d’extraction des flavonoides assistée
par microonde

L’eau a été signalée comme un excellent solvant pour I’extraction des flavonoides
polaires [88]. Cela peut étre attribué a la grande solubilité de ces composés dans I’eau et a
leurs propriétés diélectriqgues combinées. L’eau est également une composante intégrée de
différentes solutions. Pour moduler les propriétés diélectriques de divers autres solvants purs
(acides, composés inorganiques et organiques), ils sont combinés avec de I’eau pour obtenir

des solutions ayant les propriétés diélectriques et chauffantes requises [89].

L’eau est également une partie importante de la plupart des matrices biologiques, qui
représentent souvent plus de 70% du matériel cellulaire. Dans certaines études, I’extraction
par microondes a été réalisée sans I’ajout de solvants ni I’ajout d’eau [90]. Cela pourrait étre
possible dans le cas de matrices biologiques a forte teneur en eau, ou les applications
microondes peuvent entrainer une dégradation cellulaire par génération a haute pression.
Gréce au chauffage diélectrique de I’eau présente a I’intérieur des cellules, une désintégration
supplémentaire des biomolécules est également possible. Cependant, dans la plupart des cas,

I’application de concentrations optimisées de solvants a été encouragée.

Dans cette technique MAE, des températures €élevées sont atteintes en trés peu de

temps et les propriétés des liquides changent a des températures trés élevées. La polarité de
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I’eau diminue sensiblement a des températures plus élevées. Sa viscosité et sa tension
superficielle augmentent également a des températures plus élevées, conduisant a une
diffusivité considérablement accrue du solvant dans la matrice biologique, améliorant par la
suite la récupération de molécules ciblées. Selon Mustafa et Turner [91], cela fait de I’eau un
excellent solvant pour I’extraction réussie de composés avec toutes sortes de polarités
(hautement polaires ainsi que moins polaires et modérément polaires) en cas d’extraction a
haute pression. Cependant, le méme principe peut étre efficace en cas d’extraction par

microondes.

Par conséquent, la combinaison de techniques efficaces telles que I’extraction par
microondes et de solvants diélectriques tels que I’eau peut conduire a des rendements
d’extraction élevés de flavonoides. Ainsi, I’absence des traces de solvant toxiques et les
produits dans les extraits obtenus peuvent étre considérés comme un produit non dénaturé,

biodégradable et sans contaminants.

En résumé, MAE est une approche alternative aux procedes classiques d’extraction
pour la récupération des substances d’intérét, compte tenu de la possibilité d’augmenter les
rendements, réduire le temps d’extraction et limiter les effets de dégradation des substances
thermosensibles. La méthode MAE offre également la possibilité de travailler avec des
solvants biodégradables ou sans solvant, permettant de répondre au deuxieme principe de
I’éco-extraction du végétal « en privilégiant les solvants alternatifs et principalement ceux
issus des agro-ressources », et au troisieme principe par « la réduction de la consommation
énergétique par I’assistance des technologies innovantes et favorise la récupération d’énergie
». L utilisation de I’eau comme solvant pour MAE permet également de réponde au sixieme
principe de I’éco-extraction du végétal en permettant la production d’extrait porteur de valeur

« éco-extrait ».

I.5. Extraction solide- liquide

Les procédés d’extraction solide-liquide, aussi bien traditionnels (macération, infusion
et décoction) que ceux introduits plus recemment (extraction assistée par ultrason (UAE) ou

microonde (MAE)), reposent sur deux principes fondamentaux : la diffusion et/ou I’osmose.

L’extraction solide-liquide est la technique la plus anciennes et la plus utilisée dans les

industries agroalimentaires, cosmétiques, parfumeries et pharmaceutiques.
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1.5.1. Principes et mécanismes de I’extraction solide-liquide

L’extraction solide-liquide est une technique physique de transfert de matiere entre
une phase solide, qui contient la substance a extraire et une phase liquide, le solvant
d’extraction [92].

Suite au contact entre la matrice et le solvant, les substances ayant une affinité pour le
solvant sont solubilisées et passent de la phase solide vers la phase liquide. Au cours de
I’extraction, leurs concentrations diminuent dans la phase solide et augmentent dans la phase
liquide. Le transfert de matiére se réalise par diffusion moléculaire. L’extraction est un
processus non stationnaire qui s’arréte au moment ou s’établit un équilibre entre les deux
phases. Cependant si le solvant est continuellement renouvelé, la diffusion se poursuit jusqu’a
épuisement de la phase solide [93]. Les constituants recherchés peuvent étre soit les
substances solubles, soit le résidu solide. L’extraction n’est pas une opération sélective. En
plus des molécules ciblées, d’autres substances sont également extraites a partir de la phase

solide vers le solvant [94].
Au cours de I’extraction plusieurs étapes successives peuvent étre distinguees [92] :
- Pénétration du solvant dans la matrice solide,
- Dissolution du soluté dans le solvant,
- Diffusion du soluté vers I’extérieur de la matrice solide,
- Transfert du soluté vers la phase liquide.

Apreés I’extraction, I’extrait obtenu est séparé du solide épuisé par filtration ou
centrifugation. Finalement, un extrait sec peut étre obtenu par un séchage approprié (par
exemple : lyophilisation). Dans certains cas, la matiére végétale est prétraitée avant
I’extraction pour améliorer le contact entre les phases. Le séchage, la sélection et le broyage

sont souvent utilisés comme opérations de prétraitement.
1.5.2. Parameétres influencant I’extraction solide-liquide

De nombreux parametres peuvent influencer une opération d’extraction solide-liquide.
Il est important de les maitriser afin d’assurer une extraction efficace. Les paramétres majeurs
peuvent avoir une influence essentielle sur le rendement d’extraction et la qualité de I’extrait :
la nature et le volume du solvant, le temps et la température d’extraction, et le rapport

solide/liquide.
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Nature et volume du solvant

Le choix du solvant d’extraction est essentiel pour obtenir un processus d’extraction
optimal. Ce choix est déterminé par la solubilité des molécules d’intérét sans les altérer et par
les interactions solvant-matrice. Une faible viscosité du solvant favorise sa pénétration dans la
matrice solide ainsi que le transfert de matiére au sein de la phase liquide. Le volume de
solvant doit étre suffisant pour que la matrice reste immergée pendant I’extraction. Les
rapports optimums liquide : solide, le plus souvent trouvés dans la littérature scientifique, sont
géneralement situes entre 10:1 et 50:1 (mL : mg). Les aspects de codt, sécurité, toxicité et
durabilité doivent également étre pris en compte [95]. Aujourd’hui, les solvants les plus
utilisés pour I’extraction de substances naturelles sont le méthanol, I’hexane, le cyclohexane,
I’acétone et le dichlorométhane. Ces solvants organiques sont toxiques, ils posent des
problemes de santé et des problemes environnementaux. Les solvants tels que le méthanol,
I’éthanol, I’acétate d’éthyle, I’acétone, I’eau ainsi que leurs mélanges sont les plus utilisés
pour I’extraction des composés phénoliques. Les mélanges extraient mieux les molécules
ciblées que les solvants purs [2,93,96,97]. Néanmoins, I’éthanol, I’eau et leurs mélanges sont
les plus habituellement utilisés lorsque les extraits sont destinés a la consommation humaine,

puisqu’ils sont considérés comme des solvants de qualité alimentaire et pas chers [98].

Temps et Température
Le temps et la température d’extraction sont des parameétres importants a optimiser,

afin de minimiser le colt énergétique du procéde.

La récupération des composés phénoliques a partir de matrices végétales est
influencée par la durée de I’extraction. Les résultats concernant la durée d’extraction optimale
des polyphénols sont assez contradictoires [98]. Certains auteurs préconisent de courtes
durées d’extraction de 5 a 30 min [98-101] alors que d’autres montrent la nécessité de plus
longs temps de contact de 1 a 24 h [97,102]. Néanmoins, un temps trop long augmente les
chances d’une oxydation des polyphénols. Ceci aurait pour conséquence, une diminution du

rendement d’extraction et de I’activité antioxydante des extraits [96].

L’augmentation de la température favorise I’extraction car elle permet de réduire la
viscosité du solvant, améliorant ainsi la penétration du solvant dans la matrice végétale,
d’augmenter la solubilité des composeés et leurs coefficients de diffusion [97]. De plus, les
parois cellulaires sont rendues plus perméables par la chaleur [91]. Cependant, I’augmentation
de la température n’a pas toujours un effet bénéfique. Une température excessive peut

provoquer une dénaturation des produits a extraire. Elle peut également affecter la stabilité
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des composes phénoliques [97]. Plusieurs études ont montré une thermodestruction de

certaines composés phénoliques a températures élevées (plus de 45 °C) [97,101,103,104].

Le couple temps-température a montré son importance dans I’extraction de
polyphénols puisque a température d’extraction modérée, un temps de contact plus grand
entre la source et le solvant peut étre nécessaire pour atteindre des rendements équivalents a
ceux obtenus lorsque la température est plus élevée et le temps d’extraction plus court [105].
Ainsi, les paramétres temps et température sont importants pour la stabilité des polyphénols

dans les extraits et pour la qualité et I’intégrité des produits finalement obtenus.

Rapport solide-liquide

Le rapport solide-liquide peut étre augmenté en augmentant le volume de liquide ou en
diminuant la quantité de solide. Cependant, augmenter le volume de solvant, hormis les
considérations relatives a la toxicité du solvant, pourrait influencer le colt économique et
énergétique de I’extraction, diluer le soluté et allonger la procédure d’extraction puisque
I’élimination du solvant en fin de procédé serait plus longue et plus colteuse économiquement
et énergétiquement [106]. Néanmoins, des rapports solide/liquide trop faibles pourraient
diminuer la pénétration du solvant dans la matrice végétale et causer des problémes de

saturation du soluté dans le solvant.
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1.6. Objectif de projet : La valorisation des produits de terroir au Maroc par ses
substances naturelles

L’utilisation des produits de terroir pour fabriquer des ingrédients actifs thérapeutique
par des méthodes innovants et écologique, est une contribution & la valorisation de ces

produits locaux tout en assurant une gestion durable des ressources naturelles et biologiques.

Les extractions assistées par ultrasons et par microonde ont montré leurs efficacités
pour I’extraction des antioxydants naturels a partir de sources variées. Elles ressortent donc
comme un procédé intéressent pour extraire les composes bioactifs. Cette étude
bibliographique montre que la fleur d’Opuntia ficus-barbarica, qui fait partir de produit de
terroir trés peu valorisés jusqu’a présent, est riche en molécules trés diverses qui couvrent une
large gamme de propriétés thérapeutique. Par conséquent, la fleur d’Opuntia présente un
intérét particulier, comme plante modele, pour mettre en ceuvre des méthodologies
d’extraction innovantes, de fractionnement, d’analyse et d’identification de produits naturels

d’origine végétale.

Dans ce contexte, le travail de cette thése a pour I’objectif de participer & mieux
valoriser la fleur d’Opuntia ficus-barbarica par le développement et I’optimisation de deux
techniques d’extractions innovantes : extraction hydroalcoolique assistée par ultrason
(UAHE) et extraction aqueuse assistée par microonde (MAAE). Ces techniques d’extractions
ont été optimisées par un plan d’expérience, afin d’obtenir un extrait hydroalcoolique par
UAHE et un extrait aqueux « éco-extrait » par MAAE, les plus riches en polyphénols et

donnent une activité antioxydante la plus élevée.
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Chapitre I1I. MATERIELS ET METHODES

11.1. Matériel végétal :

11.1.1. Situation du lieu de récolte et conduite technique

Les fleurs d’Opuntia ficus-barbarica ont éte récoltées apres leur dessechement dans la
région de Skhour Rhamna, au Maroc (32° 28’ 53" de latitude nord ; 7° 58’ de 38,2" de
longitude est ; altitude : 452 m) en saison 2016. Les fleurs ont été réduites en poudre grossiére

qui a servi pour la préparation des extraits.

11.1.2. Classification taxonomique

Elle a été effectuée par le Dr. OUHAMMOU Ahmed botaniste a I’Université Cadi
Ayyad de Marrakech au Marco. Un spécimen de référence, désigné par 11335, a été déposé
dans I’herbier scientifiqgue ‘MARK” de I’Université Cadi Ayyad & Marrakech.

11.2. Caractérisation physico-chimique de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica

11.2.1. Teneur en eau : Humidité
Le taux d’humidité, dans notre échantillon (la poudre des fleurs seches d’Opuntia
ficus-barbarica), a été déterminé par le procédé de dessiccation a une température de 105° C

dans une étuve isotherme jusqu’a I’obtention d’un poids constant [107].
Considérons :
X : Poids de I’échantillon ;
y : Poids de I’échantillon apres séchage ;
T% : Taux d’humidité exprimé en pourcentage ;
T%=[(x-y)/x]*100 ;
Pour plusieurs mesures, on calcule I’humidité moyenne :
T%(Moy)= [T1%+ T2%...+ Tn%]/n
n : Nombre totale d’échantillon ;

Moy. : Moyenne ;
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11.2.2. Teneur en cendres

Les teneurs en cendres sont determinées selon la méthode AOAC [107] par
incinération de la matiére seche des feuilles et des écorces d’oranges dans un four a moufle
(Karl Kolb Scientific Technical Supplies, D-6072) a une température de 550°C pendant 4

heures.

11.2.3. pH (Potentiel d’hydrogéne)

La mesure du pH est effectuée sur la poudre avec un pH-metre selon la méthode
décrite par AFNOR [108]. Une prise d’essai de 1g est dissoute dans un volume de 50 mL
d’eau distillée, et I’ensemble est laissée sous agitation pendant 30 minutes. Une fois filtre, la

mesure est réalisée en trois répétitions.

11.2.4. Activite d’eau

La détermination de I’activité de I’eau (aw) est assurée par un appareil NOVASINA
(AW Sprint TH-500) a une température de 25 °C. Une cuvette correctement séchée et remplie
a environ 2/3 de produit est placée dans la chambre de mesure. Dés que la valeur d’aw est

stable, un signal retentit et la lecture est effectuée.

11.2.5. Propriétés fonctionnelles

11.2.5.1. Pouvoir de gonflement (PG)
500 mg d’échantillon en poudre sont hydratés par 20 mL d’eau distillée dans un tube
graduée. Apres équilibration (environ 16h), le volume de I’échantillon est noté et est exprimé

en mL d’eau par g de produit [109].

11.2.5.2. Pouvoir de rétention d’eau (PRE)

L’absorption d’eau a été déterminé en préparant une pate a fleurs saturée et homogene.
100 mg d’échantillon en poudre de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica sont trempés dans de
I’eau distillée pendant 24 heures. Le mélange est ensuite centrifugé pendant 25 minutes a
2000 g. Le surnagent est éliminé soigneusement par aspiration [109]. Le résultat est exprimeé
en g d’eau / g de poudre de la fleur séche.

11.2.5.3. Pouvoir de rétention d’huile (PRH)
Le PRH est mesuré par addition d’huile de tournesol (10 mL) a 100 mg d’échantillon
en poudre. Le mélange est ensuite centrifugé a 2000 tours/minute pendant 20 minutes. Le

PRH est exprimé en g d’huile retenue/g de poudre de la fleur seche. [109].
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11.2.6. Teneur en matiére grasse

La détermination de la teneur en matiere grasse est réalisée par extraction en continue
avec un systeme Soxhlet [107]. Le solvant utilisé est I’éther de pétrole a une température de
40 °C. Un échantillon de 3 g de la poudre de fleur d’Opuntia ficus-barbarica est introduit
dans la cartouche d’extraction de I’appareil de Soxhlet contenant 100 mL d’éther de pétrole.
L’extraction dure 6 heures. Le solvant est récupéré par distillation sous vide. Le ballon
contenant la matiére grasse et le résidu de solvant est mis dans I’étuve a 105 °C pendant une
heure pour enlever le résidu de solvant puis pesé afin de determiner la teneur en matiere

grasse.

11.2.7. Teneur en sucres totaux

La teneur en sucres totaux est déterminée par la méthode de Dubois [110]. 1g de la
poudre de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica est mélangée avec 50 mL d’eau distillé, et
laissée sous une agitation pendant 45 minutes a température ambiante. Une filtration est

réalisée afin de récupérer le filtrat.

Pour un 1 mL du filtrat sont ajoutés respectivement, 1 mL de phénol a 5% et 3 mL
d’acide sulfurique, le mélange est mis a I’abri de la lumiére pendant 30 minutes a une
température ambiante. L’absorbance est mesurée a 550 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre

contre un témoin.

La teneur en sucres totaux dans la poudre de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica est
déterminée en se référant a une courbe d’étalonnage qui est réalisée en utilisant le glucose

dans les mémes conditions opératoires.

11.2.8. Teneur en protéines
Le dosage des protéines totales est réalisé selon la méthode de Bradford [111]. Cette

méthode colorimétrique permet de déterminer la concentration d’une solution protéique.

Une prise d’essai de 1g de la poudre est diluee dans 50 mL d’eau distillé. L’ensemble

est agité pendant 30 minutes, avant d’étre filtrée.

Un volume de 100 pl est additionné de 3 mL de bleu de coomassie, et I’absorbance est

mesurée a 595 nm a I’aide d’un spectrophotometre contre un témoin.

La teneur en protéines de la poudre est determinée en se référant & une courbe
d’étalonnage réalisée en utilisant le sérum albumine bovine dans les mémes conditions

opératoires.
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11.2.9. Teneur en fibres brutes

La détermination de la teneur en fibres brutes (insoluble) par le traitement de
substance successivement avec une solution bouillante d’acide sulfurique et une solution
d’hydroxyde de potassium. Hydrolyse acide/basique permet de solubiliser la totalité du

contenu cellulaire sauf les fibres alimentaires et les sels minéraux [112].

Les matiéres cellulosiques constituent du résidu organique obtenu apres deux
hydrolyses successives I’une dans un milieu acide et I’autre dans un milieu alcalin avec
neutralisation apres chaque attaque. Le résidu est séparé par filtration, seche et pesé puis

calciné a 700 °C pendant 2 heures.

La teneur en fibres brutes est calculée par la formule présentée ci-dessous :

* 100

a
La teneur en cellulose brute (%) =

Avec :
- m:lamasse (g), de la prise d’essai
- a:lerésidu d’hydrolyse y compris la cendre (g)

- b:lacendre (g) du résidu d’hydrolyse

11.2.10. Couleur

La couleur de la farine a été déterminée par la mesure L™ a“ b” paramétres de Hunter
Lab échelle avec un spectrocolorimetre de liquide. La solution liquide de farine a été préparé
par un mélange avec le rapport 1:10 (farine de la fleur: I’eau distillée) suivie d’une
centrifugation pendant 10 min a la vitesse de 2800 tours/minute suivi d’une filtration.

11.2.11. Teneur en substances extractibles par I’eau

Nous avons introduit 1g de poudre de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica (PF) dans 20
mL d’eau distillée, puis faire une décoction de 15 minutes. Nous avons laissé refroidir et filtré
sur un papier filtre. Peser une capsule vide (n) et mettre le filtrat dans cette capsule, ensuite

évaporer a sec et peser la capsule avec I’extrait sec (n’).

Les substances extractibles par I’eau (SE/eau) ont été évaluées par la formule :

SE = (0" ~n) 100
=—7X
/eau BF
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11.2.12. Teneur en substances extractibles par I’éthanol

Nous avons introduit 1g de poudre de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica (PF) dans 20
mL d’éthanol, puis faire une macération de 24 heures a la température ambiante. Apres
filtration, peser une capsule vide (n) et mettre le filtrat dans cette capsule, ensuite évaporer a

sec et peser la capsule avec I’extrait sec (n’).
Les substances extractibles par I’éthanol (SE/ éthanol) ont été évaluées par la formule :

, (' —n)
SE/éthanol = —PF X 100

11.3. Extractions conventionnelles

L’extraction solide-liquide classique est réalisée a différentes températures, durées et
vitesses d’agitation. Pour limiter I’évaporation du solvant et la dégradation ou oxydation des
composes phénoliques par I’air et la lumiére, les erlenmeyers sont fermés et couverts de
papier aluminium pendant le procédé d’extraction. Les techniques d’extractions liquide-solide

utilisées sont : I’infusion, la macération et la décoction.

L’infusion est une méthode d’extraction des principes actifs ou des arémes d’un végétal
par dissolution dans un liquide initialement chauffé que I’on laisse refroidir. Le terme désigne

aussi les boissons, comme les tisanes et le thé, préparées par cette méthode.
La décoction consiste a réaliser I’extraction a température d’ébullition du solvant.

La macération est une méthode d’extraction liquide-solide similaire a I’infusion qui
s’effectue a la température ambiante. Elle est également utilisée pour I’extraction de composés

sensibles a la chaleur.

11.3.1. Extraction solide-liquide aqueuse par infusion et décoction
L’ extraction est faite par infusion a 40°C, infusion a 80°C, et par décoction a 100°C

pendant différentes durées.

Les échantillons sont préparés de la maniére suivante :

11.3.1.1. Infusion :

3g de fleurs d’Opuntia ficus-barbarica ont été ajoutés a 300 mL d’eau. Le mélange est
laissé infuser a températures de 40 °C pendant 15min (140°15”), 30min (140°30’) ou 120 min
(140°120°) et a températures de 80 °C pendant 5min (180°5), 30min (180°30°) ou 120 min
(180°120%).
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11.3.1.2. Décoction :
3g de fleur de figuier de barbarie ont été ajoutés a 300 mL d’eau. Le mélange est

chauffé a 100°C pendant 5min (D5”), 15min (D15’) ou 30min (D30°).

Les solutions obtenues sont ensuite filtrées, les filtrats sont concentrés sous vide sur un
évaporateur rotatif muni d’une pompe a vide abaissant le point d’évaporation de I’eau a 50 °C.

L’extrait concentré est congelé pendant 24 heures puis placé sur un lyophilisateur.
L’extrait lyophilisé est récupéré, pese, étiqueté et conservé a +4 °C jusqu’a
I’utilisation.
11.3.2. Extraction solide-liquide par macération
Les différents rapports (éthanol-eau) de solvants utilisés dans les trois macérations :
M.H-0 : Macération avec eau distillée
M.EtOH50 : Macération hydroalcoolique : Ethanol-eau (50/50),
M EtOH80 : Macération hydroalcoolique : Ethanol-eau (80/20).
Les échantillons sont préparés de la maniére suivante :

3 g du matériel végétal seche ont été pesés puis mélangés avec un volume de 300 mL
du solvant. Le mélange est laissé sous agitation magnétique pendant 24 heures a température
ambiante. La solution obtenue est ensuite filtrée sur papier filtre sur un dispositif Buchner
sous vide. Le filtrat est ensuite récupéré et le résidu est lixivié avec le solvant d’extraction

correspondant.

Le volume total du filtrat est concentré sous vide sur un évaporateur rotatif muni d’une
pompe a vide abaissant le point d’évaporation du solvant (I’eau a 50 °C et les mélanges
éthanol-eaux a 40 °C). L’extrait concentré est congelé pendant 24 heures puis placé sur un

lyophilisateur.

Apreés 48 heures, I’extrait lyophilisé est récupére, pese, étiqueté et conserve a + 4 °C

jusqu’a utilisation. Le rendement d’extraction est calculé suivant la formule ci-dessous :

Rdt (%) = (Mlyoph/ Mg) x 100

Avec : Mlyoph = masse du lyophilisat ; Mg = masse de la plante.
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11.4. Extractions innovantes
A partir des données bibliographiques et du contexte actuel, notre travail s’est orienté
vers I’optimisation de deux techniques d’extraction « écologique » permettant I’extraction de

composés phénoliques de la fleur d’Opuntia ficus barbarica.

L’amélioration de I’extraction des composés phénoliques de la fleur d’Opuntia ficus-
barbarica est étudiée par deux nouvelles techniques d’extractions pour préparer un extrait
hydroéthanolique par extraction assistée par ultrasons (UAE, Ultrasonic Assisted Extraction)
et extrait aqueux par extraction assistée par microonde (MAE, Microwave Assisted

Extraction)

11.4.1. Extraction hydroéthanolique assistée par ultrasons (UAHE, Ultrasonic Assisted
hydroethanolic Extraction)

11.4.1.1. Principe de I’extraction UAHE

L’optimisation de I’extraction des composes phénoliques de la fleur d’Opuntia ficus-
barbarica par ultrasons est fait par I’eau pure ou contenant de I’éthanol ou éthanol pure, La
concentration d’éthanol en eau est un facteur important dans le solvant de I’extraction, mais la
quantité d’éthanol est également importante pour augmenter la solubilisation des composes
phénoliques. Trois variables indépendantes sont étudiées : le rapport liquide/solide, la
concentration en éthanol et le temps d’extraction. A I’intersection des deux principes de base,
soit celui des ultrasons et celui des extractions, il est possible de considérer I’interaction
possible des ondes ultrasoniques sur les performances d’extraction de composés organiques
présents dans les plantes. Tel que les ultrasons possedent plusieurs avantages dont celui de
briser les parois cellulaires des organismes végétaux ainsi que celle de provoquer des effets de

capillarité dans la matiere végeétale [78].

11.4.1.2. Procédure d’extraction

La procédure d’extraction assistée par ultrasons a eté réalisée dans un appareil a
ultrasons (Bioblock Scientific, 75115 Vibra-Cell Ultrasonic, USA) de puissance constante de
400 W a une fréquence de 40 kHz. Le matériau échantillon (1 g), sous forme de poudre, a été
mélangé avec le volume approprié de solvant. Les variables contr6lées et les plages testées
étaient les suivantes : rapport liquide/solide (X1 : de 20 a 100 mL), concentration de I’éthanol
dans I’eau (X2 : de 0 a 100%) et durée (Xs: de 15 a 45 min). La température d’extraction a eté
maintenue en dessous de 30 a 35 °C en utilisant de la glace au bain-marie [113]. Les mélanges
ont été centrifugés et les différents surnageants ont été évaporés a 40°C sous pression réduite
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(Laborota 4003-control, Heidolph, Allemagne), lyophilisés et stockés a -20 °C avant

I’analyse.
Matériel Sonde a ultrasons | <‘.\)m’
végétal et | "r'-—
Solvant — ‘%
d’extraction -~
——————> Extrait concentré
La glace au i 7 \L
bain-marie \
Extraction Centrifuination
Y \L
I‘. i Fjltration_ ‘
Analyses €—— < Lyophilisation €&——— Concentration

Extrait lyophilisé

Figure 11-1 : Hlustration schématique de la procédure d’extraction UAHE dans cette
étude.

11.4.1.3. Optimisation de ’UAHE par plan d’expériences
Nous avons adopté une optimisation par plan d’expériences pour développer la
technique d’extraction assistée par ultrasons. Des expériences préliminaires ont été effectuées

pour déterminer les parametres influant et délimiter le domaine d’étude du plan d’expériences.

11.4.1.3.1. Principe du plan d’expériences

L approche des plans d’expériences, basee sur I’élaboration d’une série de tests
expérimentaux, consiste a faire varier simultanément les niveaux d’un a plusieurs facteurs a
chaque essai. Par rapport a une optimisation classique qui peut conduire a un nombre
considérable d’expeériences, cette méthodologie va permettre de diminuer le nombre
d’expériences a realiser, tout en augmentant le nombre de renseignements obtenus sans altérer
la qualité des résultats. Outre I’influence de chaque facteur, il est possible d’obtenir des
informations sur les interactions entre facteurs étudiés, et sur les paramétres optimaux par

rapport a une réponse qui est une grandeur caractéristique de I’étude réalisé [114].
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11.4.1.3.2. Parametres expérimentaux du plan d’expériences (facteurs)
Dans notre étude, les parameétres expérimentaux qui seront pris en compte dans
I’optimisation de I’extraction assistée par ultrason sont le rapport liquide/solide (20:1-100:1

mL/g), concentration de I’éthanol dans I’eau (0-100%) et le temps d’extraction (15-45 min).

11.4.1.3.3. Evaluation de la quantité extraite (réponse)

La réponse habituelle pour optimiser une technique d’extraction, est le rendement
d’extraction qui estime la masse de molécules extraites par rapport au matériel de depart.
Pourtant, I’objectif de notre étude est de développer une méthode d’extraction verte qui
permette d’obtenir un extrait plus riche que possible en composés phénoliques. Dans notre
étude, I’extraction a de faibles valeurs de temps a mené a de tres faibles quantités extraites ce
qui rend I’estimation du rendement d’extraction, et ce de maniére répétable, difficile. Donc
nous avons caractérisés la qualité de chaque extrait par le dosage de la teneur en composés
phénoligues et en flavonoides et par une évaluation de I’activité antioxydante. Une estimation
du contenu en composés phénoliques totaux (TPC, Total Phenolic Content) de chaque extrait
a éeté obtenue par le test colorimétrique Folin-Ciocalteu (FC). Le contenu en flavonoides
totaux (TFC, Total Flavonoid Content) a également été réalisé par le test colorimétrique du
trichlorure d’aluminium. La capacité antioxydante a été évalué via deux tests chimiques : la
méthode utilisant le radical 2,2- diphenyle-1-picrylhydrazyle (DPPH") et la méthode FRAP
(Ferric Reducing Antioxydant Power).

11.4.1.3.4. Modélisation du plan d’expériences

Dans le présent travail, nous avons étudié les effets des paramétres suivants : rapport
liquide/ solide (20: 1-100: 1 mL / g), concentration d’éthanol dans I’eau (0-100%) et temps
d’extraction (15-45 min). Méthodologie de surface de réponse (RSM, Response Surface
Methodology) a été appliquée pour optimiser les conditions d’extraction. En outre, la
conception Box-Behnken (BBD) a été utilisée pour déeterminer les conditions optimales pour
I’extraction hydroéthanolique assistée par ultrasons (UAHE). Le tableau II-1 présente les
variables indépendantes avec leurs niveaux et facteurs codés respectifs. La matrice de
conception compléete de BBD, composée de 17 combinaisons d’expériences différentes,
comprenant cing répétitions de points centraux, a éte analysée a I’aide du logiciel JMP 10.0
pour I’analyse statistique (variance, régression coefficients et équation de régression). Les
données expérimentales de chagque réponse ont été intégrées dans un modeéle polynomial du

second ordre, comme illustré dans I’équation (1) :
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Y=Bo+B1X1+ ﬁz)gz + 33X3é + B12X1Xy + B13X1X3 + B23X2X3 + B11X]
+ B22X5 + B33X5 (1)

Ou Y est la variable de réponse prévue ; Po est I’interception ; B1, B2 et B3 sont les
coefficients lineaires de X1, X2 et Xs, P11, P22 et a3 sont les coefficients carrés de Xi, Xz et X,
et P12, P13 et P23 sont les coefficients d’interaction de X1, Xz et Xa. Toutes les mesures ont été
répliquees trois fois et les resultats expérimentaux ont été exprimeés en tant que moyennes.

Tableau 11-1 : Matrice expérimentale du plan d’expériences en utilisant Box Behnken
Design pour les trois facteurs étudiés : rapport liquide/solide (20: 1-100: 1 mL / g),
concentration d’éthanol dans I’eau (0-100%b) et temps d’extraction (15-45 min). Les

niveaux -1, 0 et +1 représentent respectivement le niveau inférieur, le centre, et le niveau
supérieur du domaine d’étude.

Conditions d’extractions

Code de variables Variables décodées
Ordre

expérimental

X1 X2 Xs Rappor't(ll:]?_tjlg]tj)e/sollde Concentration d’éthanol (%) -E;Tlf)s
1 -1 -1 0 20 0 30
2 -1 1 0 20 100 30
3 1 -1 0 100 0 30
4 1 1 0 100 100 30
5 0 -1 -1 60 0 15
6 0 -1 1 60 0 45
7 0 1 -1 60 100 15
8 0 1 1 60 100 45
9 -1 0 -1 20 50 15
10 1 0 -1 100 50 15
11 -1 0 1 20 50 45
12 1 0 1 100 50 45
13 0 0 0 60 50 30
14 0 0 0 60 50 30
15 0 0 0 60 50 30
16 0 0 0 60 50 30
17 0 0 0 60 50 30
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11.4.2. Extraction aqueuse assistée par microonde (MAAE, Microwave Assisted aqueous
Extraction)

11.4.2.1. Principe de I’extraction MAAE

MAAE consiste & préparer un extrait aqueux sous pression et sans solvant organique.
Le mélange : matériel végétal/eau est place directement dans le réacteur puis est soumis a
I’irradiation microondes. Ce traitement accelere la rupture des cellules en provoquant une
augmentation rapide de la température et de la pression interne dans les parois des cellules
végetales. Au cours du traitement, le chauffage provoque la rupture des liaisons hydrogéne
faibles par la rotation dipolaire des molécules. Une quantité considérable de pression
s’accumule a I’intérieur du biomatériau, qui modifie les propriétés physiques des tissus
biologiques et améliore la porosité de la matrice biologique. Ceci permet une meilleure
pénétration du solvant d’extraction a travers la matrice et facilite I’extraction des composés
bioactifs [83].

11.4.2.2. Procédure d’extraction

La procédure d’extraction assistée par microonde a été réalisée dans un systeme
d’extraction microondes modulaire Multiwave 3000 (Anton Paar GmbH, Graz, Autriche),
adapté a des températures et des pressions élevées, dans lequel est introduit le réacteur d’une
capacité de 50 mL. Le logiciel easyCONTROL permet de piloter et de controler les différents
parameétres que sont le temps d’irradiation, la puissance micro-ondes et la température. Cette
derniére peut étre enregistrée a I’intérieur et a I’extérieur du réacteur grace a une fibre optique
ATC-FO introduite directement dans le récipient et a une sonde infrarouge placée sur les

parois du four.
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Figure 11-2 : Illustration schématique de la procédure d’extraction MAAE développé
pendant cette étude.

A partir des tests préliminaires il a pu étre déterminé un protocole expérimental dont
les différentes étapes, décrites dans la figure 17, comprennent :

- I’introduction de mélange (matiere végétale/eau) dans le réacteur fermé

- I’irradiation micro-onde a une puissance et un temps donné

- le transfert de I’extrait dans un tube a centrifuger

- la centrifugation a 4000 tours/min pendant 10 min.

- la filtration sur un filtre 8 membrane de 0,45 um (Macherey-Nagel, Chromafil RC-
45/25, Allemagne), les différents filtrats ont éte lyophilisés (Martin Christ Alpha 1-2 LD plus,
Allemagne) et stockeés a -20 °C avant I’analyse.

Dans le cas de plusieurs cycles d’extraction, le réacteur est refroidi dans un bain de
glace jusqu’a ce que la température soit revenue a son niveau initial (20 a 25°C). Les
différents parameétres optimisés pendant cette étude ont été la ration liquide/solide (20 mL/g a
50 mL/qg), la puissance d’irradiation (200 a 700 W) et le nombre de cycles (1 a 5). Les extraits

obtenus ont ensuite été lyophilisés et stockés a -20 °C avant I’analyse.
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11.4.2.3. Optimisation de ’MAAE par plan d’expériences

Nous avons adopté une optimisation par plan d’expériences pour développer
I’extraction aqueuse des composés antioxydants de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica. Des
experiences préliminaires ont été effectuées pour déterminer les parameétres influant et

délimiter le domaine d’étude du plan d’expériences.

11.4.2.3.1. Paramétres expérimentaux du plan d’expériences (facteurs)

Dans cette étude, les parametres expérimentaux qui seront pris en compte dans
I’optimisation sont le rapport liquide/solide (mL/g), la puissance d’irradiation microondes (W)
et le nombre de cycles d’extraction. La gamme de puissance disponible sur I’appareil
microondes dont nous disposons : 200-700W. Le nombre de cycles d’extraction a été limité a
cing cycles au maximum afin d’obtenir un temps d’extraction total n’excédant pas 30 min.
Chaque cycle d’extraction nécessite une étape de refroidissement de 5 min dans la glace. La
durée d’irradiation a été choisie en fonction de la température et de la pression a I’intérieur du
réacteur. Un temps d’irradiation de plus d’une minute a induit des surpressions a I’intérieur du
réacteur, conduisant a I’ouverture de la membrane de sécurité de ce dernier et par consequent
a une perte de matiere. Afin de prévenir toute surpression, le temps d’irradiation a été limité a
1 min. La masse de matiere végétale a extraire a été fixée a 1 g pour étre compatible avec le

volume du réacteur et pour assurer une bonne homogénéité des échantillons a extraire.

11.4.2.3.2. Evaluation de la quantité extraite (réponse)
L’objectif de notre étude est de développer une extraction aqueuse qui permette
d’obtenir un extrait vert (sans solvant organique) et le plus riche possible en composés

phénoliques.

Nous avons caractérisé la qualité de chaque extrait par le rendement d’extraction, la
teneur en composés phenoliques et en flavonoides présents. Une estimation du contenu en
composés phénoliques totaux (TPC, Total Phenolic Content) de chaque extrait a été obtenue
par le test colorimétrique Folin-Ciocalteu et de la teneur en flavonoides par analyse HPLC

(partie 11.6). Chaque extrait sera ainsi caractérisé par trois réponses différentes.

11.4.2.3.3. Modelisation du plan d’expériences
La méthodologie de surface de réponse (RSM) a été appliquée pour obtenir les
conditions optimales pour I’extraction maximale des composés phénoliques et de la teneur en

flavonoides. Le BBD a été utilise pour déterminer les conditions optimales de MAAE. Les
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trois variables indépendantes de la ration solide/liquide (g/mL, X1), de la puissance
d’extraction (W, X2) et du nombre de cycle (n, X3) & trois niveaux (-1, 0, +1) ont été
étudiées.

Les valeurs codees et décodées des variables indépendantes et leurs niveaux sont
présentés dans le tableau 11-2. Un total de 17 combinaisons d’expériences différentes, dont
cing répétitions des points centraux, ont été analysées a I’aide du logiciel JMP 10.0 pour
I’analyse statistique de la variance, la régression coefficients et équation de régression.

Tableau I1-2 : Matrice expérimentale du plan d’expériences en utilisant Box Behnken
Design pour les trois facteurs étudiés : rapport liquide/solide, puissance d’irradiation

micro-ondes, et nombre de cycles. Les niveaux -1, 0 et +1 représentent respectivement le
niveau inférieur, le centre, et le niveau supérieur du domaine d’étude.

Conditions d’extractions

\S;??aeb?ees Variables décodées
Ordre
expérimental o _
X1 X2 X Rapport(rl%(lq_ullgc;e/sollde Puissance (W) Nombres de cycles
1 -1 -1 0 20 200 3
2 11 0 20 700 3
3 1 -1 0 50 200 3
4 1 1 0 50 700 3
5 o -1 -1 35 200 1
6 o -1 1 35 200 5
7 o 1 -1 35 700 1
8 o 1 1 35 700 5
9 -1 0 -1 20 450 1
10 1 0 -1 50 450 1
11 -1 0 1 20 450 5
12 1 0 1 50 450 5
13 0O 0 © 35 450 3
14 0O 0 © 35 450 3
15 0O 0 © 35 450 3
16 0O 0 © 35 450 3
17 0O 0 © 35 450 3

Le modele polynomial du second ordre a été ajusté a chaque réponse, donnant une

équation (2) en termes de facteurs de code, comme suit :

Y=B¢g+B1X1+ ﬁz)gz + ﬁsX:’é + B12X1X2 + B13X1X3 + B23X2X3 + P11X3
+ B22X3 + B33X3 (2)
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Ou Y est la variable de réponse prévue ; Bo est I’interception ; B1, B2 et B3 sont les
coefficients lineaires de X1, X2 et Xs, P11, P22 et sz sont les coefficients carrés de Xi, Xz et Xs,
et P12, P13 et P23 sont les coefficients d’interaction de X1, X2 et Xaz. Toutes les mesures ont été

répliquees trois fois et les résultats experimentaux ont été exprimes en tant que moyennes.

I1.5. Analyses des extraits

11.5.1. Rendement
Apres lyophilisation, le rendement d’extraction est calculé suivant la formule ci-
dessous :

Rdt (%) = (Mlyoph / Mg) x 100
Avec : Mlyoph = masse du lyophilisat ; Mg = masse de la plante.

La masse du lyophilisat (extrait sec) est déterminé par la différence entre le poids du
ballon plein (apreés lyophilisation) et le poids du ballon vide.

11.5.2. Détermination de la teneur en polyphénoliques totaux (TPC, Total Phenolic
Content)

La détermination de la TPC dans les extraits de fleurs d’Opuntia ficus-barbarica) a été
effectué par spectre photométrique selon la méthode au réactif de Folin Ciocalteu, basé sur la
réduction d’un complexe jaune de molybdotungstane par les composés phénoliques donnant
une coloration bleu au produit de la réaction [115].

Mode opératoire :

Préparation de I’extrait : 0,3g du lyophilisat a été dissous dans 10 ml de méthanol/eau

distillée (70/30). Le mélange est laissé sous agitation magnétique pendant 20 min a

température ambiante. La solution obtenue est ensuite filtrée.

Dosage : La teneur en phénols totaux (TPC) des extraits tels que préparés a été
déterminée en utilisant la micro-méthode de Folin-Ciocalteu (Waterhouse, 2003). En bref, 20
uL de chaque extrait (préparé dans le méthanol avec les dilutions convenables) a été mélanges
avec 1,58 mL d’eau ultra pure. Ensuite, 100 uL de réactif Folin-Ciocalteu a été ajoute et bien
mélangé. Aprés une période de temps allant de 30 s a 8 min, 300 puL d’une solution de
carbonate de sodium Na>COz & 20% ont été ajoutés et bien agités. Le mélange est incubé
immediatement dans I’obscurité a 40 °C pendant 30 min. L’absorbance est lue a 760 nm

contre une solution de méthanol utilisé comme blanc.
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Le taux de polyphénols totaux dans nos extraits, a été calculé a partir d’une courbe
d’étalonnage linéaire (y = a x+b), établie avec des concentrations précises d’acide gallique (0-
50pg/mL), comme standard de référence, dans les mémes conditions que I’échantillon. Les
résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent acide gallique par gramme de 1’extrait (mg
EAG/g d’extrait).

11.5.3. Détermination de la teneur en flavonoides (TFC, Total Flavonoid Content)
La méthode du trichlorure d’aluminium [116] est employée pour déterminer la teneur

en flavonoides totaux dans les différents extraits des fleurs d’Opuntia ficus-barbarica.
Mode opératoire :

1 mL de I’échantillon (préparé dans le méthanol avec les dilutions convenables) est
ajouté a ImL de la solution d’AICl; (2% dans le méthanol), le mélange est vigoureusement

agité. Apres 10 min d’incubation, I’absorbance est lue a 430 nm.

Une courbe d’étalonnage (y = a x+b) établie par la rutine (0-40 pg/mL), réalisée dans
les mémes conditions opératoires que les échantillons, servira a la quantification des
flavonoides. La teneur en flavonoides est exprimée en milligramme d’équivalent de rutine par

gramme de I’extrait (mg ER/g d’extrait).

11.5.4. Estimation de la teneur en polysaccarides

1 g du lyophilisat a été dissous dans 20 mL d’eau distillée et chauffé pendant 20 min a
60 °C. La solution obtenue est ensuite précipitée une nuit a 4 °C par addition d’éthanol (quatre
fois le volume de la solution d’extrait), suivie d’une centrifugation a 4000 tours/min pendant
30 min. Apres centrifugation, le précipité a été lavé avec de I’éthanol anhydre, puis dissout
dans de I’eau distillée et lyophilisé. Le rendement d’extraction du polysaccharide a été mesuré
en employant la méthode phénol-acide sulfurique [110] en utilisant le D-glucose en tant que
standard. Tous les tests ont été effectués en double et la teneur en polysaccharide de I’extrait a

été exprimée en mg/g de poids sec de lyophilisat.

11.5.5. Détermination de I’activité antioxydante par des tests chimiques in vitro
La capacité antioxydante des extraits bruts et des fractions a été évaluée a différentes

concentrations.

69



11.5.5.1. Mesure du pouvoir anti-radicalaire par le test DPPH * (2,2-diphenyle-1-
picrylhydrazyle)

En présence des piégeurs de radicaux libres (AH), le DPPH (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl) de couleur violette se réduit en 2,2-diphényl-1-picryl-hydrazine de couleur
jaune [117].

H
NO, Q | 02
N _N
= + AH — N + A
NO
N F
2
O

2,2"-diphenyl-1-picrylhydrazyl 2,2"-diphenyl-1-picrylhydrazine

NO, o

Figure 11-3 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH * entre I’espece
radicalaire DPPH *

La capacité anti-radicalaire (DPPH) des extraits de fleurs d’Opuntia ficus-barbarica
ont été déterminées selon la méthode de Blois [118] avec de legeres modifications. 500 pL de
chaque extrait a différentes concentrations ont été ajoutés a 375 L de méthanol et 125 pL de
solution de DPPH * (0,2 mM dans du méthanol) en tant que source de radicaux libres. Les
mélanges ont été incubés pendant 60 min a température ambiante dans des conditions

obscures.
Mode opératoire :

La capacité de balayage a été mesurée par spectrophotométrie en surveillant la
diminution de I’absorbance. Dans sa forme radicalaire, le DPPH® posséde une bande
d’absorption a 517 nm, mais lors d’une réduction par un composé anti-radicalaire, son
absorption diminue. L’absorbance inférieure du mélange réactionnel indiquait une activité
plus élevée. Trolox a été utilisé comme controle positif. L’ activité piégeant les radicaux du

DPPH-" a été calculée comme suit :

. . L. Apppy” — Asample
DPPH radical scavenging activity = ———  x 100

Apprpu

Ou AprrH est I’absorbance de la solution de DPPH et Asample €St I’absorbance des

échantillons d’extraits de fleurs.

La capacité antioxydante de Trolox Equivalent (A), utilisée pour quantifier et

comparer I’activité des extraits, a été calculée a I’aide de la formule suivante :
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EC
A= 50 Trolox

" ECso pxtrait

De plus, I’activité antioxydante a été exprimée en pumol équivalents Trolox par g
d’extrait sec de fleurs séchées (umol ET/g d’extrait). Les courbes de Trolox et de chaque
extrait ont été obtenues en tracant la concentration (mg/mL pour les extraits; UM pour
Trolox) en fonction de I’activité piégeuse des radicaux de la DPPH’. La concentration
correspondant a 50% de DPPH" piégeant les radicaux (ECso) a été extrapolée a partir des

différentes courbes.

11.5.5.2. Pouvoir réducteur (FRAP, Ferric Reducing Antioxydant Power)

Le pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP) a été déterminé selon la méthode
d’Oyaizu [119]. Cette 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 (Fe3*) en couleur bleu vert du fer ferreux (Fe?*), I’intensité de

cette coloration est mesurée par spectrophotométrie a 700 nm.

Mode opératoire :

0,5 mL d’echantillons a différentes concentrations ont été mélangés & 0,5 mL de
tampon au phosphate de sodium (0,2 M, pH 6,6) et a 0,5 mL de ferricyanure de potassium a
1% (I11), puis incubés a 50 °C pendant 20 min. Apres cela, 0,5 mL d’acide trichloroacétique a
10%, 0,5 mL d’eau distillée et 0,1 mL de chlorure ferrique ont été ajoutés et le mélange a été
incubé pendant 10 min a 50 °C. L’absorbance a été mesurée a 700 nm par rapport a un blanc
d’eau distillée. Trolox a été utilisé comme antioxydant standard. Les résultats ont été

exprimés en umol équivalents Trolox par g d’extrait de fleur séchée (umol ET/g d’extrait).

11.5.5.3. Inhibition du blanchiment du p-carotene

L’activit¢ antioxydante des extraits a été réalisée par dosage de P-caroténe-acide
linoléigue comme décrit par Koleva et al. [120]. Dans ce test, I’oxydation de I’acide
linoléique génere des radicaux peroxydes et des hydroperoxydes conjugués. Ces radicaux
vont par la suite oxyder le p-carotene hautement insaturé, ce qui entraine la perte de ses
doubles liaisons, et par conséquent la disparition de sa couleur rouge, qui est suivie par

spectrométrie a 470 nm. Cependant la présence d’un antioxydant (extraits, témoins positif)
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permet de neutraliser les radicaux libres derives de I’acide linoléique, et donc la prévention de

I’oxydation et le blanchissement du f3-caroténe [121].
Mode opératoire

Une solution de B-caroténe a été préparée en dissolvant 0,5 mg de B-caroténe dans 25
pL d’acide linoléique. Ensuite, 200 puL de Tween 40 et 1 mL de chloroforme ont été ajoutés.
Le chloroforme a ensuite été évaporé et 100 mL d’eau distillée ont été ajoutés au mélange
sous agitation vigoureuse. 2,5 mL d’émulsion fraichement préparée ont été mélangés a 300
ML d’extraits a différentes concentrations, puis incubés au bain-marie a 50 ° C pendant 2h. Du
Trolox et de I’eau dé-ionisée ont été utilisés pour préparer I’étalon positif et le tube témoin,
respectivement. L’absorbance a été mesurée a 470 nm immédiatement et aprés 2 h
d’incubation. Les valeurs d’activité antioxydante (AA%) ont été calculées a I’aide de

I’équation suivante :

AAO/ —1 AbO Sample — Ab120 Sample % 100
0 Abo control — Ab120 control

La concentration d’extrait fournissant 50% d’activité antioxydante (CE50) a été
calculée par interpolation a partir du graphique du pourcentage d’inhibition du blanchiment

du B-carotene par rapport & la concentration d’extrait.

11.6. Identification et quantification des acides phénoliques et des flavonoides dans les
extraits actifs de la fleur d’Opuntia ficus barbarica

Parmi les différentes techniques de séparation des polyphénols, I’HPLC et plus
récemment, la UHPLC sont incontestablement les méthodes les plus répandues et les plus
importantes pour séparer et quantifier des composés phénoliques distincts. Afin d’identifier
les molécules présentes dans I’extrait de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica nous avons utilisé
I’HPLC avec deux systemes de détection : UV-vis et MS, car ce sont deux modes de détection
combines pour I’analyse des composés phénoliques et surtout ils fournissent des informations

structurales sur les molécules étudiées.

11.6.1. Présentation des techniques utilisées : HPLC-UV et HPLC-MS/MS

11.6.1.1. HPLC-UV :
La détection UV-vis est le mode de detection couplé a la chromatographie liquide qui
est le plus utilisé pour détecter et identifier des produits naturels qui possédant un ou plusieurs

chromophores. Les détecteurs UV-vis les plus couramment utilisés sont des détecteurs a
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barrette de diodes (DAD, Diode Array Detector), qui permettent de suivre une analyse a une
large gamme de longueurs d’ondes en méme temps, et d’enregistrer les spectres d’absorption
de chaque composé élué par la phase mobile [122]. Cette méthode de détection est rapide,
sensible, reproductible et non destructive. Les composés phénoliques possédant au moins un
chromophore, donc I’analyse par HPLC-DAD permet d’obtenir des informations structurales
et ainsi de réaliser un premier criblage photochimique de I’extrait [123]. Les flavonoides ont
un spectre d’absorption spécifique avec deux bandes caractéristiques dans I’UV-Vis, une
bande I qui absorbe entre 300 et 550 nm (noyau B) et une bande Il qui absorbe entre 240 et
285 nm (noyau A) [41]. Les différentes classes de flavonoides sont reconnaissables a leur
spectre UV. Les bandes seront plus ou moins intenses selon le nombre de doubles liaisons

conjuguées sur la structure des flavonoides.

11.6.1.2. HPLC-MS
La spectrométrie de masse est une technique de caractérisation chimique qui consiste a
mesurer les rapports masse/charge (m/z) des molécules présents dans un échantillon donné

afin d’identifier leur structure chimique [124].
Le spectrometre de masse se décompose en quatre parties :

- L’analyseur qui consiste a séparer les ions formés en fonction de leur rapport

masse/charge (m/z).

- Une source d’ionisation qui consiste a vaporiser les molécules et les ioniser. Elle
peut étre utilisée soit en mode positif pour étudier les ions positifs, soit en mode

négatif pour étudier les ions négatifs.

- Un détecteur qui détecte un courant électrique relatif a la masse d’ions recus aux

différentes valeurs de m/z.

- Un systeme de traitement de données qui transforme le courant électrique en un

signal chromatographique

Le type de source d’ionisation par électrospray (ESI, Electrospray lonisation) est
géneralement le plus utilise pour I’analyse des composés phénoliques par HPLC-MS
[125,126].

L’ESI est la méthode d’ionisation la plus douce, ou elle maintient les interactions non
covalentes d’une macromolécule dans leur phase gazeuse. Il est également appelé

pulvérisation ionique, pulvérisation sonique ou nanospray. L’échantillon est passé a travers un
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capillaire électrique étroit a potentiel éleve résultant en une pulveérisation électrostatique
composée de plusieurs gouttelettes chargées (positif ou négatif). De plus, ces gouttelettes
passent sous un capillaire chauffé ou le solvant s’évapore et explose en microgouttelettes, ou
les analytes ionisés chargés sont séparés des microgouttes qui s’échappent vers I’analyseur.
L’ avantage majeur des techniques d’ESI est que les ions acquierent de multiples charges en
fonction de leur masse moléculaire et donc les molécules sont successivement protonés
résultant en de multiples spectres de pic en raison de différents rapports m/z. Il est utile pour
déterminer la masse moléculaire dans des spectromeétres a basse resolution. La sensibilité a
I’ESI est appauvrie par des sources ESI miniaturisées, ce qui permet de réduire la taille de

I’ouverture capillaire et de minimiser le débit [127].

11.6.2. Identification et quantification des molécules présentes dans I’extrait UAHE
11.6.2.1. Conditions opératoires des parametres d’ionisation

11.6.2.1.1. Conditions chromatographiques

Les extraits de fleur ont été re-dissous dans du méthanol a 5 mg / mL et filtré a travers
un filtre 8 membrane de 0,45 pm (Macherey-Nagel, Chromafil RC-45/25, Allemagne) pour
I’injection.

La solution d’extrait d’échantillon a été analysée par le systtme UHPLC Dionex
Ultimate 3000 UHPLC (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA) équipé d’une
détection a barrette de diodes (DAD), d’un détecteur (Ultimate 3000 RS a longueur d’onde
variable) et d’une source d’ionisation par électrospray (ESI) (Thermo Scientific Orbitrap ID-
X Tribrid Mass Spectrometer System). La séparation des composés phénoliques a été réalisée
en utilisant la colonne Acclaim Polar Advantage (phase inverse C18, diametre interne 4,6,

longueur 250 mm, granulométrie 5 um).

Le volume d’injection était de 10 L et la temperature de la colonne était réglée a 25
°C. Le DAD a été réalisé en ligne dans les spectres UV-Vis dans la gamme de 220-380 nm.
L’ionisation par électrospray (ESI-MS) a été effectuée a une tension de fragmentation de 100
V, a un débit de 1 mL/min. L’analyse a été réalisée en utilisant des modes d’ions négatifs avec
des spectres acquis dans la plage de m/z 100-1000. La phase mobile était une solution
aqueuse d’acide acétique a 2,5% (solvant A) et d’acétonitrile pur (solvant B). La separation a
été effectuée en utilisant le gradient en plusieurs étapes suivant : 0-5 min, 9% B ; 5-15 min
16% B ; 15-45 min 50% B et enfin un cycle de conditionnement de 5 min est effectué avant la

prochaine analyse. Les données UV et MS ont été acquises et traitées a I’aide du logiciel

74



thermo Xcalibre (version 4.0.27.42, Thermo Fisher Scientific Inc). Les composes identifiés
ont été caractérisés en interprétant leur ordre d’élution dans les chromatogrammes HPLC,
leurs spectres UV-vis, leurs spectres de masse et ont été comparés avec les standards
correspondants en tenant compte des informations disponibles dans la littérature. La courbe
d’étalonnage des étalons externes a été obtenue a une concentration comprise entre 0,01 et 0,5
mg / mL, par rapport a la zone obtenue a partir de I’intégration des pics PDA a 280 nm pour
I’acide phénolique en utilisant le coefficient d’extinction de I’acide gallique et & 363 nm pour
le flavonoide en utilisant I’extinction coefficient de quercétine-3-O-rutinoside. La quantité de

chaque composé est exprimée en mg par g d’extrait.

Tableau 11-3 : Conditions du gradient d’analyse HPLC

Temps (min) % solvant A % Solvant B
H,0 2,5% CH3COOH Acétonitrile pur
0 91 9
5 91 9
6 84 16
15 84 16
16 50 50
45 50 50
55 50 50

11.6.2.1.2. Fragmentation des flavonoides-O-glycosylés

Le mode négatif est plus utilisé pour I’identification structurale par HPLC-MS des
flavonoides car il est plus sélectif et plus sensible [124,128]. La structure des flavonoides-O-
glycosylés peut subir a la fois un clivage hétérolytique et homolytique permettant de

déterminer la nature du sucre et sa position sur I’aglycones [128,129].

La nature et la position de la substitution de sucre ont également affecté le clivage
induit par collision de la liaison O-glycosidique. Le clivage hétérolytique de la liaison O-
glycosidique produit I’ion fragment [Yo]* de I’aglycone qui permettent de déterminer
facilement la nature de celui-ci. Le clivage homolytique de liaisons O-glycosidiques produit
I’ion radicalaire de I’aglycone [Yo — H]*. Pour les flavonols, ils ont démontré que la
proportion relative de [Yo— H]~ augmentait avec le nombre de groupements hydroxyles sur le
noyau B, et que la nature et la position des sucres sur I’aglycone avait une influence sur la
formation de cet ion radicalaire. Une glycosylation en position 7 conduit a une proportion plus

importante de [Yo — H]~ par rapport & une glycosylation en position 3 [128-130].
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11.6.3. Quantification des flavonoides présents dans les extraits et fractions

11.6.3.1. Conditions chromatographiques

Un échantillon de 50 mg de I’extrait de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica lyophilisé a
été dilué avec du 10 mL de méthanol. La solution diluée a été analysée quantitativement pour
la teneur en flavonoides par chromatographe HPLC en utilisant un détecteur UV-Visible a
366 nm et une colonne en phase inversée C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um) fonctionnant a 37 °
C. La phase mobile comprenait deux solvants : I’eau ultra pure acidifiée par 2,5% d’acide
acétique (A) et I’acétonitrile pure (B). Le gradient linéaire du solvant dans les rapports
volumiques a été calculé comme suit : 0-5 min : 9% B ; 5-15 min : 16% B ; 15-45 min : 50%
B, le gradient de solvant étant ensuite maintenu a 50% B pendant 5 min. Le débit était de 1
mL/min et le volume d’injection était de 10 pL. L’identification des flavonoides était basée
sur les temps de rétention par rapport a la norme (Sigma-Aldrich, Allemagne) et leur spectre
UV-vis. L’analyse a été effectuée au moins trois fois et seules les valeurs moyennes ont été
rapportées. La teneur en flavonoides a été calculée a partir de la zone de pic selon la courbe

d’étalonnage en utilisant la méthode standard externe et exprimée en mg/g d’extrait.

11.6.3.2. Préparation de la solution standard de quercétine-3-O-rutinoside (rutine)

Une certaine quantité d’étalon de quercétine-3-O-rutinoside (0,0052 g) a été pesée
avec précision dans une fiole jaugée de 100 mL. L’étalon de gquercétine-3-O-rutinoside a été
dissous et dilué a volume constant avec du méthanol, et agité pour obtenir une solution mere

de quercétine3-O-rutinoside a 0,0520 g / L.

Une certaine quantité d’étalon de quercétine-3-O-rutinoside (50,1 mg) a été pesée avec
précision dans une fiole jaugée de 50 mL. L’étalon de quercétine3-O-rutinoside a été dissous
et dilué a volume constant avec du méthanol, et agité pour obtenir une solution meére de

querceétine-3-O-rutinoside a 1 g/L.

11.6.3.3. Courbe d’étalonnage

Certaines quantités de la solution mére standard de quercétine-3-O-rutinoside (0,1 ;
0,25; 0,5; 1 et 5 mL) ont été pipetées dans des flacons volumétriques de 10 mL,
respectivement, et diluées avec du méthanol anhydre a volume constant. Ensuite, 10ul de
chaque solution ont été injectés et déterminés pour la surface de pic. Les résultats des tests ont
montré que I’aire maximale de la quercétine-3-O-rutinoside A était en bonne relation linéaire
avec la concentration C dans la plage de 0,01-0,5 g/L. L’équation de régression était
y=12432813x+69030,291, R? = 0,9989.
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Figure 11-4 : Courbe d’étalonnage de la quercétine-3-O-rutinoside.

11.6.3.4. Calcul de la teneur des flavonoides totaux dans les extraits et les fractions.

Apres que I’extrait de la fleur a été analysé par HPLC, les principaux composants de
I’extrait étaient I’isorhamnétine-rutinoside-rhamnoside, derives de I’isorhamnétine,
quercétine-3-O-rutinoside, quercétine-3-O-galactoside, quercétine-3-O-Glucoside,
kaempférol-3-O-rutinoside, isorhamnétine-glucoside-rhamnoside, isorhamnétine-3-O-
rutinoside, isorhamnétine-3-O-Glucoside, isorhamnétine-3-O-galactoside et kaempférol-3-O-
arabinoside, qui avaient les surfaces de pics 6-16, respectivement. Selon la courbe standard de
la quercétine-3-O-rutinoside et le facteur de conversion moyen (1,05) et I’équation de
régression, la teneur en glycosides flavonoides peut étre obtenue, et la formule de calcul est

donnée comme ci-dessous :

TEC = Y. aire des pics + 58808,955  1.05 x 50
B 12288501 ' my

Ou, 12288501 est la pente de la courbe standard de la quercétine-3-O-rutinoside,
58808,955 est I’ordonnée a I’origine de la courbe standard de la quercétine-3-O-rutinoside, 50

est le volume de la solution d’échantillon (mL) et msest la masse de I’échantillon (g).

La conversion quercétine-3-O-rutinoside a été calculée comme suit :

A"
cxd

Conversion =

ou, w : est le poids du quercétine-3-O-rutinoside (mg), c: est I’équivalent de la
concentration en quercétine-3-O-rutinoside (mg/mL), qui a été obtenu a partir de la courbe

d’étalonnage, d : est un facteur de dilution du quercétine-3-O-rutinoside.
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I1.7. Investigation photochimique et biologique de différents extraits de la fleur
d’Opuntia ficus-barbarica par les méthodes statistiques descriptives

La synthése bibliographique entreprise au début de ce travail de thése a permis de
constater que les connaissances sur I’Opuntia ficus-barbarica se limitaient principalement a
I’étude du pouvoir thérapeutique et du contenu phytochimique de ses fruits et de ses raquettes,
les fleurs de I’Opuntia ficus-barbarica étant tres peu étudiées. Par ailleurs, une demande
croissante en ingrédients d’origine naturelle a été observée ces derniéres années favorisant par
conséquent la recherche de nouveaux composés bioactifs. Cette recherche peut prendre
plusieurs formes et avoir plusieurs intéréts mais nous avons principalement trois objectifs et

qui reviennent souvent dans la littérature
- Trouver de nouvelles molécules antioxydants et d’origine naturelle.

- Remplacer des ingrédients de synthese, qui sont nocifs pour la santé humaine, par

des ingrédients d’origine naturelle

- Développer des nouvelles méthodes d’extraction des molécules bioactives qui soient
a la fois rapides, efficaces et plus respectueuses de I’environnement pour assurer une

productivité des extraits antioxydants naturels et commercialisables.

Les données des différents dosages de composés phytochimiques et 1’activité
antioxydante ont été mises en relation avec la méthode d’extraction a travers I’usage du
logiciel mathématique IBM SPSS statistics version 21.0. Une Analyse en Composante
Principale (ACP) et Classification Ascendante Hiérarchique (CAH) ont été effectuées dans le
but d’établir la corrélation entre les différentes familles de composés dosées dans les extraits

d’une part et entre ces composés et la méthode d’extraction d’autre part.

11.7.1. Analyse en Composante Principale (ACP)

L’ACP est une méthode statistique qui permet d’analyser des données quantitatives
dans un espace multidimensionnel. Le principe est basé sur un changement de variable qui
réduit les dimensions d’une donnée multivariée en deux ou trois nouvelles variables appelées
composantes principales qui fournit en conséquence une représentation graphique simplifiée
de celui-ci et en conservant un maximum d’information. La méthode ACP est utilisée lorsque
les donnees étudiees sont issues de I’observation de n individus situés dans un espace E de p

dimensions (p>3), alors que I’ensemble des données forme un nuage de n points dans Ep.
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11.7.2. Classification Ascendante Hiérarchique (CAH)

La CAH est une méthode de classification semi-supervisée qui recherche a regrouper
les individus dans des classes homogenes et les plus semblables possible entre elles.
L’objectif de la CAH est de classer n individus ou observations ayant un comportement
similaire sur un ensemble de p variables. Le regroupement entre individus se fait de maniére
hiérarchique, car les individus sont classés deux a deux des plus proches vers les plus
éloignés. Il en résulte un dendrogramme (arbre) regroupant tous les individus selon leurs
similitudes en un ensemble de classes. Le nombre de classes différentes est ensuite determiné
par I’expérimentateur a la vue du dendrogramme et en considérant I’écart entre les distances
[131].

11.8. Bioactivité et investigation phytochimique des extraits UAHE et MAAE de la fleur
d’Opuntia ficus-barbarica

Dans cette partie les objectifs de I’étude approfondie seront multiples :
— Fractionner les extraits bruts d’UAHE et MAAE

— Confirmer P’activité antimicrobienne des extraits bruts ainsi que de leurs

fractions respectives sur des souches pathogénes de I’homme.
— Evaluer Iactivité antioxydante des extraits bruts et des fractions

— Etudier la composition phytochimique des extraits bruts et des fractions

11.8.1. Fractionnement des extraits bruts UAHE et MAAE par Extraction Liquide-
Liquide (ELL)

Dans le but de separer les extraits bruts UAHE et MAAE de la fleur d’Opuntia ficus-
barbarica en fractions de polarités différentes nous avons opté pour un fractionnement ELL
qui permet de partager les molécules selon leurs propriétés physico-chimiques entre deux
phases liquides non miscibles. La méthodologie est résumée dans Figure 11-5. Les extraits
secs (100 mg de UAHE ou de MAAE dans 20 mL de solvant) ont été premiérement dissous
dans un mélange H>O:EtOH (9:1) puis partagés successivement avec trois volumes d’hexane
(H) et trois volumes d’acetate d’éthyle (AE) pour constituer respectivement une fraction
apolaire dans I’hexane (Fn) et une fraction moyennement polaire dans I’acéetate d’éthyle (Fae).
La solution hydro-alcoolique restant a la fin du partage a été utilisée comme fraction polaire

(Faq).
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Extrait brut
H,O:EtOH (9:1)

Fraction hexane (Fy) (—l %3 volumes hexane

Fraction hydro-alcoolique

Fraction acétate % 3 volumes acétate
d’éthyle (Fag) d’éthyle

Fraction hydro-alcoolique
épuisée (Fyy)

Figure 11-5 : Schéema de fractionnement ELL adopté pour le partage en trois
fractions (Fn, Fae et Fag) de I’extrait brut UAHE et MAAE.

11.8.2. Activité antimicrobienne
L’activité antibactérienne des extraits bruts et ses fractions a été évaluée par la

méthode de diffusion sur disque qui repose sur le principe de I’antibiogramme.

11.8.2.1. Les souches bactériennes testées

Pour ce travail, quatre souches ont été testées vis-a-vis les extraits bruts UAHE et
MAAE et ses fractions, et des antibiotiques standards (Floxapen, Norfloxacin, Fosfomycin,
Piperacillin tazobactam, Amoxycillin). Il s’agit de quatre souches bactériennes : deux grams
négatives et deux grams positifs connus pour étre responsables d’infections nosocomiales
(Tableau I1-4).

Tableau I1-4 : Liste des souches microbiennes testées

Souche Gram Code
Escherichia coli Négative (CIP 54127)
Pseudomonas aeroginosa Négative (CIP A22)
Enterococcus sp. Positive -
Staphylococcus aureus Positive (CIP 53154)
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11.8.2.2. Préparation de I’inoculum

Une culture bactérienne de 24h a été préalablement ensemencée, par la suite, une
culture sur bouillon nutritif a été préparée a partir de cette culture sur milieu gélosé. Apres
18h d’incubation, les inoculums de 10°-10° UFC/mL ont été ajusté aprés dilution dans I’eau

physiologique stérile.

11.8.2.3. Préparation des concentrations des extrais bruts et fractions
Des dilutions en série successives ont éte effectuées a partir de chaque extrait brute et
fraction testée par progression géométrique de maniere a obtenir les concentrations finales

d’extrait brut et fraction présentée dans le tableau 11-5.

Tableau I1-5 : Concentrations des extraits bruts (UAHE et MAAE) et ses fractions en

pMg/mL

Extraits | Concentration (ug/mL)
Extrait 100
xtrai
brut 400

600

50
Fraction 100

200

400

11.8.2.4. Méthode de diffusion sur disque
Cette méthode a été réalisée par dép6t d’extraits bruts et fractions sur des disques de

papier wattman de 6 mm de diameétre permettant une diffusion a I’intérieur.

Un volume de 1 mL de la suspension microbienne ajustée a 108 UFC/mL pour chaque
souche bactérienne a été versé par inondation dans les boites de pétri contenant 15 mL de
gélose nutritive. Aprés 10 min de contact, le surplus a été aspiré et éliminé. Les disques de
papier imprégnés de 10 pLL d’extraits bruts et de ses fractions de concentration différentes ont
été déposeés a la surface des milieux de culture a raison de six disques par boite. Les disques
d’antibiotique ont été également placés dans la boite de pétri comme contrdle positif. En
parallele, des boites de pétri ensemencée par I’inoculum seul ont été prises comme le contréle
de la croissance des souches testées. Les boites de petri ont été laissées a température
ambiante pendant 1h pour la diffusion des extraits et incubées a I’étuve a 37°C pendant 24h et
48h.
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L’inhibition de la croissance bactérienne a été indiquée par I’obtention d’un halo clair

autour des disques, elle a été mesurée en mm incluant le diamétre du disque.
La sensibilité est classée selon Ponce et al. [132] comme suit :
- Non sensible : Diametre d’inhibition inférieur a 8 mm
- Sensible : Diamétre d’inhibition de 9-14 mm
- Tres sensible : Diamétre d’inhibition de 15-19 mm

- Extrémement sensible : Diamétre d’inhibition supérieur a 20 mm

11.8.3. Activité antioxydante

L activité antioxydante a été déterminée en utilisant les deux tests chimiques DPPH" et
FRAP précédemment décrits (partie 11-5). Les résultats ont été exprimés en umol d’équivalent
Trolox par g d’extrait sec (umol ET/g d’extrait), & partir des données d’absorbance et d’une

droite d’étalonnage externe du Trolox réalisée entre 0,1 et 1 mg/mL.

11.8.4. Caractérisation phytochimique par HPLC : Identification des molécules
présentes dans les fractions (F1-F3) des extraits UAHE et MAAE et détermination de la
teneur en flavonoides

11.8.5. Détermination de la teneur en composés phénoliques

Le TPC, déja décrits dans la partie 11-5, a été effectuée en utilisant le reactif de Folin-
Ciaocalteu. Les résultats ont été exprimés en mg d’équivalent d’acide gallique par gramme
d’extrait sec (mg EAG/g d’extrait), par I’exploitation des données d’absorbance et la droite

d’étalonnage d’acide gallique (0-50ug/mL).

11.8.6. Détermination de la teneur en flavonoides

La determination de la teneur en flavonoides, déja utilisée dans la partie 11-6, a été
analysée quantitativement par HPLC chromatographe. Un échantillon de 50 mg de I’extrait
brute et 10 mg de I’extrait fraction de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica lyophilisé a été dilué
avec 10 mL de méthanol. La teneur en flavonoides a été calculée a partir de I’air de pic selon
la courbe d’étalonnage en utilisant la méthode standard externe et exprimée en mg/g d’extrait.
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11.9. Traitement statistique des données

Les différentes expériences réalisées pendant ces travaux de thése ont toutes été
répétées au moins trois fois pour évaluer la répétabilité des procédures. Les résultats ont été
analyses statistiquement et exprimés en moyenne + écart-type en utilisant le logiciel SPSS
(version 21.0). L’analyse de variance (ANOVA) a été réalisée pour des comparaisons
multiples et la signification de la différence entre les traitements a été acceptée a p <0,05. Le
test de corrélation linéaire de Pearson a été utilisé pour determiner les coefficients de
corrélation (p). Par ailleurs, ce logiciel a également été utilisé pour effectuer les tests

statistiques multivariés tels que les ACP et CAH.

Le développement et I’analyse du plan d’expérience ont été réalisés avec le logiciel
JMP (version 10.0).
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Chapitre 111. Résultats et discussions

Ce chapitre presentera les résultats et discussion de I’ensemble des études effectuées

sur les fleurs d’Opuntia ficus-barbarica et leurs extrais au cours de cette these.

I11.1. Caractérisation physico-chimique de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica
Les résultats de la caractérisation physicochimiques de la poudre de la fleur d 'Opuntia
ficus-barbarica étudiée sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau I11-1 : Paramétres physico-chimiques de la poudre des fleurs d’Opuntia ficus-

barbarica.
Paramétres physicochimiques Valeurs exprimées

Humidité (%) 7,24 £ 0,04
Cendre (%) 7,11+0,02
pH 4,78 + 0,02
Activité d’eau (aw) 0,38 £ 0,004
Lipide (%) 3,99+0,2
Sucre total (%) 6,75+ 0,08
Cellulose (%) 16,37 £ 0,70
Protéines (%) 4,94 +0,22
Pouvoir de gonflement 8,2 g d’eau/g de fleur séche
Capacité a retenir I’eau 8,36 g d’eau/g de fleur seche
Capacité a retenir de I’huile 1,8 g d’huile/g de fleur séche
Teneur des substances extractibles par I’eau (%) 31,64
Teneur des substances extractibles par I’éthanol (%) 5,33
Couleur L* 74,00

a* 4,46

b* 62,79
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I11.1.1. Le taux d’humidité

Les végétaux sont riches en eau, les plantes fraiches renferment 60 & 80 % d’eau. Pour
assurer une bonne conservation, la teneur en eau doit étre inférieure ou égale a 10 % [133].
Nous avons utilisé la méthode pondérale pour déterminer la teneur en eau dans la poudre des
fleurs séches de notre plante. C’est la détermination de la perte de masse par dessiccation a

I”étuve.

Les résultats de cette analyse ont révélé un taux d’humidité de 7,24% + 0,04, pour les
fleurs de figuier de barbarie (Opuntia ficus-barbarica) (figure I11-1). En se basant sur la
constatation de Paris et Moyse [133] cité précédemment on peut déduire que cette fleur peut

étre conservé a long terme.

E Teneur en eau (7,24%) @ Matiére seche (92,76%)

Figure 111-1 : Teneur en humidité des fleurs seches de figuier de barbarie d’Opuntia
ficus-barbarica. Les valeurs représentent la moyenne de 3 essais

111.1.2. Teneur en cendres

Les teneurs en cendres réalisées sur la matiére premiére végétale ont donné une valeur
de 7,11+0,02 %. La teneur résiduelle en cendre dans la matiere premiére végeétale constitue un
indicateur de la teneur en éléments inorganiques. La valeur nutritionnelle et la qualité des
aliments sont deux paramétres proportionnels a la teneur en cendres totales dans la plante.
Une contamination de la matiere premiére, avec du sable ou de la terre au moment de la
récolte, ou un lavage insuffisant de la matiere premiére, augmentant le taux de cendres. En
effet, la pesée du résidu, uniquement constitué de matiéres minérales, permet d’évaluer le
degré de propreté de la plante, ainsi que de déterminer les produits de fertilisant utilisés durant
la culture. Certaines plantes, riches en minéraux preésentent un taux de cendres naturellement

élevé.
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111.2.3. pH
D’apreés les résultats obtenus, le pH de notre matiére végétal est révélé étre acide en
moyenne de 4,78 £ 0,02. Ces résultats montrent que la fleur d’Opuntia ficus-barbarica est

riche en acides organiques.

I11.1.4. Activité d’eau

L’activité de I’eau (tableau 111-1) était de 0,34 + 0,004 pour la fleur séche d’Opuntia
ficus-barbaric, inferieur a celle rapportée par Séenz et al [134] pour la poudre des cladodes
d’Opuntia déshydratées. La faible valeur de I’activité de I’eau peut assurer une bonne stabilité

microbienne et enzymatique pendant le stockage.

111.1.5. Propriétés fonctionnelles
Les propriétés fonctionnelles des fleurs d’Opuntia ficus-barbarica ont été étudiées en
raison de leur importance par rapport a la fonctionnalité des produits alimentaires.

111.1.5.1. Pouvoir de gonflement

Notre résultat montre que la poudre de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica présente une
capacité de gonflement de 8,2 g d’eau / g de poids sec. Cette activité est attribuée a sa teneur
en polysaccarides. En fait, ce résultat était similaire a ceux des farines obtenues a partir de
fleurs d’Opuntia ficus-barbarica et d’Opuntia stricta de 7,3 et 8,2 g d’eau/g de poids sec,
respectivement[135]. Et a partir de cladodes déshydrates épineux et sans épines (=7,5 g/ g
poids sec) [136].

111.1.5.2. Pouvoir de rétention d’eau (PRE)

Le pouvoir de rétention d’eau (PRE)de la poudre de la fleur d ’Opuntia ficus-barbarica
(8,4 g d’eau / g de matiere séche) était supérieur a celui rapporté par Ammar [135] pour les
fleurs d’Opuntia ficus-barbarica (5,7 g/g) et les fleurs d’Opuntia stricta (5,2 g/g) et par Saenz
[134] pour les cladodes de cactus déshydratés (5,6 g/g). Cela peut étre attribué aux différentes
matiéres premieres utilisées, a I’age de la plante ou aux techniques analytiques appliquées
dans cette étude. Plus le pouvoir d’absorption d’eau est élevé, plus I’effet de saturation de la
consommation de d’eau par les fleurs est élevé. Ce PRE donne également des informations

sur la teneur élevée en mucilage.
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111.1.5.3. Pouvoir de rétention d’huile (PRH)
Le pouvoir de rétention d’huile (PRH) est également une propriété technologique liée
a la structure chimique des polysaccarides vegétaux.

Notre résultat (1,8 g d’huile/g de fleur séche) était similaire a celles des farines
obtenues a partir des fleurs d’Opuntia stricta et d’Opuntia ficus-indica (1,4 a 1,7 g d’huile/g
d’échantillon sec) [135] et des cladodes d’Opuntia épineux et sans épines (1,29 a 1,31 ¢
d’huile/g de poids sec) [136]. Ils étaient similaires aux fibres d’autres fruits, légumes et algues

(=2 g/9).

Le PRH dépend essentiellement de la composition des fibres, de la densité de charge
globale, des propriétés de surface et de la nature hydrophobe des particules de fibres [137]. De
plus, le PRH refléte la capacité émulsifiante qui représente une caractéristique hautement

souhaitable dans le domaine de la fabrication des produits alimentaires ou cosmétiques.

111.1.6. Teneur en matiere grasse

D’apres les résultats présentés dans le tableau I11-1, la teneur totale en matiere grasse
de la fleur séche d’Opuntia ficus-barbaria était d’environ 4% de la matiére séche. Ce résultat
était similaire a celui obtenu par Ammar et al. [138] qui ont rapporté une teneur totale en
matiéres grasses de 3,5% de la matiére seche dans la fleur d’Opuntia ficus-barbarica
tunisienne au stade de post-floraison. Plusieurs facteurs influent sur la teneur de lipides, y
compris le stade de développement des fleurs qui est probablement di a la morphologie et aux
changements physiologiques de la fleur et aux différences de facteurs environnementaux, tels
que les changements de conditions météorologiques. La valeur obtenue par Ammar et al.
[138] pour la fleur d’Opuntia ficus-barbarica au stade de post-floraison est représentée par 17
acides gras avec une prédominance des acides polyinsaturés principalement les acides
linoléique (C18 : 2) et linolénique (C18 : 3), ce qui confére les multiples propriétés
phytothérapiques de cette fleur.

I11.1.7. Teneur en sucres totaux

D’apres les résultats donnés dans le tableau I11-1, on remarque que la teneur en sucres
totaux de la fleur séche d’Opuntia ficus-barbarica est de I’ordre de 6,75 + 0,08 g/100 g. Notre
résultat montrent que la fleur d’Opuntia ficus-barbarica renferme une teneur en sucres totaux
proche de celle trouvée par Chahdoura et al [33] et Ammar et al [135], qui ont trouvé des

valeurs de 6,7 £ 0,1 g/100g et 5,9 + 0,5 g/100g respectivement.
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La variabilité de ces resultats est liée a plusieurs factures qui influences sur la
composition chimique de la plante, tels que I’age, le stade de maturation, la localisation
géographique, les conditions climatiques et I’état physiologique de la plante lors de I’analyse-

Selon la teneur obtenue dans notre étude, ces fleurs constitueraient une source non
négligeable de sucres qui donnent aux fleurs leurs saveurs agréables. Ce qui favorise la
valorisation de ces fleurs en plusieurs produits alimentaire ou cosmétique. Cela justifie leurs
utilisations pour nous essais de développer des méthodes d’extraction innovantes, dont le but

est la production des ingrédients actifs et naturels.

111.1.8. Teneur en protéines

La teneur en protéines de la fleur séche d’Opuntia ficus-barbaria était 4,94 + 0,22
g/100g de la matiére séche. En acte, Ammar et al. [135] ont rapporté que le niveau de
protéines dans les fleurs de cactus au stade de post-floraison était d’environ 5,7% de la

matiére seche. Cette valeur est en accord avec la valeur obtenue dans notre étude.

Cette teneur en protéines pourrait étre attribuée aux étamines qui contenaient de pollen
puisque les fleurs d’Opuntia ont été ramassées lors de leur fermeture, sachant que le pollen est
tres important comme source de protéines. Les fleurs d’Opuntia ficud-barbarica pourraient
étre considérées comme une bonne source de protéines car elles fournissent des teneurs

similaires a celles d’autres légumes [17].

111.1.9. Fibres

Les fibres alimentaires sont des polymeres glucidiques d’origine végétale, constituées
de mélanges complexes de glucides dans la paroi cellulaire ou du cytoplasme des cellules
vegétales [137]. Actuellement, la nécessité d’utiliser des polyméres hydrosolubles
biodégradables alternatifs pour les produits en aval tels que les détergents et les cosmétiques a

pris une importance croissante.

Le dosage des fibres alimentaires effectué sur la poudre de la fleur d’Opuntia ficus-
barbarica est de 16,37 g/100 g de la matiére seche. Ce qui suggére qu’elle constituait de
bonnes sources de fibres qui comprennent des polysaccharides et des substances de tissu

végétal telles que la lignine et la cellulose [139].
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111.1.10. Couleur

La solution liquide des fleurs de cactus a été caractérisée par des valeurs élevées des
paramétres L* et b* de I’échelle Hunter Lab, qui indiquant une luminosité dans la couleur
jaune. Ces parametres sont importants lorsque la fleur est utilisée comme ingrédient
alimentaire. Cette couleur jaune peut étre améliorée certains aliments afin de les rendre plus
acceptables. Cependant, si la fleur est utilisée dans un liquide, comme les jus, la couleur jaune

est cohérente avec la couleur des autres produits végétaux.

111.1.11. Teneur en substances extractibles par I’eau et par I’éthanol

Comme on peut I’observer dans le tableau 111-1, les substances extractibles par I’eau
montrent une teneur significativement plus élevée (31,64 g/100g) que celles des substances
extractibles par I’éthanol (5,33 ¢/100g) (p<0,05). Les données obtenues montrent que la
teneur en substances biologiquement actives dans les extraits de la fleur est trés dépendante de
la nature du solvant utilisé. La teneur des substances extractibles était liée a la présence de
molécules solubles [136]. En effet, I’extrait aqueuse avaient une teneur en sucres solubles plus
élevée que I’extrait éthanolique ce qui pourrait étre responsable de cette différence de valeurs
de teneur des substances extractibles entre les deux solvants eau et éthanol. Ainsi, I’extrait
aqueux a le plus haut rendement en polysaccarides qui justifie leur viscosité. L’extrait

éthanolique est riche en substances biologiquement actives comme les flavonoides [140].

111.2. Extractions conventionnelles

111.2.1. Rendement des extractions
Le choix de la méthode d’extraction est un parameétre clé qui affecte de maniere
significative I’efficacité du processus. De plus, la nature du solvant, la température et le temps

d’extraction affectent considérablement I’efficacité de I’extraction.

Dans cette étude, des extraits de fleurs d’Opuntia ficus-barbarica ont été préparés par
infusion et décoction a I’eau. Ces extractions ont été effectuées a différentes températures a
différents moments d’extraction. La voie de macération a également été réalisée en utilisant
différents rapports eau/éthanol. Pour les extraits aqueux, les rendements d’extraction variaient
de 7,67% a 22,54% et étaient d’environ 20,36% pour les extraits hydroalcooliques (Figure I11-
2).
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Figure 111-2 : Rendements des différents extraits aqueux et hydroalcoliques de fleurs
seches de figuier de barbarie (Opuntia ficus-barbarica). Différentes lettres indiquent des
différences statistiques selon le test post-hoc de Tukey (P <0,05). Chaque valeur est
exprimée en moyenne  écart type (n =6 x 2).

Les rendements d’extraction des différentes méthodes ont diminué dans I’ordre
suivant : M.H.O > D30’ > M.EtOH50 > 180°120° > D15* > MEtOH80 > 180°30” > D5’ >
140°120° > 180°5* > 140°30° > 140°15’. On peut voir que le rendement en extrait aqueux de
macération (M.H20 22,54%) était supérieur a celui de I’extrait hydroalcoolique (M.EtOH50
20,36% et M.EtOH80 18,17%). Cela montre que le rendement d’extraction augmente lorsque
I’on augmente la polarité du solvant utilisé pour I’extraction des composés phytochimiques.
Des résultats similaires ont rapporté que I’extrait méthanolique de fleurs d’Opuntia ficus-
barbarica présente un rendement d’environ 23,64% [27], alors que pour I’extrait aqueux, il
était de 29,74% [116]. De plus, les rendements en extraits aqueux obtenus par infusion a 80°C
qui ont duré 120 min (19,05%) et décoction pendant 30 min (22,14%) étaient proches de ceux
extraits par macération en utilisant de I’eau comme solvant pendant 24h (22,54%). Le
rendement de I’infusion a 80°C variait de 12,44% pendant 5 min a 19,05% pendant 120 min et
était supérieur par rapport a I’infusion a 40°C qui variait de 7,67% pendant 15 min a 12,69%
pendant 120 min. Ces résultats ont montré que I’augmentation du temps et de la température
d’extraction améliore le rendement d’extraction. Aussi, I’augmentation de la concentration en
eau dans le solvant améliore le rendement d’extraction. Le rendement le plus élevé observé
dans le cas des extractions aqueuses peut étre di a la présence de composés autres que les
constituants phénoliques. Cela peut étre attribuable a la plus grande solubilité des protéines et

des glucides dans I’eau.
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111.2.2. Résultats de criblage phytochimique

111.2.3. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

En ce qui concerne une comparaison générale entre toutes les méthodes d’extraction,
les principales conclusions sont décrites et présentées par la suite dans le tableau I11-2. La
teneur totale en phénols (TPC) des extraits de fleurs d’Opuntia ficus-barbarica variait de
113,94 £ 12,39 (M.H20) a 184,15 £ 3,06 mg EAG / g (140°120 °) pour les extraits aqueux et
de 189,40 + 4,23 (M.EtOH50) a 226,66 + 7,77 mg EAG / g (M.EtOH80) pour les extraits

hydroalcooliques.

Concernant la teneur totale en flavonoides (TFC), la quantité la plus élevée était de
89,65 + 1,92 mg ER/g obtenue dans le cas d’extrait hydroalcoolique utilisant la macération
EtOH 80%. Cependant, la TFC pour P’extrait préparé par macération avec de I’eau était
d’environ 33,24 + 4,65 mg d’ER/g. En comparaison, les extraits aqueux obtenus par infusion
a 40 °C pendant 15 min, 30 min et 120 min, I’infusion a 80 °C pendant 5 min et 30 min et la
décoction pendant 5 min ont montré une TFC plus élevee qui variait entre 56,57 £ 2,26 mg
ER/g et 58,27 + 0,38 mg d’ER/g.

Tableau I11-2 : Polyphénols totaux et flavonoides d’extraits de fleurs d’Opuntia ficus-

barbarica.
, o , . Polyphénols totaux Flavonoides
Méthode, T (°C), Solvent Temps d’extraction (mg EAG / g d"extrait) (mg ER / g d’extrait)
15 min 169,74 + 4,74 °¢¢ 5499+ 1,71°¢
Infusion, 40 °C, H,0O 30 min 176,69 + 3,68°¢ 56,57 + 2,26 ¢
120 min 184,15+ 3,06 58,56 £ 2,59 ¢
5 min 158,96 + 8,07 °¢ 54,85+ 1,27 ¢
Infusion, 80 °C, H,O 30 min 177,92 + 5,74 b¢ 54,27 +151¢
120 min 169,59 + 8,26 ¢¢ 49,02 +1,87¢
5 min 165,65 + 7,04 ¢4 58,27 £ 0,38 ¢
Décoction, 100 °C, H,O 15 min 138,16 +1,18 ¢ 47,68+ 1,334
30 min 129,81 £ 6,09 ¢ 47,19+ 1,304
Macération, 25 °C, H,O 24 h 113,94 +12,39f 33,24 +£4,65¢
Macération, 25 °C, b b
EtOH50% 24h 189,40 + 4,23 69,71+ 3,73
Macération, 25 °C, a a
EtOH80% 24 h 226,66 + 7,77 89,65 + 1,92

Chaque valeur est exprimée en moyenne + écart type (n = 6 x 2).

Dans chaque colonne, des lettres différentes signifient des différences significatives avec un p <0,05. lls se référent
au test post-hoc de Tukey ; par conséquent, des valeurs différentes significatives ont été classées en utilisant des lettres dans

I’ordre alphabétique.
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Des résultats similaires ont été rapportés par Alimi et al. [27] ou le contenu
phytochimique des fleurs d’Opuntia ficus-barbarica extraites a I’aide d’une solution de
méthanol a 50% était de 159,76 + 0,32 mg EAG/g de contenu phénolique total et de 79,51 +
0,57 mg ER/g de flavonoides. De plus, Ammar et al. [29] ont rapporté que I’extrait
méthanolique (100% de méthanol) préparé par la méthode soxhlet présentait une plus grande
teneur en phénols totaux que les extraits aqueux et hydroalcooliques (270,9 = 7,2 mg EAG/g
d’extrait). Alors que les flavonoides étaient proches de I’extrait aqueux mais inférieurs par
rapport a I’extrait hydroalcoolique M.EtOH80 (60,81 + 1,3 mg ER / g d’extrait).

Les moyennes des teneurs totales en polyphénols et en flavonoides pour les extraits
hydroalcooliques se sont averées comparables a celles des extraits aqueux (P <0,05). Pour une
extraction assistée par infusion a 40 °C qui a duré 15 minutes et 30 minutes, les teneurs totales
en polyphénols et flavonoides étaient approximativement équivalentes aux teneurs
phytochimiques obtenues en cas d’infusion a 80 °C pendant 5 minutes et de décoction a 100
°C pendant 5 minutes. Pour I’extraction assistée par décoction a 100 °C, la TFC a diminuée en
augmentant le temps de I’extraction de 5 min a 30 min. L’accélération des processus d’auto-
oxydation résultant de la température peut traduire cela [141]. Les TFC étaient plus faibles

dans les extraits obtenus a des températures élevées (80 ° C et 100 ° C).

On peut conclure que les fleurs d’Opuntia ficus-barbarica renferme une quantité
importante en polyphénols et flavonoides et les meilleures conditions pour extraire ces
substances bioactives est opter pour une macération a température ambiante dans un solvant

polaire éthanol/eau (80/20) pour une durée de 24 heures.

Les flavonoides sont responsables de diverses activités pharmacologiques [142], telles
que I’activité antioxydante, la capacité de piégeage des radicaux libres, la prévention des
maladies coronariennes, les activités heépatoprotectrices, anti-inflammatoires et
anticancéreuses [41]. Donc, il serait avantageux de consommer des préparations de fleurs
d’Opuntia ficus-barbarica en raison de leur richesse en composés flavonoides bénéfiques

pour la santé humaine.

111.2.4. Estimation de la teneur en polysaccharides

Nous avons également déterminé la teneur en polysaccharides des extraits de fleurs
d’Opuntia ficus-barbarica (Figure 111-3). Les résultats des extraits aqueux ont montré une
teneur plus élevee en polysaccharides par rapport aux extraits hydroalcooliques. La teneur

totale en polysaccharides variait de 3955+ 59 mg /g a 888,9 + 9,1 mg / g. Les meilleurs
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résultats ont été marqués dans les extraits aqueux préparés aux températures les plus élevées.
Les polysaccharides sont généralement présents dans les plantes et sont bien connus pour
leurs bienfaits thérapeutiques [143]. Ces dernieres années, les polysaccharides ont recu une
attention considérable en raison de ses remarquables activités pharmacologiques, notamment
du colon [144], [145],
hypoglycémique [147], effet antibactérien [148] et I’activité antioxydante [87]. Cela suggere

Anti-cancer anti-tumeur immunorégulation [146], activité
que les propriétés thérapeutiques des extraits ne dépendent pas seulement de leur teneur
phénolique totale, mais également de la présence de polysaccharides. De plus, les extraits
bruts contiennent d’autres composants qui peuvent avoir des effets positifs ou négatifs en
raison de leur interaction avec des composés phénoliques qui influencent les activités

biologiques [149].
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Figure 111-3 : Teneur en polysaccharides des extraits de fleurs d’Opuntia ficus-barbarica.
Différentes lettres indiquent des différences statistiques selon le test post-hoc de Tukey
(P <0,05). Chaque valeur est exprimée en moyenne * écart type (n =6 x 2).

111.2.5. Résultat de I’activité antioxydantes

De nombreuses enquétes ont rapporté les puissantes propriétés antioxydantes des
fleurs d’Opuntia ficus-barbarica en raison de leur riche teneur en composés phenoliques et en
flavonoides qui sont bien connus pour leurs activités antioxydantes. Dans la présente étude,
nous avons évalué I’activité antioxydante de différents extraits de fleurs d’Opuntia ficus-
barbarica, obtenus via différentes préparations traditionnelles. Ici, la plupart des extraits ont

montré une activité antioxydante élevée, y compris une activité d’élimination des radicaux
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libres, une inhibition du blanchiment par le B-caroténe et un pouvoir réducteur. L’extrait
hydroalcoolique préparé en utilisant la macération EtOH 80% a présenté I’activité la plus

importante. Les résultats des valeurs CEso des activités antioxydantes sont présentés dans le
tableau 111-3. La séquence des capacités d’élimination des radicaux DPPH" des extraits de
fleurs d’Opuntia ficus-barbarica a été classée comme suit : extraits hydroalcooliques a 25 °C

> extraits d’eau chaude > extrait d’eau a 25 °C.

Tableau I11-3 : Valeurs ECso des activites antioxydantes des extraits de fleurs d’Opuntia
ficus-barbarica.

- ECso® of DPPH ECsoP of B-carotene ECso® of
Méthode, T(°C), Solvant d’een;t?f;ction radical-scavenging  bleaching inhibition  reducing power
activity (ug /mL) (ug /mL) (ng /mL)
15 min 277,0+£19f 325,3+3,2¢ 475,7+18,1°¢
Infusion, 40 °C, H20 30 min 2545+30°¢ 2849+135° 468,4 +153°
120 min 2157+12° 2648+14° 466,1 + 20,7
5 min 272,6+£23f 3276 £14,9¢ 457,7+54°
Infusion, 80 °C, H20 30 min 240,8+4,1¢ 274,1+35° 458,7+27,2°¢
120 min 317,1+7,8" 384,4 +8,6 © 468,7+17,0°
5 min 2941+ 1.8¢ 345,7+1,1¢ 464,1 +13,3°¢
Décoctions, 100 °C, H20 15 min 3375+6,1' 4846 +7,7°fF 490,6 +8,7°¢
30 min 380,0 + 3,2 487,7+4,3f 5034+53°
Macération, 25 °C, H:0 24 h 403,9+9,9% 511,5+16,1°9 567,6 + 41,8 ¢
Macération, 25 °C, EtOH50% 24 h 124,1+48° 2095+ 4,7° 355,5+29,9°
Macération, 25 °C, EtOH80% 24 h 76,8+1,6° 1652+1,7% 3216 +18,6°2
Trolox 3,2+0,3 8,3+£0,3 346+0,9

2 ECsp signifie la concentration efficace d’échantillon qui peut diminuer la concentration de DPPH de 50%

b ECs0 signifie la concentration efficace d’échantillon qui peut inhiber la peroxydation de I’acide p-caroténe linoléique de
50%

¢ ECso est la concentration pour laquelle I’absorbance & 700 nm est de 0,5.

Dans chaque colonne, des lettres différentes signifient des différences significatives avec un p <0,05. lIs se référent au test
post-hoc de Tukey, par conséquent, des valeurs différentes significatives ont été classées en utilisant des lettres dans I’ordre
alphabétique.

A 350 pg/mL, les capacités de piégeage des radicaux DPPH' étaient de 89,9%, 83,5%,

75,6%, 74,6%, 60,4%, 43,9% pour M.EtOH80, M.EtOH50, 140°120°, 180°30’, D5’ , M.H0,
respectivement (Figure I11-4). Les résultats présentés dans le tableau 111-3 montrent que les
valeurs de CEsp pour les extraits aqueux variaient de 215,7 a 403,9 pug/mL et ses valeurs pour
les extraits hydroalcooliques étaient de 76,8 et 124,1 pug/mL pour M.EtOH80 et M.EtOH50,

respectivement.
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Figure 111-4 : Activité de piégeage des radicaux DPPH d’extraits de fleurs d’Opuntia
ficus-barbarica préparés par diverses méthodes a différentes concentrations. Les valeurs
sont la moyenne + écart type (n = 3).

Pour le test de blanchiment au [B-caroténe, la figure I1I-5 montre que I’activité
antioxydante des échantillons peut étre classée comme suit: M.EtOH80> M.EtOH50>
140°120°> 180°30°> 140°30°> 140°15* > 180°5°> D5’> 180°120°> D15’> D30’> M.H-0.

A 350 pg/mL, les inhibitions du blanchiment par le B-caroténe étaient de 35,7%,
68,7% et 81,3% pour M.H20, M.EtOH50 et M.EtOHB80 respectivement, de 53,1%, 60,1% et
65,4% pour 140°15°, 140°30” et 140°120°, respectivement, de 53,3%, 61,9% et 46,7% pour
180°5”, 180°30° et 180°120°, respectivement, et de 50,5%, 38,32% et 37,6% pour D5’, D15’ et
D30’, respectivement. Pour les extractions aqueuses, les meilleures activités ont été obtenues
pour des échantillons préparés par infusion a 40°C pendant 120 min (140°120°), infusion a

80°C pendant 30 min (180°30”) et décoction a 100 °C pendant 5 min (D5’).
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hydroalcooliques M.EtOH50 et M.EtOH80, respectivement. Pour les extraits aqueux, il était
de 80,3%, 76,9% et 61,7% pour 140°120°, 180°30° et D5’, respectivement. Les résultats du test

de blanchiment au B-caroténe ont montré que les extraits hydroalcooliques ont I’activité la

plus élevée avec des valeurs de CEso de 165,2 et 209,5 pg/mL pour M.EtOH80 et M.EtOH50.
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Figure 111-5 : Activité d’inhibition du blanchiment du p-caroténe des extraits de fleurs
d’Opuntia ficus-barbarica préparés par diverses methodes a différentes concentrations.
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La figure 111-5 illustre que I’absorbance augmente lorsque la concentration d’extrait

augmente. En fait, des valeurs d’absorbance plus élevées indiquent une capacité de réduction

plus forte. L’extrait de M.EtOH80 présentait le pouvoir réducteur le plus élevé tandis que

I’extrait de M.H2O présentait celui le plus faible. La séquence de réduction de la puissance
était la suivante : M.EtOH80 > M.EtOH50 > 180°5” > 180°30” > D5’ > 140°120° > 140°30 >

140°15° > 180°120° > D15’ > D30’ > M.H20.
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Absorbance at 700 nm

Absorbance at 700 nm

Pour M.EtOH80 et M.EtOH50, les valeurs de CEso du pouvoir réducteur étaient
respectivement de 321,6 et 3555 pg/mL, et celles pour 180°5’, 180°30°, D5’, 140°120’,
140°30°, 140°15°, 180°120°, D15, D30’ et M.H20 ECso étaient respectivement de 457,7;
458,5;464,1 ; 466,1 ; 468,4 ; 468,7 ; 475,7 ; 490,6 ; 503,4 et 567,6 pug/mL.
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Figure 111-6 : Pouvoir réducteur d’extraits de fleurs d’Opuntia ficus-barbarica préparés
par diverses méthodes a différentes concentrations. Les valeurs sont la moyenne + écart

type (n =3)
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Les résultats des dosages antioxydants des différents extraits ont été comparés et
corrélés a leur teneur en composés phytochimiques. L’analyse a montré une forte corrélation
entre le contenu phénolique total et les valeurs de CEso de I’inhibition des B-caroténes (r? =
0,910), les valeurs de CEso de I’activité anti-radicalaire DPPH (r? = 0,885) et les valeurs de
CE50 du pouvoir réducteur (r> = 0,794). De méme, les teneurs totales en flavonoides ont
montré une bonne corrélation avec les valeurs de CEso du pouvoir réducteur (r> = 0,922) et les
valeurs de CEso de I’activité anti-radicalaire DPPH (r> = 0,884). Cependant, la teneur totale en
flavonoides était faiblement corrélée aux valeurs CEso de I’inhibition des B-caroténes de
blanchissement (r? = 0,753). De plus, il y avait une étroite corrélation entre les teneurs totales
en phénoliques et en flavonoides totaux (r? = 0,850). Ammar et al. [29] n’ont trouvé aucune
corrélation directe entre le contenu phénolique total et I’activité antioxydante des extraits de
fleurs d’Opuntia ficus-barbarica, ce qui a été attribué a la présence de nombreux autres
composants qui contribuent également a I’activité antioxydante. Les différents extraits
obtenus en utilisant différents solvants organiques et méthodes contiennent des composés
mineurs qui pourraient avoir un impact majeur sur I’activité antioxydante [29]. Dans notre
cas, les polysaccharides et les extraits phénoliques ont été extraits séparément. Ainsi, nos
résultats ont montré que les composants phénoliques jouent un réle important dans la capacité

antioxydante des extraits de fleurs d’Opuntia ficus-barbarica.

111.2.6. Comparaison entre les méthodes d’extraction conventionnelles
Tous ces résultats indiquent que les extraits naturels de fleurs d’Opuntia ficus-
barbarica contiennent une grande variété de composés chimiques auxquels des capacités

antioxydantes pourraient étre attribuées.

De nombreuses recherches ont mis en évidence les puissantes propriétés
thérapeutiques des fleurs d’Opuntia ficus-barbarica. C’est I’une des sources les plus
potentielles de molécules bioactives naturelles. Les principaux objectifs de cette étude étaient
de comparer I’efficacité d’extraction phytochimique des différentes procédures d’extraction

utilisees pour consommer cette fleur et d’évaluer ses valeurs nutritionnelles.

Dans ce travail, des extraits préparés par infusion, décoction et macération de fleurs
d’Opuntia ficus-barbarica ont été analysés en fonction de leur teneur en composés
phytochimiques et de leurs activités antioxydantes. Parmi tous les échantillons d’extrait,
I’extrait hydroalcoolique preparé par macération EtOH80% a montré la teneur la plus élevée

en composes phénoliques et les activités antioxydantes les plus fortes. Pour les extraits
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aqueux, I’extraction par infusion a 40 °C pendant 120 min, I’infusion a 80 °C pendant 30 min
et la décoction pendant 5 min étaient les meilleures techniques d’extraction naturelles.
Considérant que, I’extraction de macération utilisant H20 a 25 °C qui a duré 24 heures produit
la plus faible teneur en composés phénoliques et une faible activité antioxydante. L’extraction
aqueuse préparée par décoctions fournit la plus forte teneur en polysaccharides, ce qui justifie

leur aspect viscose.

Le choix de la méthode d’extraction dépend des types de métabolites qui devraient
étre extraits des matieres végetales. Des teneurs élevées en composés phénoliques et
flavonoides ont été obtenues pour les extractions hydroalcooliques a température ambiante et
également pour les extractions aqueuses effectuées a des températures élevées dans de courtes
durées. Alors que les techniques aqueuses, menées a des températures €levees et de longue

durée, étaient caractérisées par une teneur élevée en polysaccharides.
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111.3. Extraction hydro-éthanolique assistée par ultrasons (UAHE)

111.3.1. Effet des conditions d’extraction sur la teneur totale en phénols

Le contenu phénolique total (TPC) d’extrait de fleurs d’Opuntia ficus-barbarica
préparé dans différentes conditions des UAHE est indiqué dans le tableau I11-3. Le TPC le
plus élevé (242,72 mg EAG/g d’extrait) a été obtenu dans la condition numéro 16 avec un
rapport liquide/solide de 60 mL/g, concentration d’éthanol de 50% (v/v) et un temps
d’extraction de 30 min. En revanche, la teneur en polyphénols totaux la plus faible (97,22 mg
EAG/g d’extrait) a été observée dans I’essai expérimental numéro 6 avec un rapport

liquide/solide de 60 mL/g en utilisant de I’eau pure pendant 45 min.

Tableau I11-4 : Les données d’expérience pour TPC, TFC, DPPH et FRAP d’extraits de
fleurs d’Opuntia ficus-barbarica préparés par ’UAHE en utilisant Box Behnken Design.

Conditions de 1’extraction

Variables . , Réponses
, Variables réelles P
codées

Run TPC TFC DPPH FRAP
Rapport

o . Concentration Temps (mg (mg  (umol (umol
X1 X2 Xz liquide/solide d’éthanol (%) (min) EAGlg ERlg ETlg ETlg

(mL/g) extrait) extrait) extrait) extrait)
1 -1 -10 20 0 30 149,68 36,61 122,55 251,59
2 -1 10 20 100 30 187,49 68,75 188,48 376,26
3 1 10 100 0 30 125,46 26,56 115,04 249,03
4 1 1 0 100 100 30 226,97 84,97 213,22 406,31
5 0 -1 -1 60 0 15 134,45 30,1 109,26 244,77
6 0 -1 1 60 0 45 106,81 19,69 89,64 228,19
7 0 1 -1 60 100 15 191,33 56,47 164,97 359,57
8 0 1 1 60 100 45 178,7 77,03 199,41 383,45
9 -1 0 -1 20 50 15 213,35 48,14 176,13 342,57
10 1 0 -1 100 50 15 196,38 79,25 156,49 346,89
11 -1 0 1 20 50 45 185,53 59,03 174,22 3444
12 1 0 1 100 50 45 196,24 60,42 164,51 370,13
13 0 0 O 60 50 30 237,06 79,23 213,34 377,84
14 0 0 O 60 50 30 241,14 79,89 215,17 363,9
15 0 0 O 60 50 30 238,44 81,73 225,98 360,12
16 0 0 O 60 50 30 242,72 81,73 216,94 368,29
17 0 0 O 60 50 30 239,62 74,35 226,82 370,25

En comparaison, le TPC des fleurs d’Opuntia ficus-barbarica de la présente étude était
plus élevé que les travaux précédents [23,29]. Dans une étude, I’approche de maceration a
I’hexane pendant une semaine a montré un TPC de 49,00 + 0,80 mg EAG/g d’extrait [23]. De

plus, I’extraction a I’aide d’un extracteur Soxhlet pendant 6 h a atteint un TPC de 270,9 + 7,2
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mg EAG/g d’extrait pour le méthanol et 58,7 + 1,6 mg EAG/g d’extrait pour I’eau, tandis que
la macération pendant 24 h a température ambiante a abouti & un TPC de 227,8 + 7,2 mg
EAG/g d’extrait pour le méthanol et de 44,2 + 1,6 mg EAG/g d’extrait pour I’eau [29].

Les données expérimentales ont été affichées a I’aide d’un modeéle polynomial de

second ordre donné par I’équation suivante :

+3.75X,X3 —11.30X% — 56.35X% —30.62 X3 (3)

L’ANOVA de TPC analysée par la BBD et les coefficients de régression estimés sont
représentés dans le tableau Il1-5. Un modéle de régression quadratique significatif a été
obtenu (p < 0,001), alors qu’aucun manque d’ajustement significatif n’a été détecté (p > 0,05).
En conséquence, le modéle choisi était en bon accord avec TPC. Le coefficient de régression
(R? = 0,997) indique un bon ajustement entre les résultats expérimentaux et théoriques du
TPC. La concentration d’éthanol (X2) et le temps d’extraction, en tant que variables
individuelles, affectent le TPC (p < 0,05). Tous les termes quadratiques et tous les coefficients
d’interaction ont également une influence tres significative (p < 0,05).

Tableau I11-5 : Estimation des coefficients de régression pour le modele polynomial

quadratique et I’analyse de la variance pour TPC, TFC, DPPH et FRAP de I’extraits de
fleurs d’Opuntia ficus-barbarica préparés par I’'UAHE.

A Coefficients estimés Prob (P) > F
Parametres
TPC TFC DPPH FRAP  TPC TFC DPPH FRAP
Intercepter 239,796 79,386 219,65 368,08

X1 (Rapport
liquide/solide)
X2 (Concentration

1,0 4,8338 0,235 17,1925 0,4842 0,0275 0,9468 0,0102

33,38625 21,783 42,9488 69,0013 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001

d’éthanol)

X3 (Temps) 852875 02763 2,61625 4,04625 0,0004 0,8785 0,4666 0,0909
X1* X 15675 65675 11,5625 8,1525 <,0001 0,0322 0,0471 0,0268
X1* X3 6,92 743 24825 53525 0,0086 00195 0,6214 0,1095
Xo* X3 3,7525  7,7425 13515 10,115 0,0909 0,0163 0,0261 0,0105
X1* X 11,29675 -4,638 -14655 -0,14  0,0005 0,948 0,0167 0,9621
Xo* X 5634925 -20526 -41,673 -47,143 <0001 <0001 <0001 <0001
Xs* X -30,62425 -13,038 -37,158 -16,943 <0001 0,001 <,0001 0,0006
Model <0001 <0001 <0001 <,0001
](DLeafé‘l‘(“O‘fi ;}Jt;memem 0,0645 0,0805 0,1032 0,7446
R? 0,0966 0,9776 0,9799 0,9953
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Les valeurs de surface tridimensionnelles tracées représentent I’effet des variables
indépendantes sur TPC (Figure 111-7). Comme le montre la figure 111-7 A, le TPC augmente
lorsque la concentration d’éthanol et le temps d’extraction augmentent (effet synergique). Le
TPC augmente également avec I’amélioration du rapport liquide/solide et du temps
d’extraction. Cependant, lorsque le temps d’extraction dépasse 39 min, TPC commence a
diminuer lentement comme cela est montré sur la figure 1B. La figure I11-7 C montre que le
TPC augmente lorsque le rapport liquide/solide et la concentration d’éthanol augmentent.
Cela indique que certains composés phénoliques se dissolvent facilement a I’aide de solvants
organiques faiblement polaires comme I’éthanol mélangé a différents niveaux d’eau [82, 83].
La présente étude confirme I’efficacité et les avantages considérables de la technologie des
ultrasons. Cette technique améliore I’extraction de certains composants et réduit
considérablement le temps d’extraction. De plus, il se caractérise par une reproductibilité
¢levée et un faible colt de mise en ceuvre. L’irradiation ultrasonique crée des bulles de
cavitation qui s’effondrent qui perturbent la paroi cellulaire et libérent les composés dans le
solvant [42, 84].
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g extract)
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Figure 111-7 : Surfaces de réponse de variables indépendantes sur la teneur totale en
phénols (A-C) et la teneur totale en flavonoides (D-F) des extraits de fleurs d’Opuntia
ficus-barbarica préparés par UAHE en utilisant un rapport constant de solvant sur
solide (X1) a 60 mL/g A et D) ; en utilisant une concentration constante d’éthanol (X2) a
50% (B et E) ; et en utilisant un temps constant (Xs) pendant 30 min (C et F).
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111.3.2. Effet des conditions d’extraction sur la teneur totale en flavonoides

Les donnees expérimentales moyennes de TFC d’extraits de fleurs d’Opuntia ficus-
barbarica préparés dans diverses conditions des UAHE sont résumées dans le tableau 111-3.
Le TFC le plus éleve a été observé dans les essais expérimentaux numéro 4 (84,97 mg ER/g
d’extrait) avec un rapport liquide-solide de 100 mL/g, 100% de concentration d’éthanol et un
temps d’extraction de 30 min. La teneur la plus faible a été detectée dans I’essai numéro 6
(19,69 mg ER/g d’extrait) avec un rapport liquide-solide de 60 mL/g, de I’eau pure et un
temps d’extraction de 45 min. Le TFC, obtenu dans cette expérience, était plus élevé que celui
précédemment rapporté. Le TFC était de 27,47 mg ER/g d’extrait pour une étude qui utilisait
la voie de macération avec du méthanol pendant 24 h et était d’environ 60,81 mg ER/g
d’extrait pour I’extracteur Soxhlet pendant 6 h [26]. Notre résultat de 84,97 mg RE/g d’extrait
est nettement plus élevé. Ces résultats confirment que la teneur des composés

polyphénoliques dans les extraits UAHE est plus élevée.

Les données expérimentales ont été ajustées a I’aide de I’équation de régression du

second ordre :

Yrrc = 79.39 + 4.83 X, + 21.78X, + 0.28 X3 + 6.57 X1 X, — 7.43 X; X3
+7.74 X,X5 — 4.64 X% —20.53 X3 — 13.04X3 (4)

Le tableau I11-5 résume les coefficients de régression estimés pour le modele choisi et
I’analyse de variance (ANOVA) du TFC. La valeur R? de 0,978, confirme que le modéle
statistique BBD proposé décrit tres bien la variation des propriétés étudiées en fonction des
facteurs expérimentaux et confirme également la forte corrélation entre les valeurs
expérimentales et prédites. De plus, les p-values obtenues (p>0,05 pour défaut d’ajustement et
p<0,001 pour le modele) confirment la fiabilité du modele statistique établi. Le rapport solide-
liquide (X1) et la concentration d’éthanol (X2) semblent étre les variables indépendantes
individuelles qui influencent le TFC (p < 0,05). De plus, tous les coefficients d’interaction et
deux termes quadratiques (X2*Xz et Xs*Xs) affectent également positivement le TFC
(p<0,05). L’interaction des trois variables indépendantes ; Le rapport liquide/solide, la
concentration d’éthanol et le temps d’extraction ont été utilisés pour tracer les courbes de
réponse de surface du TFC en utilisant I’équation tridimensionnelle (4) comme le montre la
figure I11-7. Augmenter la concentration d’éthanol de 0 a 100% et le temps d’extraction de 15

a 45 min améliore le TFC (figure 111-7 D). Le rapport liquide-solide et I’interaction du temps
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d’extraction résultent principalement en une amélioration du TFC. Cependant, a prés de 20
mL/g et 40 min, une petite diminution du TFC a été observée (figure 111-7 E) (effet
antagoniste). Le TFC augmente avec I’augmentation du rapport liquide/solide et de la
concentration d’éthanol (figure 111-7 F). En outre, le TFC obtenu en utilisant une
concentration d’éthanol élevée pendant un temps d’extraction court était supérieur aux extraits
préparés en utilisant une faible concentration en éthanol et une durée plus élevée. Le temps
d’extraction est un facteur important pour I’élaboration des procédés industriels. Réduire le
temps d’extraction, tout en conservant une plus grande quantité de composés phénoliques sera

économique pour une bonne efficacité d’extraction industrielle [77,152,153].

111.3.3. Effet des conditions d’extraction sur la capacité antioxydante

La capacité antioxydante des extraits de fleurs d 'Opuntia ficus-barbarica utilisant les
UAHE a été mise en ceuvre pour évaluer la fiabilité des modeéles mathématiques RSM afin de
prédire les variances optimales et d’identifier les forces des corrélations entre les différents
parameétres expérimentaux. Les analyses de variance pour les valeurs expérimentales du BBD

sont présentées dans le tableau I11-4.

L activité antioxydante a été évaluée a I’aide de deux méthodologies in vitro : DPPH
et FRAP. Les valeurs de DPPH des 17 extractions étaient entre la moyenne de 89,46 a 226,82
pumol ET / g d’extrait. Les conditions de I’essai numéro 17 : 50 mL/g, concentration d’éthanol
a 50% et 30 min de temps d’extraction, ont présenté la valeur DPPH la plus élevée. La valeur
FRAP la plus élevée (406,31 umol ET/g d’extrait) a été obtenue dans I’essai expérimental
numéro 4 avec 100 mL/g, une concentration d’éthanol dans I’eau a 100% et 30 min de temps
d’extraction. Alors que la valeur la plus basse (228,19 umol ET/g d’extrait) a été obtenue
dans I’essai expérimental numéro 6 avec 60 mL/g, de I’eau pure et 45 min de temps

d’extraction.

Toutes les données expérimentales utilisant les UAHE ont été effectuées par plusieurs
régressions pour s’adapter aux équations polynomiales du second ordre pour DPPH et FRAP

comme suit ;

Ypppy =219.65 +0.24 X, +42.95X, +2.62 X3+ 11.56 X, X, + 2.48 X,X;
+13.52 X,X; — 14.66 X% — 41.67 X3 — 37.16 X3 (5)

Yrrap = 368.08 +7.19 X; + 69.00 X, + 4.05 X3 + 8.15 X, X, + 5.35 X, X3
+10.12 X, X5 — 0.14 X2 —41.14 X3 — 16.94 X3 (6)
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Les coefficients de régression estimés du modele de régression multiple, la probabilité
(valeurs p) du modeéle, le manque d’ajustement et le R? de toutes les réponses BBD analysées

sont présentés dans le tableau I11-5.

L’ analyse de la variance de DPPH et FRAP a montré la signification et I’ajustement
correct des modéles prédits, dans lesquels les valeurs p étaient de 0,0001 (p <0,05) pour les
deux méthodes d’évaluation des antioxydants. Pour le défaut d’ajustement, les valeurs p
étaient de 0,103 et 0,745 (p> 0,05) pour DPPH et FRAP, respectivement. Les valeurs R? de
0,980 et 0,995 correspondant respectivement a DPPH et FRAP indiquent des corrélations
élevées entre les résultats d’activité antioxydante réelle et prévue.

111.3.3.1. DPPH

L’interaction entre les variables a été tracée a I’aide de la courbe de surface de réponse
tridimensionnelle employant I’équation 5, comme le montre la figure I11-8. Test de balayage
DPPH basé sur I’interaction entre les variables indépendantes a soutenu le réle efficace de la
concentration d’éthanol dans I’eau et également le temps de I’extraction (Figure 111-8 A). Les
valeurs de DPPH les plus élevées de la capacité de piégeage des radicaux libres ont été
obtenues a une concentration d’éthanol plus élevée et dans des durées d’extraction courtes. Le
dosage de piégeage DPPH plus élevé, obtenu a une concentration plus élevée d’éthanol dans
I’eau, indique que I’éthanol est un solvant efficace en peu de temps. La valeur de DPPH
diminue lorsque le temps d’extraction augmente et que la concentration d’éthanol diminue.
Cela indique que certains composés phénoliques sont dégradés a un temps d’extraction plus
élevé et a une concentration d’éthanol dans I’eau plus faible au cours du processus UAHE.
Selon des études, la dégradation des acides phénoliques se produit a un temps de sonication
tres long [80,154]. Globalement, I’absorption du solvant est plus élevée au début de
I’extraction ce qui explique la quantité importante de substances antioxydantes pendant la
premiére partie de I’extraction [77]. Dans le cas de 50% de concentration d’éthanol, la valeur
de DPPH a augmenté lorsque le rapport liquide/solide augmente de 20 a 85 mL/g et le temps
d’extraction augmente de 20 a 40 min. Cependant, au-dessus de 38 min, DPPH diminue
considérablement pour tous les rapports liquide/solide (Figure 111-8 B). Ceci démontre que les
composés antioxydants sont dégradés par I’interaction du temps d’extraction et du rapport
liquide sur solide. Comme illustré sur la figure 111-8 C, la valeur de DPPH augmente lors de

I’augmentation du rapport liquide/solide et de la concentration d’éthanol.
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111.3.3.2. FRAP

Les diagrammes de surface tridimensionnels de FRAP avec I’interaction entre les
variables sont illustrés sur la figure 111-8. La valeur FRAP augmente lors de I’augmentation de
la concentration d’éthanol a prés de 44% et le temps d’extraction a 21 min (figure 111-8 D). La
valeur FRAP commence a augmenter lorsque le rapport liquide-solide et le temps d’extraction
augmentent (figure 111-8 E). En outre, I’augmentation du rapport liquide-solide et de la
concentration d’éthanol améliore encore la valeur FRAP (figure 111-8 F).

Dans la présente étude, la DPPH était fortement corrélée au TPC et au TFC plutdt
gu’au FRAP. Cela indique que la composition de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica, y
compris les polyphénols, peut étre responsable de [I’activité antioxydante de [I’extrait.
L extraction par ultrason a longue durée (45 min) et I’utilisation de concentration plus élevee
(80%) d’éthanol dans I’eau, augmente considérablement I’activité antioxydante sans dégrader
les composés phénoliques par rapport aux extractions utilisant de I’eau pure. Par conséquent,
I’extraction d’antioxydants naturels, y compris les substances phénoliques et flavonoides, a
I’aide de solvants organiques faiblement polaires, tels que I’éthanol, mélangés a un niveau
d’eau adéquat, peut étre efficace pour atteindre le meilleur rendement d’extraction. Comme
on peut I’observer, la teneur en antioxydants naturels augmente considérablement lorsque la
concentration en éthanol augmente jusqu’a 80%. La polarité du solvant éthanol est
relativement inférieure a celle de I’eau, ce qui entraine un constant diélectrique réduit
[2,96,155].
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Figure 111-8 : Surfaces de réponse de variables indépendantes sur I’activité de piégeage
des radicaux libres DPPH (A-C) et le pouvoir antioxydant réducteur ferrique FRAP (D-
F) de I’extrait de fleur d’Opuntia ficus-barbarica par UAHE en utilisant un rapport
constant de solvant sur solide (X1) a 60 mL/g (A et D) ; en utilisant une concentration
constante d’éthanol (X2) a 50% (B et E) ; et en utilisant un temps constant (X3) a 30 min
(CetF).

111.3.4. Vérification des conditions optimales prédictives

Les niveaux estimés des conditions d’extraction optimales, pour une réponse plus
élevée de TPC, TFC, DPPH et FRAP d’extrait de fleur d’Opuntia ficus-barbarica obtenu par
UAHE, sont présentés dans le tableau 111-6. Les conditions prédites de UAHE étaient de 70
mL/g, 65% d’éthanol dans I’eau durant 29 min, qui fournissent le maximum de TPC (245,70
mg GAE/g d’extrait), tandis que les conditions 95 mL/g, 85% d’éthanol dans I’eau durant 29
min fournissent le maximum de TFC (89,27 mg RE/g d’extrait). Le DPPH maximum (230,15
pumol ET/g d’extrait) a été atteint dans les conditions prévues de 70 mL/g, 80% d’éthanol dans
I’eau durant 32 min, et le FRAP maximum (411,19 umol ET/g d’extrait) a été atteint a
100mL/g, 90% d’éthanol dans I’eau durant 38 min. Les conditions optimales de UAHE qui
fournissaient les variables dépendantes maximales (TPC, TFC, DPPH et FRAP) étaient de 85
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mL/g, 80% d’éthanol dans I’eau pendant 32 min ou le TPC était de 240,83 mg GAE/g
d’extrait, le TFC était de 88,55 mg RE/g d’extrait, DPPH était de 230,15 pumol ET/g d’extrait
et FRAP était de 401,50 umol ET/g d’extrait (Figure 111-9). Ces résultats ont été vérifiés avec
les données expérimentales. Le TPC obtenu était de 244,91 + 9,31 mg GAE / g d’extrait, le
TFC était de 92,51 + 3,85 mg RE/g d’extrait, le DPPH était de 224,71 + 7,78 umol ET/g
d’extrait et le FRAP était de 426,79 £ 6,65 umol ET/g d’extrait. Le coefficient de variation
entre toutes les valeurs prévues et expérimentales n’était pas significatif. Par conséquent, on
peut conclure que le modéle algorithmique RSM était raisonnable et a aidé avec succes a
obtenir les conditions optimales UAHE pour les fleurs d’Opuntia ficus-barbarica. Cela
indique que I’utilisation UAHE pour I’extraction d’antioxydants naturels de la fleur d’Opuntia
ficus-barbarica a considérablement réduit le temps d’extraction. Les conditions optimales
obtenues dans cette étude pourraient étre utiles pour améliorer le nouveau procédée UAHE
utilisé dans I’industrie verte.

Tableau 111-6 : Données expérimentales de validation des valeurs prédites dans des
conditions d’extraction optimales UAHE.

Variable dépendante Valeur prédite Y?"e“r % Différence (CV)

expérimentale

TPC (mg EAG/g extrait) 241,35 24491 + 9,31 1,04

TFC (mg ER/g extrait) 88,70 91,68 +0,94 2,34

DPPH (umoL ET/g 229,58 22471+ 7,78

extrait) 1,52

FRAP (umoL ET/g 401,28 426,79 + 6,65

extrait) 4,36

Les valeurs sont la moyenne * I’écart type (n = 3), CV = Coefficient de variation
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Figure 111-9 : Diagramme 2D des effets des parameétres d’extraction UAHE sur TPC,
TFC, DPPH et FRAP.

111.3.5. Identification des molécules active de I’extrait optimisé UAHE par LC-DAD-
ESI-MS

L’extrait le plus riche (85 mL/g, 80% EtOH, durant 32 min) caracterisé par les
polyphénols les plus antioxydants a été identifié en effectuant une analyse LC-DAD-MS.
L’identification de chaque composé individuel a été effectuée en comparant son temps de
rétention, I’ordre d’élution, le spectre UV-Visible (UV Amax & 250-280, 320-360 nm) et les
données spectromeétriques ESI-MS (fragments MS et MS/MS) avec des standards
authentiques et les données de la littérature. Comme le montre le tableau 111-7 et figure 111-10,
16 composés polyphénols antioxydants ont été identifiés dans I’extrait UAHE, dont cing

dérivés de I’acide hydroxycinnamique et onze flavonols glycosidiques.
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Le chromatogramme HPLC-UV, acquis a 280-320 nm, a présenté 5 pics (composé 1-

5) avec un spectre UV typique d’acides hydroxycinnamiques a été observé.

Le premier composé a été identifié comme étant I’acide di-caféoylquinique, attribué en
fonction de leurs ions pseudo-moléculaires [MH]" a m/z de 515 et des ions fragments m/z a
335, 173 et 191 [156].

Le composeé 2 a été attribué a I’acide quinique, qui est caractérisé par I’ion [M-H]" a
m/z de 191 et un ion fragment a m/z 173 ([acide quinique-H-H2QO]").

Le composé 3, avec des ions pseudo-moléculaires [MH]™ a m/z 355, a libéré des ions
de fragment MS/MS caractéristiques a m/z de 193 qui correspondent a ([acide ferrique-H]") et

m/z de 315 indiquant une fraction glucarique, a été attribuée au feruloyl-D-glucose.

Le composé 4 a été identifié comme un des dérivés d’acide caféique qui ont été
attribués en fonction de leurs spectres UV caractéristiques montrant une longueur d’onde
maximale a environ 277 nm et aux ions a m/z de 179 ([acide caféique-H]", 161 ([acide
cafeique-H-H20]") et 135 ([acide caféique-CO2-H]") observés dans les spectres MS/MS.

Un raisonnement similaire peut étre appliqué pour attribuer le composé 5 comme
dérivé d’acide ferrique. Les spectres MS/MS des ions précurseurs présentaient un fragment de
diagnostic commun m/z 193 ([acide ferrique-H]), 175 ([acide ferrique-H-H20]) et 149
([acide ferrique-CO2-H]").

Le chromatogramme HPLC-UV enregistré a 250-360nm présente 11 pics majeurs
(composés 6-16) qui ont été détectés. Les spectres UV-Vis de ces composés présentent de
forts pics d’absorption de 255 a 265 nm et 350 a 365 nm, caractéristiques des composés de
flavonol [40]. Le chromatogramme de masse a montré la présence des molécules déprotonées
[M-H] a m/z de 769, 755, 609, 463, 463 593, 623, 623, 477, 477, 417 pour les pics de 6 a 16,
respectivement. Les spectres de masse sont rapportés sur la Figure Il1-11(les composés

marqués de 6 a 11) et sur la Figure 111-12 (les composés marqués de 12 a 16).
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Les spectres MS/MS de tous les ions de fragments confirment la présence de trois
squelettes d’aglycone différents, le kaempférol (m/z de 285) pour les composes 11 et 16, la
quercétine (m/z de 301) pour les composeés de 8 a 10 et I’isorhamnetine (m/z de 315) pour les
composeés de 6, 7, et de 12 a 15. En effet, en fonction du temps de rétention, de la masse et des
caractéristiques UV-Vis et en les comparants avec les standards et les données
bibliographiques, les composés 8, 14 et 16 ont éte identifiés positivement comme quercétine-
3-O-rutinoside, kaempferol-3-O-rutinoside et isorhamnetin-3-O-rutinoside, respectivement.

Selon UV-Vis et spectres de masse et comme précédemment rapporté par De Leo et
al., [28]; Yeddes et al., [22]; Benayad et al., [21]; Chahdoura et al., [33] et Imene Ammar et
al., [26], composés 6, 14 et 15 ([MH] a m/z 769, 477 et 477 respectivement) avec un ion
fragment MS/MS & m/z 315, ont été identifiés comme isorhamnetin-rutinoside-rhamnoside,

isorhamnetin-3-O-glucoside et isorhamnetin-3-O-galactoside, respectivement.

De méme, les composés 9 et 10 ([M-H] & m/z 463) avec un ion fragment MS? & m/z
301 ont été identifiés comme la quercétine-3-O-galactoside et la quercétine-3-O-glucoside,
respectivement. Le composé 16 ([M-H]" & m/z 417) avec un ion fragment MS? a m/z 285 a été
distingué comme kaempférol-3-O-arabinoside. Le composé 12, avec un ion pseudo-
moléculaire [M-H] a m/z 623, libérant des fragments a m/z 593 et 315, pourrait étre attribué a

I’isorhamnetine-glucoside-rhamnoside (Figure 111-12).

La structure chimique des flavonoides glycosides identifiés de la fleur marocaine
d’Opuntia ficus-barbarica est représentée sur la figure 111-13. Le composé 7 a montré un ion
pseudo-moléculaire [MH]" & m/z 755, avec un ion produit MS? & m/z 315 indiquant un
groupement isorhamnetine, qui a permis leur identification en tant que dérivés

d’isorhamnetine.

6 R,= OCH; R>= Rha(1-6)Glc Rs;= Rha

8 Ry=0H Rs= Rha(1-6)Glc Rs= OH

()I] 9 R,=0OH R>= Gal Rs:= OH

10 Ry=OH Ra>= Gle Rs= OH

R3 11 R1=H R>= Rha(1-6)Glc Ri;= OH
12 R1=0OCH; R->= Glc Rs= Rha
13 R1=0OCH; Ro= Rha(1-6)Glc Ri= OH

14 R1=0OCH; R->= Glc R;= OH

15 Ry= OCH; Ra.= Gal R;= OH

16 R\= H R,>= Ara R;= OH

Glc = glucose; Gal = galactose; Rha = rhamnose; Ara = arabinose.

Figure 111-13 : Structures chimiques des glycosides de flavonol identifiés dans I’extrait
UAHE des fleurs d’Opuntia ficus-barbarica.
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L’extrait obtenu par UAHE a été caracterisé par la présence de 14,32 mg et 175,55
mg/g d’extrait d’acides phénoliques totaux et de flavonoides, respectivement. L’acide di-
caféoylquinique présente le pourcentage le plus élevé (4,37%) d’acides phénoliques identifiés
(Tableau I11-7). Les flavonoides, les principaux composés phénoliques, étaient caractérisés
par 36,19% d’isorhamnetin-3-O-rutinoside en tant que composant majeur, suivis par la
querceétine-3-O-rutinoside (13,62%), I’isorhamnetin-3-O-glucoside (11,46%) , isorhamnetin-
3-O-Galactoside (7,32%), quercétine-3-O-glucoside (6,18%), isorhamnetin-glucoside-
rhamnoside (5,19%), kaempférol-3-O-arabinoside (4,75%), quercétine-3-O-galactoside
(4,05%), dérivés d’isorhamnetine (1,44%), isorhamnetine-rutinoside-rhamnoside (1,30%) et
kaempférol-3-O-rutinoside (0,96%).

L’excellente activité antioxydante de I’extrait d’Opuntia ficus-barbarica peut étre liée
a I’effet synergique des composés polyphénoliques et autres présents dans I’extrait de fleur,
qui agit comme piégeurs de radicaux libres. Nos résultats sont en accord avec les rapports
précédents sur les fleurs d’Opuntia ficus-barbarica, dont le principal constituant était
I’isorhamnetine 3-O-rutinoside [21,22,26,33]. Sur la base de la littérature, plusieurs propriétés
pharmacologiques ont été démontrées par des composés phytochimiques extraits de fleurs
d’Opuntia ficus-barbarica, comme antioxydant [29], anti-inflammatoire [26], anti —
ulcérogene [27], ayant des effets antibactériens et cicatrisants [24]. Par conséquent, les
antioxydants naturels de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica de I’extrait optimisé sont

fortement recommandés a des fins pharmacologiques et nutraceutiques.
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Tableau I11-7 : Caractéristiques LC-ESI-MS des composes phénoliques identifiés dans
I’extrait optimisé de fleurs d’Opuntia ficus-barbarica.

. MS/MS o
Numéro Rt Amax  Molecular ion o Quantification
] . fragments Identification
de pic  (min) (nm) [M-H]- (m/z) (mg/g extract)
(m/z)
Acides phénoliques 1432 +2.71
1 379 287 335, 198, 173 Acide di-caffeoylquini
) cide di-caffeoylquinic
8,31+1,57 179, 161 ylq 8,31+1,57
2 3,82 338 0,87 +0,16 173 Acide quinique 0,87 + 0,16
3 799 275 1,46 +0,28 315,193 1-Feruloyl-D-glucose 1,46 +0,28
4 14,06 275 280+053 179 Dérivé d’acide caféique 2,80 £ 0,53
5 17,19 275 0,89+0,17 193,149 Dérivé d’acide férulique 0,89+ 0,17
Flavonoides 175,55 £ 5,69
Isorhamnetin-rutinoside-
6 22,06 254,354 246+025 623,315 . 246 +0.25
e rhamnoside e
7 2264 255,351 274+025 315 Dérivés de I’isorhamnetine 2,74+0,25
8 23,36 256, 354 2587 + 0,23 301 Quercetin-3-O- rutinoside 2587 + 0,23
9 23,97 256,354 7683+050 301 Quercetin-3-0O-galactoside 7,68 0,50
10 24,29 256,354  1174+086 301 Quercetin-3-0O-glucoside 11,74 0,86
11 25,61 266,349 1824014 447,429,285  Kaempferol-3-O-rutinoside 1,82 +0,14
Isorhamnetin-glucoside-
12 25,78 255,354 ggg+009 993,315 ) 986+ 0.09
e rhamnoside e
13 26,05 255,355 @gg72+1,16 477,315 Isorhamnetin-3-O-rutinoside 68,72 + 1,16
14 26,64 255,354 2176+164 315 Isorhamnetin-3-O-glucoside 21,76 + 1,64
15 27,04 255,354 1389+085 315 Isorhamnetin-3-O-galactoside 13,89 £ 0,85
16 27,62 266,348 902+099 285 Kaempferol-3-O-arabinoside 9,02 +0,99
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I11.4. Extraction aqueuse assistée par microonde (MAAE, Microwave-assisted aqueous

extraction)

111.4.1. Effet des conditions d’extraction sur le rendement de I’extrait MAAE d’Opuntia

ficus-barbarica

Les valeurs moyennes de rendement de chacun des 17 traitements dans les diverses

conditions expérimentales de MAAE sont présentées dans le tableau I11-8. Le rendement le

plus élevé de 22,58% a été obtenu dans le cycle expérimental numéro 12 avec un rapport

liquide/solide de 50 mL/g, une puissance a 450 W et 5 cycles d’extraction tandis que le

rendement le plus bas de 14,75% a été observe dans le cycle expérimental numéro 1 avec un

rapport liquide / solide de 20 mL/g, une puissance a 200 W et 3 cycles d’extraction.

Tableau I11-8 : Les données d’expérience pour le rendement, la teneur totale en
phénoliques et en flavonoides de I’extraits de fleurs d’Opuntia ficus-barbarica préparés
par MAAE en utilisant Box Behnken Design.

Conditions d’extractions

\z?ida%?ez Variables décodées Réponse variables
Ordre Rapport _ Nombre TPC  Flavonoides
i X% iquidefsoli TU1SSAN e (mg
23 gemig) M) cycles (%)  EAGIg (mg/g
extrait) extrait)
1 -1 -1 0 20 200 3 14,75 165,13 68,60
2 -1 1 0 20 700 3 16,62 160,74 63,84
3 1 -1 0 50 200 3 20,46 176,25 68,00
4 1 1 0 50 700 3 21,25 184,83 84,40
5 0 -1 -1 35 200 1 19,31 166,67 75,97
6 0 -1 1 35 200 5 20,41 183,72 74,78
7 0 1 -1 35 700 1 17,82 188,17 80,41
8 0 1 1 35 700 5 22,24 164,22 76,08
9 -1 0 -1 20 450 1 15,01 167,59 72,51
10 1 0 -1 50 450 1 19,41 160,78 80,82
11 -1 0 1 20 450 5 15,09 146,27 64,20
12 1 0 1 50 450 5 22,58 183,41 76,34
13 0 0 0 35 450 3 17,25 187,72 91,92
14 0 00 35 450 3 17,36 188,84 94,67
15 0 0O 35 450 3 17,33 187,96 94,58
16 0 0O 35 450 3 18,24 186,75 94,70
17 0 00 35 450 3 17,73 187,20 95,92
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Toutes les données de rendement de I’extrait de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica en
utilisant les conditions MAAE ont été effectuées par plusieurs régressions correspondre a

I’équation polynomiale du deuxiéme ordre comme I’équation suivante (7).

Ygy, =17,58+2,79X, + 0,38X, +1,10 X5 — 0,23 X, X, + 0,77 X,X;
+0,83 X,X;— 0,62 X% +1,31X3+0,06X2 (7)

Les coefficients de régression estimés et I’ANOVA du rendement en extrait de la fleur
d’Opuntia ficus-barbarica ont été analysés par le BBD comme indiqué dans le tableau I11-9.

Le modéle de régression quadratique eétait significatif (p<0,001) et le manque
d’ajustement n’était pas significatif (p>0,05) en méme temps, montrant que notre modele était
en bon accord avec les données expérimentales du rendement. Le coefficient de régression
(R? = 0,976) a indiqué un bon ajustement entre les données de rendement expérimentales et
prévues : une valeur R? plus proche indique une meilleure corrélation. Les deux variables
linéaires (X1 et Xs), I’interaction entre le rapport liquide/solide et le nombre de cycles
(X1*X3z), P’interaction entre puissance et nombres de cycles et les deux termes quadratiques
(X22 et X3%) ont montré une différence significative (p<0,05), indiquant I’effet sur le

rendement de I’extrait de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica avec les conditions MAAE.
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Tableau I11-9 : Estimation des coefficients de régression pour le modéle polynomial
quadratique et I’analyse de la variance pour le rendement, la teneur totale en
phénoliques et en flavonoides de I’extraits de fleurs d’Opuntia ficus-barbarica prépares

par MAAE.
. Coefficients estimés Prob (P) > F
Parametre — —
R TPC  Flavonoides R TPC Flavonoides

Intercepter 17,582 187,694 94,358
X1 (Rapport liquide/solide) 2,77875 8,1925  5,05125 <,0001 <,0001 <,0001
Xz (Puissance) 0,375 0,77375 2,1725 0,1064 0,1724 0,008
X3 (Nombres de cycles) 1,09625 -0,69875 -2,28875 0,0010 0,2124 0,0062
X1* X -0,27  3,2425 5,29 0,3770 0,0028 0,0004
X1* X3 0,7725 10,9875  0,9575 0,0307 <,0001 0,2905
Xo* X3 0,83 -10,25 -0,785 0,0230 <,0001 0,3798
Xi* X1 -0,61725 -13,5695 -13,24525 0,0626 <,0001 <,0001
Xo* X 1,30525 -2,387  -9,90275 0,0023 0,0114 <,0001
X3* X3 1,05775 -9,612  -7,64525 0,0068 <,0001 <,0001
Model <.0001 <.0001 <.0001
Défaut d’ajustement (Lack of fit) 0,1464 0,0531 0,3048
R?2 0,976 0,995 0.990

Les courbes de surface de réponse ont été tracées pour analyser I’interaction des
variables et pour déterminer la condition optimale des réponses des variables indépendantes
avec un rendement maximisé. A la base de I’équation (7), les valeurs de surface
tridimensionnelles ont été tracées pour représenter les effets des variables de MAAE sur le
rendement, qui sont illustrés sur la figure 111-14. Le pourcentage du rendement de I’extrait a
augmenté avec I’augmentation de la puissance et du nombre de cycles d’extraction, comme le
montre la figure 111-14A. Le rendement a également augmenté avec I’augmentation de rapport
liquide/solide et le nombre de cycles, comme le montre la figure 111-14 B. La figure 111-14 C
montre I’augmentation du rendement avec I’augmentation de la puissance et le rapport
liquide/solide. Cependant, lorsque la puissance a été augmentée a pres de 500W et le rapport

liquide/solide a diminué a 20 mL/g, le rendement a diminué lentement.
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Figure 111-14 : Surfaces de réponse de variables indépendantes d’extrait de la fleur
d’Opuntia ficus-barbaria sur le pourcentage de rendement (R) par MAAE en utilisant un
rapport liquide solide constant a 35 mL/g (A), en utilisant une puissance microonde
constante au niveau de 450W (B) et en utilisant un nombre de cycles constant de 3 cycles

(©).
111.4.2. Effet des conditions d’extraction sur la teneur totale en phénols

Le contenu phénolique total (TPC) d’extrait de fleurs d’Opuntia ficus-barbarica
préparé dans différentes conditions des MAAE est indiqué dans le tableau 111-8. Le TPC le
plus élevé (188,84 mg EAG / g d’extrait) a été obtenu dans la condition numéro 14 avec un
rapport liquide-solide de 35 mL/g, 450 w de puissance et trois cycles d’extraction. En
revanche, la teneur phénolique totale la plus faible (146,27 mg GAE / g d’extrait) a été
observée dans I’essai expérimental numéro 11 avec un rapport liquide/solide de 20 ml/g, 450

w de puissance et cing cycles d’extraction.

Les données expérimentales ont été affichées a I’aide d’un modéle polynomial de

second ordre donné par I’éguation suivante :

Yrpc = 187,58+ 8,19 X, + 0,77 X, — 0.70 X5 + 3,24 X, X, + 10,98 X, X;
— 10,25 X,X; — 13,56 X2 — 2,38 X3 — 9,61 X2 (8)

Les coefficients de régression estimés et I’ANOVA du TPC analysés par BBD sont
présentés dans le tableau Il1-8. Le modéle de régression quadratique était significatif
(p<0,001) tandis que le manque d’ajustement n’était pas significatif (p>0,05). Les coefficients
de régression (R? = 0,995) donneraient un bon ajustement au modéle mathématique du TPC.
Le rapport liquide/solide (X1), en tant que variable indépendante individuelle, affecte le TPC
(p < 0,05). Tous les termes quadratiques (Xi%, X2? et X5?) et les coefficients d’interaction
(X1*X2, X1*X3 et Xo*X3) ont également une influence trés significative (p<0,05). Les courbes
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de surface de réponse ont été tracées afin d’analyser I’interaction entre les variables et de

déterminer le niveau optimal de chaque variable pour un TPC plus élevé.

Des graphiques en trois dimensions pour le TPC en fonction des conditions
d’extraction sont presentés sur la figure I11-15. Les données ont été creéées en gardant une
variable au milieu des plages de test et en changeant les deux autres dans la plage
expérimentale. Selon la figure 111-15 A, I"augmentation de la puissance jusqu’a 600W a
entrainé une augmentation de la teneur en polyphénols. Apres cette puissance, la teneur en
phénoliques était diminuer. Cet effet est probablement dii au processus d’extraction dépendant
du nombre de cycles d’extraction qui a augmenté le TPC jusqu’a 3 cycles. Selon la figure I11-

15 B, les surfaces de réponse ont montré que le TPC augmentait avec I’élévation du rapport

liquide/solide jusqu’a 40 mL/g. Cela pourrait étre d0i & I’amélioration du transfert de masse et
de la solubilité a un rapport liquide/solide plus élevé. Selon la figue I11-15 C, le TPC
augmente lorsque le rapport liquide/solide et la puissance de I’irradiation augmentent.

Cependant, lorsque le rapport liquide/solide dépasse 45mL/g, le TPC commence a diminuer
lentement.

TPC (M9 EAGIY i‘.'exl'av‘h )

Figure 111-15 : Surfaces de réponse de variables indépendantes sur le contenu
phénolique total (TPC) en mg AGE/g d’extrait de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica par
MAAE en utilisant un rapport liquide solide constant a 35 mL/g (A), en utilisant une
puissance microonde constante au niveau de 450W (B) et en utilisant un nombre de
cycles constant de 3 cycles(C).
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111.4.3. Effet des conditions d’extraction sur la teneur en flavonoides par HPLC

Les données expérimentales moyennes de la teneur totale en flavonoides par HPLC, a
partir d’extraits de fleurs d’Opuntia ficus-barbarica préparées dans diverses conditions des
MAAE, sont présentées dans le tableau 111-8. Le moyen de la teneur en flavonoides la plus
élevée (95,92 mg/g d’extrait) a été observé dans les essais expérimentaux central de 13 a 17
avec un rapport liquide-solide de 35 mL/g, 450 w de puissance et trois cycles d’extraction. La
teneur en flavonoides la plus faible a été observée dans I’essai expérimental numéro 2 (63,84
mg/ g d’extrait) avec un rapport liquide/solide de 20 mL/g, 700 w de puissance et trois cycles
d’extraction et dans I’essai expérimental numeéro 11 (64,20 mg/ g d’extrait) avec un rapport
liquide/solide de 20 mL/g, 500 w de puissance et cing cycles d’extraction. Les teneurs en
flavonoides de ces extraits aqueux, obtenu dans ces expériences, étaient évidemment

supérieures a celui rapporté précédemment dans cette étude par les méthodes classiques.

Les données expérimentales ont été analysées pour I’ajustement a I’équation de

régression du deuxieme ordre (équation 9).

YFlavonoids = 94,37 + 5,05 X1 + 2, 17 XZ - 2,29 X3 + 5,29 X1X2 + 0, 96 X1X3
— 0,97 X,X3 — 13,25 X3 —-9,90 X5 — 7,65X3 (9)

Les coefficients de régression estimés pour le modele polynomial quadratique et
I’analyse de variance (ANOVA) de la teneur en flavonoides par BBD sont répertoriés dans le
tableau 111-9. Le coefficient de détermination (R? = 0,990) indique une corrélation positive et
forte entre les valeurs expérimentales et les valeurs prédites. De plus, la valeur de p pour le
manque d’ajustement (p>0,05) et la valeur de p du modele (p<0,001) indiquent et confirment
que le modéle mathématique était un prédicteur fiable du teneur en flavonoides. Les trois
variables indépendantes individuelles (X1, X2 et Xs3) sont révelées un effet sur la teneur en
flavonoides (p<0,05). L’interaction entre le rapport liquide/solide et la puissance (X1*X2)
s’est avere étre la seule interaction qui affecte la teneur en flavonoides. Tous les termes
quadratiques (X12, X»2 et X3?) ont également une influence trés significative (p<0,0001) sur la

teneur en flavonoides.

L’interaction de ces variables indépendantes a été tracée sur la surface de réponse de la
courbe en trois dimensions en utilisant I’équation (9), comme le montre la figure 111-16. La
teneur en flavonoides de la puissance microonde moyenne combinée a un nombre de cycle
moyen était supérieure a celle d’une puissance microonde faible ou élevée et d’un nombre de

cycles bas ou élevé. A 35 mL/g, la teneur en flavonoides augmentait lorsque le nombre de
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Flavonoides (mg/g ¢ extrait)

cycles d’extraction passait de 1 a 3cycles et la puissance augmentait de 200 a 500 W.
Cependant, une diminution rapide de la teneur en flavonoides a été observée aprés avoir
augmenté le nombre de cycles d’extraction a 5 cycles et augmenté la puissance supérieure a
700 W. Cela démontre clairement que les flavonoides sont dégradés par la puissance et le

nombre de cycles d’extraction dans le processus des MAAE.

mL/g)  Nombreg de ¢

ycles

onoides (mg/g d'extrait)

Flavonoides (M3/g d'extrait)
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Flavonoides (mg/g c'exxralv:‘r
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Figure 111-16 : Surfaces de réponse de variables indépendantes sur les flavonoides en
mg/g d’extrait de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica par MAAE en utilisant un rapport
liquide solide constant & 35 mL/g (A), en utilisant une puissance microonde constante au
niveau de 450W (B) et en utilisant un nombre de cycles constant de 3 cycles(C).
111.4.4. Vérification des conditions optimales prédictives
Les conditions optimales obtenues en utilisant le modéle étaient les suivantes : rapport
liquide/solide 45 mL/g, puissance 500 W et 3 cycles d’extraction. Dans des conditions
optimales, les valeurs de réponse maximale de rendement (19,7%), de TPC (187,62 mg
EAG/g d’extrait) et des flavonoides (92,58 mg/g d’extrait) ont été prédites par le modele. Des
expériences de vérification ont été effectuées dans les conditions prévues. Le résultat a montré
que les valeurs expérimentales étaient cohérentes avec les valeurs prédictives (Figure I11-17 et
Tableau 111-10). Le rendement obtenu était de 20,52%, le TPC obtenu était de 189,72 + 0,79
mg GAE/g d’extrait et les flavonoides étaient de 96,72 + 3,09 mg/g d’extrait. La bonne
corrélation entre les valeurs prédites et les valeurs expérimentales a démontré que la
méthodologie de surface de réponse est précise et fiable pour trouver les conditions optimales

d’extraction par microonde pour les antioxydants des fleurs d’Opuntia ficus-barbarica.
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Tableau I11-10 : Données expérimentales de validation des valeurs prédites dans des
conditions d’extraction optimales de MAAE.

Dependent Variable Predicted value Experimental Value % Difference (CV)
R (%) 19,25 20,52 + 0,65 4,51
TPC (mg EAG/g d’extrait) 187,62 189,72 £ 4,77 0,79
Flavonoides (mg/g d’extrait 92,58 96,72 £ 4,95 3,09

Les valeurs sont la moyenne + I’écart type (n = 3), CV = coefficient de variation
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Figure 111-17 : Diagramme 2D des effets des parameétres d’extraction MAAE sur R, TPC
et Flavonoides.
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111.4.5. Evaluation de la dégradation potentielle des molécules

111.4.5.1. Comparaison de la MAAE a d’autres techniques d’extraction

Dans le but d’évaluer I’influence du chauffage a haute température et I’influence de
I’irradiation microondes sur la dégradation des molécules, la MAAE a été comparée a des
techniques d’extraction classiques : macération, infusion a 40 et 80 °C et décoction. La figure
[11-18 compare la composition phénolique totale, les flavonoides et I’activité antioxydante

entre les différentes techniques d’extraction mentionnées ci-dessus.

L’extrait de la technique MAAE est significativement le plus riche en composes
phénoliques (p<0,05) et en flavonoides (p<0,0001) et le plus actif, lorsque seul le test du
DPPH est pris en compte (p<0,0001), par rapport aux autres techniques. Cependant aucune
différence significative, n’a été remarquée entre la MAAE et I’infusion a 40°C lorsque
I’activité antioxydante a été évaluée par le test FRAP. Il peut étre également remarqué que la
MAAE, I’infusion a 40°C et I’infusion a 80°C ont toujours une réponse plus élevée que la
décoction et la macération. Cela peut étre expliqué par le fait que ces trois techniques
induisent une libération des molécules bioactives de facon plus importante avec une élévation

Iégere de la température suivie par une étape de refroidissement.

Par ailleurs les chromatogrammes correspondants aux extraits de la fleur d’Opuntia
ficus-barbarica obtenus avec ces différentes techniques (Figure 111-19) illustrent bien le
rendement d’extraction. L’abondance relative des pics chromatographiques est plus
importante pour la MAAE suivi de I’infusion et de la décoction, alors que la macération
présente une abondance relative beaucoup plus faible. En comparant les profils
chromatographiques il peut étre remarqué que ceux-ci sont similaires entre 20 et 40 min, et
que l’utilisation d’une source de chauffage suivi par une étape de refroidissement induit
I’extraction des flavonoides glycosyles. L’extraction de ces molécules peut étre due a une
thermo-dégradation de molécules glycosylées en aglycones.
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Figure 111-18 : Histogrammes comparatifs obtenus entre différentes techniques
d’extraction pour le TPC (A), les flavonoides (B), le test DPPH (C) et le test FRAP (D). a
statistiquement significatif par rapport a la MAAE a différents niveaux de confiance
99.9 % *** 99 9% ** et 95 % *, n = 3.
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Figure 111-19 : Chromatogrammes d’extraits de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica
obtenus par MAAE, infusion a 40°C, décoction et macération. Colonne Acclaim Polar

Advantage C18 (diamétre intérieur 4,6 ;

longueur 250 mm ; 5 um) ; gradient constitué

de I’eau ultra-pure acidifié a 2,5% CH3COOH et de I’acétonitrile pure ; débit de 1

ML /min ; injection de 10 uL. ; A=366 nm ; T = 25°C.
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111.4.5.2. Etude de la stabilité de quercetin-3-O-rutinoside
Afin de vérifier la stabilité des molécules glycosylées, nous avons simulé le processus
d’extraction en effectuant trois cycles d’extraction sur la molécule glycosylée « quercetin-3-

O- rutinoside » présente dans la fleur d’Opuntia ficus-barbarica [21,22,26,28].

Cette molécule a été dissoute dans un mélange H.O: MeOH (90:10) a une
concentration de 0.5 mg/mL, puis soumises a trois cycles d’irradiation micro-ondes successifs
(Imin, 500W) avec une étape de refroidissement entre chaque cycle. Aprés chaque cycle, un
prélevement de la solution a été injecté en HPLC en méme conditions précédemment décrite
(partie 111-3.). Ensuite, le pourcentage de recouvrement de quercétine-3-O- rutinoside a été

calculé en prenant en compte I’aire de pic avant et aprés irradiation a la micro-onde.

La figure 111-20 montre que I’application répétée de plusieurs cycles d’extraction a 500
W pendant une minute a peu d’effet sur la récupération de la molécule étudiée. La quantité de
quercetin-3-O- rutinoside n’a pas été affectée par la répétition de trois cycles d’extraction. De
plus, I’empreinte chromatographique obtenue apres chaque cycle n’a pas montré I’hydrolyse
de la molécule glycosylée en aglycone. Ces résultats indiquent que dans nos conditions
d’extraction assistée par microonde, les flavonols glycosylés ne se sont pas dégradés de

maniere significative.
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Figure 111-20 : Pourcentage de recouvrement de quercétine-3-O-rutinoside avant (CO0) et
apres les trois cycles d’irradiation microondes (C1-C3)
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Nos resultats correspondent aux résultats de Biesaga [44], il a étudié I’effet de
I’extraction assistée par microonde sur la stabilité de différents types de flavonoides et a
prouvé que les molécules les plus stable le rayonnement microondes sont les flavonols

glycosylés.

Par conséquent, il n’y a pas de dégradation significative des flavonoides glycosylés
par la température, et I’extraction par microondes est due a I’effet combiné de la température,
de la pression et des microondes, ce qui expliquerait I’augmentation significative de la teneur
des flavonoides de I’extrait MAAE.
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I11.5. Interprétation des résultats obtenus par les méthodes statistiques descriptives pour
différents extraits de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica

Les méthodes statistiques ont été réalisées avec SPSS. Dans notre étude, les p
variables sont les différentes méthodes d’extraction et les n observations correspondent au
pourcentage de différents moyens de dosages des composés phytochimiques et activité

antioxydante obtenus pour les fleurs d’Opuntia ficus-barbarica.

111.5.1. Distinction entre les méthodes d’extraction

111.5.1.1. Traitement de I’ensemble des données

La figure 111-21 montre I’ ACP réalisée sur I’ensemble des observations obtenus sur les
différents dosages des molécules bioactives, I’activité antioxydant (DPPH et FRAP) et le
rendement de I’extrait sec de notre plante et prenant en compte les différentes méthodes, la
nature de solvants (aqueux et hydro-éthanoliques), le temps et la température de I’extraction.
Dans notre cas les deux axes principaux (F1 et F2) décrivent 91,74% de la variance total des
observations (fig. X). Les interprétations obtenues a partir de cette ACP sont bien
significatives et les tendances a fournir des valeurs bien surestimées aux valeurs de référence.
En effet, au moins 6 composantes principales sont nécessaires pour décrire plus de 90% la
variance du systéme. On peut conclure que les dosages des polyphénols, flavonoides, et
polysaccarides, les activités antioxydants (DPPH et FRAP) et le rendement de |’extraction
sont bien choisis puisqu’ils produisent des informations peu corrélées. Le calcul de la matrice
des corrélations permet d’analyser les relations bilatérales existant entre les différentes
variables retenues (tableau 111-11). La matrice permet d’observer la relation positive forte
entre la qualité de I’extrait et le rendement de I’extraction, de constater les relations négatives
entre les variables de dosage des antioxydants et le dosage des polysaccarides.

Tableau I11-11 : Matrice des corrélations entre les différentes variables obtenues avec le
coefficient de corrélation de Pearson.

Variables TPC Flavonoides | DPPH FRAP Polysaccarides | Rendement
TPC 1,000 0,920 0,965 0,823 -0,810 -0,100
Flavonoides 0,920 1,000 0,891 0,696 -0,882 0,022
DPPH 0,965 0,891 1,000 0,890 -0,884 0,030
FRAP 0,823 0,696 0,890 1,000 -0,645 -0,053
Polysaccarides| -0,810 -0,882 -0,884 -0,645 1,000 -0,326
Rendement -0,100 0,022 0,030 -0,053 -0,326 1,000

La matrice permet d’observer la relation positive forte entre la qualité antioxydante de
I’extrait et les conditions de I’extraction de MAE et UAE, de constater les relations négatives

entre ces variables et la méthode d’extraction.
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Figure 111-21 : Analyse en composantes principales basée sur le moyen de dosage des
composés phytochimiques, I’activité antioxydante (DPPH et FRAP) et le rendement
obtenu sur différentes méthodes d’extractions. (A) graphique d’observation, (B)
graphique des variables.

La figure 111-21-B montre comment les six variables initiales sont corrélées avec les
deux facteurs obtenus. On peut voir que le facteur F1 est corrélé avec TPC, flavonoides,

activité antioxydant et polysaccarides, alors que F2 est corrélé avec le rendement.
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En combinant les informations données par les deux graphiques de la figure I11-21, on
peut en conclure que la composante F1 est principalement associée au rendement de
I’extraction et la composante F2 se distingue essentiellement a la qualité de I’extrait par son
TPC, flavonoides, activité antioxydant et polysaccarides. A partir du graphique des
observations (Figure 111-21-A) il peut étre séparé trois groupes de méthodes d’extraction, le
groupe UAHE et macération 80% EtOH, le groupe MAE et macération de I’eau, et le groupe
infusion 40 °C, infusion 80 °C et décoction. Les ellipses qui entourent ces groupes de

méthodes d’extraction ont été placées en tenant compte de la CAH suivante (Fig. 111-22).
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Figure 111-22 : Dendrogramme de la CAH réalisé a partir des moyens de dosage des
composés phytochimiques, I’activité antioxydante (DPPH et FRAP) et le rendement
obtenu pour les différentes méthodes d’extractions.

La réalisation d’'une CAH, en prenant en compte le carré de la distance euclidienne
entre groupes, sur les observations obtenues a différentes conditions d’extraction permet de
diviser (a un niveau de confiance de 95 %) les extraits testés en trois groupes distincts (Figure
[11-22). Le premier groupe constitué d’extraits de I’infusion a 40 °C et a 80 °C et de la
décoction a 100 °C, le deuxiéeme groupe constitué d’extraits de MAE et de macération avec
I’eau a 25 C, et le troisieme groupe constitué d’extraits de UAE et de macération avec 80%
d’éthanol a 25 °C. Ces résultats confirment I’ACP précédemment illustrée (Figure 111-21) avec
une importante dissimilarite entre les methodes aqueuses a tempeérature ambiante ou supérieur

a 40 °C d’une part et les méthodes hydro-éthanoliques a température ambiante d’autre part.

En conclusion de I’étude statistique, il s’avere que les résultats de la qualité d’extrait

sont tres variables d’une méthode a une autre. Néanmoins, d’apreés cette étude, trois groupes
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de méthodes se différencient : le groupe de UAE et macération 80% EtOH, le groupe MAE et
macération de I’eau, et le groupe infusion 40 °C, infusion 80 °C et décoction, avec une qualité
d’extrait du premier groupe qui s’avere étre plus élevée que celle du deuxiéme et troisiéme
groupe. De méme I’effet de la nature du solvant d’extraction est fortement soumis une
différence significative a pu étre dégagée une tendance des extraits hydroalcoolique a étre
plus actifs que les extraits aqueux. De plus, le lien entre I’utilisation des méthodes innovantes
(UAHE pour extraction hydroalcoolique et MAAE pour extraction aqueux) et la qualité de

I’extrait a pu étre mis en évidence.

A partir des résultats de cette étude exploratoire nous avons pu retenir les variables de
notre domaine pour une étude plus approfondie. La détermination du pouvoir antimicrobien et
I’investigation phytochimique seront réalisés a partir d’extraits de MAAE et UAHE de la fleur
d’Opuntia ficus-barbarica qui présentent une qualité d’extraction intéressante et I’intérét de
n’avoir été que tres peu étudiés sur cette fleur jusqu’a présent. Enfin, la nature de solvant,
aqueux utilisé pour MAAE et hydroalcoolique utilisé pour UAHE, induit une bonne qualité
phytochimiques, une activité antioxydante et un rendement d’extraction éelevés que ceux
obtenus avec les méthodes conventionnelles. De plus I’utilisation de I’eau ou un mélange
I’eau et EtOH comme solvant d’extraction biodégradable et non toxique va nous permet de
rester dans I’approche d’extraction « verte » développée dans cette these.
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111.6. Bioactivité et investigation phytochimique des extraits UAHE et MAAE de la fleur
Opuntia ficus-barbarica

111.6.1. Rendement des fractions de I’extraction liquide-liquide (ELL) des extraits bruts
UAHE et MAAE

Les rendements d’extraction sont exprimés en pourcentage de la masse d’extrait
obtenue par rapport a la masse d’extrait brut et sec (Tableau 111-12). On peut notamment
remarquer que les meilleurs rendements ont été obtenus avec les fractions aqueuses (Faq)
suivi des fractions d’acétate d’éthyle (Fae) et fraction d’hexane (Fn). La variation du
rendement entre les différentes fractions démontre que les extraits contiennent des molécules
couvrant une large gamme de polarité et que les composants ont bien été partagés entre les

trois fractions selon leurs affinités dans les solvants.

Tableau 111-12 : Pourcentage massique (%) et couleur des fractions obtenues apres le
fractionnement ELL des extraits bruts UAHE et MAAE.

Extraits Pourcentage massique (%) Couleur
Fy 15,62% Jaunatre
UAHE | Fae 19,59% Jaune foncé
Faq 60,33% Marron
Fy 4,21% Blanc
MAAE | Fae 11,24% Jaune
Faq 80,91% Marron

Fu: Fraction hexane ; Fae : Fraction acétate d’éthyle, Faq: Fraction aqueuse

111.6.2. Activité antimicrobienne

Pour caractériser I’activité antimicrobienne des extraits bruts UAHE et MAAE et de
ses fractions (Fu; Fae et Fag), nous avons utilisé preférentiellement des souches pathogenes
de I’lhomme et d’origine connue, c’est-a-dire identifiées avec un numéro ATCC : Escherichia

coli, Pseudomonas aeroginosa, Enterococcus sp. et Staphylococcus aureus.

134



Tableau I111-13 : Effet des extraits bruts et ses fractions sur la croissance de quatre
souches bactériennes exprimé par le diametre de la zone d’inhibition en mm.

Concentration o . Pseudomonas Staphylococcus
Escherichia coli - Enterococcus sp.
(ug/mL) aeroginosa aureus
Extraits
100 8,00 10+0 10,66+0,66 10,58+0,30
UAHE brut 400 9,66+0,33 10,3+0,33 13,66+0,33"" 11,5+0,50
600 12,1£1,0™ 10,83+0,16 15,0£0,57"" 12,33+0,33™
50 7,540,5 7,25+0,25 7,25+0,25 9,5+0,5
100 7,75+0,25 7,540,5 7,75+0,25 11,5+0,5
UAHE Fn -
200 8,16+0,16 8,5+0,5 8,66+0,16 13,0+0
400 9,25+0,25 9,25+0,25 9,25+0,25 14,5£0,5™"
50 8,5+0,28 11,75+0,25 8,0+0,57 9,33+0,33
100 9,33+0,33 12,83+0,44™ 8,66+0,33 10,16+0,44
UAHE Fae sk
200 9,66+0,33 14,3+0,33 10,33+0,66 10,33+0,33
400 11,66+0,33 14,66+0,33™" 10,66+0,33 13,5+0,5™
50 8,010 8,25+0,25 9,0+1,0 9,3340,33
100 9,66+0,66 8,60,33 11,5+0,5 9,66+0,33
UAHE Faq
200 10,83+0,44 9,540,5 11,0410 10,83+0,16
400 12,33+0,33"" 11,16+0,16 11,66+0,33 12,33+0,33™
100 7,66+0,33 8,25+0,25 9,66+0,66 9,540,5
MAAE brut 400 8,010 10,5+0,5 11,3340,33 10+0,57
600 12,0£1,0™" 13,75+0,25™" 13,33+0,33" 10,66+0,33
50 6,010 7,75+0,25 6,0+0,0 810
100 6,010 8,50,28 6,33+0,16 9,88+0,13
MAAE Fu 200 6,0+0 8,75+0,25 6,75+0,25 11,75+0,25
400 6,010 10,25+0,25 7,25+0,25 11,5+0,29
50 7,0£0 10,6+0,33 8,5+0,5 9,6740,33
100 7,5%0,5 11,0£0 9,25+0,25 9,33+0,88
MAAE Fae 200 8,5+0,5 11,6+0,33 10,040,0 10,33+0,33
400 9,0+0 11,5+0,5 12,33+0,88"™ 11,5+0,5
50 7,0£0 10,75+0,25 10,0+1,0 8+0
100 7,25+0,25 11,25+0,25 11,5+0,5 8,6740,33
MAAE Faq -
200 8,25+0,25 12,5+0,5 11,66+0,66 9,33+0,33
400 8,75+0,25 13,5£0,5™" 13,66+0,33™" 10,33+0,33
Kanamycine 30 21,00 20,50 6,00 32,50
Erythromycine 15 17,00 6,25 6,00 8,00
Lincomycine 2 19,00 6,00 11,00 8,00
Ticarcillin/calvu
lanic acid 7.5:1 85 12,00 6,50 11,00 30,50
(TIM)
Oxacilline 5 6,00 7,00 - 29,00

Diameétre de la zone d’inhibition incluant le diamétre du disque de 6 mm.

*okk

statistiquement significatif au

niveau de confiance de 99.9 %. Fu, Fraction hexane ; Fag, Fraction acétate d’éthyle, Faq, Fraction aqueuse.
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Le tableau I11-13 donne les diametres de la zone d’inhibition (y compris le diametre du
disque) des extraits bruts et des fractions vis-a-vis de ces souches obtenues a plusieurs
concentrations en extrait ou fraction (50, 100, 200, 400 and 600 pg/mL) mais nous n’avons
pas pu déterminer de valeurs CMI, car aucune de ces concentrations n’a mene a une inhibition
totale de 100 %. Les extraits et fractions ont donc été comparés en fonction de leur capacité a

inhiber la croissance des micro-organismes.

Les extraits bruts UAHE et MAAE et la fraction aqueuse de I’extrait UAHE ont
présenté une activité inhibitrice intéressante contre I’Escherichia-coli a une concentration de
400ug/mL. Par ailleurs, la résistance est totale a toutes les différentes concentrations de la

fraction aqueuse de MAAE.

Pseudomonas aeroginosa, Enterococcus sp. et Staphylococcus aureus sont sensible a la
majorité des extraits étudiés, la fraction UAHE d’acétate d’éthyle a 200 pg/mL et a 400
pg/mL, Pextrait brute de MAAE a 600 pg/mL et la fraction MAAE aqueuse a 400 pug/mL ont
tous montré une activité avec une zone d’inhibition hautement significatifs face a
Pseudomonas aeroginosa. L’extrait UAHE brut présente une activité antibactérienne plus
marquée vis-a-vis de I’Enterococcus sp. (15mm), alors que le diametre d’inhibition de
I’ampicilline vers cette souche est de 11 mm. Il peut étre noté par ailleurs que I’activité
inhibitrice des extraits bruts, vis-a-vis de Enterococcus sp., se retrouve faible dans les trois
fractions. Cette perte d’activité peut étre due a la séparation, dans les différentes fractions, des
molécules qui agissaient de maniére synergique dans les extraits bruts. Les fractions obtenues
a partir de I’extrait brut UAHE présentent une activité marquée pour Staphylococcus aureus.
En revanche, cette inhibition reste inférieure a celle du contrdle positif (32 mm pour la
kanamycine (30 g / disque)).

111.6.3. Activité antioxydante

L’ activité antioxydante des extraits bruts UAHE et MAAE et ses fractions a été
étudiée en évaluant leur pouvoir réducteur et leur capacité antiradicalaire vis-a-vis du DPPH
et FRAP. Les résultats sont représentés dans le tableau I11-14 ainsi que dans la figure 111-23.
L activité antioxydante pour I’extrait brut UAHE obtenue avec les deux tests DPPH et FRAP

est significativement supérieure a celle obtenue pour I’extrait brut de MAAE (p < 0,0001).

En ce qui concerne les différentes fractions, elles présentent toutes une activité
antioydante avec les deux testes. Cependant, I’activité antioxydant de la fraction Fae est la

plus élevée quel que soit la méthode de préparation de I’extrait brute. L’activité de la fraction
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Fae est significativement plus active que Fy (DPPH : P <; FRAP : p <) et Faq (DPPH : P <;
FRAP : p <). La capacité antioxydante de la fraction Faq est la plus faible pour I’extrait
UAHE et la fraction Fn est la plus faible pour I’extrait MAAE.

L’ activité antioxydante des extraits bruts, comme [ activité antimicrobienne, se
retrouvent apres fractionnement dans la fraction d’acétate d’éthyle, ce qui explique que les
activités mises en évidence dans les différents extraits de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica
seraient dues a la présence de composes phytochimiques tels que les composés phénoliques et
les flavonoides présentés dans nos résultats précedents. L’extrait le plus efficace vis-a-vis des
micro-organismes étudiés semble étre le méme extrait qui possede la meilleure activité
antioxydante pour Opuntia ficus-barbarica, ce qui nous permet de conclure que la
concordance de ces deux propriétés biologiques est le résultat de la richesse extraire en

composeés bioactifs.

Par ailleurs, les deux extraits buts UAHE et MAAE de départ présentent une activité
moindre par rapport aux extraits fractions, suggérant un effet de concentration des molécules

actives présentes dans I’extrait brute.

Tableau I11-14 : Activité antioxydande (umol ET/g extrait) des extraits brutes UAHE et
MAAE, et des fractions obtenues avec les tests DPPH et FRAP

Extraits DPPH . FRAP .
(umol ET/g extrait) (umol ET/g extrait)

EB 222,46 420,79

FH 1 427,04 3 687,46
UAHE Fae 4767,92 5854,17

Faq 925,80 3273,30

EB 185,18 279,64
MAAE Fu 260,00 450,03

Fae 2 576,98 3925,85

Faq 962,90 1 994,05
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Figure 111-23 : Activité antioxydante des extraits bruts et des fractions obtenus avec le
test DPPH et le test FRAP. a significativement différent des extraits bruts de UAHE et
de MAAE et b significativement différent des fractions FAE, c significativement
différent des fractions FH et d significativement différent des fractions FAq de I’extrait
brut correspondant. * statistiquement significatif au niveau de confiance de 99.9 %. FH, Fraction
hexane ; FAE, Fraction acétate d’éthyle, FAq, Fraction aqueuse.

111.6.4. Caractérisation phytochimique par HPLC :
111.6.4.1. Identification des molécules présentes dans les fractions (F1-F3) des extraits
UAHE et MAAE

Toutes les fractions ont été analysées par HPLC-UV-MS/MS dans le but d’identifier la
majorité des molécules phénoliques. Toutes les molécules détectées ont été caractérisées par
étude de leur fragmentation obtenue par ESI-MS/MS en mode négatif, en comparant les
données obtenues avec les extraits bruts et par I’injection de standards dans les mémes

conditions chromatographiques.

111.6.4.2. Empreintes chromatographiques des extraits et fraction

Les extraits bruts et ses fractions ont été analysés par HPLC-DAD a 279 (Figure 1l1-
25) et a 366 nm (Figure 111-26). Les empreintes chromatographiques sont tres semblables.
Seule I’intensité relative des pics change ce qui est en accord avec le rendement de la méthode
d’extraction utilisée. Pour les fractions Fae et Faq, I’intensité des pics augmentent et avec

I’apparaissent de nouveaux composés, ce qui est en accord avec I’augmentation de la TPC
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observé ci-dessus. Bien que nous ayons identifié par HPLC MS/MS dans la partie I11-4 les
principaux composés de I’extrait UAHE, il peut étre mentionne ici que les nouveaux

composés qui sont détectées dans les fractions AE et Aq de I’extrait brut UAHE.

Bien que nous reviendrons de facon plus détaillée dans la partie I11-3 sur
I’identification par HPLC- MS/MS de ces nouveaux composés, il peut étre mentionné ici que
les molécules spécifiques qui sont détectées a 366 nm aprés une extraction hydroalcoolique
assistée par ultrason (UAHE), sont la quercétine (tr = 33,80 et [M-H]" m/z = 301), la
kaempferol (tr = 38,67 et [M-H] m/z = 285) et I’isorhamnétine (tr = 39,34 et [M-H] m/z =
315). Ces flavonoides sont beaucoup moins polaires que ceux extraits dés I’application de

I’extraction aqueuse assistée par microonde (MAAE).
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Figure 111-24 : Chromatogrammes d’extrait brut UAHE de la fleur d’Opunita ficus-
barbarica obtenus par extraction hydroethanolique assistée par ultrason (85 mL/g, 80%
d’ethanol et 32 min) et ses fractions d’hexane (orange), d’acétate d’éthyle (vert) et
aqueux (violet). Colonne Acclaim Polar Advantage C18 (diamétre intérieur 4,6 ;
longueur 250 mm ; 5 um) ; gradient constitué d’eau ultra-pure acidifié (a 2,5% par

I’acide acétique) et de I’acétonitrile ; débit de 1 mL/min

= 25°C.

; injection de 10 pul

sA=279;T
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Figure 111-25 : Chromatogrammes d’extrait brut de la fleur d’Opunita ficus-barbarica
obtenus par extraction aqueuse assistée par microonde (MAAE) (45 mL/g, 500W et 3
cycles d’extraction) et ses fractions d’hexane (orange), d’acetate d’éthyle (vert) et
aqueux (violet). Colonne Acclaim Polar Advantage C18 (diamétre intérieur 4,6 ;
longueur 250 mm ; 5 um) ; gradient constitué d’eau ultra-pure acidifié (a 2,5% d’acide
acétique) et de I’acétonitrile pure ; débit de 1 mL/min ; injectionde 10 pl ;A =279 ; T =

25°C.
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Figure 111-26 : Chromatogrammes des extraits bruts UAHE et MAAE de la fleur
d’Opunita ficus-barbarica et ses fractions d’hexane (orange), d’acétate d’éthyle (vert) et
aqueux (violet). Colonne Acclaim Polar Advantage C18 (diamétre intérieur 4,6 ;
longueur 250 mm ; 5 um) ; gradient constitué d’eau ultra-pure acidifié (a 2,5% par
I’acide acétique) et de I’acétonetrile pure ; débit de 1 mL/min ; injection de 10 pl ; A =
366 nm ; T = 25°C.
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111.6.5. Détermination de la teneur en composés phénoliques et en flavonoides

111.6.5.1. La teneur en composés phénoliques (TPC, Total Phenolic Content)

Les résultats ont été présentés dans le tableau I11-15 et dans la figure 111-24. Pour les
extraits bruts, I’extrait UAHE (242,75 mg EAG/g d’extrait) possede significativement plus de
composes phénolique que I’extrait brute de MAAE (189,72 mg EAG/g d’extrait) (p <
0,0001).

Concernant les fractions, la TPC varie de 4,81 a 72,01 mg EAG/g d’extrait. La TPC de
Fae de UAHE est significativement plus élevée que celle de Fae de MAAE. De plus, la
détermination de coefficient de corrélation de Pearson entre les résultats obtenus avec le test
DPPH et la TPC (p= 0,920 ; p < 0,01) et entre le test FRAP et la TPC (p= 0,861 ; p < 0,05)

indique que I’activité antioxydante peut étre corrélée a la présence de composés phénoliques.

Tableau I11-15 : la teneur en composes phénoliques et en flavonoides des extraits bruts
UAHE et MAAE et de ses fractions.

Extraits TPC Flavonoides

EB 242,75 177,29
Fr 15,69 47,06

UAHE Fae 72,01 432,72
Faq 33,85 74,76
EB 189,72 94,34

MAAE Fu 481 3,20
Fae 51,55 189,39
Faq 27,34 55,29
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Figure 111-27 : le contenu total en composés phénoliques (TPC) des extraits bruts
(UAHE et MAAE) et des fractions obtenues a 5000 pg/mL. a significativement différent
des extraits bruts. b significativement difféerent de Fae de I’extrait brut correspondant.
*** statistiquement significatif au niveau de confiance de 99.9%. EB : Extrait Brut, FH :

Fraction hexane, FAE : Fraction acétate d’éthyle et FAQ : Fraction aqueuse.

111.6.5.2. La teneur en flavonoides par HPLC

Les résultats du dosage quantitatif des flavonoides (Tableau I11-15 et Figure 111-25)
révélent que les extraits bruts répondent positivement, cependant I’extrait UAHE posséde une
teneur élevée en flavonoides et qui est par ailleurs, significativement différente de celle de
I’extrait MAAE (p < 0.0001). Les résultats de la fraction Fae de I’extrait brut UAHE est le
plus riche en flavonoides 461,24g EQ/mg. La fraction Fae de I’extrait brut MAAE contient
une bonne quantité mais relativement faible par rapport a celle de la fraction Fae de I’extrait
brut UAHE, la teneur est de I’ordre de 189,39 mg/g. De plus, la détermination de coefficient
de corrélation de Pearson entre les résultats obtenus avec le teste DPPH et la teneur en
flavonoides (p = 0,984 ; p<0,01) et entre le teste FRAP et la TPC (p = 0,850 ; p<0,05) indique

que I’activité antioxydante peut étre corrélée a la présence des flavonoides.

Ce résultat suggere donc que les activités antimicrobiennes et antioxydantes obtenues

pour les extraits bruts de fleurs et ses fractions Fae seraient dues a la présence de flavonoides.
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Figure 111-28 : Quantification de la teneur en flavonoides par HPLC des extraits bruts

(UAHE et MAAE) et des fractions obtenues a 5000 pug/mL. a significativement différent

des extraits bruts. b significativement différent de FAE de I’extrait brut correspondant.

*** et* statistiguement significatif au niveau de confiance de 99.9% et de 95%. EB :
Extrait Brut, FH : Fraction hexane, FAE : Fraction acétate d’éthyle et FAQ : Fraction aqueuse.
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111.6.6. Corrélation entre les activités biologiques et I’étude photochimique
L’examen des résultats de bio-activités et du criblage phytochimique permet de mettre
en évidence que les activités antimicrobienne et antioxydante sont liées a la présence de

molécules phénoliques dans les différents extraits de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica.

Les extraits bruts de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica ont été décrites comme
antioxidantes et antimicrobien sur différents modelés in vitro en corrélation avec la présence
des flavonoides et des dérives d’acides phénoliques [24,29,30,36,135,140]. Dans notre étude,
I’extrait aqueux obtenu par extraction assister par microonde (MAAE) et [Iextrait
hydroalcholique obtenu par extraction assister par ultrason (UAHE) ont montré que la fleur
d’Opuntia ficus-barbarica est riche en composés bioactifs. La fraction la plus efficace vis-a-
vis des micro-organismes étudiés semble étre la méme fraction qui possede la meilleure
activité antioxydante pour UAHE et MAAE, ce qui nous permet de conclure que la
concordance de ces deux propriétés biologiques est le résultat de la richesse extraire en

composeés phénoliques bioactifs.

L’ analyse des fractions par HPLC-DAD a permis de mettre en évidence des molécules
présentant un spectre d’absorption caractéristique de flavonols. De plus, I’analyse HPLC-MS

a permis de confirmer la présence des flavonols glycosides surtout dans les fractions FAE de
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MAAE et UAHE. Par conséquent, on peut penser que les activités antimicrobienne et

antioxydante des fractions Fae sont dues a La présence de flavonoides.

Les résultats de notre étude confirment ceux trouvés dans de précédents travaux
réalisés sur les extraits de fleurs d’Opuntia ficus-barbarica dans lesquels le potentiel

antimicrobien et antioxydant ont été corrélés avec la présence des composés phenoligues.
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Chapitre V. Applications

Il existe plusieurs méthodes pour extraire les composés actifs de la plante. L’extraction
aqueuse assistée par microonde (MAAE) et I’extraction hydroalcoolique assistée par ultrasons
(UAHE) sont celles qui permettent de préserver au mieux les molécules actives de la fleur
d’Opuntia ficus-barbarica.

Les extraits végétaux, en tant qu’ingrédient actif, sont utilisés/exploités dans les
secteurs productifs de I’industries agro-alimentaires, pharmaceutiques, cosmétiques et
thérapeutiques pour la résolution de plusieurs problématiques liées a I’amélioration de la
qualité de vie (santé et hygiéne, compliment alimentaires, ...) et offrent de nombreux bienfaits
pour la santé. Elles peuvent étre une des voies possibles pour élargir le marché des ingrédients

actifs a base des produits de terroir.

IV.1. Application de I’extrait de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica

D’aprées des recherches réalisees sur la base de données des brevets Espacenet, les
extraits végétaux, en tant que ingrédients actifs, pourraient bien étre utilisée dans les
formulations des produits alimentaires et cosmétiques pour améliorer la qualité thérapeutique

et organoleptique.

IV.1.1. Potentiel d’application de I’extrait MAAE en agroalimentaire

La composition chimique de I’éco-extrait de MAAE (TPC, flavonoides et
polysaccarides) conviendrait parfaitement pour améliorer la texture et la valeur nutritive d’une
préparation alimentaire liquide telle que les sauces, les soupes et les boissons. Cet extrait
pourrait étre utilisé comme additif épaississant pour améliorer la viscosité et augmenter la
stabilité des produits alimentaire. 1l permettrait de donner une texture plus épaisse a la
nourriture trop liquide. Par ailleurs, il peut améliorer le godt et la qualité et influencer les

caractéristiques physiques et organoleptiques des aliments.

IV.1.2. Potentiel d’application de I’extrait UAHE en cosmétiques

En cosmétique, un antioxydant peut étre utilisé pour deux raisons principales, I’un
pour protéger la formule du produit de I’oxydation et I’autre pour leur propriété thérapeutique.
L’extrait UAHE de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica est trés riche en antioxydants naturels,

il peut améliorer la qualité d’une formulation cosmétique.
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Les antioxydants de I’extrait agissent pour la beauté de la peau. lls I'aident a
neutraliser les radicaux libres, pour lutter contre le stress oxydatif, celui-ci provoquant le
vieillissement cutané prématuré. Par exemple, avant une exposition solaire, I’antioxydant est
bien utile dans la composition de soin solaire, pour booster son efficacité et limiter les effets

nocifs sur la peau causes par les rayons UV.

IV.2. Evaluation de la toxicité aigiie des extraits UAHE et MAAE de la fleur d’Opuntia
ficus-barbarica

1VV.2.1. Matériel et méthodes

IV.2.1.1. Animaux
Les animaux utilisés dans les expérimentations réalisées au laboratoire Pharmacologie,
Neurobiologie et Comportement de la Faculté des Sciences Semlalia. Ce sont des souris swiss

maéles et femelles pesants entre 25 et 35 g.

Lors des expériences, les animaux étaient placés dans des cages transparentes (Six
souris/cage) dans une animalerie soumise a une photopériode de 12 h de lumiére (7 a 19 h) et

12 h d’obscurité (19 a 7 h). La nourriture et I’eau est fournie a volonté.

1V.2.1.2. Matériel végétal

Dans cet essai de I’étude de la toxicité aigiie, nous nous sommes intéressés a étudier la
toxicité aiglie de deux extraits : aqueuse (MAAE) et hydroalcoolique (UAHE) de la fleur
d’Opuntia ficus-barbarica. Les deux extraits sous forme de lyophilisats sont solubilisés dans

I’eau distillée.

IV.2.1.2.1. Principe

L’essai consiste a administrer aux animaux en une seule prise de fortes doses de la
substance testée et noter ensuite I’ensemble des signes toxiques qui surviennent aprés le
traitement. En cas de doses létales, un pourcentage de mortalité et la DL 50 (dose provoquant

50 % de mortalité) sont calculés.

1VV.2.1.2.2. Méthodologie
La toxicité aiglie des extraits a été testée sur des souris en leur administrant en une

seule prise des doses croissantes des extraits.

Un groupe d’animaux ont été divisés au hasard en plusieurs lots (n=5). Le premier lot

a servi de témoin normal. Six lots de cing a six animaux ont recu le lyophilisat de I’extrait
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aqueux ou hydroalcoolique dissous dans de I’eau distillée respectivement a la dose de 1, 2 et 3
g/kg par voie orale (par gavage). Immédiatement apres le traitement et durant les heures
suivantes, les animaux sont observés pour noter toute anomalie ou changement du

comportement normal.

De méme, un suivi de 72 h est assuré pour chaque lot et durant lequel sont notés les

parametres suivants :

- Le comportement de I’animal et les signes de toxicité (piloérection, activité motrice,

crampes, ...).

- Le poids corporel : les animaux sont pesés quotidiennement pour déterminer

I’évolution du poids corporel.

- Le nombre de déces dans chaque lot en précisant le moment du décés pour
déterminer le pourcentage de mortalité et calculer par la suite la DL 50.
1V.2.1.2.3. Expérimentation :

But : étudier la toxicité aigle des extraits de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica.

Les extraits ont été administrés en une seule prise par voie orale (par gavage) a raison

de 10 mL/kg. Les animaux sont répartis selon le traitement comme suite :
Groupe1:
Lot 1 : Souris témoins
Lot 2 : Souris traitées par I’extrait aqueux (1 g/kg par gavage).
Lot 3 : Souris traitées par I’extrait hydroalcoolique (1 g/kg par gavage).
Groupe 2 :
Lot 1 : Souris témoins.
Lot 2 : Souris traitées par I’extrait aqueux (2 g/kg par gavage).
Lot 3 : Souris traitées par I’extrait hydroalcoolique (2 g/kg par gavage).
Groupe 3 :
Lot 1 : Souris témoins.
Lot 2 : Souris traitées par I’extrait aqueux (3 g/kg par gavage).

Lot 3 : Souris traitées par I’extrait hydroalcoolique (3 g/kg par gavage).
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IV.2.2. Résultats et discussion

Les résultats obtenus de I’étude de toxicité aigiie montrent que I’administration orale
de I’extrait aqueux et I’extrait hydroalcoolique de la fleur Opuntia ficus-barbarica a des doses
de 1, 2 et 3 g/kg n’a provoqué aucun signe de toxicité chez les animaux traités. Leur
comportement est resté normal et compatible a celui des témoins. Les souris restent
immobiles pendant la premiere heure qui suit le traitement par les deux extraits. Ensuite, les
animaux reprennent leur activité normale. Le poids des souris n’a pas subi de modification

significative pendant les trois jours qui ont suivi les traitements de ces extraits (tableau 1V-1).

L’administration orale de ces extraits a la dose maximale de 3 g par kg du poids de
I’animal n’a provoqué aucun cas de mortalité. Les animaux reprennent leur activité normale a
quelques heures aprés le traitement et ne subissent aucun changement dans I’évolution
normale du poids corporel. Cependant, nous avons noté que ces animaux restent immobilisés
pendant quelque temps (de 1h a 2 h suivant la dose) aprés traitement. Ceci indique qu’a forte
dose, les extraits aqueux et hydroalcoolique provoqueraient une action sédative chez les
animaux. Ce résultat confirmerait I’utilisation de cette fleur en médecine traditionnelle
marocaine pour traiter un certain nombre de troubles en relation avec la santé humaine.

Tableau IV-1 : Evolution du poids corporel chez des souris traitées par les extraits
aqueux (lot 2) et hydroalcoolique (lot 3) de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica par voie

orale a 3 g/kg.
Suivi du poids (g)
jour 0 jour 1 jour 2 jour 3
Lotl (témoin) 30,9+0,35 31,2+0,38 31,1+0,45 31,5+0,17
Lot 2 29,8+1,10 29,4+1,17 30,5+0,75 30,4+0,96
Lot 3 30,3+0,35 30,2+0,38 30,7+0,45 31,1+0,17
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Conclusion

Les objectifs majeurs de ce travail de these étaient de valoriser les ressources
naturelles et développer des méthodologies de procédés d’éco-extraction pour la récupeération
des antioxydants naturels a partir de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica disponibles au Maroc

comme produit de terroir.

L’etude bibliographique a permis de montrer que la fleur d’Opuntia ficus-barbarica
était une plante riche en molécules tres diverses et qui présentait de nombreuses propriétés
pharmacologiques. Des études phytochimiques ont mis en évidence que la fleur d’Opuntia
ficus-barbaricar contient des molécules couvrant une large gamme de polarité, telles que les
glucides, les acides aminés, les lipides, les composé phénoliques (acides phénoligues,
flavonoides), les terpenes ainsi que les alcaloides. Outre sa richesse moléculaire, la fleur
d’Opuntia ficus-barbarica est une plante qui est utilisée en médecine traditionnelle et qui est
connu par ses propriétés pharmacologiques. Mis a part les autres parties de la plante qui sont

de plus en plus étudiées, il apparait clairement que les fleurs ont été trés peu considérées.

De par la richesse de sa composition chimique, la fleur d’Opuntia ficus-barbarica
apparait comme une plante trés intéressante pour développer des méthodologies
d’extractions plus efficaces, plus rapides et plus « vertes ». Nous nous intéresserons
également a mieux caractériser la fleur d’Opuntia ficus-barbarica, qui est tres peu valorisée
jusqu’a présent, dans I’optique de compléter les connaissances de cette plante trés riche en

bienfaits.

La premiére partie expérimentale est consacrée aux analyses physico-chimiques de la
poudre de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica. Les résultats ont montré une teneur en eau de
7,24% £ 0,04, un taux de cendres de 7,11% £ 0,02 et une activité d’eau de 0,38 + 0,004. La
fleur est riche en fibres alimentaires (16,37% + 0,70) et a un caractére acide (pH = 4,78 + 0,02
et acidité titrable 1,88 g d’acide citrique/100 g). En outre, les fleurs d’Opuntia ficus-barbarica
comportent une teneur considéerable en sucres totaux et en proteine, leur fraction lipidique est
modérée. Les parameétres L*(74,00) et b*(62,79) indiquant une luminosité dans la couleur
jaune. Les propriétés fonctionnelles des fleurs d’Opuntia ficus-barbarica se réferent a leur
pouvoir de gonflement (8,2 g d’eau/g), leur capacité a retenir I’eau (8,4 g d’eau/g) et leur
capacité a retenir de I’huile (1,8 g d’huile/g) dans la matrice végetale séche, ces résultats
montrent que la poudre des fleurs peut améliorer la viscosité de I’aliment ajouté et pourrait

étre utilisée comme épaississant naturel. En outre, les substances extractibles par I’eau (31,64
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g/100 g) sont beaucoup plus importantes que celles extractibles par I’éthanol (5,33 g/100 g).
Ceci montre que la teneur en substances biologiquement actives dans les extraits de la fleur
est trés dépendante de la nature du solvant utilisé et de la solubilité des molécules.

Dans la seconde partie, nous somme bases sur I’usage traditionnel de la fleur pour
définir les protocoles et les conditions d’extractions conventionnelles (macération avec
différents solvants, infusion a 40 ° C ou 80 ° C et décoction a 100 ° C). Ce travail a présenté
I’impact sur le rendement de I’extraction, les constituants phytochimiques et I’activité
antioxydante pour recenser la technique d’extraction la plus performante. L’étude quantitative
a montré que la composition en polyphénols, flavonoides et polysaccharides varie
significativement en fonction de la méthode d’extraction. Les composés phénoliques
présentent une teneur plus élevée en extrait hydroalcoolique, alors que les extraits aqueux sont
plus riches en polysaccharides. L’extraction a des températures élevées et a longue duree
augmente la teneur en polysaccharides mais pourrait conduire a la dégradation des
constituants phénoliques. L’activité antioxydante des extraits de fleurs d’Opuntia ficus-
barbarica a montré que les extraits hydroalcooliques présentent les activités les plus élevées.
Les extraits aqueux obtenus a des températures élevées et de courtes durées montrent des
activités antioxydantes importantes, ce qui suggére qu’ils sont les meilleures méthodes
traditionnelles efficaces pour I’extraction des antioxydants des fleurs d’Opuntia ficus-
barbarica. En effet, les extraits naturels de fleurs d’Opuntia ficus-barbarica contiennent une
grande variété de composés chimiques auxquels sont attribués des capacités antioxydantes.
Aussi, la qualité thérapeutique de cette fleur est principalement liée a I’efficacité et a la

sélectivité de la méthode d’extraction.

La troisiéme partiec a consisté a mettre en ceuvre deux méthodologies innovantes de
I’éco-extraction. Nous avons pour cela développé une extraction assistée par ultrasons pour
extrait hydroalcoolique et une extraction assistée par microonde pour extrait aqueuse « éco-

extrait ».

L’extraction hydroalcoolique assistée par ultrason (UAHE) est une méthode
prometteuse pour préparer un extraite antioxydants a partir de la fleur d ‘Opuntia ficus-
barbarica. L’originalité de la méthode est basée sur I’utilisation des ondes ultrasons avec une
combinaison entre le mélange solvant/matériel végétal, la concentration de I’éthanol dans
I’eau et le temps d’extraction. Les ondes ultrasons améliorent a la fois la pénétration du
solvant dans le matériel vegétal et la libération intracellulaire du produit en perturbant les

parois cellulaires. C’est une technique efficace et rapide qui s’inscrit dans les démarches de
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I’éco-extraction du végeétal par I’utilisation de solvant alternatif et la réduction de la
consommation énergétique. Les conditions d’extraction UAHE optimisées étaient un rapport
liquide/solide de 85 mL/g, 80% de concentration d’éthanol dans I’eau et un temps
d’extraction de 32 min. Ceux-ci ont fourni un TPC de 244,91 + 9,31 mg EAG/g d’extrait,
TFC de 92,51 + 3,85 mg ER/g d’extrait, DPPH de 224,71 + 7,78 umol ET/g d’extrait et
FRAP de 426,79 £ 6,65 umol ET/g d’extrait. De plus, I’analyse ESI-DAD-MS de I’extrait
optimisée a permis I’identification de 16 composés avec un taux plus élevé de flavonoides, en
particulier I’isorhamnétine-3-O-rutinoside (68,72 + 1,16 mg/g) suivis de la quercétine-3-O-
rutinoside (25,87 £ 0,23 mg/q) et I’isorhamnétine-3-O-glucoside (21,76 + 1,64 mg/g).

Aussi, il a été démontré que I’extraction aqueuse assistée par microonde (MAAE)
constituait une méthode appropriée pour I’éco-extraction des composés phénoliques de la
fleur d’Opuntia ficus-barbarica. L’originalité de la méthode est basée sur I’utilisation
combinée de rapport eau/matrice végétale et de chauffage rapide par microonde avec des
périodes de refroidissement. L’extraction est réalisée sans solvant organique toxique pour la
santé et I’environnement et avec une quantité d’eau optimale pour la matrice végétale, ce
processus s’inscrit dans la démarche de I’éco-extrait. Les meilleures conditions d’extraction
MAAE étaient un rapport liquide/solide de 85mL/g, une puissance de 500 W et trois cycles
d’extraction. Ceux-ci ont fourni un rendement de 20,52%, une teneur totale en polyphénols de
189,72 = 0,79 mg EAG/g d’extrait et une teneur en flavonoides de 96,72 + 3,09 mg/g
d’extrait. Ces résultats montrent que la méthode MAAE a une efficacité plus élevée pour
I’extraction des composés phénoliques que les autres méthodes d’extractions conventionnelles

aqueuses.

En derniére partie, le fractionnement des extraits bruts obtenus par les méthodes
UAHE et MAAE de la fleur d’Opuntia ficus barbarica a permis de réaliser une étude
phytochimique, I’identification structurale et les tests d’activité biologique (antioxydant et
antimicrobien). L’activité antioxydante des extraits bruts, comme I’activité antimicrobienne,
se retrouvent apres fractionnement dans la fraction d’acétate d’éthyle, ce qui explique que les
activités mises en évidence dans les différents extraits de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica
seraient dues a la présence de composés phytochimiques tels que les composés phénoliques et
les flavonoides présentés dans nos résultats précédents. L’extrait le plus efficace vis-a-vis des
micro-organismes étudiés semble étre le méme extrait qui posséde la meilleure activité
antioxydante pour la fleur d’Opuntia ficus-barbarica, ce qui nous permet de conclure que la

concordance de ces deux propriétés biologiques est le résultat de la richesse extraire en
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composeés bioactifs. Par ailleurs, les deux extraits bruts UAHE et MAAE de départ présentent
une activité moindre par rapport aux extraits fractionnés, suggérant un effet de concentration

des molécules actives présentes dans I’extrait brut.

L’ etude de la toxicité aigué des extraits UAHE et MAAE de la fleur d’Opuntia ficus-
barbarica a montré que I’administration des doses de 1, 2 et 3 g/kg par voie orale n’a
provoqué aucune létalité et aucun changement du comportement général des souris. La DL 50
est, par consequent, supérieur a 3000 mg/kg par voie orale. Cette étude suggere que les
extraits de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica pourraient étre explorés en tant que ingrédients

actifs et a utiliser, par exemple, dans des boissons bénéfiques pour la santé.

En conclusion, nos travaux présentent des avantages majeurs dans des techniques
d’extraction de produits naturels UAHE et MAAE qui sont a la fois efficace, rapide et qui
s’inscrivent dans les démarches de « I’éco-extraction » par [’utilisation des solvants
alternatifs, diminuer le temps de I’extraction (moins de consommation d’énergie), améliorer la

qualité de rendement et la rentabilité de la matiére premiére.

Parmi les perspectives envisagées, I’une concerne I’étude pharmacologique sur les
extraits de la fleur d’Opuntia ficus-barbarica. Par ailleurs, il serait donc intéressant d’intégrer
ces extraits, en tant qu’ingrédients verts et actifs, dans les formulations thérapeutiques pour

créés des nouveaux produits bénéfiques pour la sante.

Une autre perspective envisagée est d’intégrer d’autres critéres, comme les impacts

environnementaux, pour améliorer les méthodologies d’optimisation de I’éco-extraction.

Nous espérons par ce travail avoir apporté notre modeste contribution a la valorisation
des produits de terroir Marocain et une importante contribution phytochimique de la fleur
d’Opuntia ficus-barbarica.
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