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Résumé

Cette étude a pour but d'extraire et caractériser les métabolites secondaires des nopals de
I'Opuntia d’Algérie, et d'évaluer leurs propriétés biologiques. Le protocole exécuté fait appel a
diverses méthodes de dosage, de fractionnement chromatographique (HPLC et CPG-MS) et de
mesure du pouvoir antioxydant, anti-inflammatoire, antimicrobien, anticoagulant et antitumoral.
Les résultats montrent que les nopals sont riches en eau, fibres, calcium et en vitamine C. Les
polyphénols, les caroténoides, les bétalaines et les alcaloides étaient présents aux teneurs
respectives de 6354+113.27, 13.69+1.72, 48.13+2.2 et 596.60+8.71 mg/100g de matiére seche.
L'analyse chromatographique a mis en évidence 57 composés phénoliques et 17 alcaloides; dont
I'acide gallique, la quercétine, le kaempferol, la naringenine, la glucobrassicine. Les résultats de
I'activité antioxydante ont montré que les polyphénols sont les meilleurs piégeurs des radicaux
DPPH (2,2-Diphenyl -1-picrylhydrazyl) (IC50= 84.8 ug/mL); tandis que les caroténoides
assurent un meilleur pouvoir réducteur FRAP (Ferric lon Reducing Antioxidant Power) (IC50=
106.13 pg/mL) et une action anti-lipoperoxydation (blanchiment du B-caroténe) plus avantageuse
(IC50= 37.57 pg/mL). Un maximum d’inhibition de la dénaturation thermique de 1’albumine
sérique a été observé sous I’effet des polyphénols (96.17+1.83%) et des bétalaines
(95.51+£2.16%). Le niveau le plus élevé de protection des globules rouges humains vis-a-vis de
I’hémolyse a été obtenu avec les caroténoides (88.4£1.68%). Les valeurs des Temps de
Prothrombine (TP) et de Thromboplastine Partielle Activée (APTT) observées indiquent une
absence d'action anticoagulante des principes actifs de nopals. Seuls les extraits phénoliques de
cladodes ont manifesté une activité antimicrobienne dont la concentration minimale inhibitrice
(CMI) varient de 0.25 a 0.50mg/mL ; alors que celle a effets bactéricide (CBB) et fongicide
(CMF) varient 0.5 a Img/mL. Une plus grande sensibilité des souches de Bacillus cereus,
Klebsiella pneumoniae et de la levure Candida albicans a été observée ; alors que la souche
bénéfique Bifidobacterium animalis subsp lactis a été résistante. Sur le plan de la cytotoxicité de
ces extraits sur la lignée cancéreuese HepG2, ce sont les caroténoides qui ont été les plus
efficaces avec une perte de viabilit¢ de 1’ordre de 50.77+£6.51% suite a 1’inhibition du
cytochrome CYP2EIL. L’absence d'impact de tous les autres extraits sur la viabilité de cette
lignée cellulaire a été réveélée par le test MTT (réduction du bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium) et celui d’inclusion lysosomale du rouge neutre. Cette famille
moléculaire a stimulé une surproduction des especes réactives de I’oxygene et de 1’azote. Les
quatre classes phytochimiques ont eut un impact dépolarisant sur la membrane mitochondriale.

Mots clés: Opuntia, nopal, polyphénols, caroténoides, bétalaines, alcaloides, propriétés

biologiques.

Résumé
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Abstract

The aim of this study is to extract and characterize the secondary metabolites of nopals of
the Algerian Opuntia, and to evaluate their biological properties. The nopals were rich in water,
fiber, calcium and vitamin C. Polyphenols, carotenoids, bétalains and alkaloids were present at
respective levels of 6354+113.27, 13.69 £ 1.72, 48.13 £ 2.2 and 596.60 + 8.71 mg/100g of dry
matter. Chromatographic analysis revealed 57 phenolic compounds, 17 alkaloids; including
gallic acid, quercetin, kaempferol, naringenin, glucobrassicin. The results of the antioxidant
activity showed that polyphenols are the best scavengers of DPPH (2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl) radicals (IC50 = 84.8 pg/mL), while carotenoids are endowed with better
reducing power in FRAP (Ferric lon Reducing Antioxidant Power) (IC50 = 106.13 pg/mL) and a
more advantageous anti-lipoperoxidation (p-carotene bleaching) action (IC50 = 37.57 pg / mL).
The anti-inflammatory effect of the extracts was tested by the rate of protection of bovine serum
albumin against denaturation and inhibition of hemolysis of erythrocytes. Polyphenols and
bétalains have shown the maximum preservation of proteins (96.17+1.83 and 95.51+2.16%). The
erythrocyte membrane was better stabilized by carotenoids (88.4+1.68%). The results of the
Prothrombin Time (PT) and the Partial Activated Thromboplastin Time (APTT), revealed a lack
of anticoagulant action for the active principles of nopals. Regarding the antimicrobial activity,
the polyphenols presented the only extract with a positive effect, with a minimum inhibitory
concentration (MIC) in the order of (0.25-0.5 mg/mL) and a minimum bactericidal concentration
(CMB) and fungicidal concentration (CMF) ranging to (0.5-1 mg/mL). The strains Bacillus
cereus, Klebsiella pneumoniae and the yeast Candida albicans were noted to be the most
sensitive. The beneficial bacterium Bifidobacterium animalis subsp lactis was resistant. The
study of the cytotoxicity of these extracts on the cancerous cell line HepG2 illustrated that the
carotenoids were the most effective. No impact of all the extracts on cell viability was noted by
the MTT test (reduction of 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyl tetrazolium bromide) as
by lysosomal inclusion of neutral red. On the other hand, carotenoids led to a drop in viability to
(50.77 £ 6.51%) after inhibition of cytochrome CYP2EL. This molecular family has stimulated
an overproduction of reactive oxygenated and nitrosated species. The four phyto-chemical
classes gave a depolarizing impact on the mitochondrial membrane.

Key words: Opuntia, nopal, polyphenols, carotenoids, bétalains, alkaloids, biological properties.
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Introduction

L’utilisation des plantes médicinales par 1’homme est une pratique antique que la
recherche médicale moderne redécouvre aujourd’hui avec un intérét grandissant dans différents
domaines (El Hachimi et al., 2017). L’Algérie est un vaste territoire riche en flore et encore
vierge. Toutes ces plantes qu’il recéle représentent une bonne source en principes actifs pour les

secteurs médico-pharmaco-cosmétiques.

Le figuier de Barbarie (Opuntia ficus indica (L.)), en fait un exemple typique de cette
fortune végétale encore délaissée localement suite aux attitudes d'ignorance dont la communauté
connaisseuse y participe pour une grande part. Ces cactus sont de Vvéritables survivants a la
sécheresse et aux conditions drastiques des climats arides et semi-arides, grace a leurs capacités
adaptatives étonnantes incluant des mutations morphologiques jumelées a des métamorphoses
physiologiques et métaboliques. Dés lors, ces plantes font l'objet des projets de développement

agricole et de programmes d'aménagement rural dans d'autres pays (Arba et al., 2000).

A I'égard de ses fruits délicieux, la partie végétative aplatie nommeée cladode, notamment
celle en jeune stade de croissance, ne manque pas d'interet au vu de ses qualités nutritives et
fonctionnelles mais surtout de son capital phytochimique. La vulgarisation de l'usage de ces
jeunes cladodes appelés nopals légumes, passe inévitablement par leur réhabilitation scientifique

comme mesure informative rationnelle sur son importance socio-économique.

C’est dans cette optique que s’inscrit I'objectif de cette theése, qui consiste a extraire les
molécules naturelles bioactives des nopals d'Algérie, telles que les polyphénols, les caroténoides,

les bétalaines et les alcaloides, et de procéder a leurs propriétés biologiques.

Le premier chapitre de cette thése est un rappel bibliographique descriptif du figuier de
Barbarie, sur le plan de I'anatomie et la composition chimique du cladode. Le deuxieme chapitre
décrit la méthodologie mise en ceuvre pour une détermination de la composition relativement
compléte des extraits de cladodes, une identification et une quantification des composés

bioactifs ; ainsi qu’une démonstration de leurs principales propriétés biologiques d’intérét santé.

Le troisieme et dernier chapitre présentera les principaux résultats de ce travail avec leur

confrontation a ce qui a été accumulé comme connaissances sur le sujet.

Introduction
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Chapitre I: Généralités sur le figuier de Barbarie

I.1. Répartition géographique et importance économique

Le figuier de Barbarie a évolué et s'est adapté presque a toutes sortes de biotopes, allant
des zones désertiques sous le niveau de la mer aux zones de haute altitude telles que les Andes
péruviennes et des régions tropicales du Mexique, ou les températures sont toujours supérieures

a5 °C, aux régions glaciales du Canada qui peuvent tomber a - 40 °C en hiver (Nobel, 1999).

Sa distribution géographique trés large s'étale de son continent originaire I'Amérique,
vers I'Afrique, I'Asie, I'Europe et I'Oceanie (fig.1) (Casas et Barbera, 2002). Il est par essence
développé sur la partie ouest de la Méditerranée ; le sud de I’Espagne, le Portugal et I’ Afrique du
Nord (Salem et al., 2002; Arba, 2009).

En Algerie, a I'exception des montagnes et des zones sahariennes, la culture algérienne du
cactus est largement représentée dans le paysage rural en plantation plus au moins régulieres,
autour des villages, en haies limitant les parcelles de culture ou de vergers (Arba et al., 2000).
Du centre a I'ouest, on le trouve sur les wilayas de Boumerdes, Blida, Tipaza, Tissemsilt, Chlef,
Relizane, Mostaganem, Ain-Témouchent, Oran, Mascara, Sidi-bel Abbés et Tlemcen (Benattia,
2017).

Ce cactus est considéré comme l'une des espéces les plus rentables gréace a sa polyvalence
d'usage qui procure des bénéfices économiques évidents et génere avantageusement des revenus

et des emplois au profit des habitants (Neffar, 2012).

Soberon et al. (2001) avaient rapporté que le marché Mexicain d'exportation des produits
Opuntia évalué sur une péiode de 8 ans s’¢levait a 50 millions $/an, répartis en 27 millions pour
les nopals légumes, 20 millions pour les poires et enfin 1 million pour le fourrage. Le revenu
annuel moyen a I'ha a été 2000 a 6000 $ en lItalie, entre 1088 et 3266 $ au Maroc et 5251 $ au
Chili (Arba et al., 2000; Inglese, 2018).

L'évaluation économique de la production du fruit d'Opuntia faite par Garcia et al.
(2020), montre des bénéfices moyens respectifs de 340, 1658.88 et 545.801 € /ha au Mexique, en
Italie et en Espagne. Cependant, ces auteurs soulignent I'absence des données sur la valeur
économique d'Opuntia basée sur ses composés biofonctionnels, médicinaux, nutraceutiques et
cosmétiques. A titre d'exemple, un bioactif comme le kaempférol atteint une valeur de 213.68 €

pour 20 mg tandis que 1'isorhamnétine vaut 204,53 € pour 10 mg (Garcia et al., 2020).

2 Chapitre I: Généralités sur I'Opuntia
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Figure 1: Distribution géographique mondiale d'Opuntia spp (Saenz et al., 2013).
1.2. Aspects botaniques

L'Opuntia spp communément appelée figuier de Barbarie ou cactus Nopal, est une plante
angiosperme dicotylédone tropicale et subtropicale, intégrée a la famille des Cactaceae. Elle est
caractérisée par des feuilles réduites en épines et une grande capacité d’adaptation aux conditions
les plus hostiles (Arba et al., 2000). Les formes inerme (O. ficus-indica) et épineuse (O.
megacantha) du figuier de Barbarie ; sont les variétés les plus largement distribuées dans les
steppes Algériennes (Arba et al., 2000; Chaouche et Abdul-Hussain, 2008).

Le figuier de Barbarie est une plante arborescente vivace, ligneuse et robuste, de 3a 6 m
de haut (fig.2). Son organisation morphologique en articles aplatis, de forme elliptique ou
ovoidale, couramment appelés cladodes « ou raquettes », constitue sa particularité principale
(Feugang et al., 2006; Benattia, 2017). L’appareil racinaire du figuier de Barbarie est
superficiel et charnu, en expansion horizontale. Il est capable de coloniser de facon efficace les
milieux difficiles, comme il peut développer des racines secondaires charnues en mesure
d’atteindre les couches de sol plus profondes en cas d'aridité prononcée. De méme, ses racines
ont la possibilité d’accueillir des micro-organismes fixateurs d’azote symbiotes pour combler la

faiblesse de fertilité pédologique (Nefzaoui et Bensalem, 2002; Mulas et Mulas, 2004).

Les cladodes sont des tiges vertes carnées de forme aplatie, mesurant 30 a 50 cm de long,
sur 15 a 30 cm de large et 1.5 a 3 cm d'épaisseur. Elles assurent la fonction chlorophyllienne et
sont recouvertes d'une cuticule cireuse (la cutine) qui limite la transpiration de la plante et les

protége contre les prédateurs (Scheinvar, 1995; Schweizer, 1999; Stintzing et al., 2005 ;

3 Chapitre I: Généralités sur I'Opuntia



Moussaoui B. Propriétés biologiques d'extraits des cladodes d'Opuntia ficus indica L. (2020). Thése de
Doctorat en Sciences Biologiques. Univ. Mostaganem

Feugang et al., 2006; Benattia, 2017). Les cladodes de la base, en vieillissant, finissent par se
lignifier pour former un véritable tronc pouvant atteindre 3 a 4 m de haut (Schweizer, 1999;
Sadok et al., 2008).

Ses feuilles coniques de quelques millimétres de long apparaissant sur les cladodes
jeunes, ou elles sont rudimentaires, éphémeres et caduques. A 1’aisselle des feuilles se trouvent
les bourgeons auxiliaires typiques des cactacees, appelés les aréoles, au nombre de 150 par
cladode. Leurs méristemes produisent des épines, des glochides, des racines adventives, de
nouvelles cladodes ou des fleurs (Sudzuki, 1995; Neffar, 2012; Boutakiout, 2015; Benattia,
2017).

Les épines de 1 a 2 cm sont blanchatres, sclérifiées et solidement implantées. Leur
absence ou présence sur les cladodes, définissent la variété inerme ou épineuse (Neffar, 2012).
Les glochides facilement décrochables sont de fines épines brunatres de quelques millimétres,

présentes similairement dans les deux variétés (Benattia, 2017).

Les fleurs d'Opuntia sont hermaphrodites et solitaires, larges de 4 a 10 cm, ayant une
couleur jaunatre qui devient rougeatres a I’approche de la sénescence de la plante. Elles poussent
le plus souvent a partir des aréoles marginales situées au sommet des cladodes agées d’un an, sur
la face la plus exposée au soleil. Leur nombre varie selon la position du cladode sur la plante et
les facteurs physiologiques, sachant qu'une fleur seulement apparait dans chaque aréole (Nerd et
al., 1991; Sudzuki, 1995; Neffar, 2012,;Reyes-aguero et al., 2006)

Appelés figues de Barbarie, les fruits sont des grosses baies charnues, ovoides ou
piriformes, ayant un poids qui varie de 67 a 216 g et offrant un large spectre de couleurs ;
blanche, jaune et rouge (Molthammer et al., 2006; Neffar, 2012). La pulpe dont le godt se
révele délicieux et subtil, est toujours juteuse, de couleur jaune-orangé, rouge ou pourpre,
parsemée de petites graines pouvant atteindre les 300 graines pour un fruit de 160 g. Cependant,
leur peau est pourvue d’épines, comme elle est couverte d’aréoles susceptibles de donner de
nouvelles fleurs ou des racines (Schweizer, 1999; Piga, 2004; Feugang et al., 2006 ; Reyes-

aguero et al., 2006).

Dans les climats tempérés, la floraison a lieu en avril-mai et les fruits sont cueillis fin
juillet a septembre, dés qu'ils deviennent un peu mous. Cette plante peut donner des fruits deux

fois par an dans certaines contrees arides et chaudes (Schweizer, 1999; Boutakiout, 2015).
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Graines

Figure 2: Les différentes parties du Figuier de Barbarie (Benattia, 2017; Inglese, 2018; Cliché
Moussaoui, 2019)
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Les graines sont indigestes, réniformes ou lenticulaires et caractérisées par leur dureté. Le
pourcentage et le nombre de graines par fruit varie en fonction de plusieurs facteurs dont la
variété, la physiologie et ’environnement de culture (Habibi, 2004 ; Reyes-Aguero et al.,
2005).

1.3. Utilisations des différentes parties du figuier de Barbarie

Le figuier de Barbarie est I'exemple typique d'espéce parfaitement convenable pour la
mise en valeur des zones arides et semi-arides. Sa culture est peu exigeante en investissements et
le revenu qu'elle peut générer est d'une importance économique capitale (Benattia, 2017). En
plus, tant comme culture extensive qu’a 1’état spontané et depuis ses racines jusqu'a ses epines, le
nopal appartient aux plantes les plus utilisées dans différents domaines économiques (figs.3 et 4)
(Benattia, 2017).

1.3.1. Alimentation humaine

La consommation des fruits a I’état frais demeure sans aucun doute 1’utilisation
principale du figuier de Barbarie. Ceci a incité a améliorer les qualités organoleptiques des fruits,
d’¢éliminer les glochides génantes, de réduire le nombre des graines et de perfectionner les
techniques de conservation frigorifique (Saenz, 2000; Mulas et Mulas, 2004). En plus, il est
possible de consommer la figue de Barbarie bouillie dans 1’eau, séchée, congelée ou fermentée,
ou méme apres sa transformation technologique en produits ayant une bonne qualité sensorielle
et une stabilité microbiologique : jus, nectar, conserve, miel, marmelade, boissons alcoolisées
(Colanche, Téquila) et confiture.... (Pimienta-Barrios, 1993; Saenz, 2000; Espirad, 2002;
Habibi, 2004; Arba, 2009, Boutakiout, 2015)

Par ailleurs, les jeunes raquettes (nopals ou nopalitos) tendres et nutritivement similaires
a la laitue et aux épinards, sont consommées en tant que légume a 1’état frais dans les salades ou
cuites comme ingrédients dans la confection d’autres préparations alimentaires (Hoffmann,
1995; Saenz, 2000; Arba, 2009). La aussi, la dérivation des nopals en sous-produits est possible
ou elle aboutit & I'obtention de confiture, de cornichon, des frites et des confits, de conserves au

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

Les deux colorants extraits a partir de la figue de Barbarie sont le rouge carmin et la
bétalaine (Boutakiout, 2015). Le rouge carmin est une teinte (E-120) produite par I’¢levage des
cochenilles sur 1I’Opuntia. Ses qualités naturelles et biochimiques sont tres recherchées par
Iindustrie alimentaire (Arba, 2009). Les bétalaines sont les pigments cachés derriere la

coloration des fruits de cactus rouge ou pourpre. Ces colorants naturels ont une bonne stabilité
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dans une large gamme de pH (4 a 7) et une odeur agréable, leur conférant la possibilité d'emploi
pour la coloration des denrées alimentaires a acidité faible, et ceux ne requiérent pas de
traitement thermique tels que les glaces alimentaires et les desserts (Fernandez-Lopez et al.,
2002; Castellar et al., 2003; Boutakiout, 2015).

L’huile comestible des graines du fruit présente un haut degré d’insaturation, avec un
taux important d’acide linoléique, d’acide palmitique et d’acide oléique (Sepulveda et Saenz,
1988; Ramadan et Morsel, 2003).

1.3.2. Alimentation animale

La culture d'Opuntia suscite également un grand intérét dans la production de fourrage,
qui constitue sa deuxieme grande utilisation, notamment en milieux aride et semi-aride ou sa
présence est strictement nécessaire en certaines périodes de I’année, puisqu'elle est le seul stock

alimentaire disponible pour le bétail (Habibi, 2004; Mulas et Mulas, 2004).

L’0. ficus indica est la plus productive des zones arides avec 1.37 kg/an/m? par rapport a
la moyenne des autres espéces (0.71 kg/m?/an), sans oublier sa valeur énergétique proche de
celle de la luzerne et sa richesse en eau et en fibre trés appréciées par le bétail. Leur
consommation permet également d’améliorer la saveur du lait et la couleur du beurre (Arba,

2009; Benattia, 2017).

En outre, le cycle de floraison abondante, qui peut s’étendre de 3 a 6 mois selon la région
et la variété, rend le figuier de Barbarie une source mellifére importante qui attire les abeilles en
masses par les grandes fleurs jaunes, par le pollen abondant et le nectar (Neffar, 2012; Arba,
2009).

1.3.3. Utilisation thérapeutique

La recherche moderne a non seulement confirmé les vertus du nopal, que la médecine
traditionnelle seule reconnaissait jusqu'a nos jours, mais découvre chaque année de nouvelles
propriétés. L'Opuntia était préconisé anciennement dans le traitement des abces, des cors, des
durillons, des furoncles et de toutes les inflammations digestives et cutanées (Schweizer, 1999).

On pense que les fruits arrétent les coliques et les diarrhées alors que les organes
végétatifs ont une fonction antipyrétique, anti-inflammatoire, analgésique et antispasmodique.
Par ailleurs, les fleurs séchées sont utilisées pour la préparation de tisanes diurétiques qui

soulagent les maux de reins (Barbera, 1991; Mulas, 1992; Araba et al., 2000).
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Figure 3: Emballage des figues de Barbarie et des nopals destinés a la consommation humaine
(Inglese, 2018)

Nappage de figue sur dessert laitier

Confiture de cladode et citron Vinaigres Balsamique des figues

Figure 4: Images de certains produits issus du figuier de Barbarie (Inglese, 2018).
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Les jeunes raquettes ont une action hypoglycémique, due a 1’adsorption du glucose des
aliments économisant par conséquent la synthése d’insuline, ainsi qu’une action hypo-
cholestérolimique basée sur la stimulation de la sécrétion biliaire et de 1’utilisation du cholestérol
présent dans le sang par adsorption des sels biliaires (Fernandez et al., 1990; Mulas, 1992;
Arba, 2009). Au-dela, les raquettes hachées ont servi de cataplasmes dans le pansement des

foulures, des entorses et dans la reduction des fractures (Schweizer, 1999).

Selon des études cliniques récentes, cette méme espece ¢limine 1’excés d’ammoniaque
accumulé dans certains organes, combat avec succes les radicaux libres et neutralise les toxines
qui affaiblissent le systeme immunitaire. Des propriétés anxiolytiques et des effets galactogenes
et fortifiants chez les femmes allaitant leurs enfants ont été, également, attribuées a cette espece
(Schweizer, 1999). Récemment, les technologies modernes visent a élaborer des alicaments sous
forme de gélules ou capsules a partir des différentes parties du figuier de Barbarie (Boutakiout,
2015).

Dans le domaine cosmétique, des produits de soin comme les cremes dermiques et les
onguents, le savon, les shampoings, les assouplissants des cheveux et les laits hydratants, ont été
issus de mucilage des cladodes pour le soin des mains et des visages (Boutakiout, 2015; Araba
et al., 2000; Bhira, 2012). De plus, I’huile de pépins de figues de Barbarie est
exceptionnellement riche en vitamine E et en stérols, et a une aptitude antiride hors du commun,
exploitée dans la fabrication des cremes dermiques anti-age. Cette huile cicatrisante redonne le
tonus et la fermeté a la peau, prévient son vieillissement et la protége contre les radicaux libres et

les agressions du temps (Bhira, 2012; Boutakiout, 2015)
1.4. Focus sur les cladodes du figuier de Barbarie
1.4.1. Anatomie et histologie des cladodes

Au cours de l'évolution, I'O. ficus-indica a développé des caractéristiques
morphologiques, anatomiques et physiologiques qui lui ont permis de faire face aux conditions
défavorables rencontrées dans les environnements arides (Nobel, 1994, 1995; Ventura-Aguilar
et al., 2017). Anatomiquement, le cladode en coupe transversale est une eustele, formeée par : la
peau, le cortex, les tissus vasculaires ; disposés en cercle et composés de faisceaux collatéraux
séparés par du tissu parenchymateux, et la moelle qui est le tissu succulent majeur (fig.5)
(Inglese, 2018).
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1.4.1. 1. La peau

La peau est composée d’une couche épidermique continue de cellules plates, fines, en
forme de pavé, et de 6 a 7 couches de cellules hypodermiques trés résistantes, avec une épaisse
paroi cellulaire ressemblant & du collenchyme lamellaire (Inglese, 2018). Ces deux couches
forment une barriere efficace pour éviter les dommages physiques et maintenir 1’intégrité
mécanique. L'épiderme d'une épaisseur de 117.33 a 120 um, constitue la couche protectrice la
plus périphérique du corps du cactus qui comporte des stomates, régule le mouvement du CO;
entrant et de 1’O2 sortant et retient 1’eau dans le corps de la plante, alors que ’hypoderme joue le
role de premiere ligne de défense contre les champignons, les bactéries et le broutage par de

petits organismes (Mauseth, 1984; Ventura-Aguilar et al., 2017; Inglese, 2018).

La paroi externe de 1’épiderme est imprégnée et couverte d’une couche relativement
épaisse (8-20 um) d'une substance cireuse résistante a I’eau, appelée cutine. Chimiquement, cette
couche donnant aux cladodes leur apparence glauque, est un mélange d’acides gras qui se
polymérisent spontanément en présence d’oxygene, pour se révéler, sous microscope
électronique, en agrégats de plaques semi-verticales et écailles semi-verticales (Metcalf et
Chalk, 1979; Mauseth, 1984).

Cette cire rugueuse autour des cellules épidermiques retient la vapeur d’eau dans la
plante et repousse I’ecau de surface comme elle refléte les radiations solaires, réduisant ainsi la
température de la tige (Gibson et Nobel, 1986). En outre, la surface pliée de 1’épiderme, au lieu
d’une surface lisse, affecte la force, la flexibilité et la capacité du rameau a se gonfler sans se
déchirer. Ceci est expliqué par le fait que la surface plissée assure, lorsque 1’eau est absorbée par
les cladodes, un écartement des bases des cotes et une augmentation du volume sans requérir un

accroissement de superficie (Mauseth, 2000; Mauseth, 2006).

Contrairement aux plantes a graines, 1’épiderme des Cactaceae persiste durant des
décennies comme un tissu vivant et est finalement remplacée par 1I’écorce « le périderme », via le
processus de vieillissement. La formation du périderme est également possible par les tissus du

cortex en cas de rupture de la peau par blessures (Mauseth, 2006)

Par ailleurs, I'épiderme contient des cristaux d'oxalates de calcium nommés druses. En
dépit de leur passivité physiologique et osmotique, ces cristaux peuvent devenir un moyen de
défense en rendant plus difficile la mastication de la peau par les insectes (Ventura-Aguilar et
al., 2017; Inglese, 2018).
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vaisseaux conducteurs et (P) parenchyme (Ginestra et al., 2009; Malainine et al., 2001).

1.4.1. 2. Le cortex

L'Opuntia a un épais cortex palissadique chlorophyllien nommé chlorenchyme,
recouvrant un cortex interne moins ou non chlorophyllien appelé parenchyme (Mauseth, 2005).
Le chlorenchyme d’Opuntia est disposé en longues rangées radiales de cellules
parenchymateuses chlorophylliennes et succulentes, séparant I’hypoderme et 1’anneau de
faisceaux vasculaires. C'est la partie verte qui contient les chloroplastes et assure principalement

la fonction de photosynthese (Inglese, 2018).

Le parenchyme ou "tissu blanc" est formé de cellules parenchymateuses sphéroidales
homogénes avec de petits espaces intercellulaires, dont les chloroplastes sont substitués par
d’autres organites a I'exemple des amyloplastes. En plus de son action essentielle de stockage
d'eau, cette partie est l'usine chimique qui produit les hormones, alcaloides, composés
phénoliques et autres produits formés par le métabolisme de la plante (Mauseth, 1984; Saveja et
Mauseth, 1991; Ventura-Aguilar et al., 2017; Inglese, 2018).

Les deux parties ; verte et blanche, contiennent des idioblastes, remplis avec du mucilage
ou de cristaux plus petits que ceux des cellules épidermiques (Mauseth, 1984 ; Saveja et
Mauseth, 1991).
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1.4.1. 3. Les tissus vasculaires

Sous le cortex, toutes les tiges d'Opuntia, méme les cladodes les plus plats, ont un unique
anneau de faisceaux vasculaires collatéraux avec un tissu mou entre eux (eustéle), correspondant
au cambium fasciculaire ou rayons médullaires. Ces tissus vasculaires sont connectés au tissu
méristématique des aréoles et forment un réseau élaboré de faisceaux accessoires tres finement
fenestrés (Bailey, 1961; Gibson, 1976; Mauseth, 2004; Inglese, 2018).

Le xyléme au nombre de 4 & 9 vaisseaux par mm? est simple et ses éléments de vaisseaux
de 75 um de large, sont caractérises par des épaississements hélicoidaux et annulaires, avec des
perforations scalariformes ou réticulées dans la paroi secondaire (Hamilton, 1970; Jiménez-
Sierra et Reyes, 2000; Pimienta-Barrios et al., 2003). Cependant, les cellules mucilagineuses
et les grains d’amidon sphéroidaux sont abondants autour des faisceaux vasculaires (Inglese,
2018).

1.4.1.4. La moelle

La moelle d’O. ficus indica est faite de larges cellules parenchymateuses sphéroidales, a
fines parois cellulaires, similaires a celles du cortex intérieur. Ses cellules les plus proches des
faisceaux vasculaires contiennent souvent de nombreux grains sphéroidaux d’amidon ou du

mucilage et quelques petites druses (Inglese, 2018).
1.4.1.5. Les stomates

Les stomates abondants et régulierement distribués chez les autres Cactaceae, sont
aléatoirement distribués et peu nombreux (15-35 par mm?) chez O. ficus-indica (Mauseth, 1984;
Sajeva et Mauseth, 1991).

Les cellules de garde de 40 um sont entourées par 3-4 rangées de cellules subsidiaires et
encastrées de facon a ce que le pore soit caché de la surface de la tige (fig.6). Le canal
substomatal, proéminent a travers le tissu hypodermique sclérenchymateux, se relie a la chambre
sous-stomatique située dans le chlorenchyme, ce qui forme un passage pour les échanges gazeux

entre I’atmosphére et le tissu photosynthétique (Inglese, 2018).
1.4.1. 6. Les aréoles

Les aréoles sont ovales et distribuées en une formation hélicoidale a 2 mm sous la surface
de la peau, elles se forment a partir du court méristtme apical a la base d'un mamelon

proéminent surnommée podarium, qui se perd lorsque la tige vieillit (fig.7). Ce podarium porte
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une petite structure subulée a vie courte, correspond a une feuille, qui flétrit et tombe rapidement
(Mauseth, 1984). Quand le cladode est jeune, les aréoles émergent de nouveaux cladodes, des
épines au lieu de feuilles, des fleurs ou racines depuis leurs tissus meristématiques (Sudzuki,
1995).

1.4.1.7. Cellules mucilagineuses

Les cladodes d'Opuntia ont de larges canaux doublés avec un épithélium pluristratifé,
remplis par des cellules mucilagineuses non-attachées par la lamelle moyenne, flottant librement
dans le mucilage extracellulaire. Les cellules mucilagineuses sont présentes dans tous les types
de tissus : hypodermique, cortical, vasculaire et moelle. Elles produisent des petites vésicules de
mucilage dont le contenu est déposé en dehors du cytoplasme quand sa quantité augmente. Par la
suite, la cellule productrice meurt et tous ses organites se décomposent, laissant seulement du
mucilage (fig.6). Les conduits mucilagineux sont formés par une dégradation lysogénique des
parois separant les cellules mucilagineuses (Freeman, 1969; Gibson et Nobel, 1986; Mauseth,
1980, 2005).

Le mucilage formé par des glucides indigestibles, constitue 14 % de la matiere seche de
cladode, il est trés glissant, complexe et aide a retenir ’eau a I’intérieur de la plante (Gibson et

Nobel, 1986).
1.4.1.8. Epines et glochides

La présence d’épines chez O. ficus-indica, est la caractéristique particuliére des aréoles et
il est possible d’en distinguer deux types : épines et aiguillons (glochides), tous les deux
considérés en tant qu’équivalents morphologiques des feuilles, a un nombre et une durée

dépendant de leur type (fig.7) (Boke, 1944; Robinson, 1974; Anderson, 2001).

Pour ce cactus, un nombre variable d’épines blanches se développe a partir des aréoles,
mais il y a souvent une ou deux longues épines centrales (1 a 3 cm), plus épaisses, composées
par des cellules allongées a paroi lignifée ; chacune est accompagnée par deux épines latérales
plus courtes (Gibson et Nobel, 1986; Anderson, 2001)

Généralement, ces épines sont présentes au premier stade de croissance du cladode et la
plupart tombent avec I’augmentation de la température, persistant parfois seulement a la base des
cladodes pour une longue période. Les épines sont formées en séries et on peut noter que pendant
que leur pointe se durcit, le méristeme basal continue de s’allonger (Buxbaum, 1950; Mauseth,

1984). Elles représentent 8.4% du poids total du cladode, avec une constitution majoritairement
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polysaccharidique (96%), divisée en cellulose (47.9%) et hémicellulose (48.4%). le reste
comporte la lignine, les cendres, la graisse et de trés petites quantités de cires (Malainine et al.,
2003).

De plus, les épines ont une surface rugueuse qui résulte de leur recouvrement par une
cuticule de protection contre la dessiccation. Les couches hydrophobes des épines sont empilées
et décalées de maniere circulaire en raison de la croissance de la colonne vertébrale a partir du
cladode, ce qui conduit a une section mince a l'extrémité et a une section plus grande pres du
cladode (Malainine et al., 2003).

Ainsi, les cultivars sans ¢épines se caractérisent par d’abondants dépdts de cire
épicuticulaire rugueuse et cristalloide et par des épines caduques et fissurées, tandis que les
cladodes épineux présentaient une cire lisse amorphe et des épines fortes et persistantes (Salem-
Fnayou et al., 2014).

Par leur présence, les épines évitent la prédation par les herbivores, réfléchissent la
lumiere, ombrent la tige, et permettent donc la réduction de la perte en eau ainsi que la
condensation du brouillard (Anderson, 2001; Jiménez-Sierra et Reyes, 2000; Pimienta-
Barrios et al., 2003).

Les glochides du figuier de Barbarie apparaissent simultanément aux épines. Ils sont
minuscules, courts et multicellulaires, en plus d'étre pointues, barbelées et décidues. Ils conferent
leur couleur brune aux aréoles (Anderson, 2001; Inglese, 2018). Ils sont composes de
microfibrilles paralléles de cellulose cristalline (a 100%) exempte d'hémicellulose, avec 0.4 mm
de longueur et 6 & 10 um en diamétre, ancrées dans un gel solide, tissé et serré d’arabinose
(Pritchard et Hall, 1976; Waldron et al., 1996; Malainine et al., 2003; Vignon et al., 2004).
Or, la surface des glochides est lisse, mais dure et sclérifée ; puisque couverte d’écailles
barbelées (Buxbaum, 1950).

Les glochides s'arrangent en 4-6 touffes serrées attachées aux cavités des aréoles, incluant
chacune 7-12 aiguillons. Quoique, le développement d'un phellogene sur la région corticale
extérieure autour de la base de chaque touffe, rend ces glochides facilement retirables quand ils
sont touchés ou soufflés par le vent. Leur fonction précise reste incertaine, mais ils peuvent

condenser 1’eau de I’air (Buxbaum, 1950).
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Figure 6: Morphologie d'une stomate entouré par des druses (& gauche) et d'un canal de

mucilage (a droite) (Olvera et Romero, 2006; Inglese, 2018).

Figure 7: Morphologie d'une aréole de cladode présentant deux épines, une feuille éphémeére et
plusieurs glochides brunatres (Malainine et al., 2001; Salem-Fnayou et al., 2014; Inglese,
2018)
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1.4.2. Composition chimique des cladodes

Les nopals sont connus par leur richesse en composes bio-fonctionnels aux propriétés
nutritionnelles et curatives souhaitables ; a savoir les fibres, le calcium et la vitamine C, les
composés phenoliques, les hydrocolloides, la chlorophylle et les caroténoides. Leur valeur
nutritive est similaire alors & de nombreux légumes a feuilles tels la laitue et les épinards (tableau
1) (Galati et al., 2003; Saenz et al., 2006).

Cette composition chimique ne devrait pas étre prise comme une valeur absolue,
puisqu'elle varie en fonction des facteurs climato-édaphiques du site de culture et de la saison, en
plus des différences attribuées aux espéces, aux variétés et a I'age de la plante (Stintzing et
Carle, 2005; El Kharrassi, 2015)

Tableau 1: Principaux composants des cladodes du figuier de Barbarie (Stintzing et Carle,

2005).
Composant Taux Taux
(g/100g MS) (9/100g PF)
Eau - 88-95
Glucides 64-71 3-7
Cendres 19-23 1-2
Fibres 18 1-2
Protéines 4-10 0.5-1
Lipides 1-4 0.2

MS: matiére séche, PF: poids frais
1.4.2.1. Macrocomposition
1.4.2.1.1. L'eau et les minéraux

La teneur en eau varie entre 80 a 95%), elle donne aux cladodes une valeur alimentaire en
étant pauvre en calories (27 kcal/100g) (Murillo-Amador et al., 2002, Bhira, 2012).

Dans la raquette, les minéraux peuvent toucher un seuil de 23% MS, ou la prédominance
est pour le calcium et le potassium, avec des quantités allant jusqu'a 1.79 et 5.52 g/100g MS,
respectivement (Feugang et al., 2006; Ayadi et al., 2009). Le zinc et le magnésium existent a
des taux de 15.2+1.2 et 78.7+0.8 mg/100g MS (Bakari et al., 2017). En ce qui concerne les
anions, le sulfate, le chlorure, le nitrate et I'oxalate sont les plus représentés (Missaoui et al.,
2020)
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L'oscillation du taux de minéraux dans les cladodes est liée aux conditions de croissance
telles que la salinité et les parametres physico-chimiques du sol, le stade de maturité et la

présence d'épines (Ayadi et al., 2009; Contreras-Padilla et al., 2012).
1.4.2.1.2. Glucides

Les glucides sont les macromolécules les plus abondantes dans les cladodes d'Opuntia,
ils sont compris entre 64 et 80.9 % par rapport au poids sec. Cependant, ce taux est proportionnel
aux variations agronomiques et environnementales ainsi qu'a I'age des cladodes, car les jeunes
sont les plus riches en glucides (tableau 2) (Ginestra et al., 2009; Guevara-Figueroa et al.,
2010).

Les cladodes de cactus contiennent de grandes quantités de fibres (jusqu'a 51.6% MS), y
compris du mucilage, de pectine, de la lignine, de la cellulose et de I'némicellulose (Ayadi et al.,
2009; Guevara-Figueroa et al., 2010). La teneur moyenne de la cellulose, d'hémicellulose et de

la lignine dans les cladodes seches est, respectivement de 11, 8 et 3.9 (Thlija, 1987).

L'amidon fluctue en fonction des saisons pour atteindre une valeur moyenne de 85 a 171
mg/g de poids sec (Retamal et al., 1987). Le glucose et l'acide galacturonique sont les

principaux sucres des cladodes d'Opuntia (Belhadj Slimen et al., 2016).
1.4.2.1.3. Protéines

La teneur en protéines totales des cladodes varient de 4 a 10 % en fonction de plusieurs
déterminants comme la phase de croissance (Astello-Garcia et al., 2015; Belhadj Slimen et al.,
2016). Dans les cladodes du figuier de Barbarie, il existe 18 acides aminés, auxquels la
glutamine, la leucine, la lysine, la valine, l'arginine, la phénylalanine et I'isoleucine sont les
mieux représentés (tableau 2) (Brickner et al., 2003; EI-Mostafa et al., 2014).

1.4.2.1.4. Lipides

Astello-Garcia et al., (2015) rapportent un pourcentage de 0.68 a 1.14 pour la matiere
grasse des cladodes. Les analyses chromatographiques ont démontré que 1’acide linoléique (C18:
2), l'acide linolénique (C18: 3), l'acide palmitique (C16: 0) ainsi que l'acide oléique (C18: 1),
contribuent a plus de 90% des lipides totaux extraits a partir des cladodes de ce cactus. En plus,
les acides linoléique et linolénique constituent les principaux acides gras polyinsaturés (67.7%)
(tableau 2) (Abidi et al., 2009). L'étude de la fraction stérol a démontré la présence de 5% de

cholestérol, 8% du methylcholesterol, ainsi que 87% de sitostérol (Stintzing et Carle, 2005).
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1.4.2.1.5. Acides organiques

L’acidité des nopals varie pendant la journée du fait du métabolisme acide crassulacéen
(CAM) (Cantwell et al., 1992). Ceci est expliqué par l'effet du rythme diurne de ce
métabolisme particulier, qui fait varier les teneurs des différents acides contenus dans les
cladodes, dont I'acide malique est le plus fortement présent (Stintzing et Carle, 2005; Kader,
2002; Salem et al., 2005).

Les acides citrique, oxalique et malonique se trouvent en deuxiéme rang en termes de
présence, mais il faut signaler que ce dernier est absent dans les cladodes &gées (tableau 2).
L’acide tartrique et succinique ont été trouvés seulement a I'état de traces (Teles et al., 1984).
Les acides phorbique et piscidique rares dans la nature, sont présents exceptionnellement dans
les plantes (CAM). Avec l'age, l'acide piscidique augmente en quantité, alors que l'acide

phorbique est reduit de moitié de sa valeur initiale (Teles et al., 1984).
1.4.2.2. Microcomposition
1.4.2.2. 1. Les Vitamines

Les cladodes d'Opuntia, notamment ceux du stade jeune, sont une bonne source de
vitamines (Stintzing et Carle, 2005). La teneur totale des vitamines selon un ordre décroissant
de présence dans 100 g de matiere fraiche, s'éleve a 22mg pour la vitamine A et la vitamine C
(acide ascorbique et déhydroascorbique), 0.46, 0.14 et 0.6 mg pour la riboflavine (B>), la niacine
(B3) et la thiamine (B1), présents uniquement dans la raquette ; alors qu'elle n'excéde pas 11.3 a
53.5 ug pour le B-carotene (Stintzing et Carle, 2005; Feugang et al., 2006; Ventura-Aguilar et
al., 2017).

1.4.2.2. 2. Les caroténoides et les chlorophylles

Le profil des caroténoides se partage en a-cryptoxanthine (20%), p-caroténe (36%) et en
lutéine (44%), sachant que le tout englobe une somme de 229 pg/g MS, une valeur qui peut
augmenter avec un traitement thermique (Jaramillo-Flores et al., 2003). La Chlorophylle totale
dans les cladodes est estimée a 12.5 mg/100g PF, répartie en 9.5 mg de chlorophylle (a) et 3mg
de chlorophylle (b) (Guevara et al., 2001).

1.4.2.2.3. Les substances phénoliques

La teneur en phénol différe selon le type de tissu, le stade de développement et la

manipulation post-récolte. Le chlorenchyme contient plus que le parenchyme, les jeunes nopals
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dépassent les cladodes agés et ceux cuits sont moins abondants en polyphénols que les crus
(Ventura-Aguilar et al., 2017).

Les travaux de Rodrigues-Felix (2002), soulignent que les polyphénols totaux
représentent entre 8 a 9 mg/100g PF dans les raquettes mexicaines. L'acide ferulique, I'acide p-
Coumarique, I'acide Hydroxybenzoique, I'acide caféique, I'acide salicylique et I'acide gallique,
sont parmi les acides phénoliques détectés dans cette partie végétale. A propos des flavonoides,
on peut citer I'isorhamnetine, le kaempférol, la quercétine et l'iso-quercitrine, la rutine, la
catéchine et I'épicatéchine, la nicotiflorine et la narcissine (Guevara-Figueroa et al., 2010;
Ventura-Aguilar et al., 2017).

1.4.2.2.4. Les alcaloides

Les alcaloides sont des composes biologiques organocycliques azotés, appartenant
généralement a la méme famille de plantes, car les voies de biosynthése sont souvent similaires
(Yubin et al., 2014). Malgré la forte toxicité d'un bon nombre de ces composés, ils ont une
activité pharmacologique significative expliquant leur large utilisation en phytothérapie ou en

tant que produits pharmaceutiques (Petruczynik, 2012).

La mescaline, I'Opuntine B et l'asterredione ont été rapportés par Buckingham et al.,

(2010) comme présents dans certaines espéces d'Opuntia.
1.4.2.2.5. Les bétalaines

Les bétalaines sont des pigments naturels hydrosolubles présents dans un nombre limité
de familles de plantes, appartenant a l'ordre des caryophyllales comme le genre Opuntia
(Gandia-Herrero et Garcia-Carmona, 2013; Betancourt et al., 2017). Ces biocomposés ont
I'acide bétalamique comme unité structurelle basique, qui forme la classe des bétaxanthines
jaunes-oranges par condensation avec différents acides aminés ou groupes amines libres, alors
qu'il donne la classe des bétacyanines rouges-violets apres conjugaison avec des dérivés
d'indoline (Gandia-Herrero et GarciaCarmona, 2013).

Belhadj Slimen et al. (2016), citent que plusieurs études qui ont affirmé la présence
d'une large gamme de bétalaines dans les différentes parties d'Opuntia, a l'exemple de
I'indicaxanthine, la néobétanine, la bétanine, l'isobétanine, la bétanidine, la Gomphrénine | et la

Vulgaxanthine | et I1.
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Tableau 2: Tableau récapitulatif de la composition des cladodes de I'O. ficus indica en monosaccharides non cellulosiques, en acides organiques a

deux moments de la récolte, en minéraux, en acides aminés et en acides gras (Stintzing et Carle, 2005; Abidi et al., 2009; Ginestra et al., 2009; El
Kharrassi, 2015 ).

Teneur (mg/100g PF)

Glucide Teneur Acide Minéral Teneur Minéral Teneur
(Hg/mg) organique 6h 18h (mg/100g MS) (mg/100g MS)
(matin) (apres-midi)
Rhamnose 7.13+1.28 Acide oxalique 35 35 Calcium 5.64 - 17.95 Magnésium 8.80
Fructose 0.74+0.11 Acide malique 985 95 gf‘;lc;‘tg" 43-115  Potassium 2.35-55.20
Arabinose 39.64 + 1.96 Acide citrigue 178 31 Sodium 03-04 Phosphore 0.15-2.59
Xylose 18.64 + 0.84 Acide malonique 36 Traces Fer 0.09
Mannose 13.64 £ 0.81 Acide succinique Traces Traces Zinc 0.08
Galactose 33.69 + 2.89 Acide tartrigue Traces Traces Manganése 0.19-0.29
Glucose 153.15 + 6.54 Cuivre -—--
. . Teneur . . Teneur . Teneur
Acide aminé (Mg/100g MS) Acide aminé (Mg/100g MS) Acide Gras (Mg/100g MS)
Alanine 4,75 Sérine 8.46 C12:0 1.33
Arginine 6.63 Thréonine 1.53 C14:0 1.96
Asparagine Trace Tyrosine 3.09 C16:0 13.87
Acide aspartique 10.42 Tryptophane Trace Ci16:1 0.24
Acide glutamique 21.68 Valine 6.02 C18:0 3.33
Glutamine Trace A. a-aminobutyrique Trace Ci18:1 11.16
Cystéine 0.37 Carnosine Trace C18:2 34.87
Histidine 3.11 Citrulline Trace C18:3 33.23
Isoleucine 6.20 Ornithine Trace C20:0
Leucine 9.94 Proline Trace C22:0
Lysine 6.79 Taurine Trace C22:1
Méthionine 0.70 Glycine 5.06 C24:0
Phénylalanine 5.25
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Chapitre 11. Matériels et méthodes

I1.1. Matériel végetal : préparation du cladode a ’analyse

Les jeunes cladodes de la variété inerme d’O. ficus indica, &gés de moins de 3 mois et
reconnus par une longueur de 12-20 cm et une largeur comprise entre 6-9 cm, ont été prélevés
aléatoirement a partir de plusieurs sujets spontanés de la région de Tissemsilt le mois de
novembre 2017. Les échantillons immédiatement placés dans la glace a 1’abri de la lumiére et de
I’humidité, sont transportés au laboratoire ou ils seront nettoyés et débarrassés de leurs épines,
désinfectés a I'nypochlorite de sodium 10%, puis lavés a l'eau distillée avant d'étre séchés et

congelés jusqu'a leur utilisation.

Les jeunes raquettes sont préparées de maniéres différentes suivant la spécificité des
analyses visées. Les jeunes cladodes sont découpés en morceaux afin d'étre fraichement utilisés
en I'état originaire ou sous forme de purée centrifugée a 15000 tr/min a 4 °C pendant 20 min

pour récupérer et utiliser le surnageant frais.

Cependant, une partie des cladodes a été coupée en fines tranches qui sont séchées a 40
°C/7 jours puis broyées a 1000 tr/min dans un broyeur couplé a un tamis de mailles de 0.85 mm.
La poudre fine obtenue avec une granulométrie homogéne a été stockée dans un pot étanche a

I'air et protégée de la lumiére.
11.2. Les souches bactériennes et fongiques utilisées
Les souches bactériennes

La souche bénéfique Bifidobacterium animalis subsp lactis Bbl2 provient de la
collection de notre laboratoire LMBAFS (Laboratoire de Microorganismes Bénefiques, Aliments
Fonctionnels et Santé, Université de Mostaganem-Algérie). Les souches pathogénes
Staphylococcus aureus (ATCC 33862), Bacillus cereus (ATCC 10876), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853), Proteus mirabilis (ATCC 35659) et Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), ainsi
que la souche commensale Escherichia coli (ATCC 25922), appartiennent la collection

américaine « American Type Culture Collection »
La souche fongique

Il s’agit de la levure Candida albicans ATCC (10231) qui est également issue de la collection

ameéricaine des souches ATCC.
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11.3. Analyse physico-chimique du cladode
11.3.1. Humidité

La teneur en eau est déterminée par dessiccation de 2g d'échantillon dans un creuset placé
dans I'étuve a 105°C jusqu'a obtention d’un poids constant (AFNOR NF V03-40). La teneur en
eau se calcule par la formule suivante :

M1 - M2

HY% =
% PE

100

Dont : H% : Humidité, M1 : Poids de la capsule + échantillon avant dessiccation, M2 : Poids de

la capsule + échantillon apres dessiccation, PE : La prise d’essai.

La matiére séche (MS), quant a elle, présente ce que I'on obtient lorsqu'on retire I'eau d'un
produit : MS%-= 100 % - H%

11.3.2. Les cendres

2 g d’¢échantillon placés dans des capsules en porcelaine, sont incinérées dans un four a
moufle a 550 °C pendant 5 h jusqu’a I’obtention d’une couleur grise claire ou blanchatre. On
procede ensuite a la pesée des capsules refroidies dans un dessiccateur pour obtenir le poids final

(AOAC, 2000). Le taux de cendre est calculé par la formule suivante :

P2 —P1
TC(%) = ——5g— - 100

Avec : TC : Taux de cendre (%), Po : Poids de la prise d’essai (g), P1 : Poids du creuset vide (g),
P2 : Poids de I'échantillon apres incinération (g).

11.3.3. pH

La mesure du pH a été réalisée en plongeant 1’électrode du pH-meétre dans une solution
de cladodes frais a 10% (P/V) préparée en laissant tremper des morceaux frais de cladodes dans
de I'eau distillée pendant 5 min (AOAC, 2000).

11.3.4. Détermination du taux de solides solubles

Une goutte de la fraction liquide de la purée de cladodes a été mise sur la plaque du
réfractometre préalablement nettoyée avec I’eau distillée et séchée avec de l'alcool. Le degré
Brix a été lu directement sur I’échelle a I’intersection de la limite entre la frange claire et la
frange foncée (AOAC, 2002).

22 Chapitre 11: Mateériels et méthodes



Moussaoui B. Propriétés biologiques d'extraits des cladodes d'Opuntia ficus indica L. (2020). Thése de
Doctorat en Sciences Biologiques. Univ. Mostaganem

11.3.5. Détermination de la conductivité

L’¢lectrode du conductimetre (HI2210, Roumanie) a été plongée dans une solution

aqueuse a 20 % (P/V) de poudre de cladodes (Amellal, 2008) et la conductivité lue en siemens.
11.3.6. Dosage des glucides

Le dosage des sucres a été effectué selon la méthode de Dubois et al. (1956). En présence de
phénol et d'acide sulfurique concentré, les oses donnent une couleur jaune-orange qui absorbe a

A=490nm et dont l'intensité est proportionnelle a leur concentration (Nielsen, 1997).

L’extraction des sucres a été faite selon la méthode référencée de I’AOAC (2000) qui
consite a ajouter 30 mL d’éthanol a 80% (V/V) a 0.1 g d’échantillon suivi d'un repos de 48 h a
température ambiante. On ajoute ensuite 20 mL d’eau distillée a I’extrait débarassé de 1’alcool

par étuvage a 80 °C pour obtenir la solution a analyser.

Dans un tube & essai, 1 ml de la solution a analyser a été additionné de 1 mL de phénol a 5%
(V/V) et de 5 mL d’acide sulfurique concentré pur a 96%. Aprés 10 min, le mélange a été placé
dans un bain marie pendant 20 min a 25 °C et la lecture de I’absorbance a été faite a 490 nm. La
concentration en sucres totaux a été déterminée par extrapolation grdce a une courbe
d’étalonnage établie avec différentes concentrations de glucose (0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.1
mg/mL). La formule de calcul est la suivante :

X.V.D
ST(%) = ——— 100

AVec :

ST : taux de sucres totaux (%), X : quantité de sucres calculée a partir a la courbe d’étalonnage
(mg/mL), D : Facteur de dilution; V : volume de la solution analysée (mL); P : poids de la prise

d’essai (g).
11.3.7. Dosage des lipides

Les lipides sont extraits en semi-continu a chaud avec de 1’hexane grace au dispositif de
«Soxhlet » (AOAC, 1995). On verse 10 g de la poudre des jeunes cladodes dans une cartouche
de cellulose qu'on place dans I’extracteur Soxhlet obstrué par un morceau de coton. Apres 4 h
d’extraction avec 150 mL d'hexane, les lipides sont pesé€s apres é€limination du solvant au
rotavapor a 60°C. Si I’échantillon contient 8 a 10% d’humidité, il est recommandé d’effectuer un

séchage par étuvage a 105°C.
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Le taux de lipides est calcule par la formule :

P2 —P1
TL(%) = —55— - 100

Dont : TL(%) : Taux de lipides (%), Po : Poids de la prise d’essai (g), P1 : Poids du ballon vide

(9), P2 : Poids du ballon + matiére grasse ().
11.3.8. Dosage des protéines

Les protéines totales totales ont été déterminées par la méthode de Lowry et al. (1951)
dont le principe est basé sur la réaction de Biuret (réaction du cuivre sur les liaisons peptidiques
en milieu alcalin donnant un complexe coloré¢) d’une part, et sur la réduction de I’acide
phosphotungstomolybdique (réactif de Folin) par certains acides aminés comme la tyrosine, le
tryptophane et la cystéine, d’autre part. La coloration bleue développée a une absorbace

maximale entre 650 et 750nm.

La solution de prétraitement cupro-alcalin (appelée reactif de Gornall dans la méthode de
Biuret) est préparée en solubilisant 20 g d’hydroxyde de sodium, 100 g de carbonate de sodium,
2 g de tartrate de potassium et de sodium et 0.5 g de sulfate de cuivre 1l pentahydraté dans 1000
mL d’eau distillée. Une solution aqueuse a 5% (P/V) de poudre de jeunes cladodes représente
I’échantillon. Une courbe étalon est établie avec différentes concentrations (1 a 20mg/100mL )

de SAB (sérum albumine bovine).

Le dosage consiste a faire réagir pendant 10min a température ambiante ImL d’échantillon
dilué (ou de solution SAB) avec 1 mL de la solution de prétraitement avant d'ajouter 4mL du
réactif Folin-Ciocalteu dilué au 1/8°™ avec de I’eau distillée. La solution est incubée pendant

5min a 55+1 °C puis laissée refroidir pendant 30 min.

L’absorbance est lue au spectrophotométre a 750 nm contre un blanc qui comporte I'eau
distillée a la place de I'extrait de cladodes et la quantité de protéines est obtenue par extrapolation

a partir de la courbe étalon.
11.3.9. Détermination de la teneur en fibres

Les fibres brutes sont déterminées par la méthode de Weende (1967) qui consiste en une
double hydrolyse acido-basique a chaud dans un but de solubiliser la quasi-totalité du contenu

cellulaire a I’exception des fibres alimentaires et des sels minéraux.
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La technique de quantification des fibres consiste a porter a ébullition le mélange de 1g
de poudre des jeunes cladodes préalablement séché a 105 °C/3 h et de 150 mL d’acide sulfurique
(1.25% : V/V) pendant 30 min. Le résidu est ensuite filtré, lavé 3 fois avec ’cau distillée chaude
(100°C) et additionné de 150 mL de solution d’hydroxyde de potassium a 1.25% (P/V) avant
d'étre porté a ébullition une deuxiéme fois durant 30 min (AOAC, 2000).

Le résidu subit une série de lavages : trois fois a I’cau distillée chaude, une fois a 1’eau
distillée froide et une fois a I’acétone (3 x 25 mL), avant d’étre séché a 105°C jusqu'a I’obtention
d’un poids constant. Le dernier résidu composé de fibres et de minéraux a été incéniré dans un
four a moufle pendant 3 h a 550 °C (AOAC, 2000). La formule suivante permet d'estimer le taux
de fibres brutes (FB%) :

P1 —P2

Ou : FB (%) : Taux de fibres brutes (%), P1 : Poids du creuset apres étuvage (g), P2 : Poids du

creuset apres incinération(g), Po : Prise d’essai (g).

Le dosage des pectines, en tant que fibres solubles, a été réalisé selon la méthode de
Khule et al. (2012). Un volume de 2mL de broyat de jeunes cladodes est mélangé avec 6mL
d’éthanol a 80% dans un milieu acide (pH= 1.5). Ce mélange est centrifugé a 8000 tr/min durant
15min et le culot récupéré est mis en étuve a 50°C. Ainsi, le pourcentage de pectine dans le

broyat est calculé par une différence de masses.
11.3.10. Dosage de la vitamine C

L’acide ascorbique est dosé directement par iodométrie (NF 1SO 3961 9-96 ; citée par
Boutakiout, 2015). L'acide ascorbique est oxydé par une solution de diiode (l2) en exces, le
diiode restant est dosé par une solution de thiosulfate de sodium. Un titrage est réalisé avec
I’ajout du thiosulfate de sodium (0.005 M) jusqu'a disparition de la couleur foncée des 5mL
d’échantillon (broyat de jeunes cladodes) mis en réaction avec SmL de solution de diiode SmM
additionnés d’empoi d’amidon. La concentration d'acide ascorbique du jus est calculée par
soustraction du nombre de moles de diiode qui ont réagi avec le thiosulfate de celles de départ
(Boutakiout, 2015).

11.3.11. Dosage des minéraux

Le calcium (Ca), potassium (K) et sodium (Na), ont été quantifiés par spectrophotométrie
a flamme (Jenway™ PFP7, France) (Soualem, 2010). Une pincée de 0.05g de cendres est
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dissoute dans 4 mL d'acide nitrique, puis placée au bain de sable jusqu'a I'évaporation de l'acide
nitrique. On ajoute 10mL d'HCI 0.1N et on filtre le mélange. L'eau bi-distillée est employée pour
étalonner l'appareil a O ppm, tandis que le taux de chaque élément est déduit en projetant la

valeur d'émission sur sa propre courbe d'étalonnage.
11.3.12. Dosage de la chlorophylle

Le taux de chlorophylle a été mesuré selon la méthode décrite par Lichtenthaler (1987),
et qui consiste a extraire 0.1 g de maticre fraiche avec 10mL d’acétone a 80% (V/V). La solution
est filtrée sur papier filtre et placée dans des tubes Eppendorff qui seront centrifugés a 13000

tr/min pendant 20 min afin d’éliminer tous les débris végétaux précipités en culot.

La quantité en (ug/mL) de la chlorophylle a (Ca), b (Cb) a été déterminée selon la formule
de Lichtenthaler (1987), sachant que ces pigments absorbent la lumiére a 663.2 et 646.8,

respectivement.

- Chlorophylle a : Ca=12.25 As632 - 2.79A646.8 (ng/mL solution)
- Chlorophylle b : Cb = 21.50 Asa6.8 - 5.10 As6s.2 (ng/mL solution)

I1.4. Méthodes d’analyse des métabolites secondaires
114.1. Méthodes d’analyse des substances phénoliques
11.4.1.1. Extraction des substances phénoliques

L’exraction des polyphénols a été conduite selon le protocole décrit par Merghem et al.
(1995) qui consiste a macérer 10g de poudre de jeunes cladodes dans le mélange méthanol-eau
(1.3/8.7: VIV), & un rapport de 1/10 (P/V) pendant 72 heures avec renouvellement de solvant

chaque 24 heures et agitation de temps en temps.

Les maceérats sont réunis puis filtrés sur un papier filtre et le filtrat est débarrassé du
solvant par évaporation a 40 °C sous pression réduite au moyen d’un évaporateur rotatif.
L’extrait sec obtenu est ensuite pesé et repris dans de I'eau distillée, puis conserveé a l'abri de I'air,
de la lumiére et de la chaleur. Le rendement d’extraction est calculé comme suit (Bruneton,

1999):

Avec : P1: Poids du ballon vide, P2 : Poids du ballon et de I'échantillon aprés évaporation, M:

Masse initiale d'échantillon.

26 Chapitre 11: Mateériels et méthodes



Moussaoui B. Propriétés biologiques d'extraits des cladodes d'Opuntia ficus indica L. (2020). Thése de
Doctorat en Sciences Biologiques. Univ. Mostaganem

11.4.1.2. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode décrite par Singleton et
al. (1999) utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Pour ce faire, 1ImL d'extrait des polyphénols a
été ajouté a 1 mL de réactif de Folin-Ciocalteu dilué 10 fois et laissé reposer 4min avant 1’ajout
de 8ml de la solution de carbonate de sodium Na>COs a 7.5% (P/V) suivi d’une douce agitation.
Le mélange réactionnel est ensuite incubé pendant 2h dans I'obscurité a température ambiante.
L'absorbance a été mesurée a 765 nm par un spectrophotometre UV-VIS (Jenway™ 7315,
United Kingdom).

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression
de la courbe d’étalonnage, établie avec I’acide gallique et exprimée en microgrammes

d’équivalents acide gallique par gramme de matiere seche de cladode (mg EAG/g MS).
11.4.1.3. Dosage des flavonoides totaux

Le dosage colorimétrique des flavonoides totaux dans les jeunes cladodes est réalisé
selon la méthode de Djeridane et al. (2007). Le mélange formé par 1mL d’extrait phénolique de
jeunes cladodes frais et ImL de solution méthanolique de chlorure d’aluminium a 2% (P/V) est
laissé réagir pendant 15min a température ambiante. L'absorbance a été lue au spectrophotometre

UV-visible a 430 nm. Le blanc est représenté par du méthanol additionné a 1’ AlClz.

Les concentrations des flavonoides contenus dans les extraits sont calculées en se référant
a la courbe d’étalonnage de la quercétine, les résultats sont exprimés en mg équivalent de

quercétine/g matiére séche de cladode (mg EQ/g MS).
11.4.1.4. Dosage des flavones et flavonols

La méthode utilisée pour le dosage de ces deux flavonoides est celle décrite par Kosalec
et al. (2005) qui consite a incuber a température ambiante pendant 30min le mélange réactionnel
suivant : 0.5 mL d’extrait de polyphénols, 1.5 mL d’éthanol 95% (v/v), 0.1 mL de solution
méthanolique de chlorure d’aluminium a 10 % (P/V), 0.1 mL d’acétate de sodium 1M et 2.8 mL
d’eau distillée. La lecture de I’absorbance de ce mélange a 415nm (spectrophotomeétre UV-VIS
Jenway™ 7315, United Kingdom) permet d’exprimer la concentration des flavones et flavonols
en mg équivalent en quercétine/g matiere séche de cladode (mg EQ/g MS) en se référant a la

courbe d’étalonnage de la quercétine comme standard.
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11.4.1.5. Dosage des tannins condensés

Ce dosage a été réalisé selon la méthode colorimétrique de Joslyn (1970) modifiée par
Boutakiout et al. (2015). 0.5mL d’extrait phénolique dilué au 1/10 par un mélange eau/méthanol
(2V:3V) est additionné a 2.5 mL de réactif de Folin-Ciocalteu et 5mL de carbonate de sodium a
7,5 % (P/V). Le mélange a été laissé reposer pendant 30 min a température ambiante dans
I’obscurité, avant d'étre incubé pendant 5 min a 55 °C puis refroidi dans de I’eau de robinet

pendant 30 min.

La lecture d'absorbance a été faite a 760 nm et les résultats sont obtenus par extrapolation
sur une courbe étalon d’acide tannique et exprimés en mg Equivalent Acide Tannique /g matiere
seche de cladode (mg EAT/g MS).

11.4.1.6. Dosage des tannins hydrolysables

Les tanins hydrosolubles sont déterminés par la méthode de Willis et Allen, (1998). Une
mixture de 0.5mL d'extrait phénolique dilué au 1/10°™ dans le mélange eau/méthanol (2V:3V) et
de 2.5mL de la solution d’iodate de potassium a 2.5% (P/V) a été laissee au repos dans
I’obscurité pendant 4 min a température ambiante. L’absorbance mesurée a 550 nm mesurée a
550 nm est proportionnelle a la quantité de tannins hydrolysables obtenue par extrapolation sur
un courbe étalon d’acide tannique et qui est exprimée en mg Equivalent Acide Tannique/g
matiére séche de cladode (mg EAT/g MS).

11.4.2. Méthode d’extraction et de dosage des bétalaines

L'extraction des bétalaines consiste, selon Castellanos-Santiago et Yahia (2008), a
agiter un mélange de 100 mg de poudre de cladodes et 20mL de tampon citrate-phosphate (pH
6.5) a l'obscurité pendant 10 min qui est ensuite centrifugé a 12000xg a 15 °C pendant 15 min.
Le surnageant récupéré est filtré sur un filtre en nylon de 0.45um. L'absorbance est mesurée par
un spectrophotometre UV-VIS (Jenway™ 7315, United Kingdom) a 538 nm pour les
bétacyanines et a 480 nm pour les bétaxanthantines. La teneur en bétalaines (BC) a été calculée

comme décrit par Stintzing et al. (2003):

A« DF « MW * 1000
exl

BC(mg/L)=

Ou: A: Absorbance, DF: Facteur de dilution et I: Longueur du trajet optique (épaisseur de

solution traversee par la lumiére) (largeur de la cuvette=1cm).
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Pour la quantification des bétacyanines et des bétaxanthantines ; le poids moléculaire

(MW) et le coefficient d’extinction molaire (€) sont respectivement :

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

11.4.3. Méthode d’extraction et de dosage des caroténoides

La méthode de Sass-kiss et al. (2005) a eté adoptée pour extraire les caroténoides. Elle
consiste a homogéiniser 4g de poudre de jeunes cladodes avec 10mL de mélange de solvants
(hexane/acétone/éthanol) (1V:2V:2V) pendant 15min ; cela est suivi par une centrifugation a
5500tours/min a 4 °C pendant 15min. La couche supérieure d’hexane contenant le pigment est
prélevée et son absorbance mesurée a 430nm. La teneur en caroténoides totaux est exprimee en

mg d’équivalent B-caroténe pour 100 g par extrapolation sur une courbe étalon de -caroténe.
11.4.4. Méthode d’extraction et de dosage des alcaloides

Les alcaloides sont extraits par la technique de Bruneton (1999) qui consiste a délipider
10 g de poudre de cladodes durant 3h avec 250mL d'éther de pétrole sous agitation a température
ambiante et ensuite a alcaliniser le milieu par addition de 40mL d’ammoniaque 0.5N pendant au
moins 8h a température ambiante, permettant ainsi aux alcaloides, de passer de la forme sel a la

forme organique.

La poudre alcalinisée a été épuisée des traces de lipides pendant 3 a 4h (au moins 5
cycles) par 250 mL de dichlorométhane au Soxhlet. A 1’issue de cette opération, 1’extrait brut
d'alcaloides a été purifié par trois extractions successives (3x150mL) a I’acide sulfurique 0.5N et
les trois fractions étaient reprises dans une ampoule a décantation pour les alcaliniser jusqu’a pH

9 par l'ajout d’ammoniaque 0.5 N.

Un deuxiéme épuisement de I’extrait est effectué par le chloroforme (3x150mL) en
agitant doucement I’ampoule a chaque fois, suivi d'une filtration/déshydratation des trois
fractions organiques réunies sur papier filtre soutenant du sulfate de sodium anhydre. Le
chloroforme est éliminé par évaporation a 40°C sous pression réduite au rotavapor et le résidu
sec obtenu représente les alcaloides totaux qui seront peses, resolubilisés dans le chloroforme et

conservés a l'abri de la lumiére et de la chaleur.
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I1.4.5. Fractionnement et analyse qualitative des métabolites secondaires d’extrait de

cladode par chromatographie
11.4.5.1. Analyse par chromatographie liquide haute performance (HPLC)

Les polyphénols de nopals ont été fractionnes et identifiés par un chromatographe en
phase liquide de marque Young line YL9100 (dégazeur YL9101, pompe quaternaire YL9110,
four YL9131, bain a ultrasons biolock, modéle 88156) couplé a un spectrophotometre UV-
Visible de marque YL9120. Un volume d'injection de 20 pL a été filtré par un filtre seringue
0.45 um, avant son introduction dans une colonne C18 (Restek Pinnacle II 5 pm), d'une longueur

de 15 cm et d'un diametre intérieur de 4.6 mm, & une température de 25 °C.

L'élution en gradient a été mise en ceuvre par deux solvants de qualit¢ HPLC formant la
phase mobile a un débit de ImL/min. La phase A: solution H,O ultra-pure acidifiée avec 1%
(V/V) d'acide acétique, la phase B: méthanol pure. La séparation commence par (95% A — 5%
B), suivie d'un gradient linéaire (5% A- 95% B) en 55min, et finalement un retour vers les
conditions initiales (95% A- 5% B) en une minute.

La séparation des polyphénols a eté suivie a 254nm. L'identité des pics
chromatographique a été faite par comparaison aux étalons et des temps de rétention.

11.4.5.2. Analyse par chromatographie gazeuse couplée a la spectroscopie de masse (CG-
MS)

L'analyse CG-MS de I'extrait des alcaloides a été réalisée par injection directe de 0.3 pL
en mode split (1:100) dans un chromatographe en phase gazeuse (Brucker ScionSQ, Pays-Bas)
équipé d'une colonne capillaire DB-5 (25 m de longueur x 0.22 mm de diametre interne x 0.25
um d'épaisseur de film), et couplé au spectrophotométre de masse (SQ: Single Quadripole, Pays-
Bas) fonctionnant en impact électronique (El) a 70 eV, balayant la gamme m/z 35-600.

La température initiale de la colonne a été réglée & 200°C pendant 0.8 min puis
augmentée a 250 °C a une vitesse de 10°C/min pour étre maintenue a cette température pendant
24 min. Le débit d'hélium comme gaz vecteur était de 1 mL/min tandis que la température de la

chambre d'injection était de 250 °C.

La comparaison des spectres de masse des composés avec ceux de la bibliotheque du

NIST et de la littérature nous a permis de revéler I'identité des alcaloides de I'extrait de nopals.

30 Chapitre 11: Matériels et méthodes



Moussaoui B. Propriétés biologiques d'extraits des cladodes d'Opuntia ficus indica L. (2020). Thése de
Doctorat en Sciences Biologiques. Univ. Mostaganem

I1.5. Méthodes d’évaluation des propriétés biologiques d’extrait de cladodes

11.5.1. Détermination de P’activité antioxydante

11.5.1.1. Par la méthode de piégeage du radical libre le 2, 2-diphenyl-1-picryl hydrazyl
(DPPH?)

Le test au 2,2-diphényl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) est réalisé selon la méthode décrite par
Blios (1958). Le DPPH est un radical libre violet qui devient jaune quand il est réduit en
diphényl picryl hydrazine par un donneur de proton (représenté ici par I’antioxydant). Ce produit
de réduction du DPPH a une absorbance maximale a 517nm, laquelle est proportionnelle au
pouvoir de I’antioxydant a donner des électrons. La procédure consiste & mélanger 1mL de
chaque métabolite de cladodes a différentes concentrations (31.25, 62.50, 125, 250 pug/mL) a 1
mL de la solution éthanolique de DPPH 0.06 mM et qu'on laisse au repos pendant 30 min dans
I'obscurité a température ambiante. L'absorbance a été mesurée a 517 nm contre un témoin
négatif préparé en substituant les métabolites par de I'éthanol pur, alors que I'acide ascorbique est
utilisé comme contréle positif dans la méme plage de concentration que les métabolites.

L'efficacité anti-oxydante est exprimée selon la relation suivante:

A(témoin)' A(échantil]on)

IE% = 100 .
A(échantillon)

Ou: IE%: pourcentage d'inhibition du DPPH, Aemoin): I'absorbance du témoin, et Achantilion):

I'absorbance des métabolites extraits de cladodes.

La valeur IC50, définie comme la concentration d'extrait requise pour fournir 50% de

I'activité de piégeage, a été calculée a partir du graphique [% d'inhibition = f (concentration)].
11.5.1.2. Par la méthode du « Ferric reducing antioxydant power » (FRAP)

Cette méthode évalue le pouvoir réducteur des composés par le suivi de la réaction
colorimétrique de réduction fer ferrique (Fe*) en fer ferreux (Fe?*) d’un complexe ferricyanide
de couleur bleue, dont le pic d’absorption est a 700 nm (Ou et al., 2001; Chung et al., 2002). Le
pouvoir réducteur a été déterminé par la méthode modifiée d'Oyaizu (1986).

La manipulation consiste a mélanger 200uL d’extrait de cladodes a différentes
concentrations (15.75, 31.25, 62.50, 125, 250 pg/mL) avec 500uL de tampon phosphate (0.2M,
pH 6.6) et 500uL d'hexacyanoferrate de potassium (1% : P/V) [KsFe(CN)s]. Apres avoir chauffé
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le mélange a 50°C au bain-marie pendant 20min, on ajoute 500 pL d'acide trichloracétique
(10% : P/V) et on centrifuge a 3000 tours/min pendant 10min. Par la suite, un aliquote de 500uL
de surnageant a été mélangé avec 500 pL d'eau distillée et 100uL de FeClz a 1% (P/V)
fraichement préparé. L'absorbance a été lue a 700 nm par rapport a un blanc contenant du
méthanol et comparée a l'acide ascorbique comme antioxydant standard. Une augmentation de

I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés.
I1.5.1.3. Par le test du blanchiment du B-caroténe

La capacité des métabolites secondaires de nopals a neutraliser 1'oxydation du p-caroténe
par les peroxydes lipidiques de I'acide linoléique, conduisant a sa décoloration, a été évaluée
selon la méthode décrite par Kartal et al. (2007). L'émulsion B-caroténe/acide linoléique est
préparée par solubilisation de 0.5 mg de B-carotene dans 1mL de chloroforme, 25uL d'acide
linoléique et 200 mg de Tween 40. Apres évaporation totale du chloroforme a 40°C au rotavapor,
on ajoute 100mL d'eau distillée saturée d’oxygene ; I'émulsion résultante est vigoureusement
agitée. Un volume de 350pL d'extrait a 31.25, 62.50, 125, 250 ug/mL ou d'acide ascorbique a
250 pg/mL est ajouté a 2.5 mL de I'émulsion fraiche précédente avant incubation a 50°C au bain-

marie. Le contrdle négatif contient du méthanol a la place d’extrait de cladodes.

La cinetique de décoloration de I'émulsion avec et sans extraits de cladodes est suivie a
490 nm pendant 2h a un intervalle de 15min. L'activité antioxydante des extraits est calculée

selon I'équation suivante:
AA =100 x [1- (AEo - AE120) / (ACo - AC120)]

Avec: AEo et AE120: Absorbance des échantillons a 0 et 120 min, ACo et AC120: Absorbance du

controle a 0 et 120 min.
I1.5.2. Détermination de I’activité anti-inflammatoire
I1.5.2.1. Par le test d’inhibition de la dénaturation de I’albumine sérique bovine (BSA)

Ce test est réalisé selon la méthode décrite par Erianti et al. (2015). Trois aliquotes de
0.45 mL d'une solution aqueuse d’albumine sérique bovine (BSA) (5% : P/V) répartis dans des
tubes & essai, ont été melangés avec 0.05mL de différentes concentrations d’extrait de cladodes
(15.75, 31.25, 62.50, 125, 250 pug/mL) et de diclofénac de sodium (15.75, 31.25, 62.50, 125, 250
png/mL) comme anti-inflammatoire de référence. Un tube a essai a été réservé pour 0.05 mL

d'eau distillée (témoin négatif) a la place de I’échantillon. Un mélange de 0.45mL d'eau distillée
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a la place d’albumine sérique bovine et de 0.05mL d'extrait de cladodes représente la solution du

contrdle de la protéine (contréle de produit).

Toutes les solutions ont été ajustées a un pH 6.3 par une solution de HCIIN avant d’étre
incubées a 37°C pendant 20 min puis maintenues a 57°C pendant 3 min. Apres refroidissement,
2.5mL de tampon phosphate salin (pH = 6.3) ont été ajoutés a chaque tube. L'absorbance a été
mesurée par spectrophotométrie & 416 nm et le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des

protéines a été calculé par la formule suivante :

Abs solution d’essai — Abs controle d’essai

%o Inhibition = 100 - x 100

Abs contréle de produit

11.5.2.2. Par le test de stabilité de la membrane des globules rouges humains vis-a-vis de
I’hémolyse (HRBC: Human Red Blood Cell membrane stability test)

Le protocole de Ganesh Gadamsetty et al. (2013) a été utilisé pour évaluer 1’effet des
extraits de nopals sur la stabilisation des érythrocytes, aprés induction de 1’hémolyse par une
solution hypotonique associée a une température élevée. Pour ce faire, 6mL de sang humain frais
ont été prélevés sur des volontaires sains n'ayant pris aucun medicament stéroidien au cours des
deux dernieres semaines, puis centrifugés a 3000xg pendant 5min. Le culot de cellules a été lavé
avec un volume égal de solution saline normale (pH 7.4) puis centrifugé a nouveau. Ce cycle
centrifugation/lavage a été répété jusqu'a I'obtention d'un surnageant clair. Une suspension de
globules rouges humains 10% (v/v) a été préparée avec une solution saline normale et utilisée

immédiatement.

Un volume de 1mL d'extraits de nopals a différentes concentrations (15.75, 31.25, 62.5,
125 et 250pg/mL) est ajouté a 1mL de tampon phosphate (0.15 M, pH 7.4), 2 mL de la solution
hyposaline (NaCl a 0.36 %: P/V) et 0.5 mL de la suspension érythrocytaire (10 %). Les mélanges
ont été incubés a 56 °C pendant 30min puis refroidis durant 20 min et centrifugés 5 min a 3000

rpm.

L'absorbance des surnageants récupérés a été lue a 560 nm contre une solution
tamponnée de chlorure de sodium servant de blanc, et comparée au diclofenac sodium comme
étant standard positif. La solution saline isotonique a remplacé I'extrait dans le contréle sanguin
et la suspension érythrocytaire dans le controle d'extrait. Le pourcentage d'activité de
stabilisation de la membrane a été déterminé en utilisant I'équation d'Oyedapo et Famurewa
(1995):

33 Chapitre 11: Matériels et méthodes



Moussaoui B. Propriétés biologiques d'extraits des cladodes d'Opuntia ficus indica L. (2020). Thése de
Doctorat en Sciences Biologiques. Univ. Mostaganem
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I1.5.3. Détermination de I’activité anticoagulante

L'activité anticoagulante des extraits de nopals est déterminée selon la méthode décrite
par Athukorala et al. (2007). Le sang collecté de chez dix jeunes volontaires sains, consentants
et sans antécédents de thrombose ou de saignement, est mixé avec le citrate de sodium (3.2% :
P/V) dans un rapport de 1V/9V, puis centrifugé a 2400xg pendant 20 min. Le plasma débarrassé

des plaquettes est conservé a -60°C jusqu’a son utilisation.

Les tests de temps de thromboplastine partielle activée (APTT) et de temps de
prothrombine (PT) consistaient & mélanger 90uL de plasma avec 10uL de différentes
concentrations d’extraits de nopals (31.25; 62.5; 125 et 250 pg/mL) et de les chauffer a 37°C
pendant 1 et 10 min, respectivement.

11.5.3.1. Par la détermination du Temps de Céphaline-Kaolin (TCK) ou Temps partiel de
thromboplastine activée (APTT)

100 pL de réactif APTT ont été ajoutés au mélange précédent avant incubation a 37 °C
pendant 5 min. L'APTT a été enregistrée aprés activation de la coagulation par 100uL de CaCl.
(0.025 M), en considérant la solution de NaCl a 0.9% (P/V) et I'néparine comme témoins négatif

et positif.
11.5.3.2. Par la détermination du Temps de Quick (TQ) ou Temps de Prothrombine (TP)

Le test TP a été réalisé apres induction de la coagulation en utilisant 200uL de réactif TP
pré-incubé (37°C pendant 10 min). Le TP a été enregistré en tenant compte des mémes contrdles

négatif et positif.
I1.5.4. Détermination de I’activité antimicrobienne

Dans cette partie, la sensibilité de six souches bactériennes pathogenes, une bénéfique

ainsi qu'une levure, vis-a-vis d'extraits de nopals a été évaluée.
11.5.4.1. Réactivation des souches

Les souches bactériennes ont été revivifiées avant leur utilisation a 37°C durant 18h dans

des bouillons apropriés ; le milieu BHIB pour les bactéries pathogénes, le milieu MRS pour la
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souche bénéfique. La levure a été réactivée dans le milieu Sabouraud pendant 48h a 25°C (De
Mann et al., 1960; Kishor, 2005).

L'objectif est d'atteindre une turbidité de 0.5 MacFarland, équivalente d'une densité
optique mesurée a 600nm comprise entre 0.08 et 0.1 pour les bactéries, et entre 0.12 et 0.15 pour

la levure ; ce qui correspond respectivement a 108 et 108 UFC/mI (Haddouchi et al., 2009).

I1.5.4.2. Mise en évidence de I’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion sur

gélose

Cette analyse préliminaire de I'effet antimicrobien des extraits de nopals a été effectuée
selon la méthode de diffusion sur puits d'agar (AWDT : Agar Well Diffusion Test) qui consiste a
ensemencer des boites de Pétri contenant le milieu Mueller Hinton par 100pL de la suspension
bactérienne fraiche, ajustée par turbidité & 108 UFC/mL. Le milieu Sabouraud est employé pour

ensemencer les levures a 10° UFC/mI (Haddouchi et al., 2009).

Aprés 15 mn, les puits de 6 mm de diamétre réalisés dans la gélose ensemencee, ont été
remplis par 50 pl des différents extraits dissous dans le DMSO (dimethyl sulfoxide) a raison de 2
mg/mL. Les boites subissent ainsi une pré-incubation a 4 °C pendant 2h afin de permettre la
diffusion radiale de I’agent inhibiteur, suivie d'une incubation de 24h a 37 °C pour les bactéries
et de 48h a 25°C pour les levures. L’activité antimicrobienne est déduite par la mesure des

diamétres des zones d’inhibition entourant les puits (Haddouchi et al., 2009; Das et al., 2010).
11.5.4.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice a été déterminée en utilisant la méthode de
microdilution en milieu liquide citée par Sanchez et al. (2014). Des puits de micro-plaques 96
contenant 100 pL de chaque suspension microbienne (10 UFC/mL, concentration finale), sont
additionnés de 100 pL d'extraits de nopals (2 mg/mL, concentration maximale) dilués en série

d’une fagon géométrique a raison de 2.

Des puits avec milieu de culture seul ou avec suspension bactérienne sans extrait de
nopals ont été considérés comme témoins. L'incubation des plaques a été faite a 37 °C pendant
24 h pour les bactéries et a 25 °C pendant 48h pour les levures. La CMI a été définie comme la
plus faible concentration d'extrait qui a inhibé la croissance visible des bactéries (Ncube et al.,
2008).
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11.5.4.4. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) et fongicide
(CMF)

La CMB et la CMF ont été déterminées par ensemencement sur gélose appropriée d'un
aliquote de 25 uL des puits ayant une concentration égale ou supérieur a la CMI (Sanchez et al.,
2010; Daoud et al., 2019). Les concentrations minimales bactéricide et fongicide ont été définies
comme les plus faibles concentrations d'extrait auxquelles aucune croissance microbienne n'a eté

détectée dans les plaques (Sanchez et al., 2010; Zarrin et al., 2010)
I1.5.5. Détermination de I’activité anti-tumorale de ’extrait de cladode
11.5.5.1. Nature, origine et technique de mise en culture des cellules tumorales HepG2

Les hépatocytes humains de la lignée cancéreuse (HepG2) (département des sciences de
I'institut des sciences de la santé-Nord, CESPU, CRL, Gandra, Portugal) ont été cultivées dans
des flacons de 75mL contenant le milieu d'Eagle modifié par Dulbecco DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle's Medium) hautement glucosé, et additionné de 10% (V/V) de sérum de veau
feetal inactivé a la chaleur (Heat Inactivated Foetal Bovine Serum HI-FBS) et de 1% (V/V) de
solution d'antibiotiques (10000 U/mL de pénicilline, 10000ug/mL de streptomycine) (Dias da
Silva et al., 2015).

Les cellules sont maintenues a 37 °C sous atmosphére humidifiée (5% CO2-95% air) avec
un changement de milieu de culture chaque 2 a 3 jours. Les cultures ont subi une trypsination
(0.25%: P/V trypsine/ImM EDTA) quand la confluence cellulaire atteint 70-80%, et ont été

repiquées sur un maximum de 10 passages (Dias da Silva et al., 2015).
11.5.5.2. Choix des doses d’extrait de cladodes et durée de leur confrontation aux cellules
tumorales HepG2.

Pour réaliser les tests de cytotoxicité, les cellules sont ensemencées a une densité de 8.10*
cellules/puits, dans des microplaques 96 puits a des volumes de 100 puL de milieu de culture

complet, puis incubées 24h dans les conditions précédentes (Dias da Silva et al., 2015).

Le jour suivant, les cellules sont exposees aux différents extraits de nopals a raison de
100uL selon une gamme de concentrations de I'ordre de 0.25, 0.5 et 1mg/mL, dans le méme
milieu de culture dépourvu de FBS. Les extraits ont été fraichement préparés dans le DMSO de
sorte que sa concentration n'excéde jamais le 1% dans le milieu d'exposition (Dias da Silva et
al., 2015).
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Le contréle du solvant (solution DMSO) et le contrdle négatif (culture cellulaire sans
extrait) ont été lancés parallelement a l'incubation des extraits dans tous les tests (Dias da Silva
etal., 2015).

11.5.,5.3. Evaluation de la viabilit¢ des cellules tumorales HepG2 par la méthode de
réduction du bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium (MTT)

Cette analyse mesure l'activité de la succinate déshydrogénase capable de convertir le
bromure de 3- (4,5-diméthylthiazol-2-yl) -2,5-diphényltétrazolium (MTT) soluble de couleur
jaune, en sels de formazan insolubles de couleur pourpre. De ce fait, cette enzyme est un

indicateur d'activité métabolique des mitochondries et donc de la viabilité cellulaire.

En suivant le protocole décrit par Dias da Silva et al. (2015), le milieu de culture des
cellules de 24h, cultivées en présence d'extraits de nopals, a été aspiré et remplacé par 100uL
d'une solution fraiche de MTT (0.5 mg/mL dans HBSS "Hanks' Balanced Salt Solution"”, Gibco
laboratories, Lenexa, KS, USA). Apres l'incubation des plaques a 37 °C pendant 30min, la
solution MTT a été retirée et les cristaux de formazan formés ont été dissous dans 100 pL de
DMSO. La lecture d'absorbance a été faite a 550 nm dans un lecteur de plaque a puits multiples

BioTek Synergy™ HT (BioTek Instruments, Inc. USA) aprés 15 min d'agitation.

Chague concentration a été testée en double dans trois expériences indépendantes,
effectuées a I'abri de la lumiere en raison de la photosensibilité du MTT, et les résultats ont été
présentés graphiquement en pourcentage de prolifération cellulaire en fonction de la
concentration d'extrait (mg/mL). Le Triton X-100 est utilisé comme témoin positif au taux de
1%.

11.5.5.4. Evaluation de la viabilité des cellules tumorales HepG2 par la méthode d’inclusion
lysosomale du rouge neutre

Pour fournir des données supplémentaires sur la viabilité des cellules, nous avons
effectué le test d'absorption du rouge neutre (RN) décrit par Arbo et al. (2014) avec des
modifications mineures. Cet essai repose sur la capacité des cellules viables a incorporer et a lier
le colorant cationique faible RN, qui pénetre dans les cellules par diffusion non ionique et
s’accumule dans les lysosomes par interaction avec les sites anioniques de la matrice des

organites.
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A la fin de la période d'incubation (24h) des hépatocytes ensemencés sur des plaques a 96
puits, en présence de nos extraits, le milieu d'exposition a été remplacé par 100 pL d'une solution
de RN a 50 pg/mL, préparée dans du HBSS. Les cellules ont été incubées a 37 °C dans une
atmosphére humidifiee a 5% de CO. pendant 30 min, permettant aux lysosomes des cellules
viables d'incorporer le colorant. Les cellules ont ensuite été soigneusement lavees deux fois avec
200 pL de HBSS pour éliminer le colorant extracellulaire, puis lysées avec 100 uL de solution
de lyse (éthanol a 50%: acide acétique glacial a 1%: eau a 49%). Le Triton X-100 (1%)

représente le controle positif.

L'absorbance a été mesurée a 540 nm dans un lecteur de plaques a puits multiples BioTek
Synergy™ HT (BioTek Instruments, Inc.). Les données obtenues ont été présentées

graphigquement en pourcentage des contréles négatifs.

11.5.5.5. Evaluation de la viabilité des cellules tumorales HepG2 apreés inhibition du

cytochrome P450

Afin de déterminer l'influence du métabolisme du cytochrome P (CYP) sur la toxicité des
extraits, les isoformes CYP2EL et CYP2D6 des cellules HepG2 ont été inhibées avant et pendant
I'exposition aux extraits testés. Ensuite, la viabilité cellulaire a été évaluée en utilisant le test

MTT comme décrit auparavant (Dias-da-Silva et al., 2015).

Les cellules ont été incubées pendant 1h avec 100 pL d'une solution d'inhibiteur du CYP;
la métyrapone (inhibiteur du CYP2EL1) a 500 uM et la quinidine (inhibiteur du CYP2D6) a 10
HM. La concentration d'inhibiteur a été sélectionnée afin d'induire une inhibition sans provoquer
de cytotoxicité. Ce mélange (cellules/inhibiteurs) a été ensuite co-incubé avec les extraits a
tester, pendant 24 h a 37 °C. La viabilité cellulaire a été évaluée en utilisant le test MTT décrit
ci-dessus, et les résultats ont été normalisées en témoins positifs (Triton X-100 & 1%) et négatifs.
Des contr6les inhibiteurs (les inhibiteurs seuls dans le milieu de culture cellulaire) ont été
réalisés et comparés a des contrdles négatifs pour s'assurer qu'aucune cytotoxicité ne découle de

ces traitements (Dias-da-Silva et al., 2015).
I1.5.5.6. Détermination du taux d’espéces réactives de I’oxygeéne (ROS) et de ’azote (NOS)

La production intracellulaire de ROS et de RNS a été contr6lée a l'aide du dosage de
fluorescence du diacétate de 2', 7'-dichlorodihydrofuorescéine (DCFH-DA), décrit par Dias da
Silva et al. (2015).
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Briévement, les hépatocytes ensemencés sur des plaques a 96 puits, ont été exposés dans
I'obscurité & 100puL de DCFH-DA (10uM) a 37°C pendant 30 min. Le DCFH-DA étant une
poudre non soluble dans I'eau, a été preparé initialement sous forme de solution mere a 4 mM
dans du DMSO et ajusté a la concentration finale dans un milieu de culture frais (en veillant a ce
que la concentration finale en DMSO ne dépasse pas 0.05%), immédiatement avant chaque

experience.

Ensuite, les cellules ont été lavées avec du HBSS et incubées avec les extraits a tester, a
37°C pendant 24h. La fluorescence a été enregistrée a la fin de la période d'incubation en
utilisant un lecteur de microplaques a fluorescence BioTek Synergy™ HT (BioTek Instruments,
Inc.), réglé sur une excitation a 485 nm et une émission a 530 nm. Les données acquises ont éeté

normalisées aux conditions du contréle négatif (milieu de culture cellulaire seul).
11.5.5.7. Détermination du potentiel membranaire mitochondrial

L'intégrité mitochondriale a été évaluée a l'aide d'ester éthylique de tétraméthylrhodamine
(TMRE), un colorant chargé positivement inclus uniquement dans les mitochondries actives.

D'apres Dias da Silva et al. (2015), les hépatocytes co-incubés avec les extraits de nopals
Algériens sur des plaques & 96 puits, ont été débarrassés de milieu de culture et lavés deux fois
par le HBSS (sans calcium ni magnésium). Les cellules ont été additionnées par la suite par
100uL de TMRE frais (2uM), puis incubées a 37°C pendant 30 min a I'abri de la lumiére. Apreés
I'incubation, les cellules ont été lavées deux fois avec du HBSS (sans calcium ni magnésium) et
la fluorescence a été quantifiée a I'aide d'un lecteur de microplaques a fluorescence BioTek
Synergy™ HT (BioTek Instruments, Inc.), & une excitation et une émission respectives de 544

nm et 590 nm. Les données recues ont été normalisées en contrdles négatifs.
11.6. Analyse statistique des résultats

Les résultats ont été exprimés en moyenne + écart-type de trois déterminations
indépendantes, et I'analyse de la variance ANOVA a été effectuée par le logiciel IBM SPSS
Statistics 26.0. Les différences entre les moyennes ont été considérées comme significatives par
le test de Tukey a p<0.05.
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I11. Résultats et discussion

I11.1. Macrocomposition et caractéristiques physicochimiques du nopal d’Algérie

Le tableau 3 présente la macrocomposition et les caractéristiques physicochimiques et

biochimiques des nopals Algériens.

Tableau 3 : Caractéristiques physicochimiques et biochimiques des nopals d'O. ficus indica

d'Algérie.
Parametre Valeur Parametre Valeur

Humidité 87.1+0.9  Cendres 11.84+0.5
Matiere séche 12.19+1.1 Ca? 9.04+1.21
Sucres 4.5+0.22 K* (% MS) 1.10+0.43

) (%PF)
Protéines 3.24+0.49 Mg?* 1.07+0.08
Lipides 0.24+0.01 pH 4.05+0.31
Pectines 1.69+0.06  Conductivité (uS.cm?) 382+2.01
Fibres brutes (% MS) 9.14+0.3  Solides solubles (Brix°®) 4.80+0.55
Vitamine C (mg/100ml)  7.04+0.30
Chlorophylle a 0.322+0.034

(mg/100gPF)

Chlorophylle b 0.131+0.069

111.1.1. Humidité, taux de cendres et minéraux

Le taux d'humidité de nopals Algériens estimé dans cette étude a 87.1+0.9% PF, est tres
comparable au 87% rapportés par Chiteva et Wairagu (2013). La teneur en eau des cladodes se
fluctue entre 80 et 95% ; une proportion importante qui s'explique en partie par leur réle de
stockage hydrique (Stintzing et Carle, 2005; Gungor et Sengul, 2008; Benattia, 2017). En
prenant en considération les différences entre les écotypes remarquées par EI Kharrassi (2015),
I'étude de Stintzing et Carle (2005) montre que les nopals a leur jeune stade de développement

emmagasinent plus d'eau.

La teneur en cendres enregistrée dans les jeunes cladodes a été 11.84+0.5% MS, ou elle
est trés proche du minimum de la fourchette 12.97 - 25.65 % rapportée par EI Kharrassi (2015)
avec des différences significatives au sein des espéces de figue de barbarie. Cette mesure des
minéeraux présents dans le nopal dépend du sol, du climat et des facteurs genétiques (Athamena,
2009; Gaouar, 2011).
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L'analyse de la composition des nopals en principaux éléments minéraux par rapport & ma
matiere seche met en évidence la prédominance du calcium (9.04+1.21%), suivi du potassium
(1.10+0.43%) et du magnésium (1.07+0.08%). Cette distribution observée pour ces trois
minéraux dans nos échantillons est en concordance avec ce qui a été publié par Paiva et al.
(2016). Etant donné le degré de variabilité de la composition minérale des nopals en fonction des
especes, de I’état physiologique du tissu de cladode et du site de culture, ces valeurs restent

approximatives (Stintzing et Carle, 2005).

Benattia (2017) a rapporté que les nopals sont une source importante de minéraux. Le
niveau de calcium dans les nopals surpasse celui des Iégumes de consommation courante comme
les épinards et la carotte, et reflete alors son réle crucial dans la rétention d'eau de ces tissus
succulents (Tirilly et Bourgeois, 1999; Stintzing et Carle, 2005). Or, la teneur élevée en
potassium et la faible teneur en sodium offrent des bénéfices nutritionnels clairs pour les

personnes ayant des problémes de reins et d’hypertension.
111.1.2. pH, conductivité et solides solubles

Dans cette étude, nos nopals ont un pH égal a 4.05+0.31 qui est Iégerement plus acide a
celui noté par Hadj Sadok (2008) et Boutakiout (2015) dont les valeurs étaient égales a 4.62 et
4.7, respectivement. La variation du pH est due principalement a la différence des conditions
climatiques et au processus de maturation (Bezzala et al., 2005). En plus, I’acidité augmente la
nuit et diminue pendant la journée, ou elle varie signifcativement en fonction de I’heure de la

journée (Inglese, 2018).

Ce métabolisme acide des nopals génere les acides oxalique, malique, citrique et
malonique (Stintzing et Carle, 2005). Selon Sawaya et al. (1983), les acides organiques sont en
général des intermédiaires des processus métaboliques, mais contrairement a I'abaissement qu'ils
connaissent au cours de la maturation des fruits, ils ont une tendance a s'accroitre durant la

croissance des cladodes.

Par ailleurs, la conductivité électrique trouvée a été de 382+2.01 pS.cm™. Ce paramétre
est influencé par le pH de la solution, la valence des ions et le degré d’ionisation (Rodier, 1997).
Les solides solubles ont été estimés a 4.80+0.55 °B, ce qui présente une teneur proche de celle
incluse dans lintervalle 5.1-11 °B rapporté par Boutakiout (2015). Les solides solubles
représentent 1I’ensemble des solides dissous dans 1’eau, incluant les sucres, les sels, les protéines
et les acides carboxyliques. Cette grandeur est influée par le climat, la nature du sol et le degré
de maturation (Messaid, 2008).
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111.1.3. Sucres, protéines et lipides

Les jeunes cladodes de I'Opuntia Algérien contiennent des teneurs faibles en protéines
(3.24+0.49%), en lipides (0.24+0.01%) et en sucres totaux (4.5+0.22%), rapportées a la matiére

fraiche.

Cependant, le taux protéique de nos nopals égal & 26.57% par rapport a la matiere séche,
est supérieur aux resultats d'EI Kharrassi, (2015), qui varient entre 4.64 et 14.22% pour les
cladodes matures. La richesse en protéines est régie par la fertilisation azotée et I'dge des
cladodes, a coté des différences significatives entre et au sein des especes (Stintzing et Carle,
2005, El Kharrassi, 2015)

Contrairement a notre teneur de 36.91% MS, Hadj Sadok et al. (2008) ont obtenu un
taux de sucres totaux de 1.66% MS pour le méme stade de croissance (moins de trois mois), dans
un temps ou il peut atteindre 8.8%MS pour les cladodes agées d'un an selon les mémes auteurs.
Cette variabilité marquée en sucres totaux s'interpréte par l'augmentation de leur production
durant le développement des cladodes, les conditions environnementales et la diversité inter-
especes (Rodriguez-Felix et Cantwell, 1988; EI Kharrassi, 2015). Il est a noter aussi que le

taux de sucre est soumis a des changements diurnes (Stintzing et Carle, 2005).

En outre, les analyses montrent que le contenu des jeunes cladodes en lipides atteint un
pourcentage de 0.24+0.01% PF, soit 1’équivalent de 1.96% MS, qui est largement supérieur a
celui (0.2%) publié par Angulo-Bejarano (2014), mais analogue a ceux (1 a 4% MS) rapportés
par Stintzing et Carle (2005). La granulométrie du sol, ’humidité atmosphérique, la nature du
solvant et la méthode d’extraction utilisée sont les principaux paramétres d'influence sur la

fraction lipidique des cladodes d'Opuntia (Gaouar, 2011).
111.1.4. Fibres brutes et pectines

En ce qui concerne les fibres brutes de ces nopals, I'analyse par la méthode de Weende
montre qu'ils renferment de 9.14+0.3 % MS, un taux assez conforme aux 5-20% MS rapportés
par Inglese et al. (2018). D’aprés Ramulu et Rao (2003), la teneur en fibres est modulée par la
localisation géographique et la constitution génétique, les conditions agro-climatiques, ainsi que

la méthode de dosage utilisée.

En contrepartie, le contenu total en substances pectiques des nopals d’Algérie
(1.69+0.06% PF) considérées comme des fibres solubles, est quelque peu similaire a celui

rapporté par Boutakiout (2015) pour les cladodes marocains (0.1 a 2.25% PF). Ce sont les
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différentes conditions de culture, la période de récolte et le protocole d'extraction qui peuvent

étre a I’origine de cette différence dans le contenu pectique de ces nopals (Amellal, 2008).
11.1.5. Vitamine C

La proportion en vitamine C des nopals Algériens est de 7.04+0.30 mg/100mL ou apreés
conversion de 8.08 mg/100gPF. Ce niveau de vitamine C se situe dans la tranche de valeurs (7 &
22 mg/100g PF) rapportée par Stintzing et Carle, (2005) pour la vitamine C totale (les acides
ascorbique et dehydroascorbique, et reste comparable aux valeurs données pour les fruits et les
légumes de large consommation (Hadj sadok, 2008). Le Houérou (1996) confirme que la
modification diurne de I'acidité des cladodes affecte leur taux de vitamine C dont la plus haute

proportion a été notée quelques heures apres le lever du soleil.
111.1.6. La chlorophylle

Dans ce travail la fraction chlorophyllienne a été évaluée a 0.322+0.034 mg/100g PF
pour la chlorophylle a et 0.131+0.069 mg /100g PF pour la chlorophylle b, soit un total d’environ
0.45mg//100g PF qui se rapproche du taux maximal de chlorophylle (0.35-0.43 mg/100g PF)
estimé par Hadj Sadok (2008). La prédominance de la chlorophylle a sur la chlorophylle b dans
les nopals Algériens observée dans ce travail a également été signalée par Guevara-Figueroa et
al. (2001) dans les nopals de plusieurs autres variétés de figue de barbarie dans le monde. I
existe une relation directe entre I’augmentation du taux de chlorophylle des cladodes et
I’intensification de la photosynthése (synthese de glucides) avec 1’age de celles-ci, ainsi qu’au

début de la fructification (Chernomorsky, 1999; Hadj Sadok, 2008).

Il est clair, d'aprés les résultats trouvés, que la composition physicochimique et
biochimique, ainsi que la valeur nutritionnelle des nopals ne peuvent étre prises en aucun cas
comme valeur absolue en raison de leur grande variabilité intrinseque et extrinséque. La
variabilité génétique inter et intra-espéces se répercute phénotypiquement par une diversité
morpho-physiologique des cladodes régissant de ce fait ses caractéristiques nutritives. Les
exigences impliquées par la spécificité de I'dge est un autre exemple du contréle interne de la

qualité de cet aliment.

En contrepartie, la particularité des conditions édapho-climatiques abiotiques et des
éléments biotiques accompagnant la croissance de I'Opuntia et ses cladodes, stimule ou entrave
d'une maniére contrastée leur métabolisme, et gere considérablement ses fonctions vitales. Le

sol, le climat et la saison sont donnés comme des exemples pertinents par plusieurs chercheurs
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pour ce cas de figure (El Kharrassi, 2015; Paiva et al., 2016). A leur tour, les procédures de
récolte et de post-récolte s'avérent d'une importance primordiale pour I'obtention et la

préservation de la qualité des nopals.

La bonne connaissance et I'application sélective de ces facteurs rendent possible de cibler
des propriétes spécifiques des nopals. Dans ce contexte, Stintzing et Carle (2005) ont proposé
de choisir des cladodes a forte teneur en protéines et en fibres en les récoltant & un stade de
croissance bien précis. De son c6té, Le Houérou (1996) préconise la cueillette quelques heures
aprés le lever du soleil afin de fournir les meilleurs cladodes a usage végeétal ; turgescentes,
riches en sucres, en pro-vitamine A et en vitamine C. Inglese et al. (2018) insistent sur le fait que
le moment optimal de récolte doit étre choisi en fonction de la transformation qui va étre

appliquée.

Les technologies post-récolte sont aussi nécessaires pour maintenir la qualité d'un aliment
acide si riche en eau comme le nopal. Sans ces pratiques, un tel aliment est sujet a dégradation
microbiologique rapide limitant sa commercialisation en produit frais, ainsi que son aptitude de

transformation technologique et de conservation (Stinzing et Carle, 2005).

Les jeunes cladodes ou nopals d'O. ficus indica d'Algérie présentent une valeur
nutritionnelle similaire aux legumes frais et feuilles de consommation quotidienne courante
(Hadj Sadok, 2008). Le nopal est considéré comme un aliment hypocalorique par Stintzing et
Carle (2005), a cause de sa richesse en eau, en fibres alimentaires, en minéraux et vitamines qui
lui conferent uniqguement 27 kcal/100g selon Murillo-Amador et al. (2002). Kamel et Kakuda
(2008) classent le nopal comme un aliment bon marché mais plus nutritif que le chou, les

betteraves ou les bananes.

La sensibilisation du grand public Algérien au sujet de la valeur nutritive méconnue du
nopal légume, ainsi que sur les effets bénéfiques attribués a sa consommation réguliére, demeure
déterminante dans I'enjeu de son utilisation culinaire locale. De leur cété, ses propriétés
organoleptiques incluant la tendreté, la fraicheur et le gout acide doux présentent un atout decisif

au profit de son acceptation dans I'assiette du consommateur.

Par ailleurs, I'apport d'information sur les propres modes de préparation de ces nopals ; y
compris le nettoyage des épines et glochides, la diminution de libération de mucilage durant la
cuisson et I'amélioration d’attrait sensoriel des produits cuisinés, peut dynamiser le manque de

consommation de nopals en Afrique du Nord (Inglese, 2018).
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111.2. Microcomposition phytochimique des extraits de nopals

Les tableaux 4 et 5 rassemblent les résultats trouvés sur les principaux métabolites
secondaires de nopals sans epines d'O. ficus indica Algérien. La comparaison des taux

d'extractions a conduit vers le classement quantitatif décroissant suivant de ces métabolites :

polyphénols > alcaloides > bétalaines > caroténoides.

Tableau 4: Distribution des principaux polyphénols dans les nopals inermes d'O. ficus indica

d'Algérie.
Paramétre Valeur
Rendement d'extraction (% MS) 5.02+0.5
Polyphénols totaux (mg EAG/g MS) 63.54 +1.13
Flavonoides (mg EQ/g MS) 18.07 £ 0.77
Flavones et Flavonols (mg EQ/g MS) 12.20 £ 0.07
Tannins condensés (mg EAT/g MS) 0.18 £0.02
Tannins Hydrosolubles (mg EAT/g MS) 0.1+0.03

MS: matiére seche; EAG: équivalent acide gallique; EQ: équivalent quercitine; EAT:

équivalent acide tannique.

Tableau 5: Profil en bétalaines, alcaloides et caroténoides des nopals inermes d'O. ficus indica

d’Algérie.
Bétalaines Alcaloides  Caroténoides
Bétacyanines Bétaxanthines
Teneur 25.64+1.42 2249+0.78
596.60 +8.71 13.69+1.72
(mg/100g MS) Total =48.13£2.2

111.2.1. Polyphénols
111.2.1.1. Teneur des polyphénols totaux

Le rendement d'extraction des polyphénols des nopals Algériens inermes a atteint 5.02 +
0.5% MS, soit lIégérement supérieur a celui (4.6 + 0.23%) enregistré par Bari et al. (2012). La
teneur totale en polyphénols de I'extrait de cladode a été estimée a 63.54 £1.13 mg EAG/g MS
(tableau 4). Selon d'autres études, cette valeur s'étend de 1.7 mg/g PF a 180 mg EAG/g MS
(Gallegos-Infante et al., 2009; De Santiago et al., 2018).
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Si on admet que la synthése et I'incorporation des polyphénols par les nopals d'O. ficus
indica sont contrdlées par I'espece végétale en question, son origine et son stade de croissance,
outre les conditions environnantes qui 1’entourent ; I'extrabilité de ces métabolites secondaires
d'intérét va dépendre des procédures expérimentales adoptées (polarité du solvant utilisé et les

caractéristiques de la méthode employée).

Dans la plante, I'accumulation de métabolites secondaires d'une maniere générale et la
teneur en polyphénols en particulier dépendent de facteurs biotiques et abiotiques (Rochetti et
al., 2018). Méndez et al. (2015) ont confirmé la variation quantitative polyphénolique inter et
intra espéces et variétales et ont montre que les cladodes d'O. ficus indica contiennent 8 fois de
polyphénols que I'O. dillenii, alors que les cladodes de variété a fruit orange accumulent 25% de
plus que la variété verte de I'espéce O. ficus indica. De plus, la domestication minimise le taux
de polyphénols dans les cladodes qui se trouve divisé presque de moitié entre I'espéce la plus
sauvage (56.8 mMole EAG/Q) et la plus domestiquée (33.4 mMole EAG/g (Astello Garcia et
al., 2015). L'influence de la partie botanique est démontré par Mena et al. (2018), avec une
supériorité respective de 7.2 et 9.2 mg/g MS pour les cladodes au détriment de la peau et la pulpe
du fruit.

En ce qui concerne l'effet du stade de développement sur la présence des composés
phénoliques, les jeunes cladodes présentaient une teneur plus élevée de 15.32-29.04% par
rapport a leurs homologues plus agés (Ventura-Aguilar et al.,, 2017; Mena et al., 2018).
Gonzalez-Montero et al. (2009) expliquent cette prédominance des polyphénols chez les
cladodes jeunes et tendres par rapport a ceux en age commercial, par la fonction de défense que
les métabolites secondaires remplissent aux premiers stades de croissance, en substituts de

moyens morphologiques comme les épines.

La zone d'échantillonnage impacte differemment la valeur des polyphénols totaux dans le
cladode d'O. ficus-indica. Sur le plan quantitatif du contenu phénolique, le cladode d’Algérie
(63.54mg EAG/g MS) est précédé par celui du Mexique (180mg EAG/g MS) et devance ceux
d’Italie (26mg EAG/g MS) et d’Espagne (17mg EAG/g MS). Il semblerait que la sévérité
graduelle du climat de ces régions influence le métabolisme des polyphénols (Gallegos-Infante
et al., 2009; Rochetti et al., 2018; De Santiago et al., 2018).

Cependant, I'influence de la saison de récolte sur la teneur en polyphénols totaux dans les
nopals reste quelque peu controversée. Selon Alves et al. (2017), le contenu en polyphénols est
dédoublé pendant la période pluvieuse par rapport a la période séche (5.41 mg contre 2.85 mg
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EAG/g MS); un résultat lié a la disponibilité¢ d'eau. Cette hypothese est contredite par
Boutakiout et al. (2015), qui ont trouvé que parmi les trois saisons testées (printemps, été et
hiver), la période seche (été) est celle qui coincide avec une production accrue en polyphénols
totaux comme réponse au stress hydrique. Les mécanismes qui régulent I'effet de saison sur la
production des polyphénols ne sont pas complétement clairs et il existe une variabilité de
réponses entre les especes et les cultivars (Alves et al., 2017).

Dans ce travail, la préparation d'une poudre fine par un séchage doux des nopals frais et
un broyage prononcé évite la thermo-dégradation des polyphénols et offre une surface de contact
plus importante facilitant la penétration du solvant a la matrice végétale et la dissolution des
molécules visées. L'efficacité d'extraction est significativement affectée par les procédes de
préparation de matiére végétale en l'occurrence le temps et la température de séchage ainsi que la
granulométrie du broyat (Chaalal et al., 2012; Koné et al., 2017).

Le résultat de la technique d'extraction utilisée dans cette étude est en accord avec la
constatation de Benattia et Arrar (2018), qui révelent que les teneurs les plus importantes en
polyphénols et flavonoides ont été mentionnées pour I'extraction a froid (macération) sous
agitation avec un mélange (éthanol/eau: 1V/1V) pendant 24h. Plusieurs recherches ont montré
que la macération est le meilleur moyen pour extraire les polyphénols, ou le rapport
échantillon/solvant, le temps et la température d'extraction agissent directement sur le rendement
d'extraction (Chaalal et al., 2012; Kechebar et al., 2017; Koné et al., 2017).

111.2.1.2. Flavonoides totaux, flavones et flavonols

Dans les nopals Algériens (tableau 4), le contenu en flavonoides (18.07+0.77 mg/g MS)
excéde le taux de 2.00 a 9.80 mg EQ/g MS rapporté par Guevara-Figueroa et al. (2010) pour
les différents cultivars d'Opuntia spp. étudiés. Les flavonoides représentent la classe majeure des
polyphénols dans les jeunes cladodes (28.43%) ; c’est ce qui ressort des résultats de Mena et al.
(2018) et Rochetti et al. (2018), qui montrent que cette classe est la classe polyphénolique
dominante. Le niveau des flavones et flavonols extraits était 12.20 + 0.07 mgEQ/g MS ; un
résultat qui représente 4.22 fois celui (2.89 mgER/g MS) noté par Gallegos-Infante et al.
(2009). 1l faut noter aussi que ces composes prédominent les autres sous-classes de flavonoides,
puisqu'ils remplissent une part de 67.51% de la part flavonoidique totale. Rochetti et al. (2018),

font le méme constat pour les cladodes Italiens de la région de Ficodindia di San Cono PDO.
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Comme pour les polyphénols, la teneur en flavonoides des cladodes du figuier de
barbarie varie entre les cultivars, mais dépend surtout de la période de collecte car elle est

fortement corrélée aux conditions environnantes (Maataoui et al., 2006; Alves et al., 2017).

Selon Maataoui et al. (2006) et Alves et al. (2017), les méthodes d'extraction et de
mesure des flavonoides ont aussi une répercussion trés claire sur leur teneur dans les cladodes.
Dans ce travail, la préparation de la poudre et I'élimination du solvant par rotavap sont
considérées comme les étapes les plus délicates dans I'obtention des flavonoides, ce qui nous a
poussé a les mener a moins de 40°C dans le but de préserver cette classe thermolabile. Runha et
al. (2001) et Guevara-Figueroa et al. (2010), ont rapporté que le processus de déshydratation
tend a augmenter la dégradation des flavonoides, en s'argumentant que leur teneur dans les

cladodes frais s'était amoindrie de 3 fois en poudre (de 9.80 & 3.1 mg EQ/qg).

La valeur relativement faible de la teneur en flavonoides par rapport aux polyphénols
totaux dans nos jeunes cladodes pourrait étre liée a la période d'échantillonnage pluvieuse
(novembre) impliquant moins de sécheresse, et par la suite moins de sollicitation de la
production de ces molécules généralement synthétisées comme moyen de défense en cas de
stress hydrique. Dans ce sens, Alves et al. (2017) ont attribué un niveau élevé en flavonoides a la
période pluvieuse de collecte des cladodes, durant laquelle ils ont noté 0.90 a 3.43 mg EQ/g MS
contre 1.53 a 3.02 mg EQ/g MS pour la période seche. Dans la plante, les flavonoides ont une
fonction protectrice vis-a-vis la génération des espéces réactives a I’oxygeéne (ERO) résultant du
stress hydrique, en plus de leur r6le de maintien de la turgescence et la stabilisation des
membranes et protéines cellulaires (Abreu et Mazzafera, 2005; Rodziewicz et al., 2014).
Généralement, les flavonoides sont des composés environnementaux produits en réponse au
stress environnemental (sécheresse, UV, stress hydrique, stress salin, basses températures, deficit
nutritionnel en "N, K, P, S, Mg et Fe", haut niveau de CO>) (Sanchez-Rodriguez et al., 2012).

111.2.1.3. Tannins condensés et tannins hydrolysables

Les tannins condensés et les tannins hydrolysables ont été évalues a 0.18+0.02 et
0.1+0.03 mg EAT/g MS (tableau 4). Dans le méme ordre, ces valeurs étaient de 0.01 mg/mL
dans le jus de cladodes (Boutakiout et al., 2015) et de 0.07mg/g PF dans les cladodes entiers
(Hadj Sadok et al., 2008).

La présence des tannins dans les nopals révélée dans cette expérience a également été

rapportée par les travaux d'Alves et al. (2017). En plus, la prédominance des tannins condensés
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au détriment des tannins hydrosolubles remarquée dans ce travail, a été aussi observée par
Boutakiout et al. (2015) et Chentli et al. (2015).

La faible proportion des tannins par rapport aux autres classes de polyphénols, est
expliquée par le jeune age de nos nopals, alors qu'ils vont gagner en quantité avec la croissance
comme cela a été démontré par Pérez-Torrero et al. (2017). En plus, leur localisation dans
I'Opuntia est proportionnelle a l'organe en question ou les hautes concentrations sont
usuellement trouvées dans les fruits et les fleurs, tandis que les cladodes se trouvent en bas du
classement (Terrill et al., 1992; Frutos et al., 2002)

La faible quantité de tannins dans les nopals analysés serait également liée a la période
pluvieuse de collecte, sachant que leur production est stimulée par le stress climato-pédologique
(sécheresse, sol, UV, prédation..) qui se trouverait probablement allégé durant cette période.
D’autres auteurs (Skadhauge et al., 1997; Chentli et al., 2015) ont aussi remarqué cette

dépendance, en plus de la différence accordée a la variation des especes et variétes.

Cependant, la synthese des tannins est écologiquement I'une des voies de défense contre
des germes phyto-pathogénes (bactéries, champignons, virus) libres ou véhiculés par des
nématodes, ainsi que contre des organismes prédateurs (insectes et herbivores) (Collingborn et
al., 2000; Waghorn, 2008; Hassanpour et al., 2011).

111.2.2. Bétalaines

Le rendement d'extraction des bétalaines de nopals d’Algérie est faible (0.04%), reflétant
cependant une teneur totale 48.13+2.2 mg/100g MS (tableau 5). De Wit et al. (2019) ont
également signalé la présence de bétalaines dans les cladodes d'Opuntia ssp, comme ils ont
souligné la dépendance du niveau de ces pigments, qui varient de 5.4 a 77.4 mg/kg PF, aux
cultivars. La prédominance des bétacyanines sur les indicaxanthines dans I'extrait de bétalaines
des nopals d'Algérie trouvés ici, a également été observée par De Wit et al. (2019) pour les
cladodes sud-africains.

Le rendement d'extraction des bétalaines est proportionnel non seulement aux cultivars, a
la partie ou le tissu choisis et son stade de croissance, mais aussi a la technique d'extraction
utilisée et a ses paramétres (Cai et al., 1998; Sanchez-Gonzalez et al., 2013; Santos-Diaz et al.,
2017; De Wit et al., 2019). Selon ces chercheurs, ces facteurs provoguent méme une distribution
hétérogene des Dbétalaines et une variation des structures individuelles et des ratios

bétacyanines/bétaxanthines dans les parties d'Opuntia.
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Techniquement, Castellanos-Santiago et Yahia (2008) ont rapporté que I'extraction
aqueuse conduit a des niveaux plus élevés de bétalaines et confere une meilleure stabilité a ces
pigments. De méme, la spectrophotométrie est la méthode la plus pratique et économique pour
quantifier les beétalaines, malgré l'inconvénient de co-absorption par les substances non
bétalainiques qui cause une surestimation éventuelle de leur taux réel (Belhaj sliman et al.,
2016).

111.2.3. Caroténoides

Les nopals d'Algérie contiennent 13.69 + 1.72 mg de caroténoides par 100g de poids sec
(tableau 5). Les chercheurs Jaramillo-Flores et al. (2003) et Bensaddn et al. (2010) ont trouvé
des quantités allant de 2 a 23.18 mg/100g MS, capables de s'élever avec le traitement thermique.
En comparaison avec d'autres légumes et fruits, les cladodes d'Opuntia ont plus de caroténoides
que les petites carottes, la betterave, les épinards et la laitue, alors que ce surplus peut atteindre
entre 32 et 69 fois par rapport aux caroténoides de la pulpe des figues de barbarie
(MedinaTorres et al., 2011; De wit et al., 2019).

A I'égard des variantes liées aux conditions du développement de la plante, la polarité des
différentes classes de caroténoides (xanthophylles, caroténes, caroténoide-esters) affecte le plus
leur solubilité dans le solvant d'extraction et donc I'extraction elle-méme (Tsao et Deng, 2004;
Dias et al., 2009). Selon Robards (2003), I'extraction des caroténoides par les solvants
organiques est la technique la plus utilisée et la plus rentable. L'hexane est le meilleur solvant
pour les caroténoides apolaires tandis que I'éthanol reste le meilleur choix dans le cas des

caroténoides polaires (Machmudah et Goto, 2013; Amorim-carrilho et al., 2014).
111.2.1.4. Alcaloides

La présence d'alcaloides dans les cladodes des espéces d'Opuntia observée dans cette
étude a également été mentionnée par Bari et al. (2012) et Mendez et al. (2012). Selon
Shedbalkar et al. (2010), la production d'alcaloides est une caractéristique de la famille des

cactacées.

Dans cette étude, le rendement d'extraction des alcaloides des nopals est de 0.59%, ce qui
donne une teneur de 596.6 £ 8.71 mg/100 g MS, soit environ 0.6% (P/P) (tableau 5). Ce taux est
10 fois inférieur que celui rapporté pour les cladodes d'O. dillenii (5.4% : P/P), mais plus élevé
que le taux noté pour les cladodes d'O. polyacantha (0.08% : P/P) (Pooja et Vidyasagar, 2016;
Abdulazeem et al., 2018).
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Le faible rendement d'extraction des alcaloides des cladodes a été interprété par Yubin et
al. (2014) comme étant un probleme de technologie traditionnelle de séparation et de
purification. Selon Cordell et al. (2001), les alcaloides sont généralement présents en faible

quantité (souvent moins de 1%) dans les extraits bruts de plantes.

La gamme d'alcaloides extraits des plantes et leur contenu peuvent étre fortement
influencés par I'espece, son origine et son climat de développement, en plus de la nature de la
partie ou du tissu utilisé et de son stade de croissance (Berkov et al., 2005; Iranbakhsh et al.,
2006; Kempf et al., 2011; Ricard et al., 2012).

En outre, les paramétres d’extraction ; notamment la polarité du solvant, la température,
le temps, le volume de ringage et le cycle d'extraction ont un impact fondamental sur le

rendement d'extraction (Ferrer et al., 2005; Jiang et al., 2006; Jayakumar et al., 2016).
111.3. Profil chromatographique des extraits de nopals
111.3.1. Identification des polyphénols par HPLC

57 composés phénoliques ont été trouvés dans les jeunes nopals analysés, dont 9 ont été
identifiés par comparaison a leurs standards analytiques respectifs (fig.8, tableau 6). Les acides
phénoliques tels que les acides gallique (acide 3,4,5-trihydroxybenzoic), caféique (acide 3,4-
dihydroxycinnamique) et syringique (acide 4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzoic) sont notés
présents dans ce travail, similairement aux résultats de Guevara-Figueroa et al. (2010) sur des

cladodes Mexicains.

Les flavonols quercétine et kaempferol et I'anthocyane malvin sont aussi identifiés dans
nos cladodes Algériens. Rochetti et al. (2018), trouve des substances pareilles dans les cladodes
d'Opuntia Italien. La rutine (flavonol), naringenine (flavanones) trouvés dans cette recherche,
sont aussi cités par Mena et al. (2018) pour les jeunes cladodes d'Espagne. Les nopals analysés
contiennent la catéchine, un flavanol synthétisé aussi par les nopals tunisiens d'aprés Ben Saad
et al. (2017).

Le nombre des pics non identifiés au-dessous et au-dessus de l'intervalle des étalons
utilisés laisse penser a l'existence d'autres acides phénoliques présents habituellement dans la
matrice vegétale des nopals selon Aruwa et al. (2018), a I'exemple de I'acide vanillique,

feruligue, coumarique et sallicylique.
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Figure 8: Chromatogramme des polyphénols de jeunes nopals d'Opuntia de Tissemsilt (Algeérie).

Tableau 6: Profil chromatographique HPLC des composés phénoliques identifiés dans I'extrait

de jeunes nopals de Tissemsilt (Algérie) par comparaison aux étalons.

Numé:ro Polyphénol Rt Hauteur Aire
de pic (min) (mV) (%)
8 Acide gallique 10.3 13.129 14
17 Catéchine 175 17 0.999 0.1
22 Acide caféique 21.6 11.344 1.7
23 Acide syringique 22,6 1.786 0.2
30 Rutine 32.0 48.733 4.6
33 Malvin chloride 35.8 15.681 1.6
35 Quercétine 38.5 1.407 0.1
36 Naringenine 39.0 4.694 0.7
40 Kaempferol 42.2 5.999 0.5

RT: Temps de rétention
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De méme, les formes hétérosides du kaempferol et de I'isorhamnetin, a I'image de la
nicotiflorin (Kaempferol-3-O-rutinoside) ou de la narcissin (Isorhamnetin-3-O-rutinoside),
peuvent exister éventuellement dans les nopals Algériens (fig.8). D'aprés les recherches
d'Astello-Garcia et al. (2015) et Msaddak et al. (2017), ils deviennent une caractéristique des

cladodes d'O. ficus indica.
111.3.2. Identification des alcaloides par CG-MS

Dans cette étude, le chromatogramme CG-MS de différents composés présents dans
I'extrait d'alcaloides des nopals d'Opuntia Algérien est présenté dans la figure 9. La nomenclature
chimique des dix-sept alcaloides identifiés, leur formule, leur poids moléculaire et leur masse

exacte sont présentés dans le tableau 7.

Les nopals de cette étude contenaient différentes classes d'alcaloides, y compris des
dérivés de I'lsoquinoline ((2 (1H) -Isoquinolinecarboximidamide, 3,4-dihydro; nommee
«débrisoquine»), la morphinan-4,5-epoxy-3,6-di-ol, 6- [7-nitrobenzofurazan-4-yl] amino), de
I'imidazole (Decahydronaphtho [2,3-b] furan-2-one, 3 - [[2- (1H-imidazol-4-yl) ethylamino]
methyl] -8a-methyl-5-methylene-), d'imidapyrazole (Pyrazole [4,5-b] imidazole, 1-formyl-3-
ethyl-6-B-d-ribofuranosyl-) et de pyrazolo-benzothiazole (2-Benzothiazol-2-yl-4-
cyclopentylaminomethylene-5-methyl-2,4-dihydro-pyrazol-3-one).

Différents alcaloides ont été également identifiés a 1’issue de cette manipulation. Il s’agit
d’alcalides de pyridine (2,7-Diphenyl-1,6-dioxopyridazino [4,5: 2', 3'] pyrrolo [4 ', 5'-d]
pyridazine; 3-Pyridinecarboxylic acid, 2,7 , 10-tris (acetyloxy) -1,1a, 2,3,4,6,7,10,11,11a-
decahydro-1,1,3,6,9-pentamethyl-4-oxo-4a, 7a epoxy-5H-cyclopenta [a] cyclopropa [f]
cycloundecen-11-yl ester,[1aR- (1aR *, 2R *, 3S *, 4aR *, 6S *, 7S *, 7aS *, 8E, 10R *, 11R *,
11aS *)] -), d*alcaloides d'indole (Aspidofractinin-3-ol, 17-methoxy-, (2a,5a)-; Glucobrassicin),
d'alcaloides de phényl (2-Hexanone, (2,4-dinitrophenyl) hydrazine), (acide benzénepropanoique
a-[(2,4-dinitrophenyl) hydrazono]-4-hydroxy-, et cathine), d'alcaloides stéroides (17a-Methyl-
3B-methoxy-17a-aza-D-homoandrost-5-ene-17-one; pseudosolasodine diacetate; Pregn-4-ene-
3,20-dione, 17,21-dihydroxy-, bis(O-methyloxime)), d’alcaloides lactone (Neronin, 4B, 5-
dihydro-) et d’alcaloides pteridine (Pterin-6-carboxylic acid).
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Figure 9: Chromatogramme des alcaloides de jeunes nopals d'Opuntia de Tissemsilt (Algérie).

Tableau 7: Profil chromatographique CG-MS des alcaloides identifiés dans I'extrait de nopals

d'Opuntia de Tissemsilt-Algérie.

Name Rt (min) Formule Masse exacte
o, el ai- 8.804 CI8H2INO6  347.136887
2(1H)-Isoquinolinecarboximidamide, 3,4-dihydro- 5.936 C10H13N3 175.110948
Morphinan-4,5-epoxy-3,6-di-ol, 6-[7-
nitrobenzofurazan-4-ylJamino- 9.027 C26H27N506 505.196133
Decahydronaphtho[2,3-b]furan-2-one, 3-[[2-(1H-
imidazol-4-yl)ethylamino]methyl]-8a-methyl-5- 9159 C20H29N30?2 343.925977
methylene-
2-Benzothiazol-2-yl-4-cyclopentylaminomethylene-
5-methyl-2,4-dihydro-pyrazol-3-one 9.194 C17H18N40S 326.120132
17a-Methyl-3p-methoxy-17a-aza-D-homoandrost-5-
ene-17-one 9.311 C21H33NO2 331.25113
3-Pyridinecarboxylic acid, 2,7,10-tris(acetyloxy)-
1,1a,2,3,4,6,7,10,11,11a-decahydro-1,1,3,6,9-
pentamethyl-4-oxo-4a,7a-epoxy-5H-
cyclopenta[a]cyclopropa[f]lcycloundecen-11-yl 9.422  C32H39NO10 597.257397

ester,[1aR-
(1aR*,2R*,3S* 4aR*,6S*,7S*,7aS*,8E,10R*,11R*,1
1aS*)]-
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Glucobrassicin 0.499 CTOMIONZO% 448061022
Pyrazole[4,5-b]limidazole, 1-formyl-3-ethyl-6-p-d-
ribofuranosyl- 9.676 C12H16N405 296.11207

2-Hexanone, (2,4-dinitrophenyl)hydrazone 939 C12H16N404 280.117155

Benzenepropanoic acid, a-[(2,4-
dinitrophenyl)hydrazono]-4-hydroxy- 10.117 C15H12N407 360.070599

Pseudosolasodine diacetate 10.428 C31H49NO4 499.36616

2,7-Diphenyl-1,6-
dioxopyridazino[4,5:2",3"|pyrrolo[4',5'-d]pyridazine  12.858 C20H13N502 355.106924

Pregn-4-ene-3,20-dione, 17,21-dihydroxy-, bis(O-
methyloxime) 12.949 C23H36N204 404.267508

Aspidofractinin-3-ol, 17-methoxy-, (2a,5a)- 30684 C20H26N202 396.199429

Cathine 30.78 C9H13NO 151.099714

Pterin-6-carboxylic acid 31.42 C7H5N503 207.039239

I11.4. Propriétés biologiques des polyphénols, caroténoides, bétalaines et alcaloides des
nopals d'Algérie
111.4.1. Activité antioxydante

Le stress oxydatif a été clairement défini par Sies (2015), comme un déséquilibre entre
les oxydants et les antioxydants en faveur des oxydants, entrainant une perturbation de la

signalisation et du contréle redox et/ou des dommages moléculaires.

L'agression oxydante des constituants cellulaires endommage leurs macromolécules (les
lipides, les protéines et 1I’ADN) structurellement et fonctionnellement, conduisant par
conséquent, a des dommages liés a de nombreuses maladies chroniques et dégénératives comme
le cancer, le diabéte, la polyarthrite rhumatoide, les maladies cardiovasculaires, I'Alzheimer et le
Parkinson (Pincemail et al., 1999; Koechlin Ramonatxo, 2006; Uttara et al., 2009).

Le regain d'intérét pour les antioxydants, naturels particuliérement, n'est pas seulement
dd a leur valeur biologique dont la nécessité est intensivement accrue, mais aussi a leur impact
économique, car la plupart d'entre eux peuvent étre extraits de sous-produits alimentaires et
d'espéces végetales sous-exploitées (Lourenco et al., 2019). Les nopals d'Opuntia d’Algérie qui

font I’objet de cette étude, représentent un exemple idéal de ces sources d'antioxydants.
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Afin d'avoir une connaissance aussi large et précise que possible du pouvoir antioxydant
des extraits de nopals Algériens in vitro, des techniques différentes en principe et objectif ont été
utilisées dans cette étude. Ces tests incluant le DPPH, le pouvoir réducteur (FRAP) et le
blanchiment du B-carotene different dans les mécanismes et la cinétique de réaction (Alam et al.,
2013).

111.4.1.1. Piégeage du radical libre DPPH

La figure 10 montre que les polyphénols de nopals étaient les plus efficaces comme
DPPH-piégeurs par rapport aux autres extraits et méme vis-a-vis le standard positif. Avec une
IC50 de I'ordre de 84.8 pg/mL contre 102.99 pg/mL pour l'acide ascorbique, ces biomolécules
améliorent significativement (p <0.05) l'activité anti-radicalaire d'un pourcentage de 17.66%
(tableau 8).

Tableau 8: Capacité de piégeage du radical libre DPPH par les polyphénols, caroténoides,

bétalaines et alcaloides des nopals exprimée en IC50

DPPH (IC50 pg/mL)
Acide ascorbique 102.99°
Polyphénols 84.8%
Caroténoides 115.31°
Bétalaines 104.89%°
Alcaloides 119.40%°

Les différentes lettres (a, b) indiquent une différence significative par comparaison des moyennes selon le test post

hoc Tukey au seuil 5%.

Lee et al. (2002), ont signalé une 1C50 neuf fois plus basse pour I'extrait des cladodes
Coréens, avec une inhibition compléte du radical DPPH a 15 pg/mL seulement. Contrairement a
ces valeurs, les extraits des cladodes marocains testés par Toure et al. (2015), nécessitent une
IC50 treize fois plus importante que la notre touchant la barre de 1208.75+179.21 pg/mL. L'effet
de piégeage des polyphénols dans cette étude suit une allure concentration-dépendante, comme
s'était rapporté par Toure et al. (2015) et Chintu et al. (2017).

Dans le présent travail, la capacité du piégeage du DPPH exercée par l'extrait de
bétalaines de nopals a été estimée a une concentration inhibitrice 50 (IC50) = 104.89 pg/mL, en
deuxiéme rang apres les polyphénols. Elle est dose-dépendante et similaire a celle de l'acide
ascorbique a 1.84% prés (p>0.05). Belhadj Slimen et al. (2017) ont rapporté que l'activité du
piégeage du DPPH par différents extraits bétalainiques (CES0 allant de 3.35 a 8.35 uM) est
nettement plus élevée que celle des étalons connus tels que l'acide ascorbique (13.93 uM) et

l'acide férulique (19.35 uM).
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Figure 10: Capacité de piégeage du radical libre DPPH par les polyphénols, caroténoides, bétalaines et
alcaloides de jeunes nopals de I'Opuntia d'Algérie, utilisés a différentes concentrations (31.25, 62.5, 125
et 250 pg/mL) et comparés a I'acide ascorbique comme standard positif (Les résultats sont exprimés par

la moyenne +SD de trois mesures).
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L'aptitude des caroténoides de nopals d’Algérie a neutraliser le radical libre DPPH
observée dans cette étude atteint une IC50 égale a 115.31 pug/mL. Classé en troisieme position en
matiére d'efficacité anti-radicalaire, cet extrait est loin de 11.96% (p>0.05) par rapport a lI'acide

ascorbique et a un effet dose-dépendant.

Leopoldo et al. (2012) attribuent l'activité antioxydante de I'extrait de nopals frais a
I'augmentation de la concentration des caroténoides. Jimenez-Escrig et al. (2000) trouvent une
activité anti-radical DPPH exprimée en mol caroténoides/mol DPPH qui variait de 0.16+0.01
(lycopene) a 3.29+0.31 (lutéine). Au contraire et d’une fagon quelque peu isolée, Miller et al.
(2011) ont attribue I'absence totale d'effet antiradicalaire des caroténoides contre le DPPH, méme

a des concentrations utilisées relativement élevées.

La neutralisation du radical libre DPPH par 1’extrait d'alcaloides de cladodes est dose-
dépendante tel que rapporté par Jayakumar et al. (2016). L'activité antioxydante des alcaloides
évaluée dans ce travail (IC50 = 119.40 ug/mL), était de 15.93% (p>0.05) plus faible que celle de

I'acide ascorbique.

Le test DPPH est une méthode colorimétrique valide pour I'évaluation du potentiel
antioxydant de composés spécifiques ou d'extraits de plantes (Cheng et Moore, 2006). La
décoloration de la solution de DPPH par I'extrait révéle son pouvoir piégeur. De nombreuses
études sur les cladodes du méme cactus vont dans le méme sens que celui de ce résultat
(Sanchez et al., 2014; Mabrouki et al., 2015).

L'activité antioxydante observée pour les polyphénols des jeunes cladodes d’Algérie est
non seulement liée a leur concentration, mais aussi a leur structure moléculaire. La connaissance
des caracteéristiques conformationnelles, électroniques et géométriques des systemes phénoliques
est d'une importance cruciale pour comprendre l'activité antioxydante. Il est communément
admis que les principales caractéristiques structurelles d'une bonne activité anti-radicalaire sont
I'apparition de plusieurs groupes OH sur le noyau aromatique ; en position ortho-dihydroxy
notamment, la structure plane des phénols permettant la conjugaison et la délocalisation
électronique ainsi que les effets de résonance, et finalement ; la présence de fonctions
supplémentaires carbone-carbone ou groupe carbonyle (C=C et C=0) (Leopoldini et al., 2011).

Les polyphénols et plus spécialement la sous-classe des flavonoides, inactivent les

radicaux libres selon deux mécanismes :
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-le premier mécanisme est nommé transfert d'atomes d'hydrogéne (hydrogen atom
transfer: HAT), ou I'antioxydant ArOH réagit avec le radical libre R en lui transférant un atome
d'’hydrogéne, par rupture homolytique de la liaison O-H. Les produits de la réaction sont les
especes RH inoffensives et le radical ArO- oxydé (Leopoldini et al., 2011). Dans ce mécanisme,
I'enthalpie de dissociation des liaisons (BDE) relative a la liaison O-H phénolique est un
paramétre important dans I'évaluation de l'action antioxydante ; plus la valeur BDE est faible,
plus la dissociation de la liaison phénolique O-H et la réaction avec les radicaux libres sont
faciles (Leopoldini et al., 2011).

L'acide gallique, l'acide caféique, la catéchine et la quercétine identifiés dans les nopals
d’Algérie, sont les systemes scavengers les plus efficaces qui peuvent fonctionner par don
d'atomes d’hydrogene. lls affichent la fonctionnalité ortho-dihydroxy et ont des BDE trés faibles
par rapport au phénol de référence, car la radicalisation de leurs hydroxyles génére des especes
stabilisées principalement par des liaisons hydrogene intramoléculaires (Leopoldini et al., 2011).
Le kaempferol est moins puissant comme donneur d’hydrogéne suite a I'absence de la structure

ortho-diphénolique au cycle B (Leopoldini et al., 2011).

-Le deuxiéme mécanisme appelé transfert mono-électronique (single electron transfer:
SET), prévoit de donner un électron au radical R pour former I'anion R~ énergétiquement stable
avec un nombre pair d'électrons, et le radical cationique (ArOH *), considéré aussi comme une

espece radicalaire mais moins réactive (Leopoldini et al., 2011).

Dans le SET, le potentiel d'ionisation (IP) est le parameétre le plus important pour
I'évaluation de I'activité de piégeage ; plus la valeur IP est faible, plus lI'abstraction des électrons
et la réaction avec les radicaux libres sont faciles (Leopoldini et al., 2011). Au sein du
mécanisme de transfert d'électrons, les bons candidats trouves dans I'extrait polyphénolique des
jeunes nopals d’Algérie sont les composes qui présentent une conformation planaire et une large
délocalisation électronique, de sorte que leurs valeurs IP sont inférieures a celle du phénol de

référence, comme cela se produit dans le Kaempferol et la quercétine (Leopoldini et al., 2011).

Globalement, la plupart des polyphénols semblent piéger les radicaux libres par le
mécanisme de transfert des atomes d'hydrogene, car des énergies plus élevées sont impliquées
dans le processus de transfert d'électrons uniques (Leopoldini et al., 2011). Dans les deux cas,
méme si la réaction conduit a la formation d'autres radicaux ArOH * et ArO:, ces derniers sont
moins réactif vis-a-vis du radical R puisque leurs structures aromatiques dans lesquelles

I'électron impair, issu des réactions avec le radical libre, a la possibilité de se propager sur toute
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la molécule, entrainant une stabilisation radicalaire (Leopoldini et al., 2011). En plus, la stabilité
de ces radicaux est renforcée par la possibilité d'établir des liaisons hydrogene internes entre

I'atome d'oxygene radicalisé et I'hydroxyle vicinal (Leopoldini et al., 2011).

La disposition d'acides phénoliques et de flavonoides dans les nopals de la région de
Tissemsilt (Algeérie), argumentent leur pouvoir anti-radicalaire remarquable noté dans cette
étude. L'acide gallique et l'acide caféique neutralisent les radicaux libres et réduisent leur
production (Khan et al., 2016; Kahkeshani et al., 2019). Ainsi, les flavonols et les flavones ;
qui représentent la fraction majeure des flavonoides dans I'extrait de polyphénols testé, se sont
révélés tres actifs d'apres Leopoldini et al. (2011) en raison de la présence d'un groupe catéchol
dans le cycle B. Ces auteurs signalent que les flavonols devancent les flavones en termes de

puissance en raison de la présence du groupe 3-hydroxyle.

La cathéchine et la quercitine ainsi que leurs dérivés de méthylation, agissent comme des
piégeurs de radicaux libres a un degré plus élevé que 1I’a-tocopherol (Duefias et al., 2010). Le
kaempferol et ses dérivés sont doués d'un potential antioxydant di a leur capacité de piégeage
des radicaux libres comme l'oxygéne singlet, I'anion superoxyde et les radicaux hydroxyles
(Tatsimo et al., 2012).

La quercetine est le meilleur antioxydant dans la classe des flavonols, avec une force
anti-radicalaire qui résulte de la réunion des trois criteres structuraux impliqués dans l'activité
anti-oxydante des flavonoides ; en I'occurrence un cycle (A) avec des groupes 5,7-dihydroxyle,
un cycle (B) avec 2 groupes hydroxyle (adjacents) et un cycle (C) avec 2,3-double liaison, 4-0xo
et un groupe 3-hydroxyle (Gupta et al., 2016; Vasquez-Espinal et al., 2019). Il a été montré
que ces produits d'oxydation ont une activité anti-radicalaire, évaluée par le test DPPH, plus
importante que leur molécule mére (Ramos et al. 2006). Le méme constat a été remarqué

récemment dans les systémes cellulaires (Vasquez-Espinal et al., 2019).

En plus de I'effet dose-dépendant des bétalaines envers le piégeage du radical DPPH cité
aussi par Yeddes et al. (2013), I'impact de la structure sur l'activité anti-radicalaire a également
été confirmé par plusieurs chercheurs. Gandia-Herrero et al. (2009), disent que l'activité
antioxydante des bétalaines, notamment des bétaxanthines, est liée a une activité intrinseque
associée au systeme de résonance commun soutenu par les deux atomes d’azote de la

bétaxanthine.

Néanmoins, la bioactivité intrinseque de I'unité structurale de base des bétalaines appelée

I'acide bétalamique, pourrait étre améliorée par la connexion avec un noyau aromatique et la
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présence d'hydroxyles (Gandia-Herrero et al., 2009; 2010; 2016). A titre d'exemple, la bétanine
moins hydroxylée que la bétanidine a une capacité amoindrie de piégeage des radicaux libres
peroxyle (ROO ¢) et oxyde nitrique (NO ¢) (Miguel, 2018).

Cependant, I'importance du pH sur l'activité de bétalaines a également été rapportée par
Gandia-Herrero et al. (2012) qui suggéerent que l'acide bétalamique présente un pKa de 6.8 lié a
sa capacite nucléophile indiquant I'existence d'un eéquilibre de déprotonation pertinent
responsable d'une pH-dépendance de l'activité anti-radicalaire des bétalaines. De plus, I'acide
bétalamique libre résultant de la rupture des bétalaines par oxydation, peut former des bétalaines
de novo par condensation avec de la cyclo-DOPA (3,4-dihydroxyphénylalanine) ou des acides
aminés (Belhadj Slimen et al., 2017).

La comparaison de l'effet scavenger de radicaux par les représentants typiques des
bétaxanthines et bétacyanines dans I'Opuntia: l'indicaxanthine et la bétanine, a montré une
meilleure activité pour la bétanine (Butera et al., 2002). L'activité antioxydante des
bétaxanthines dépend du nombre de groupes hydroxy et imino, alors qu'elle augmente par

acylation et diminue par glycosylation pour les bétacyanines (Belhadj Slimen et al., 2017).

Les caroténoides identifiés dans les nopals analysés dans ce travail ; la lutéine, le B-
caroténe et l'a-cryptoxanthine agissent comme des antioxydants biologiques et protegent les
cellules et les tissus contre les dommages causés par les espéces réactives de I’oxygéne (ROS) et
les espéces réactives de ’azote (RNS) (Jaramillo-Flores et al. 2003; Mariutti et al., 2013).
Apparemment, la structure tétraterpéne des caroténoides avec des groupes chimiques attachés a
une série de doubles liaisons conjuguées est responsable de leur potentiel antioxydant in vitro et
in vivo (Mariutti et al., 2018). L'activité antioxydante des caroténoides s’accroit avec le nombre
de doubles liaisons dans la structure. C’est pourquoi, le -carotene, la cryptoxanthine, la lutéine,
le lycopéne et la zéaxanthine qui possédent plus de 11 doubles liaisons sont les antioxydants les
plus efficaces du groupe des caroténoides (Palace et al., 1999).

Selon Stahl et Sies (2003), les caroténoides sont spécialisés souvent dans le piégeage des
radicaux peroxyles et de I'oxygéne moléculaire singulet (102), ainsi que dans la désactivation des
sensibilisateurs excités engagés dans la génération de ce 'O,. Le mécanisme adopté par ces
phytopigments comprend a la fois une composante physique et une réaction chimique entre un
caroténoide et la molécule d'oxygene excitée (Surai et al., 2001). Selon Surai et al. (2001), la
voie principale est I'extinction physique qui implique le transfert de I'énergie des molécules a

haute énergie, telles que 102, vers le caroténoide avec formation du caroténoide triplet 3CAR :
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102+ CAR — 302 + 3CAR

Dans la réaction suivante, le caroténoide dissipe son énergie sous forme de chaleur et

revient a I'état de base (Surai et al., 2001):
*CAR — CAR + chaleur dissipée

De cette facon, les caroténoides restent intacts pendant I'extinction physique et peuvent
étre réutilisés plusieurs fois dans ces cycles (Stahl et Sies, 2003). L'extinction de 1000 molécules
de 'O, par une seule molécule de B-caroténe avant sa réaction chimique pour former des

produits, en fait un exemple de cette résistance (Surai et al., 2001)

Contrairement a nos résultats qui montrent qu'a partir des 4 extraits de nopals testés, les
alcaloides étaient les moins efficaces en piégeage des radicaux libres, le travail de Du (2011),
considére que ces métabolites représentaient la principale substance antioxydante en raison de
leur corrélation positive évidente avec la capacité de piégeage du DPPH.

Il est vraissemblable que la structure des alcaloides des nopals d’Algérie presque
dépourvus de groupes phénoliques libres sur leur squelette, et ne possédant qu'un nombre limité
de groupes OH, est directement responsable de leur effet anti-radicalaire modéré. Dans ce sens,
Afsar et al. (2016) confirment que l'activité de piégeage des alcaloides, résultant du don
d'hydrogene a un radical libre, dépend de leur conformation structurelle et augmente avec le
degré d'hydroxylation. Cette idée est affirmée par Ng et al. (2018), qui dévoilent dans leur étude
que certains alcaloides sont des mauvais anti-radicalaires a cause de leur faiblesse en libération

d'hydrogene.

Ainsi, les résultats de Rackova et al. (2004) stipulent que le degré d’hydroxylation reste
I'un des principaux parametres d'influence de cet effet piégeant des alcaloides, dans lesquels les
dihydroxylés (la magnoflorine) sont plus efficaces que ceux portant un groupe —OH non
substitué (la jatrorrhizine), tandis que ceux caractérisés par l'absence du groupe portant

I'nydrogéne extractible (la berbérine) n'ont montré qu'une activité négligeable.

En outre, la présence d'un groupe phénolique libre sur le squelette d'alcaloide s'est aussi
avérée essentielle pour une bonne activité antioxydante intrinseque selon Rackova et al. (2004).
On peut conclure que les groupes NH., OCH3z mais surtout OH existant quand méme dans les
structures des alcaloides identifiés, se sont comportés comme des donneurs d'’hydrogéne en

faveur de la forme oxydée de DPPH, et restent derriére I'effet modéré noté ultérieurement.
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111.4.1.2. Le pouvoir réducteur

Dans ce test, la présence d'antioxydants dans I'extrait de cladodes d'Opuntia réduit la
forme ferrique du fer (complexe Fe**/ferricyanure) dans la solution jaune initiale, a la forme
ferreuse (Fe?*) qui change la solution en différentes nuances de vert et bleu (Bleu de Prusse de
Perl), en fonction du pouvoir réducteur de chaque extrait (Amarowicz et al., 2004). Ainsi, la
réaction réductrice est évaluée en surveillant l'augmentation de la couleur bleue a 700 nm. Une
absorbance plus élevée indique un pouvoir réducteur plus élevé, ce qui reflete une activité
antioxydante plus haute (Jayaprakash et al., 2001; Chung et al., 2002; Mabrouki et al., 2015).

En comparant les pics des maximums d'absorption des différents extraits de nopals
d'Algérie entre eux et par rapport a l'acide ascorbique (fig.11), nous avons trouveé que les
bétalaines ont le plus dinfluence sur la réduction du Fe3* (DO=0.901+ 0.065), suivis
successivement des polyphénols (DO=0.843+ 0.053), du standard positif (acide ascorbique)
(DO=0.818+ 0.02) et des caroténoides (DO=0.799+0.13). Les alcaloides affichent I'activité
réductrice la plus faible (D0O=0.222+ 0.047).

La figure 11 montre que la capacité de réduction du Fe®* (FRAP) a augmenté
linéairement avec la concentration pour les quatre extraits ; ce qui traduit une proportionnalité
entre la quantité de ces métabolites et la capacité de don des électrons. Cette approche de la
dépendance a la concentration a été également mentionnée par Bari et al. (2012) et Toure et al.
(2015) pour les extraits des cladodes d'Opuntia. En plus, Oyedapo et al. (2015), font remarquer

que le pouvoir réducteur varie largement selon le solvant d'extraction

Le tableau 9 montre une différence statistique non significative (p>0.05) entre le standard
positif et les extraits de nopals. L'extrait d'alcaloides est le plus faible réducteur comparé aux

caroténoides, présentant la seule différence significative dans ce test (p<0.05).

Tableau 9: Pouvoir réducteur FRAP des polyphénols, caroténoides, bétalaines et alcaloides des
nopals exprimé en 1C50
FRAP (IC50 pg/mL)

Acide ascorbique 143.46%°
Polyphénols 143.47%
Caroténoides 106.13?
Bétalaines 123.05%
Alcaloides 915.75"

Les différentes lettres (a, b) indiquent une différence significative par comparaison des moyennes selon le test post
hoc Tukey au seuil 5%.

63 Chapitre I111: Résultats et discussion



Moussaoui B. Propriétés biologiques d'extraits des cladodes d'Opuntia ficus indica L. (2020). Thése de
Doctorat en Sciences Biologiques. Univ. Mostaganem

1,2 O Acide ascorbique O polyphenols B Betalaines O Alcaloides O Caroténoides

1 1

£
| =

8 0,8
M~
T
[+ 1] 06 -
(=) ’
c
g & T
B
8 014 B
o
<

0 T T T T 1

15,75 31,25 62,5 125 250
Concentration pg/mL

Figure 11 : Pouvoir réducteur du fer ferrique (FRAP) des polyphénols, caroténoides, bétalaines et des
alcaloides de nopals de I'Opuntia d’ Algérie, utilisés a différentes concentrations (15.75, 31.25, 62.5, 125
et 250 pg/mL) et comparés a l'acide ascorbique comme standard positif (Les résultats représentent la

moyenne £SD de trois mesures).

L'effet réducteur des carotenoides de nopals Algériens a été observé par Han et al. (2012)
qui ont classé le lycopene comme l'agent réducteur le plus puissant et I'astaxanthine comme
I'agent réducteur le plus faible. La propriété réductrice des caroténoides a également été
démontrée par Mortensen et Skibsted (1997) qui ont noté que sous certaines conditions, le
lycopéne peut réduire I'a-, -, 6- et y-tocophérols oxydés par perte d'un électron.

Le pouvoir réducteur (FRAP) des bétalaines des jeunes nopals est analogue au résultat de
Zenteno-Ramirez et al. (2018), qui ont rapporté un coefficient de corrélation d'environ 0.9111
entre le niveau élevé de FRAP de jus de figue de barbarie (118.8 + 16.3mMeq FeSO4/g de poids
sec) et sa teneur en bétalaines. L'effet réducteur des polyphénols des cladodes a été aussi mesuré
par Toure et al. (2015) pour I'Opuntia marocain, avec 120.90 + 4.80 mg EAA/100g MS. Ce taux
était 1638 mg EAG/kg PF pour les cladodes Italiens (Rochetti et al., 2018).

Dans ce test, le pouvoir réducteur limité des alcaloides de nopals de Tissemsilt refléte
leur potentiel anti-radicalaire faible enregistré précédemment avec le test DPPH. La différence
entre les alcaloides et I'acide ascorbique n'était significative (p<0.05) qu'apreés la concentration de
125 pg/mL. Nos résultats sont en accord avec ceux de Gan et al. (2017), qui ont indiqué une
correélation significativement linéaire entre la teneur totale en alcaloides et la variation du FRAP.
Cette corrélation a atteint r?=0.9773 selon Giilgin et al. (2010) qui ont publié des résultats

analogues. En outre, dans ce travail, les alcaloides étaient moins efficaces que les polyphénols
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comme cela a été rapporté par Maiza-Benabdesselam et al. (2007). Or, nos résultats sont en
contradiction avec ceux de Gulgin et al. (2010) qui montrent que les alcaloides
bisbenzylisoquinoline; la cépharanthine et la fangchinoline, ont une activité réductrice plus forte

que les standards positifs pour des concentrations plus faibles que les nétres (10-30 pug/mL).

Le pouvoir réducteur intéressant des caroténoides est sans doute structure dépendant. I
dépend principalement de la longueur de la chaine des doubles liaisons conjuguées du
caroténoide, de la présence des cycles dans sa structure et de leur degré dhydroxylation,
d'époxylation ou de carbonylation. L'activité réductrice ferrique est principalement augmentée
avec la taille du systeme de double liaison conjuguée (CDB). Les caroténoides acycliques
(phytoéne, phytofluéne) a faible nombre de doubles liaisons (3 et 5, respectivement), n'ont
aucune activité réductrice des ions ferriques. Cependant, pour le caroténoide acyclique a 11
doubles liaisons appelé lycopene, le chevauchement orbital dans le chromophore est
suffisamment important pour former un radical caroténoide stable et, par conséquent, pour
afficher une activité FRAP (Mortensen et Skibsted, 1997). Le travail de Mdaller et al. (2011)
sur cing caroténoides confirme cette vision, ou seulement le lycopéne a donné un effet réducteur

positif représentant deux fois l'effet du standard o- tocophérol.

En contrepartie, la présence du cycle B-ionone des deux cotés du B-caroténe et de 1'a-
carotene empéche ces caroténoides de réagir avec le complexe ferrique, malgré leur
prédisposition d'un nombre important de doubles liaisons conjuguées (11 et 10 conjugated
double bound ou CDB de suite). C'est suite a la perte de coplanarité de ces caroténoides
cycliques, causée par l'entrave stérique entre le substituant CH3z en Cs et I'atome H en Csg de la
chaine, que le chevauchement orbital est réduit et la contribution des doubles liaisons cycliques
aux systemes conjugués tend vers zéro (Miller et al., 1996; Mortensen et Skibsted, 1997;

Jimenez-Escrig et al., 2000).

Cet obstacle stérique est surmonté par I'hydroxylation des cycles en position 3 (30)
comme c'est le cas de la B-cryptoxanthine, la lutéine et la zéaxanthine. La fonction hydroxyle au
voisinage du systéme conjugué de doubles liaisons (CDB) est indispensable pour l'activité FRAP
des caroténoides contenant deux cycles B-ionone. Cependant, I'époxylation des hydroxyles de
doubles liaisons cycliques remarqué chez I'anthéraxanthine, la néoxanthine et la violaxanthine,

diminue linéairement leur pouvoir réducteur (Muller et al., 2011).

A son tour, l'insertion de groupes carbonyle a la position 4 (40) dans le cycle p-ionone

conduit a une forte suppression de l'activite de réduction ferrique. Le caractere attracteur
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d'électrons de l'oxygene carbonylé affecte la diminution de la valeur FRAP de ces
cétocaroténoides (échinénone, canthaxanthine et astaxanthine) (Muller et al., 2011). Finalement,
la combinaison d'une chaine acyclique et d'un cycle B-ionone hydroxylé dans la structure des
caroténoides a I'exemple de la rubixanthine, conduit aux valeurs FRAP les plus élevées (Muller
etal., 2011).

Par ailleurs, nous expliquons le pouvoir réducteur remarquable de I'extrait de polyphénols
de nopals Algériens, par la présence de bons composés qui fonctionnent & travers le deuxieme
mécanisme antioxydant, a savoir la quercétine et le kaempférol. Chez ces especes, un transfert
d'électrons important du flavonol vers le métal se produit, en particulier dans le cas des formes

déprotonées (Leopoldini et al., 2011).

Eu I'égard de leur aptitude de perdre des hydrogénes, les polyphénols de cladodes sont
généralement considérés comme des réductones, qui rompent la chaine des radicaux libres en
faisant un don d'électrons, pour convertir les radicaux libres en produits plus stables (Gordon,
1990; Duh, 1998; Amarowiczet al., 2004). Les travaux de Jayaprakasha et al. (2001) et de
Toul et al. (2015), ont montré que les composés favanols, procyanidines et les tanins peuvent
également agir comme des réductones pour neutraliser les oxydants. La cathéchine et la
quercitine ainsi que leurs dérivés de méthylation sont des meilleurs réducteurs que l'alpha-
tocophérol dans l'analyse FRAP (Duefias et al., 2010). Encore, certains dérivés de la rutine

possédent un pouvoir réducteur significatif (Jaganath et al., 2009).

De leur c6té, Siddhuraju et Becker (2007) expliquent cette capacité de réduire Fe** en
Fe2* par la présence de groupes hydroxyles dans les composés phénoliques qui peuvent servir de
donneur d'électrons. Contrairement & cette notion, les résultats de Leopoldini et al. (2011)
montrent que dans le mécanisme du transfert d'électrons, les principaux facteurs affectant la
valeur du potentiel d'ionisation IP sont la délocalisation et la conjugaison étendues des électrons
n, renforcées par des phénomeénes de résonances, plutot que la présence de groupes fonctionnels
particuliers tels que des hydroxyles supplémentaires. Une autre voie de réaction dans le don
d'électrons est la réduction d'un antioxydant oxydé pour le régénérer sous sa forme réduite actif
(Noumi et al., 2011).

La capacité réductrice des bétalaines est étroitement liée a leur capacité de donation
d'électrons variable en fonction de leur structure chimique, et déterminée via I'énergie de
dissociation des liaisons et le potentiel d'ionisation de la molécule (Belhadj Slimen et al., 2017).
Structurellement, la réduction du Fe®*" en Fe?* a été attribuée a l'acide bétalamique. L'acide
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bétalamique, au systeme conjugué étendu dépendant du pH de I'environnement, peut réduire
deux ions de Fe®* & Fe?* et est alors capable de donner deux électrons a un radical libre (Gandia-
Herrero et al., 2012). De méme, le faible potentiel de réduction de la bétanine et de
I'indicaxanthine (0.4 et 0.6 V, respectivement) indique leur facilité de don d'électrons (Butera et
al., 2002). Ces chercheurs ont montré que les espéces oxydees de ces deux pigments ne sont plus
capables de recapturer les électrons, c'est-a-dire de devenir des oxydants.

La forte dépendance de l'activité réductrice des bétalaines au pH explique la dépendance
de l'effet anti-radicalaire de ces pigments naturels de ce parameétre (Gandia-Herrero et al.,
2010). Un équilibre de protonation fait des bétalaines de meilleurs donneurs d'électrons et des
antioxydants plus actifs & des pH>6 (Gliszczynska- Swiglo et al., 2006). Belhadj Slimen et al.
(2017) ont ainsi corréle la capacité elevée des bétalaines dans la stabilisation des radicaux libres
a la facilité remarquable de don d'électrons. Ils dénotent méme l'avantage des bétacyanines vis-a-

vis des bétacaxanthines en termes de potentiel de réduction.

Pour les alcaloides, la différence enregistrée entre nos résultats (915.75 pg/mL) et ceux
(510.81 pg/mL) de Prakasia et Nair (2016) est justifiée par la structure moléculaire différente
entre les classes d'alcaloides dans des échantillons différents. A cet égard, I'effet de la
configuration structurelle est d'ailleurs indiqué dans I'étude de NG et al. (2018) pour lesquels,
I'alcaloide nommé mahanimbine a exercé le meilleur pouvoir réducteur FRAP a cause de la
présence d'une densité électronique élevée dans la chaine latérale de son unité isopréne. Celle-ci

agit comme un bon donneur d'électrons pour purger les espéces radicalaires.

Selon Khamtache-Abderrahim et al. (2016), cette capacité dépend également de la
position et du nombre de groupes hydroxyle, ce qui éclaire en partie la faiblesse du pouvoir
réducteur des alcaloides analysés dans ce travail, en tenant compte du nombre trés restreint de
ces groupes fonctionnels dans leurs structures. Le don modeéré d'électrons par les alcaloides
pourrait étre aussi clarifié par lI'antagonisme entre les groupes a faible potentiel d'ionisation
comme CHs, OCH3 et NH2, qui ont facilement perdu un seul électron, et les groupes a potentiel
d'ionisation élevé, présents en concomitance dans la structure chimique (Al-Sehemi et Irfan ,
2017).

111.4.1.3. Taux d’inhibition du blanchiment du p-caroténe

La cinétique de blanchiment du f-caroténe en présence et en absence des extraits de
nopals et de l'antioxydant standard (acide ascorbique) est illustrée par la figure 12. Les

caroténoides inhibent de fagon dose-dépendante de 49.64 a 68.26% le blanchiment du -
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caroténe, soit un taux d’inhibition 5.22% plus élevé par rapport a celui du standard, 1’acide
ascorbique (63.04%) ; quoique cette supériorité de 5.22% n'était pas significative (p<0.05). Les
bétalaines et les polyphénols occupent la deuxieme et troisieme place avec des intervalles
d'inhibition de l'ordre de 37.65%-64.88% et 29.90-49.22%, avec des écarts non significatifs
(p>0.05) par rapport au standard positif allant a 1.84% a 13.82%, respectivement.

Les alcaloides se trouvent les derniers en ordre comparés aux autres extraits avec un
maximum d'inhibition de peroxydation lipidique qui n'excede pas les 25.24%. lls sont

significativement inefficaces (p<0.05) compareés a l'acide ascorbique.

Des résultats similaires pour les bétalaines ont été obtenus par Reddy et al. (2005) qui
ont signalé une inhibition de la peroxydation lipidique de 71% avec 100 pg/mL de bétalaine. De
son coté, l'inhibition dose-dépendante du blanchiment de B-carotene par les polyphénols des

cladodes a été rapportée par de nombreux travaux (Bakari et al., 2017; Melgar et al., 2017).

Outre I'extrait d'alcaloides a effet indépendant de la concentration, l'allure croissante
d'inhibition de peroxydation de I'acide linoléique en réponse a I'addition de teneurs croissantes en
extraits de nopals, nous a permis de tracer des droites de la fonction [inhibition%= f
(Concentration)] pour chaque extrait, et d'en déduire les concentrations efficaces qui stoppent
50% d'oxydation lipidique (IC50) (tableau 10).

En comparant les trois extraits, les caroténoides et les bétalaines dépassent
significativement les polyphénols. L'IC50 de notre extrait de polyphénols était de 257.31ug/mL,
une valeur semblable a celles citées par Bakari et al. (2017) qui s'étale de 135 a 317ug/mL pour

la méme partie et la méme espéce végétale.

Tableau 10: Blanchiment du 3-carotene exprimé en IC50 en présence des polyphénols,
caroténoides, bétalaines et alcaloides des nopals d’Algérie.

Blanchiment du f-caroténe (IC50 pg/mL)

Acide ascorbique Nd
Polyphénols 257.31°
Caroténoides 37.572
Bétalaines 68.492
Alcaloides Nd

Les différentes lettres (a, b) indiquent une différence significative par comparaison des moyennes selon le test post

hoc Tukey au seuil 5%. nd: non définie
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Figure 12: Cinétique de blanchiment du B-caroténe en présence des A) polyphénols, B) caroténoides, C)
bétalaines et D) alcaloides de nopals de I'Opuntia d’ Algérie, utilisés a différentes concentrations (31.25,
62.5, 125 et 250 pg/mL) et comparés a l'acide ascorbique comme standard positif (Les résultats

représentent la moyenne +SD de trois mesures).
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L'extrait d'alcaloides fait I'exception puisqu'il n'a affiché aucun effet dose -dépendant. On
note une régression vers 5.64% pour la dose 250pg/mL aprés la marge d'accroissement 6.06-
25.24%, enregistrée entre les concentrations 31.25 et 125 pg/mL. Dans leurs travaux, Guo et al.
(2019) ont aussi observé le déclin trés important pour les alcaloides et le contréle négatif

remarque dans cette étude.

Le test de blanchiment du p-caroténe semble étre trés utile comme modéle mimétique de
peroxydation lipidique dans les membranes biologiques (Ferreria et al., 2006). Il exploite les
radicaux peroxydes provenant de I'oxydation de I'acide linoléique, pour abstraire I'nydrogéne du
chromophore de B-carotene, et par conséquent, pour éteindre sa couleur orange caractéristique
dont la décoloration peut étre surveillée par spectrophotométrie. Cependant, la présence
d'antioxydants diminue 1'é¢tendue de la destruction et du blanchiment du [-caroténe, en

neutralisant les radicaux libres de linoléate (Alam et al., 2013; Dib et al., 2014)

La protection de l'acide linoléique semble moduler par plusieurs facteurs, a savoir le
solvant et les méthodes d'extraction, la concentration des antioxydants et leur nature liposoluble

ou hydrosoluble (Ammar et al., 2015).

Rice-Evans et al. (1997) ont identifié la neutralisation de I'oxygéne singulet (*O2) qui
cause la peroxydation lipidiqgue comme la voie d'intervention des caroténoides. Par ailleurs, les
caroténoides réagissent le plus efficacement avec les radicaux peroxyles générés au cours de

cette peroxydation lipidique (Stahl et Sies, 2003).

Contrairement aux antioxydants conventionnels, tel que le tocophérol qui piége les
radicaux peroxyle (ROO) en faisant un don d'un atome d'hydrogene, les caroténoides agissent
par addition de ces peroxyles a n'importe quel endroit de la chaine polyene conjuguée, entrainant
de ce fait la formation d'un radical centré sur le carbone stabilisé par résonance (ROO-CAR).
Comme ce radical est assez stable en raison de la délocalisation de I'électron non apparié dans le
systéeme polyéne conjugué, il interfére avec I'étape de propagation et interrompt la séquence
d'oxydation (Krinsky et Johnson, 2005)

Cette spécificité est liée a la longueur du systéme de double liaison conjuguée et a
I'nydrophobicité des caroténoides (Sies et Stahl, 1995; Krinsky et Johnson, 2005). Au-dela,
I'interaction entre les caroténoides et la matrice dans laquelle ils sont étudiés dicte leur effet
(Krinsky et Johnson, 2005)
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Chimiquement, les caroténoides contenant des groupes céto ou carbonyle en position 4
(40) dans le systeme cyclique B-ionone, en l'occurrence I'échinénone, la canthaxanthine et
I’astaxanthine ; peuvent servir d'antioxydants plus efficaces dans le piegeage des radicaux ROO.
A la suite d'une expansion de leurs systemes polyéene, ils présentaient une activité de piégeage
des ROO environ 25% plus élevée que le B-caroténe. En revanche, I'nydroxylation en position 3
(30) des caroténoides, comme dans la B-cryptoxanthine, la lutéine et la zéaxanthine, n'a pas
entrainé de changement significatif de la valeur de piégeage des radicaux ROO par rapport au 3-

carotene en raison de la taille inchangée du systeme polyéne (Mdaller et al., 2011).

La combinaison d'un grand systeme de polyene hydrocarboné et des fonctions terminales
attractrices d'électrons (COOH et COCHzs), conduit a des effets mésoméres négatifs, réduit la
densité électronique dans la chaine conjuguée et augmente la réactivité pour ajouter des radicaux
peroxyle. La crocétine, avec son systeme polyene de 9 CDB seulement, a présenté une valeur
25% plus élevée que le lycopene de 11 CDB, en raison des fonctions carboxyliques conjuguées
des deux cotés de la molécule (Mdaller et al., 2011). Selon Stahl et al. (1998), le lycopene est

I'inhibiteur le plus puissant de la peroxydation lipidique in vitro.

En plus des caroténoides, I'arrét de la peroxydation lipidique pour les autres extraits de
nopals dépend étroitement de leur capacité de don d'hydrogéne. Huang et al. (2005), considérent
que le test de blanchiment au [B-caroténe est basé sur le transfert datomes d'hydrogeéne.
Contrairement a cet avis, Sundaram et al. (2015) insistent sur le fait que la peroxydation
lipidique est mieux interrompue par les composés donneurs d'électrons, de sorte qu'ils agissent

comme antioxydants primaires et secondaires.

A partir des résultats des tests DPPH et FRAP, et vu l'avantage des bétalaines comme
puissants réducteurs dans le freinage de l'oxydation lipidique au détriment des polyphénols
agissant par libération d'hydrogéne, il est vraisemblable que l'effet de réduction est plus
influencant que le don d'hydrogene sur ce phénomene. De la méme maniére, Belhadj Slimen et
al. (2017) ont suggéré que la capacité des betacyanines a inhiber la peroxydation de l'acide
linoleique et I'oxydation des LDL est liée a leur efficacité antioxydante et anti-radicalaire. Cette

derniére est la résultante du don électronique des bétalaines étudiées dans ce travail.

La limitation de la peroxydation lipidique par les bétalaines notée dans cette étude était
analogue aux résultats de Tesoriere et al. (2003; 2004a; b), qui ont suggéré que de petites
quantités de bétalaines, et malgré leur hydrophilicité, pourraient se lier aux lipoprotéines de

basse densité (LDL) et augmenter leur résistance aux lésions d'oxydation in vitro et in vivo,
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proportionnellement aux quantités incorporées. Kanner et al., (2001) et Butera et al., (2002)
expliquent que le faible potentiel de réduction de certains bétalaines leur permet de réduire les
radicaux lipoperoxyle et alcoxyle, et devenir des formes oxydées stables car incapables de

recapturer des électrons pour redevenir oxydants.

Malgré leur potentiel de réduction réduit, I'indicaxanthine présentait une tendance plus
élevée par rapport & la bétanine concernant la conservation des lipides dans tous les modeéles
d'oxydation (Butera et al., 2002). Ceci vise la différence émanant de la variation de structure, et
conduit a prédire une atteinte plus facile de l'interface lipidique par l'indicaxanthine du fait d'une
lipophilicité plus elevée, qui les qualifie selon Butera et al. (2002) comme composé avantageux

dans les interactions avec les structures biologiques.

Dans le cas de polyphénols, la capacité d'inhiber la décoloration du [B-carotene est
attribuée aux flavonoides et aux tanins. La réponse antioxydante de ces composés a un substrat
lipidique varie remarquablement en fonction de leur concentration, de leur structure chimique, de
I'effet synergique ou antagoniste et des conditions d'oxydation (Rice-Evans et al., 1997;
Amarowicz et al., 2004; Siddhuraju et Becker, 2007; Subhashini et al., 2011; Dib et al.,
2014)

Tout de méme, l'efficacité modérée des polyphénols est probablement attribuée a leur
capacité de donner des électrons et des hydrogenes contrariée par leur polarité. Ammar et al.
(2015), voient que les électrons offerts par les groupes hydroxyles des composés phénoliques
leur donne l'avantage d'empécher la peroxydation de I'acide linoléique en piégeant les radicaux
peroxyles, et suggeérent encore leur utilisation comme conservateurs antioxydants dans les
systemes émulsion. Les flavonoides ayant des substitutions 3',4',5'-hydroxy sur le cycle B sont
d'excellents protecteurs contre la peroxydation lipidique, suivis par les di-hydroxy et 5-hydroxy,

successivement.

Or, la présence du 7-hydroxyle en combinaison avec la double liaison 2,3 dans le
rhamnetin-3-O-isorhamninoside, améliore son efficacité anti-peroxydante et lui confére le statut
du plus puissant inhibiteur (Ammar et al., 2009). Frankel et Meyer (2000) ont, entre autre,
proposé que les composes apolaires capables de se concentrer a l'interface lipide-eau sont plus

efficaces dans la protection des lipides que les composés polaires dilués dans la phase aqueuse.

Des molécules phénoliques comme l'acide gallique, la quercétine et son dérivé la
quercetin-3-O-glucuronide, ont tous exercé une inhibition de la peroxydation lipidique (Del Rio
et al., 2013; Gupta et al., 2016; Kahkeshani et al., 2019).
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La régression dans la protection des lipides contre la peroxydation en présence
d'alcaloides peut indiquer une action pro-oxydante a fortes doses. Les conclusions de Maiza-
Benabdesselam et al. (2007) et NG et al. (2018) adhérent a cette hypothese. Ils trouvent que les
alcaloides neutralisent le radical hydroperoxyde et inhibent l'oxydation du [-caroténe.
Cependant, & des concentrations éleveées, ils peuvent se transformer en transporteurs d'oxygene et
agir comme pro-oxydants. Nous suggérons que I'absence d'effet contre la lipo-peroxydation de
ces alcaloides est due au faible piégeage de radicaux et a la mauvaise capacité de don d'électrons
qu'ils ont affiché dans les analyses précédentes, lesquelles sont en accord avec celles d'Ammar
et al. (2015).

111.4.2. Activité anti-inflammatoire

L'inflammation est la réponse naturelle du corps des mammiféres a des agents hostiles
comme les parasites, les micro-organismes pathogeénes, les substances chimiques toxiques et les
dommages physiques aux tissus. Le processus associé a la réponse inflammatoire est complexe
mais plusieurs de ses aspects ont été exploités pour le criblage de composés anti-inflammatoires
(Kushagra et al., 2010). La guérison actuelle de [l'inflammation en utilisant des anti-
inflammatoires stéroidiens (AIS) et non stéroidiens (AINS) n'a pas été entierement réussie et
consiste a des effets secondaires inattendus. Par conséquent, le recours aux extraits de plantes en
médecine traditionnelle pour trouver des composés anti-inflammatoires plus sdrs présente un
besoin urgent (Yoon et Baek, 2005; Lafuente et al., 2009)

111.4.2.1. Pouvoir inhibiteur de la dénaturation de I'albumine bovine sérique

L'inhibition de la dénaturation de l'albumine sérique bovine (BSA) par les extraits de
nopals d'Opuntia local et par le diclofénac de sodium, est illustrée par la figure 13. L’allure de
cette ihibition est linéaire par rapport a la concentration pour toutes les substances testées a
I'exception des alcaloides. L'anti-inflammatoire standard, le diclofenac de sodium, présente un
effet positif qui atteint un maximum d’inhibition de la dénaturation de la BSA de 84.22+2.38%,
significativement (p<0.05) inférieur de 11.95 et 11.29% & ceux exercés par les polyphénols
(96.17+£1.83%) et les bétalaines (95.51+2.16%), respectivement. Les caroténoides des jeunes
nopals inhibent a 88.5+1.65% la dénaturation de la BSA, soit a un taux de 4.28% non

significativement (p>0.05) supérieur a celui du standard, le diclofenac de sodium.

Le niveau de protection de la BSA contre la dénaturation par les polyphénols de jeunes
nopals d'Opuntia observée dans ce travail est analogue a celui obtenu par Uttra et al. (2017)

avec un autre extrait de polyphénols (92.81%). L'effet dose-dépendant des bétalaines de nopals a
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été signalé par Winkler et al. (2005) qui ont observé une inhibition dose-dépendante de la
dégradation du tryptophane et la production de néoptérine (un biomarqueur de l'immunité
cellulaire). Par ailleurs, le caractére dose-dépendant de I'effet protecteur de la BSA des extraits

de caroténoides des jeunes nopals d’Algérie est similaire a celui rapporté par Tian et al. (2009).

En revanche, les alcaloides de jeunes nopals d’Algérie inhibent cette dénaturation de la
BSA & hauteur de 51.04+1.84% ; soit un niveau inférieur de (33.18% + 0.54) a celui affiché par
le standard, le diclofenac de sodium. Ce faible effet des alcaloides & protéger la BSA est non
dose dépendant. Vinchurkar et al. (2014) ont lié I'effet anti-dénaturation des protéines a la
présence d'alcaloides. Tatti et al. (2012) ont aussi montré une meilleure protection de la BSA a

de faibles concentrations de métabolites secondaires.

Le processus de dénaturation des protéines implique leur changement conformationnel
couplé a la perte de la structure tridimensionnelle et donc des fonctions. 1l conduit a I'apparition
de voies inflammatoires comme l'arthrite par la formation d'auto-antigenes in vivo (Alam et al.,
2015). La prévention de ce phénomeéne constitue une propriété intéressante qui est trés

recherchée dans les médicaments anti-inflammatoires.
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Figure 13 : Taux d’inhibition de la dénaturation thermique de ’albumine sérique bovine (BSA) par
différentes concentrations (15.75, 31.25, 62.5, 125 et 250 pg/mL) d’extraits de polyphénols, caroténoides,
bétalaines et d’alcaloides de nopals de 1'Opuntia d’Algérie comparé aux mémes concentrations de
médicament standard, le diclofenac de sodium. Les résultats représentent la moyenne +SD de trois
mesures, les différentes lettres sur les barres (a, b) indiquent une différence significative par comparaison

des moyennes selon le test post hoc Tukey au seuil 5%.).
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Il est utile de noter que I’inhibition de la dénaturation des protéines mis en évidence dans
cette étude pour la plupart des extraits de nopals d'Algérie, représente un autre mécanisme
fonctionnel des anti-inflammatoires non stéroidiens courants en plus de I'inhibition de la

synthese des prostaglandines (Sangeetha et al., 2011).

Les flavonoides, les phénols et les tanins trouvés dans I'extrait de jeunes nopals d’ Algérie
lors du criblage phytochimique sont désignés en tant qu'effecteurs réels derriére I'effet protecteur
de notre extrait de polyphénols. Ceci est également suggéré par Verma et al. (2011) et Ghumre
et al. (2017). Dans ce contexte, les résultats de Matias et al. (2014) ont montré que les
flavonoides du fruit d'Opuntia de Portugal, a savoir les isorhamnetines et ses dérivés tels que
I'isorhamnétine 3-O-rhamnose-rutinoside et I'isorhamnétine 3-O-rutinoside, et les acides
phénoliques tels que l'acide férulique, piscidique et eucomique ; sont capables de contrer
I'oxydation des protéines. Ceci laisse penser a un effet synergique de ces métabolites comme cela

avait été suggéreé par Bailey-Shaw et al. (2017).

L'activité anti-inflammatoire des polyphénols de cladodes serait due a leur action
antioxydante ou de piégeage de radicaux validée par les tests antioxydants antérieurs.
L'inflammation et les dommages causés par les radicaux libres sont des processus
interdépendants qui s'influencent mutuellement. La neutralisation et I'élimination de ces radicaux
libres, considérés comme des meédiateurs importants qui provoquent ou entretiennent des
processus inflammatoires, peuvent par conséquent atténuer I'inflammation par des antioxydants

et des piégeurs de radicaux (Verma et al., 2011).

Autrement, I'effet protecteur de la BSA par ces polyphénols est justifié par les travaux de
Williams et al. (2002) qui prédisent la présence des sites d'interaction/liaison avec action anti-
dénaturation sur la molécule de BSA, dont deux de ces sites se trouvent dans les régions riches
en tyrosine aromatique et en résidus de thréonine et de lysine aliphatiques. Il a été rapporté que
des molécules thérapeutiques telles que les polyphénols pourraient activer ce récepteur riche en
motifs tyrosine en méme temps que la thréonine, ce qui régule les voies biologiques de
transduction du signal pour leur action biologique globale (Rosner et al., 2001; Williams et al.,
2002 ; 2008). Ces auteurs ajoutent que des composés tels que les polyphénols, qui interagissant
avec les régions aliphatiques autour du résidu de lysine sur la BSA, pourraient étre intéressants

comme antioxydants a activité anticancéreuse.

Compte tenu de leurs propriétés telles que I’hydrosolubilité, 1’activité antioxydante et

antiradicalaire, les bétalaines de nopals peuvent étre qualifiés de stabilisants des liaisons BSA et
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donc de structure contre les perturbations thermiques et les oxydants. La réaction inflammatoire
étant dépendante de la déformation des protéines, elle peut étre allégée par le contrdle du statut
redox imposé par les bétalaines de nopals, en considérant la réciprocité d'effet existante entre

I'oxydation et I'inflammation.

A propos des caroténoides, de nombreuses protéines importantes, y compris les protéines
de réparation de I'ADN et les enzymes impliquées dans la récupération cellulaire, pourraient étre
protégées par ces métabolites dans les cellules (Tian et al., 2009). Les expériences de Li et al.
(2015) ont révélé que le B-caroténe ou l'astaxanthine peuvent probablement se fixer a la fois au
site | et 1l de la BSA, mais le site | peut étre le site de liaison principal. Il est vraissemblable
qu'une fois cette liaison est établie, les caroténoides stabilisent la perturbation thermique des
atomes de la BSA et affaiblissent la rupture des interactions intermoléculaires, comme les
liaisons hydrogéne.

Cependant, ces pigments sont responsables d'un changement de la structure spatiale de la
BSA qui peut expliquer leur taux d'inhibition plus faible que celui des polyphénols et des
bétalaines. Les travaux de Zhang et al. (2012) indiquent également que les caroténoides sont
capables de changer la conformation de la BSA par réarrangement du réseau de liaisons
hydrogéne du polypeptide. Un autre argument en faveur de cette hypothese est I'influence de ces
caroténoides sur la diminution de la structure de 1'hélice a et 'augmentation de la pelote aléatoire
et du coude B observées pour la BSA, qui suggérent un déploiement partiel de la protéine (Li et
al., 2015).

L'effet protecteur des caroténoides de nopals contre la dénaturation est le plus souvent
attribué a l'activité antioxydante de ces pigments liposolubles. Ceci est en accord avec la
remarque de James et al. (2013) qui cite que les métabolites caroténoides actifs réduisent
I'oxydation des protéines. D'apres Tian et al. (2009), c'est la capacité des caroténoides a piéger

les radicaux libres qui est derriere leur effet protecteur des protéines.

Le niveau de dénaturation des protéines chez la bactérie Deinococcus radiodurans,
incapable de synthétiser les caroténoides par mutation, a été analysé et comparé a celui de son
type sauvage. Apres le traitement des souches avec le peroxyde d’hydrogene (H20>), la teneur
totale en carbonyles indicateurs de I'oxydation des protéines (mMole/mg protéine), était
significativement plus élevée pour le mutant (0.0212) que pour le type sauvage (0.0169). Ce
résultat suggere un effet anti-oxydation protéique pour les caroténoides synthétisés par cette
bactérie (Tian et al., 2009).
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Pour étudier l'effet des caroténoides de cette souche bactérienne sur l'oxydation des
protéines, ces chercheurs ont mesuré les dommages oxydatifs de la BSA en leur présence et leur
absence in vitro ; ils ont noté que la dénaturation de la BSA était inhibée par la déinoxanthine, le
lycopene et la lutéine a hauteur de 45.1, 37.6 et 22.7%, respectivement ; ainsi que par le -
caroténe & un taux de 50.3%. Ces niveaux-d’inhibition de la dénaturation de la BSA sont bien
inférieurs a celui obtenu avec 1’extrait de caroténoides de nopals d’Algérie analysés dans cette
expérience. Surai (2002) avait préconiseé que les caroténoides difféerent dans leur capacité a

prévenir les dommages oxydatifs des protéines en fonction de leur structure moléculaire.

La neutralisation médiocre des radicaux libres par les alcaloides peut atténuer
moyennement le changement de I'état natif de la BSA, voire méme la réponse inflammatoire. Par
conséquent, I'effet pro-inflammatoire des alcaloides & des concentrations elevées peut s'expliquer
par l'intensification de leurs groupes NO2, COCH3z et COOH dans les milieux réactionnels,
capables selon Al-Sehemi et Irfan (2017) dattirer un électron au lieu de le perdre dans un acte

pro-oxydant.
111.4.2.2. Stabilisation de la membrane des érythrocytes humains

Le test de stabilisation membranaire des érythrocytes humains consiste a incuber les
extraits ou l'anti-inflammatoire de référence avec une suspension de globules rouges humains,
traités avec une solution hypotonique a haute température. L’hémolyse est induite par
I'accumulation excessive du liquide dans la cellule, ce qui aboutit a la rupture de la membrane
thermiquement fragilisée et provoque la libération de 1’hémoglobine et d’autres composants

internes dans le fluide environnant (Rahman et al., 2015 ; Labu et al., 2015).

L'effet protecteur des extraits de nopals d'Opuntia de Tissemsilt et du standard, le
diclofenac de sodium, contre I'némolyse induite des globules rouges est illustré par la figure 14.
Les extraits de jeunes cladodes étaient plus efficaces que le diclofénac sodique.

L’extrait de caroténoides est le seul extrait qui diminue 1'hémolyse significativement
(p<0.05) en mode dose-dépendant a hauteur de 88.4+1.68% versus 48.97+2.73% pour le
diclofénac. L’effet anti-hémolyse des polyphénols et des bétalaines, utilises a 250mg/mL,
surpasse positivement mais non significativement (p>0.05) celui du diclofenac et atteint un

maximum de stabilisation de 1’ordre de 78.16% 1.08% et 66.79 + 1.09%, respectivement.

Contrairement aux autres biomolécules analysées, les alcaloides, utilisés a une

concentration de 62.5 ug/mL, ont pu inhiber I'hémolyse de maniére non dose-dépendante a
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hauteur maximale de 52.38+2.01%. Ce taux d’inhibition chute a 27.21 + 1.45% avec un extrait a

130 pg/mL d’alcaloides.

L’intensité de cet effet anti-hémolytique des différents extraits dans un ordre décroissant
s’établit ainsi : caroténoides > polyphénols > bétalaines > alcaloides > diclofenac de sodium avec
des différences respectives de 39.43%, 29.19%, 17.82% et 3.41%.

Lorsqu'il est mesuré par rapport a celui des autres extraits, 1’effet du diclofénac est dose-
dépendant ; ce qui est en accord avec les résultats des travaux de Ghumre et al. (2017).
Cependant, d'autres auteurs trouvent que cette régle n'est pas respectée pour d'autres
médicaments de référence comme le panadol ou I'ibuproféne (Oyedapo et al., 2010; Ayinke et
al., 2015).

La réponse anti-hémolytique dose-dépendante illustrée par la figure 14 pour les trois
extraits, a également été observée par Ghumre et al. (2017), qui ont constaté I'augmentation de
la stabilisation membranaire en fonction de I'augmentation des concentrations des métabolites

secondaires.
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Figure 14: Inhibition de I'hémolyse érythrocytaire par stabilisation de la membrane en présence de
différentes concentrations (15.75, 31.25, 62.5, 125 et 250 pg/mL) d’extraits de polyphénols, caroténoides,
bétalaines et d’alcaloides de nopals de 1'Opuntia d’Algérie comparés au médicament diclofénac comme
anti-inflammatoire standard, le diclofenac de sodium, utilisé aux mémes concentrations. Les résultats
représentent la moyenne +SD de trois mesures. Les différentes lettres sur les barres (a, b) indiquent une

différence significative par comparaison des moyennes selon le test post hoc Tukey au seuil 5%.
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L'utilisation de la membrane érythrocytaire comme modele est argumentée par leur
ressemblance structurelle avec la membrane des lysosomes impliqués dans la réaction
inflammatoire (Hassan et al., 2015). L'altération des membranes lysosomales libere leurs
enzymes hydrolytiques dans le cytosol, conduit a la peroxydation lipidique et a la production
d'especes oxydantes, comme elle active les protéines responsables de l'inflammation qui
endommagent les organites et les tissus voisins (Oyedapo et al., 2015; Reshma et al., 2014).

Ainsi, la stabilisation des membranes des globules rouges suggeére que ces extraits ont la
capacité de stabiliser les membranes lysosomales et d'inhiber la libération de leurs constituants
pour limiter la réponse inflammatoire. Ce mécanisme est le mode d'action de certains anti-

inflammatoires non stéroidiens et de préparations a base de plantes (Dragan et al., 2016).

La supériorité des caroténoides de nopals dans l'inhibition de I'némolyse est liée a leur
lipophilicite qui facilite leur accumulation et interaction dans les compartiments lipidiques
comme les membranes. Chew et al. (1991) montrent qu'au sein des cellules, les caroténoides
sont affiliés a différents types de membranes, comme la membrane cellulaire externe, mais aussi
les mitochondries et le noyau, alors que leur présence libre dans le cytosol est plutét faible. Le
role filtre des caroténoides contre le fluide entourant la cellule est aussi cité par Tian et al.
(2009), qui ont noté que la présence de ces pigments dans la membrane de la bactérie
Deinococcus radiodurans participe a leur adaptation aux environnements hypersalins en agissant
comme une barriére contre I'eau et en permettant aux ions et aux molécules d'oxygéne de

pénétrer a travers la membrane cellulaire.

Il a été établi que la réactivité chimique d'un caroténoide n'est pas le seul facteur qui
détermine sa capacité a protéger les membranes. La position et I'orientation dans la bicouche
lipidique membranaire, régie par la structure du caroténoide, ont un effet significatif également
important (Britton, 1995; Woodall et al., 1997). Les xanthophylles «la lutéine, zéaxanthine et f3-
cryptoxanthine» avec leurs groupes terminaux polaires, sont moins hydrophobes que les
carotéenes et se situent a l'interface lipide/eau, ou ils agissent plus efficacement contre I'oxydation
initiée dans les phases aqueuse et lipidique (Surai et al., 2001; Bouayed et Bohn, 2012). Les
xanthophylles interviennent sur la largeur de la bicouche membranaire, et offrent une protection
aux protéines membranaires (exemple: les glycoprotéines) (Britton, 1995; Rice-Evans et al.,
1997; Surai, 2002).

Les caroténes ayant une structure d'hydrocarbure, y compris le B-caroténe et le lycopene,

sont profondément enchéssés dans le noyau interne hydrophobe. Puisqu'ils ne sont pas en mesure
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d'intercepter facilement les radicaux libres provenant de la phase aqueuse et ne captent que ceux
de la phase lipidique, les caroténes ne sont pas aussi enclins a inhiber I'oxydation comme les
xanthophylles et ils ne protégent que les protéines allouées dans le noyau interne de la membrane
(Britton, 1995; Surai et al., 2001; Surai, 2002; EI-Agamey et McGarvey, 2008). Dans
I'expérience de Stahl et al. (1998), les mélanges de caroténoides étaient plus efficaces que les
composés uniques et l'effet synergique était plus prononcé lorsque le lycopéne ou la lutéine

étaient présents.

Selon Tarahovsky et al. (2014), les flavonoides peuvent interagir avec la téte polaire des
phospholipides a l'interface eau-lipide, entrainant une rigidité de la membrane, une réduction de
la fluidité et une amélioration de la stabilit¢ mécanique des bicouches lipidiques. Les tanins
possedent la capacité de se lier aux cations, stabilisant ainsi les membranes érythrocytaires et
d'autres macromolécules biologiques (Oyedapo et al., 2010).

Le mode d'action des molécules biologiques comme les polyphénols, pourrait étre lié a
I'attachement aux membranes érythrocytaires avec altération ultérieure des charges
superficielles, pour empécher l'interaction physique avec les agents d'agrégation ou favoriser la
dispersion par répulsion mutuelle des charges similaires impliquées dans I'némolyse des globules
rouges (Oyedapo et al., 2010).

L'incorporation des bétalaines aux HRBC a été liée par Tesoriere et al. (2005) a la
résistance des eérythrocytes a I'hémolyse. Les activités immunosuppressives et anti-
inflammatoires des bétalaines ont également été confirmées par Gandia Herrero et al. (2016).
Sous un autre angle, la réaction anti-hémolytique des bétalaines est expliquée par deux modes
d’intervention ; le mode interne qui implique une fonction osmolytique des bétalaines
incorporées stabilisant I'intégrité des cellules a I'état de gonflement ; dans lequel l'efflux de
bétalaines, décrit comme osmolytes par Sanjay et al. (2013), transporte I'eau avec lui et rétablit
le volume normal des cellules. Le mode externe implique la liaison aux membranes cellulaires et
le maintien de leur structure et de leurs fonctions, par exemple du repliement protéique des
transporteurs et donc de leur capacité de transport, a coté de la préservation de l'intégrité des
phospholipides agissant méme sur la flexibilité et la résistance de la membrane (Oyedapo et al.,
2015; Umapathy et al., 2010).

Malgré le fait que plusieurs études ont montré que les alcaloides posséderaient des
propriétés anti-inflammatoires, les informations concernant leur effet sur les membranes sont

encore tres limitées. Les observations faites précédemment sur I'effet pro-oxydant et déstabilisant
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des protéines attribué aux alcaloides a fortes doses, est incontestablement confirmé et répété dans
ce test, qui laisse a prévoir une action pro-inflammatoire directe de ce métabolite a ces

concentrations.

Nos résultats précedents sur I'aptitude anti-radicalaire et anti-oxydante des extraits de
nopals, jumelée a leur capacité de stabilisation des protéines et protection des lipides, les
candidatent comme des effecteurs réels dans le maintien de I'intégrité de ces éléments constitutifs
de la membrane, a savoir leur plasticité et fonctionnalité. Cette interprétation corrobore avec la
proposition d'Umapathy et al. (2010) qui stipule que l'interaction des extraits avec les protéines
membranaires largement responsables des propriétés physiques de la membrane cellulaire, et
constituent les canaux ioniques de celle-ci, contribuent a la régulation du volume et de la teneur

en eau des cellules grace au controle du mouvement des ions sodium et potassium.

En ce qui concerne l'impact des extraits sur les lipides membranaires, il a été rapporté
qu'en raison de leur lipophilicité et de leur propriété spécifique de piéger les radicaux peroxyle,
les caroténoides joueraient un role important dans la protection des membranes cellulaires et des
lipoprotéines contre les dommages oxydatifs (Sies et Stahl, 1995). Surai et al. (2001) les
considérent comme faisant partie intégrante des systémes antioxydants opérant a l'intérieur des

membranes dans les systémes biologiques.

Les principes actifs polyphénoliques maintiennent ainsi l'intégrité membranaire en
agissant sur la distribution asymétrique des phospholipides par chélatation des métaux de
transition tels que le cuivre et le fer (Chaudhuri et al.,, 2007; Mladénka et al., 2011). La
quercétine et la quercétine-3-O-glucuronide ont présenté une affinité faible, mais significative,
pour les membranes des bicouches phospholipidiques, et pourrait donc étre capable d'agir
comme des antioxydants efficaces pour les protéger (Del Rio et al., 2013).

De méme, I'effet anti-hémolytique des bétalaines enregistré dans la présente expérience a
également été noté dans de nombreux travaux cités dans I'étude d'Azeredo (2009), ou leur action
protectrice des globules rouges était liée a l'inhibition de la peroxydation lipidique et de la
décomposition de I'héme. Ces pigments bétalaines sont considérés comme des molécules
cationisées présentant une affinité pour les fragments membranaires, auxquelles ils fournissent la
fonction de piégeage des radicaux centrés sur I'oxygene (Kanner et al., 2001, Butera et al.,
2002). Les alcaloides récupérent aussi les radicaux libres responsables de la peroxydation des

lipides membranaires (Jayakumar et al., 2016).
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La stabilisation des membranes des érythrocytes humains contre I'némolyse hypotonique
thermique en présence des extraits de nopals de I'Opuntia d’Algérie, peut indiquer une limitation
de la fuite des enzymes hydrolytiques responsables de I'augmentation du stress oxydatif et de la

dégradation des tissus, ce qui blogue par la suite cette voie inflammatoire (Drigan et al., 2016).

Généralement, les extraits aux propriétés de stabilisation membranaire sont bien connus
pour leur activité d'interaction avec la phase précoce de la libération des médiateurs
inflammatoires (Aitadafoun et al., 1996).

111.4.3. Activité anticoagulante

Le processus de coagulation est le résultat d'une série de réactions enzymatiques qui se
déroule en trois étapes : formation de I'activateur de la thrombine ; activation de la prothrombine
en thrombine ; et la transformation du fibrinogéne en fibrine (Wang et al., 2011). La coagulation
pourrait étre divisée en voie endogéne initiée par des substances a l'intérieur du vaisseau sanguin
endommage, et exogene activée lorsque le sang est exposé a des facteurs tissulaires de la surface
des cellules extravasculaires (Ryu et al., 2013; Zong et al., 2017).

Ce systeme coagulant est en équilibre dynamique avec le systeme anticoagulant dans le
corps, dont le trouble peut provoquer des désordres cardiovasculaires comme l'infarctus du

myocarde et la thrombose cérébrale (Zong et al., 2017).

Selon Ryu et al. (2013), les tests APTT et PT sont de loin les tests de dépistage les plus
courants des anomalies de la coagulation. Le test APTT est utilisé pour évaluer I'inhibition des
facteurs intrinseques des voies de coagulation sanguine tels que les facteurs XII, XI, V, Il 1X et
la prékallikréine, tandis que le test PT est évalué pour examiner l'inhibition de la voie de

coagulation extrinséque, en particulier les facteurs V, VIl et X (Kamal et al., 2007).

Cependant, I'attention croissante accordée aux plantes médicinales pour l'inhibition de la
coagulation, au détriment des médicaments chimiques a effets indésirables, est impliquée
actuellement comme une stratégie de traitement des maladies thrombotiques. La prolongation du
temps partiel de thromboplastine activée (APTT) et du temps de prothrombine (PT) indique un
effet positif des molécules testées sur les voies intrinséques et extrinséques de la coagulation,

respectivement (Ku et Bae, 2014).
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111.4.3.1. Effet des extraits de nopals sur le Temps de Quick (TQ) ou Temps de
Prothrombine (TP) et le Temps de Céphaline-Kaolin (TCK) ou Temps partiel de
thromboplastine activée (APTT)

Les résultats de I'effet des extraits de nopals sur le temps de thromboplastine partielle
activée (APTT) et le temps de prothrombine (PT) sont reportés dans les figures 15 et 16.
L’extrait d’alcaloides des jeunes nopals de cette ¢tude a été le plus efficace parmi tous les
extraits dans l'allongement du PT, suivis des extraits de polyphénols, de bétalaines et de

caroténoides.

Concernant I'effet anticoagulant maximal, les polyphénols ont repoussé le PT controle de
12.13 +1.45s a 16.9£2.16s, ou ils donnent un dédoublement maximal de 1.39 a 125pg/mL. Les
alcaloides et les caroténoides ont prolongé le PT témoin a 15.11+1.94s et 13.9+1.72s,
respectivement. Cette plus forte prolongation est estimée a une démultiplication de 1.24 et 1.14
fois pour les alcaloides et les caroténoides, respectivement. En présence des bétalaines,
I'allongement positif était le plus faible et égale a 1.1 fois (13.4 +£1.78s), pour les classer en

derniére position en termes d’anticoagulant exogéne.

L'effet de I’héparine sur le PT est significativement (p <0,05) plus élevé (138.64 + 8.27s)
que celui de tous les extraits de métabolites de jeunes cladodes étudiés dans ce travail, et
représente 11.42 fois celui noté pour le PT controle (fig.15). Une telle ampleur de 1’effet dose-

dépendant de I’héparine a été également rapportée par Zong et al. (2017).

Quant au temps APTT, les quatre extraits n'ont pas pu améliorer la ligne de base du
témoin correspondante a un temps de 30.1+3.88s et participent méme a sa réduction (fig.16).
L'abaissement maximal marqué a été de 28.1+6.09s pour les alcaloides, 27.3 £ 3.14 s pour les
bétalaines, 25.5+3.26s pour les polyphénols et de 22.3+4.45s pour les caroténoides. Les
métabolites secondaires de nopals d’Algérie sont loin d'étre propos€és comme des remedes
anticoagulants, sachant que la plage thérapeutique de I'APTT citée par Mohd Nor et al. (2019)

se situe entre 70 et 120s environ.

En allongeant le temps APTT d'une maniére dépendante de la concentration, I'néparine a
augmente le temps témoin de 30.1+3.88s a 627.98+13.21s, soit un doublement de 20.86 fois.
L'héparine est un polysaccharide sulfaté qui exerce son action anticoagulante en se liant a un site
spécifique de I'antithrombine, ce qui provoque un changement de conformation qui expose le site
de liaison avec le facteur Xa et la thrombine (lla). Ceci augmente l'activité anticoagulante de
l'antithrombine d’environ 1000 fois (Blann et Khoo, 2009; Mohd Nor et al., 2019).
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Figure 15 : Activité anticoagulante de différentes concentrations (31.25, 62.5, 125 et 250 pg/mL)
d’extraits de polyphénols, caroténoides, bétalaines et d’alcaloides de jeunes nopals de 1'Opuntia
d’Algérie, comparée a celle des mémes concentrations d'héparine comme anticoagulant standard, sur la
voie exogene par temps de prothrombine "PT". Les résultats représentent la moyenne £SD de trois
mesures. Les différentes lettres sur les barres (a, b) indiquent une différence significative par comparaison
des moyennes selon le test post hoc Tukey au seuil 5%.
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Figure 16: Activité anticoagulante de différentes concentrations (31.25, 62.5, 125 et 250 pg/mL)
d’extraits de polyphénols, caroténoides, bétalaines et d’alcaloides de jeunes nopals de 1'Opuntia
d’Algérie, comparée a celle des mémes concentrations d'héparine comme anticoagulant standard, sur la
voie endogéne par temps de thromboplastine partielle activée "APTT". Les résultats représentent la
moyenne £SD de trois mesures. Les différentes lettres sur les barres (a, b) indiquent une différence

significative par comparaison des moyennes selon le test post hoc Tukey au seuil 5%.
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L’extrait d’alcaloides de jeunes nopals d’Algérie s’est révélé étre, globalement, le
meilleur modulateur des deux voies de coagulation par rapport aux extraits des autres
métabolites. Leur faible effet anticoagulant a été attribué au fait que les alcaloides identifiés dans
ce travail soient dépourvus de résidus de sucres et de sulfates, a I'exception de la glucobrassicine
qui contenait un groupe sulfate. Les métabolites alcaloides du vinaigre de riz ont prolongé
considérablement le PT de 1.1 fois et augmenté I'APTT de 1.34 fois (Ning et al., 2017).
Cependant les alcaloides stéroides analysés par Song et al. (2012) n'ont montré aucune influence

significative sur les parameétres de coagulation PT et APTT.

Parmi les alcaloides étudiés par Lee et al. (2016), une polyamine acylée, un alcaloide
quinoline sulfaté et de I'acide indole acétique se sont avérés actifs, bien qu'en moindre degré que
I'néparine, dans I’inhibition de la coagulation par prolongement du PT et de I'APTT.
L’augmentation de I'APTT témoin par ces alcaloides utilisés a trois concentrations différentes
comprises entre 1 et 5 uM était 2.45, 2.24 et 2.38 fois, alors qu'elle était de 2.29, 2.11 et 2.19 fois

le PT témoin.

Lee et al. (2016) trouvent dans des tests complémentaires que l'anticoagulation par les
alcaloides repose sur l'inhibition de I'activité et de la production de thrombine et de facteur Xa.
Conformément a ces potentialités anticoagulantes in vitro, ces alcaloides ont montré des effets
améliorés dans un modele d'embolie pulmonaire et de thrombose artérielle chez la souris in vivo
(Lee et al., 2016). Cependant, les autres alcaloides dans I'étude de ces auteurs, tels que le jineol,
la 3-methoxy-8-hydroxy-quinolin-2-one, la 3,4-dimethoxy-8-hydroxy-quinolin-2-one et la
scolopendrine, n'ont pas modifié le temps de coagulation in vitro.

Les polyphénols de jeunes nopals d’Algérie sont plus puissants que ceux testés par Ryu
et al. (2013), qui affichent un allongement maximum de 1.32 fois pour une gamme de
concentration comprise entre 0.1 et 2 mg/mL. Les polyphénols testés par Zong et al. (2017), a un
intervalle de concentration semblable a celui utilisé dans la présente expérience (i.e 50-
200pg/mL), ont manifesté une relation dose-effet lors d'une prolongation significative (p <0.01)
de PT 2.24 fois plus élevée que celle notée dans cette étude.

Dans I'étude de Zong et al. (2017), ’APTT induit par les polyphénols représente 3.39
fois celui trouvé dans la présente étude. Ces auteurs n’ont pas observé d’effet sur I’APTT en
utilisant le flavonoide majeur de leur extrait, la jaceosidine, seul. Les flavonoides et les tanins
ont affiché leur effet sur le PT et I'APTT par des coefficients de corrélation qui atteignent,
respectivement, 0.99 et 0.85 (Adli et al., 2016). Cependant, Wang et al. (2011) ont noté

85 Chapitre I111: Résultats et discussion



Moussaoui B. Propriétés biologiques d'extraits des cladodes d'Opuntia ficus indica L. (2020). These de
Doctorat en Sciences Biologiques. Univ. Mostaganem

I’absence d’effets de la catéchine et de 1'épigallocatéchine gallate du thé vert sur les parametres

de coagulation tels que le PT et ’APTT in vitro.

Khoo et al. (2014) ont montré que les polyphénols associés aux polysaccharides
prolongeaient potentiellement la coagulation sanguine dans la voie intrinseque en tant qu'agent
anticoagulant. Des travaux antérieurs ont rapporté I'effet des polyphénols, y compris la réactivité
élevée de l'acide caféique identifié dans la présente étude, sur la prolongation du temps de
coagulation (Chao et al., 2009). Dans une autre étude utilisant les polyphénols, Bijak et al.
(2014), choisissent le facteur (Xa) comme nouvelle cible pour la thérapie anticoagulante
moderne. Leurs résultats confirment que seuls quatre flavonoides ; incluant la quercétine
présente dans I'extrait de nopals, ont un effet inhibiteur sur I'activité FXa, et pourraient étre des
bases structurelles potentielles pour la conception de nouveaux inhibiteurs directs de FXa, sirs et
biodisponibles par voie orale. Kuntic et al. (2011) ont montré que la rutine de citron pouvait
prolonger I'APTT in vitro.

Dans l'ensemble, les bétalaines identifiés dans cette étude n'ont aucune activité
anticoagulante. Une légere interférence des bétalaines avec I'intégrité protéique des facteurs de
coagulation extrinseques (facteurs tissulaires), en particulier avec le facteur VII rapporté par Hall
et Guyton (2011), pourrait expliquer la faible modulation de la voie exogene et par la suite du

temps de prothrombine PT.

L'accélération du temps de thromboplastine partielle activée APTT dans le cas des
bétalaines pourrait étre clarifiée par une stimulation de facteurs endogénes (facteurs de contact)
ou une intensification de la réaction thrombine-fibrinogene. Cette derniére a été enregistrée pour
plusieurs phyto-molécules (Omar et al., 2019). Pour étre efficaces comme anticoagulant, les
bétalaines doivent inhiber ou diminuer la production et I'activité de facteurs de coagulation tels
ceux enregistrés par Omar et al. (2019); facteurs tissulaires, thrombine, vitamine K-époxyde

réductase et récemment facteur X.

Pour les caroténoides, lI'administration de I'asaxanthine aux rats normaux n'a causé
aucune différence dans les niveaux de PT et d'/APTT. Cependant, les PT et APTT réduits chez les
rats hyperlipidémiques, ont été prolongés significativement de 1.3 et 1.7 fois en présence de ce
caroténoide (Deng et al., 2017). Les résultats de Yaping et al. (2003) ont montré que le lycopéne
augmentait le temps de coagulation de 1.58 fois, bien que la réponse ne soit pas affectée par la

dose administrée.
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Dans l'optique de ces résultats contradictoires, il est vraissemblable qu’il existe une
proportionnalité entre I'action anticoagulante tres faible, voire absente, des extraits de nopals et
leur structure moléculaire. Ainsi, un effet agoniste/antagoniste entre les différentes classes des
métabolites de chaque extrait de nopals existe, et c’est le plus prépondérant au cours de leur

intervention sur les deux voies de coagulation.

En outre, il semblerait vraissemblable que le faible pouvoir anticoagulant des extraits de
nopals serait lié & I'absence ou a la tres faible présence des sucres et du soufre dans leur structure.
La présence des résidus de sucres et leurs solubilité ainsi que le contenu en sulfates dans la
structure moléculaire a été indiquée comme responsable de l'activité anticoagulante (Chaouch et
al., 2018; Omar et al., 2019).

L'activité biologique du fragment osidigque est liée principalement a sa structure et taille
moléculaire, a son type et a la quantité de sucres et de sulfates (Shanmugam et Mody, 2000;
Shobharani et al., 2014). Comme ce fut rapporté par Pomin (2013), méme si d'autres
parametres sont similaires «le profil de sulfatation, la configuration anomérique, la liaison
glycosidique et la masse moléculaire», une seule différence structurelle dans le type de sucre
peut faire un grand changement dans l'activité anticoagulante. En outre, les polysaccharides
anticoagulants présentent cette activité en raison de la présence de charges, principalement des

groupes sulfate et carboxyle dans leurs structures (Melo-Silveira et al., 2012).

Par ailleurs, la présence du phénol dans la structure de ces molécules de nopals est
responsable d'une action complexe qui promeut la coagulation sanguine. 1l stimule I'activation du
facteur 3 plaquettaire et du facteur XIlI, il accélere l'interaction thrombine-fibrinogéne et retarde
la rétraction du caillot, comme il augmente I'action de la streptokinase sur la plasminogéne et
inhibe la plasmine (Nour-Eldin, 1968).

L'effet inhibant faible marqué sur la voie exogéne cOtoyé d'un maintien du
fonctionnement normal de la voie endogene, ou bien méme une action pro-coagulante sur elle ;
nous laissent penser que ces extraits désactivent exclusivement les facteurs extrinseques et plus
spécialement le facteur VII ou proconvertine. Le facteur tissulaire thromboplastine est
intouchable puisque absent dans un systeme in vitro. Les facteurs de la voie commune, partagée
entre les deux voies, a savoir FX, V et thrombine, ainsi que ceux endogeénes (1X, XI, XII, VIII et
prékallikréine) sont épargnés, et peuvent par ailleurs s'intensifier en action par la présence des

extraits.
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Pour éclaircir le faible allongement du PT en présence des extraits de nopals, on peut
évoquer une action inhibitrice Iégere sur I'activation et la fonctionnalité du facteur Vlla. Des
liaisons avec cette protéine ou un changement partiel de charges de la séquence protéique de son
site actif, peuvent conduire a la dénaturation ou masquage de ce dernier et décroitre la puissance
catalytique de I'enzyme. Par ailleurs, la y-carboxylation de I'acide glutamique (Glu) de la chaine
polypeptidique du facteur VII est nécessaire pour leur capacité de liaison au calcium et donc leur
activation physiologique (Ayodele et al., 2019). Cette carboxylation est assurée par une
carboxylase dont l'inhibition peut présenter un autre mécanisme d'allongement de PT par nos

extraits suite a I'immaturation de FVII.

Par ailleurs, on suggere que l'accélération de I'APTT pourrait étre dle au blocage des
inhibiteurs des enzymes de la voie endogene et commune, et probablement a un apport
supplémentaire de calcium qui se trouve en abondance dans les nopals. Si cette hypothése est
vraie, l'accroissement de la voie commune est capable de cacher I'effet anticoagulant réel des

métabolites testés sur la voie extrinseque.

Nos résultats, s’ils venaient a étre confirmés in Vivo, constituent un argument en faveur
d’une possible utilisation des nopals sans courir le risque de perturbation de I'némostase. L'effet
pro-coagulant des extraits de nopals par stimulation des facteurs endogénes pourrait s’opposer a
I'action anticoagulante de ces mémes extraits sur la voie exogene, laissant ainsi le processus de
coagulation sans modification. De Souza et al. (2019) signalent que la division de la cascade de
coagulation en ces voies n'est qu'un concept utile pour interpréter les résultats d'une telle

enquéte, et n'a aucune validité in vivo.
111.4.4. Activité antimicrobienne

111.4.4.1. Diamétres des zones d’inhibition des microorganismes exposés a D’extrait de

cladodes

Les zones d'inhibition des quatre extraits de nopals sont regroupées dans le tableau 11.
Les résultats montrent que seul I'extrait polyphénolique a pu présenter un effet antimicrobien et
antifongique qui varie d’une souche a une autre. Les bétalaines, caroténoides et alcaloides de
nopals sont inefficaces aux concentrations testés vis-a-vis de toutes les souches utilisées vu

qu’aucune zone d’inhibition n’a été obtenue.

La souche Bacillus cereus ATCC 10876 était la plus sensible (25+£0.14mm) envers ces
polyphénols, suivie de Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (16+0.25mm) et de la levure
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Candida albicans ATCC 10231 (13+0.11mm). Cependant, la souche bénéfique Bifidobacterium
animalis subsp lactis a donné la zone d'inhibition la plus faible (7+£0.1mm), indiquant alors le

plus de résistance parmi toutes les souches de I'étude.

La comparaison de la concentration d’extrait phénolique de nopals d’Algérie utilisée dans
notre analyse (2 mg/mL) avec celle de I'étude de Pooja et Vidyasagar (2016) sur les cladodes
d'Opuntia de I'Inde (40 mg/mL, soit 20 fois plus) ; met en relief son plus fort pouvoir
antimicrobien contre Pseudomonas aerugenosa ATCC 27853 (15+ 0.2mm) ou Candida albicans
ATCC 10231 (13+0.11mm ) versus celui rapporté par ces auteurs pour ces mémes souches avec
I'extrait phénolique chloroformique (18.7 et 20.1 mm, respectivement) ou méthanolique (18.2 et

21.3mm, respectivement).

Cette grande différence dans D’efficacité de 1’activité antimicrobienne de nos extraits
phénoliques avec celle rapportée par Aruwa et al. (2019) nous interpelle sur la véracité de nos
observations. En effet, avec une concentration d’extrait phénolique 150 fois plus élevée
(300mg/mL) que la notre (2mg/mL), ces auteurs obtiennent une zone d’inhibition de la
croissance de Klebsiella pneumonia de seulement 20mm versus 16mm obtenu avec notre extrait.

C’est pourquoi, nous considérons nos résultats avec réserve.

La méme prudence doit étre de mise quant aux diametres d’inhibition obtenus dans ce
travail pour Staphylococcus aureus (12+0.1mm) et E.coli (10+£0.15mm). En effet, avec une
concentration d’extrait méthanolique de polyphénols de nopals du Mexique 100 fois supérieure
(200mg/mL) a celle utilisée dans cette expérience (2mg/mL), Sanchez et al. (2016) obtiennent
un méme et faible diametre de zone d’inhibition pour ces deux mémes souches (16mm). En
revanche, Ginestra et al. (2009) ont rapporté que différentes fractions phytochimiques
polyphénoliques d'O. ficus-indica du sud de [I'ltalie, ne présentaient aucune activité
antimicrobienne contre les souches bactériennes testées, y compris Escherichia coli et

Staphylococcus aureus.

Le test de diffusion sur puits est une technique qualitative utilisée principalement pour
sélectionner des extraits ayant une activité antimicrobienne, surtout lorsque les diametres des
zones d'inhibition sont > 10 mm (Usman et al., 2009). Cependant, les faibles concentrations
utilisées (2mg/mL) pourrait, vraissemblablement, étre la cause de I'absence d'effet antimicrobien
pour les bétalaines, caroténoides et alcaloides de nopals. L'absence d'activité antibactérienne

pour ces extraits devrait €tre vérifiée par utilisation de concentrations d’extrait beaucoup plus
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élevées comme cela a été toujours le cas dans toutes les autres études des auteurs cités
précédemment (Aruwa et al., 2019 ; Sanchez et al., 2016 ; Veli¢anski et al., 2011).

Tableau 11: Diameétres des zones d’inhibition (mm) de la croissance de différentes souches

exposées a une concentration de 2mg/mL d’extrait phénolique de jeunes nopals d'Opuntia

d’Algérie.
La souche Polyphénols  Bétalaines Caroténoides Alcaloides
Bactérie Gram +
Bacillus cereus ATCC 10876 25+0.14 - - -
Staphylococcus aureus ATCC 33862 12+0.1 - - -
Bactérie Gram -
Pseudomonas aerugenosa ATCC 27853 15+ 0.2 - - -
Escherichia coli ATCC 25922 10+ 0.15 - - -
Proteus mirabilis ATCC 35659 12+00 - - -
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 16+0.25 - - -
Bactérie bénéfique
Bifidobacterium animalis subsp lactis 07+0.1 - - -
Souche fongique
Candida albicans ATCC 10231 13+0.11 - - -

Guinoiseau (2011) trouve que les concentrations requises pour exercer une activité
antimicrobienne sont plus élevées pour les phyto-molécules que pour celles issues de bactéries et
de champignons. De méme, Tenore et al. (2012), ont signalé un large spectre d'activité
antimicrobienne aux extraits riches en bétalaines contre B. cereus et C. albicans a des
concentrations de 125-250 mg/mL. Les halos inexistants pour E. coli, K. pneumoniae et P.
aeruginosa a 1mg/mL de bétalaines, s'accroissent a un intervalle de 8.3-14.6 mm lorsque cette
concentration est augmentée a 8 mg/mg/mL (Vijaya et Thangaraj, 2019). De plus, dans I'étude
menée par Dziedzic et al. (2015), la CMI de l'alcaloide berbérine utilisé lui seul en forme pure
était 0.51 mg/ mL. En 2014, Natividad et Rafael trouvent que parmi les extraits étudiés, celui de
Bixa Orellana L. a la plus grande teneur (931.30 pg/g) de caroténoides et a montré la plus haute

activité contre S. aureus (9.17 mm).

En retenant que dans ce travail, la faible concentration des extraits en métabolites reste le
principal facteur d’absence d’activité antimicrobienne, 1’inexistence des molécules a effet
antimicrobien dans ces extraits est un autre argument qui pourrait justifier cette absence
d'efficacité. La berberine, la piperine et la reserpine non identifiées dans notre extrait
d'alcaloides, ont démontré un effet inhibant la pullulation streptococcique, d'E. coli et de K.

pneumoniae, respectivement (Barbieri et al., 2017).

90 Chapitre I111: Résultats et discussion



Moussaoui B. Propriétés biologiques d'extraits des cladodes d'Opuntia ficus indica L. (2020). Thése de
Doctorat en Sciences Biologiques. Univ. Mostaganem

Ainsi, la présence des principes actifs antimicrobiens dans des mixtures peut
probablement atténuer leur activité. Parekh et Chanda (2008) avaient montré que certains
constituants peuvent exercer des effets antagonistes ou annuler les effets positifs des agents
bioactifs. Les extraits de caroténoides de carotte, de mais et de tomate étaient incapables
d'inhiber E. coli, a un moment ou des molécules typiques de cette classe, comme le lycopene
isolé, bloquaient efficacement la croissance de cette souche (Natividad et Rafael, 2014; Dos
Santos et al., 2015). La combinaison de céphalexine et d'amoxicilline avec le lycopéne a
considérablement diminué l'activité antibactérienne de ces médicaments (Dos Santos et al.,
2015).

Les résultats du présent travail suggerent que la haute teneur en polyphénols dans I'extrait
phénolique de nopals; notamment les flavonoides, les tannins et les acides phénols, est
responsable de son effet antimicrobien important comparé a celui rapporté par d’autres études.
Chaalal (2012), a signalé que ces classes sont utilisées comme mécanisme de défense par les

plantes contre les microorganismes et les insectes.

Un bon nombre de ces composés phénoliques identifiés dans cette étude, ainsi que
d'autres cités comme présents dans les cladodes d'Opuntia par Aruwa et al. (2019) (les acides :
gallique, piscidique, eucomique, férulique et coumarique), ainsi que la nicotiflorine, la
narcissine, la catéchine et I'épigallocatéchine, I'isorharmnetine 3-O-glucoside et les flavonoides
de rutine, possedent des activités antimicrobiennes attribuées a leurs structures aromatiques
hydroxylées bioactives (Guevara-Figueroa et al. 2010; Kurek et al., 2011; Chaalal, 2012). La
toxicité des composés antimicrobiens sur les microorganismes est déterminée par le site et le
nombre de groupes hydroxyle et s’accentue avec 1'augmentation de celui-ci (Ciocan et Bara,
2007).

L'efficacité antimicrobienne des polyphénols de nopals est multifactorielle. Elle est non
seulement dépendante de leur structure et concentration, mais aussi fortement influencée par le
solvant d'extraction choisi, les conditions de culture, I'espéce microbienne testée et sa densité. La
sensibilité des bactéries aux médicaments dépend de leurs caractéristiques d'hydrophobicité ou

d'hydrosolubilité, et de la composition de la membrane microbienne (De Almeida et al., 2010)

Par ailleurs, I'extraction hydro-alcoolique employée dans ce travail assure la présence
simultanée de composés polaires et d'autres résidus actifs non polaires, ce qui améliore le
pouvoir antimicrobien in vitro (Aruwa et al., 2019). Gnanakalai et Gopal (2016) ont attribué la
faible activité antibactérienne des extraits aqueux d'Opuntia a la solubilité faible de ses
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composants biologiquement actifs. La polarité des composés obtenus est fondamentale dans
I'effet antimicrobien exprime par la taille des zones d'inhibition. Un extrait plus diffusible mais
moins actif pourrait donner un diameétre d'inhibition plus grand qu'un extrait non diffusible mais

plus actif (Savaroglu et al., 2011).

En général, les composes phénoligues sont impliqués dans les dommages de la membrane
et la perturbation de la paroi, la liaison aux protéines et I'inactivation des enzymes, provoquant
alors des effets statiques ou cidaux. Ainsi, ils peuvent agir comme pro-oxydants, provoquant des
dommages a I'ADN, aux lipides et a d'autres molécules biologiques (Duda-Chodak et al., 2015;
Aruwa et al., 2019).

Les tanins et les polymeéres de phénols agissent par liaison aux parois cellulaires, et
inactivation des enzymes microbiennes et des transporteurs protéiques; ce qui empéche
I'adhérence et la croissance microbienne et inhibe I'activité des protéases (Cowan, 1999; Ciocan
et Bara, 2007). De plus, les tanins sont capables de complexer les polymeéres et les minéraux,

rendant les nutriments indisponibles (Smith et al., 2005).

En plus de la détérioration de l'intégrité de la paroi bactérienne extracellulaire, les
flavonoides provoquent la mort bactérienne en inhibant la synthése d'ADN ou d’ARN (Cushnie
et Lamb, 2005). Le cycle B des flavonoides comme (-) epigallocatechin, pourrait inhiber la
synthése de I'ADN et de I'ARN par intercalation ou liaison hydrogéne avec I'empilement des
bases d'acide nucléique (Mori et al., 1987). Par ailleurs, Ohemeng et al. (1993) et Plaper et al.
(2003) avaient montré que les flavonoides ayant un cycle B hydroxylé comme la quercétine,
inhibent I'enzyme ADN-gyrase selon un mode d'action similaire a celui adopté par I'antibiotique
novobiocine. La quercétine se lie et inhibe l'activité de la sous-unité ATPasique GyrB de cette
enzyme essentielle & la réplication du chromosome circulaire de la bactérie (Plaper et al., 2003).
Bernard et al. (1997) ont constaté que le flavonol glycosylé rutine était trés efficace comme
inhibiteur naturel de la topoisomérase; une enzyme responsable de la diminution du

surenroulement de I'ADN qui géne sa réplication et transcription par les polymérases.

En outre, Ikigai et al. (1993) avaient rapporté que les catéchines, en I'occurrence (-)
I'épigallocatéchine gallate fortement antibactérienne, agissent principalement en endommageant
les membranes bactériennes. Sirk et al. (2011) ont également rapporté que le mécanisme
antimicrobien des catéchines peut étre régi par la liaison hydrogene de leurs groupes hydroxyle
aux bicouches lipidiques des membranes cellulaires. Les catechines peuvent perturber les

bicouches lipidiques en les pénétrant directement et en perturbant la fonction barriere.
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Alternativement, elles provoquent une fusion membranaire qui entraine une fuite des matériaux
intra-membraneux et une agrégation (lkigai et al., 1993). D'apres Ikigai et al. (1993), les
catéchines détectées dans les nopals de cette étude, semblent avoir une plus grande activité
contre les bactéries Gram-positives que contre les bactéries Gram-négatives incluant des

lipopolysaccharides a effet de barriére.

De méme, la naringénine exerce une activité antibactérienne en réduisant la fluidité des
couches externes et internes des membranes des cellules bactériennes (Tsuchiya et al., 1994).
Mirzoeva et al. (1997) ont montré que l'activité antibactérienne de la quercétine découle de
l'augmentation de la perméabilité de la membrane bactérienne interne et de la dissipation du
potentiel membranaire ; énormément nécessaires pour la synthese d'ATP, le transport
membranaire et la motilité. De plus, il est a penser que la quercétine et la naringénine inhibent la
pathogenése bactérienne et le développement de l'infection en bloquant la chimiotaxie et la
motilité bactérienne qui guident les bactéries vers leurs sites d'adhérence et d'invasion (Mirzoeva
etal., 1997).

Similairement aux antibiotiques inhibiteurs respiratoires, l'interférence de certains
flavonoides avec le métabolisme énergétique est un autre outil d'inhibition microbienne. Ces
flavonoides inhibent efficacement la NADH-cytochrome ¢ réductase dans la chaine de transport
d'électrons respiratoire bactérienne, et empéche par conséquent la production d'énergie
nécessaire a l'absorption active de divers métabolites et a la biosynthese des macromolécules
(Haraguchi et al., 1998). La synthése des protéines et des lipides sera également affectée par la

présence de cette sous-classe de polyphénols (Cushnie et Lamb, 2005).

L'étude de la relation structure-activité antibactérienne des flavonoides a identifié des
caractéristiques structurelles communes nécessaires pour gagner la proximité ou assurer
I'absorption dans la cellule bactérienne. Cependant, les flavonoides antibactériens actifs ont

plusieurs cibles cellulaires, plutdt qu'un site d'action spécifique (Cushnie et Lamb, 2005).

Les travaux d'Osawa et al. (1992) suggerent que I'hydroxylation des flavones,
flavanones, isoflavones et isoflavanones en position 2' est importante pour l'activité
antimicrobienne. L'importance de I'hydroxylation en position 2' pour l'effet antimicrobien est
affirmée par Tsuchiya et al. (1994), qui ont établi une relation structure-activité pour les
flavanones en déterminant leurs CMI contre Staphylococcus aureus résistante a la méticilline. lls
ont indiqué que la dihydroxylation des flavanones en position 2',4'- ou 2',6'- du cycle B, et en
position 5,7- du cycle A, étaient importantes pour l'activité anti-S.aureus. L'importance d'un
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groupe hydroxyle en position 5 des flavanones et flavones pour l'activité contre cette souche, est
aussi confirmée par Alcaraz et al. (2000).

La substitution en position 6 ou 8 avec un groupe aliphatique a longue chaine a
également ameélioré I'activité des flavanones (Tsuchiya et al.,, 1994). Une publication de
Stapleton et al. (2004) avait démontré que la substitution des flavan-3-ol (catéchine) par des
chaines C8 et C10 améliorait également leur activité anti-staphylococcique. L'halogénation du
cycle B par 3'-chloro, 4'-chloro et 4'-bromo a dédoublé I'efficacité du flavonoide pére contre S.
aureus (Ward et al., 1981). Par contre, Il a été rapporté que les groupes méthoxy et
I'nalogénation du cycle A en position 6 diminuaient considérablement I'activité antibactérienne
des flavonoides (Alcaraz et al., 2000; Ward et al., 1981).

La meilleure activité des polyphénols des jeunes raquettes d'Opuntia est notée chez une
bactérie Gram positif ; Bacillus cereus. Ceci indique plus d'efficacité de ces polyphénols contre
les Gram positif que les Gram négatif. Nos résultats sont en accord avec ceux de Welegerima et
al. (2018) sur les composés phénoliques des cladodes du Nord de I'Ethiopie. Cette résistance
supérieure des bactéries Gram-négatives est attribuée a leur membrane cellulaire essentiellement
constituée de lipopolysaccharides hautement hydrophiles, qui restreignent l'infiltration des
composés hydrophobes et évite donc I'accumulation d'extraits organiques dans la membrane
cible. Par contre, chez les Gram-positif, les extrémités lipophiles de la couche peptidoglycane
externe facilitent la diffusion de ces composés hydrophobes (Pompeu et al., 2015; Aruwa et al.,
(2019).

Les bactéries a Gram négatif possédent ainsi le systtme de pompes a résistance
multidrogue (multidrug resistance pumps MDR) ou pompes efflux, qui peut induire la résistance
aux agents antimicrobiens par leur extrusion hors bactérie (Wendakoon et al., 2012; Ramirez-
Moreno et al., 2017).

111.4.4.2. Niveaux des concentrations minimales inhibitrice (CMI), bactéricide (CMB) et
fongicide (CMF)

Le tableau 12 regroupe I'ensemble des concentrations minimales inhibitrices, bactéricides
ou fongicides de I’extrait phénolique de jeunes nopals d’Algérie. Les CMI trouvées varient de
0.25 a 0.50mg/mL et sont dix fois plus faibles que celles rapportées pour I'extrait hydro-
méthanolique de polyphénols de nopals de I'Afrique du Sud par Aruwa et al. (2019) pour tous

les microorganismes testés.
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Tableau 12: Concentration minimale inhibitrice (CMI) et concentration minimale
bactéricide/fongicide (CMB/CMF) de I’extrait phénolique de jeunes nopals d'Opuntia d’ Algérie.

La souche CMI CMB/CMF
(mg/mL) (mg/mL)

Bactérie Gram +

Bacillus cereus ATCC 10876 0.25 0.5

Staphylococcus aureus ATCC 33862 0.5 1
Bactérie Gram -

Pseudomonas aerugenosa ATCC 27853 0.5 1

Escherichia coli ATCC 25922 0.5 1

Proteus mirabilis ATCC 35659 0.5 1

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 0.5 1

Bactérie bénéfique

Bifidobacterium animalis subsp lactis R R
Souche fongique

Candida albicans ATCC 10231 0.5 1

La bactérie bénéfique, Bifidobacterium animalis subsp lactis (Bb12) a fait I'exception et
n'a montré aucune sensibilité aux polyphénols de nopals aux concentrations testées. Ce résultat
confirme celui du test de diffusion sur gélose par puits. Ainsi, une fourchette de CMI plus haute
mais trés proche (1.25 a 2.5 mg/mL) a été signalée par Moosazadeh et al. (2014) pour I'extrait
de fruit d'Opuntia contre E. coli, B. cereus, P. aeruginosa.

L'intervalle de concentration minimale bactéricide des polyphénols de nopals d’Algérie
était de 0.5 a 1 mg/mL pour les différentes souches testées. Sdnchez et al. (2016) ont décrit pour
les cladodes d'Opuntia une CMB de 4 mg/mL et 1 mg/mL, contre Escherichia coli et

Staphylococcus aureus, respectivement.

L'activité fongistatique des polyphénols des nopals contre Candida albicans était de
I'ordre de 0.5 mg/mL, alors que la concentration minimale fongicide atteint Img/mL. L’extrait
phénolique des jeunes nopals d’Algérie est plus puissant contre cette levure que celui des feuilles
de thé vert aux CMI de 12.5, 25 et 100 mg/mL pour des charges de la méme levure de 0.5x103,
1x103% et 2x103 cellules/mL (Yadegari et al., 2009). Or, l'activité antifongique des fractions
hexanique, chloroformique et éthanolique des cladodes de Nopalea cochenillifera contre C.
albicans était remarquablement plus élevée au vu des faibles CMI enregistrées (250, 250 et 3.9

pg/mL, respectivement) (Gomez-flores et al., 2006).

Actuellement, 1’antibiorésistance constitue le plus grand défi que les microorganismes
posent a I’humanité qui, pour I’instant, ne dispose pas de solution durable. L’utilisation des

composés phytochimiques naturels est une des solutions envisageables en raison de la diversité
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végétale en tant que source en biomolécules actives pouvant rivaliser ou contrer la redoutable
diversité des microorganismes. C’est cette nouvelle stratégie palliative qui pourrait, & court et

moyen terme, contribuer a relever partiellement ce défi (Welegerima et al., 2018).

Tegos et al. (2002) suggérent que les phytomolécules a CMI de I'ordre de 100 a 1000
pug/mL peuvent étre considérées comme antimicrobiens. Néanmoins, ces auteurs précisent que
les antimicrobiens végétaux ne sont actuellement pas utilisés de maniere systématique en raison
de leur faible activité, en particulier contre les bactéries a Gram négatif, vu que leurs CMI restent

encore supérieures a celles des antibiotiques bactériens et fongiques typiques (0.01 a 10 pg/mL).

Aruwa et al. (2019) attribuent le large spectre d'activité antimicrobienne des polyphénols
a la teneur de composés polyhydroxylés, d'acides phénoliques et de dérivés de flavonoides.
Certains auteurs (Kalil et al., 2014 ; Moosazadeh et al., 2014) font le lien entre la variation des
CMI et les différences mineures dans les techniques appliquées telles que la durée d'incubation et
la taille de I'inoculum utilisée. Dans ce sens, le méthanol utilisé comme solvant d’extraction dans
notre étude permet d’obtenir le maximum de composés phénoliques de nopals. La polarité du
méthanol assure I'extraction de phyto-composés antimicrobiens actifs polaires et modérément

polaires comme les tanins, les flavones et les polyphénols (Cowan, 1999).

L’age des nopals est un autre paramétre signalé par Blando et al. (2019) responsable des
différences dans le degré d’inhibition de la croissance bactérienne. Ces auteurs ont montré que la
bactérie a Gram négatif, Escherichia coli ATCC 25922, et a Gram positif, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, ont été respectivement inhibées a des concentrations de 2 et 1.5 mg/mL d'extrait
de cladode mature, et de 1.5 et 1 mg/mL de cladode immature. De ce fait, les métabolites des
cladodes immatures, autrement dit en jeune &ge ou nopals, sont plus efficaces comme source

d’agents antimicrobiens par rapport a ceux des cladodes agés ou matures.

La souche B. animalis subsp. Lactis (Bb12) fait partie du microbiote intestinal normal du
tractus gastro-intestinal des humains et des animaux, et est volontairement ajoutée dans les
aliments fonctionnels et les compléments alimentaires en tant que probiotique source de bien étre
(Gwiazdowska et al., 2015). L’effet antimicrobien des polyphénols reste trés variable selon leur
type, structure et leur concentration ; ainsi que selon I’espéce considérée (Gwiazdowska et al.,
2015).

Selon Gwiazdowska et al. (2015), l'impact de certains flavonoides comme la
naringinine, la quercétine, la rutine, et des acides phénoliques p-coumarique, férulique,

sinapique, caféique, chlorogenique, gallique et vanillique, testés a 2, 20 et 100 pg/mL sur la
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croissance de B. bifdum et B. adolescentis a été différent, stimulants et inhibiteurs par rapport au
témoin positif, en temps dépendance. Ils ont trouve que les acides polyphénoliques stimulent les
bifidobactéries mieux que les flavonoides. D'apres ces chercheurs, I'acide caféique a stimulé la

croissance des bifidobactéries contrairement au résultat de Lee et al. (2006).

La croissance de B. bifdum a augmenté jusqu'a 37% en présence de rutine, contrairement
au ralentissement observé par la quercétine et la naringine (Gwiazdowska et al., 2015). En plus,
Duda-Chodak (2012) ont trouvé que la naringénine et la quercétine ralentissent ou méme
inhibent complétement la croissance de Bifdobacterium catenulatum, tandis que leurs
glycosides ; naringine et rutine, n'exercent aucune inhibition et peuvent méme en stimuler la
croissance. L'effet stimulant des catéchines sur la croissance de Bifdobacterium sp. décrit par
Tzounis et al. (2008) est absent dans le travail de Duda-Chodak (2012).

Or, des espéces sont plus susceptibles que d'autres vis-a-vis des polyphénols, a I'exemple
de B. bifdum qui y est plus sensible que B. adolescentis (Gwiazdowska et al., 2015). L'effet
probiotique de I'acide caféique, coumarique et férulique remarqué a 100 mg/L, s'était converti en
effet inhibiteur net a des concentrations de 500 et 1000 mg/L (Stead, 1993). Gwiazdowska et al.
(2015) ont observé une inhibition dose-dépendante de B.bifidum par la quercétine. Par ailleurs,
Stead (1994) a remarqué que l'effet des acides chlorogénique et gallique est dépendant de la
phase de croissance des bactéries. Le plus fort impact des polyphénols testés par Gwiazdowska

et al. (2015) sur la croissance des bifidobactéries était pendant les premiéres heures d'incubation.

Selon Smith et al. (2005), les bactéries peuvent employer plusieurs mécanismes pour
surmonter l'inhibition par les polyphénols; notamment la modification/dégradation, la
dissociation des complexes polyphénol-substrat, I'inactivation des polyphénols par des liants de

haute affinité, la modification / réparation membranaire et la séquestration des ions métalliques.

En plus de cette résistance aux polyphénols, les Bifidobacterium sont capables de les
métaboliser pour se croitre et contribuer a la protection de la barriere intestinale (Moreno-Indias
et al., 2016). Ce genre bactérien est apte a catalyser les réactions d'O-déglycosylation et fission
du cycle C des flavonols (kaempférol, quercétine), d'hydrolyse des liaisons ester, clivage du
cycle C et déshydroxylation des flavan-3-ols; et I'O-déglycosylation, O-déméthylation,
réduction, clivage du cycle C et déshydroxylation des isoflavones. En plus, I'O-déglycosylation,
I’O-déméthylation, la fission du cycle C et la déshydroxylation au niveau du cycle B des

flavones (lutéoline, apigénine), ainsi que la désestérification et la déshydroxylation des acides
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phénoliques (acide caféique, acide férulique) font partie de leur mécanisme métabolique des
polyphénols (Corréa et al., 2019).

Les polyphénols, dont I'existence dans les nopals est bien établie, se sont avérés
antifongique dans d'autres études. La quercétine et le Kaempferol utilisés a une gamme de
concentrations allant de 197 a 441pg/mL et 'acide gallique a une CMI égale a 30 ug/mL, ont
exerce une activité antifongique contre Candida albicans, comme rapporté par Herrera et al.
(2010) et Picerno et al. (2011). Candida albicans est un mycéte tres résistant qui exprime aussi
le transporteur d'efflux multidrogue (MET) comme un moyen de résistance (Hirasawa et
Takada, 2004). Comme il existe actuellement peu de médicaments antifongiques efficaces
disponibles pour le traitement de la candidose, il est essentiel de découvrir et d'évaluer de

nouvelles sources d'agents antifongiques (Pooja et Vidyasagar, 2016).

Les polyphénols et les flavonoides peuvent autoréguler la transition morphogénique
cruciale pour la virulence de la levure ; de la forme cellulaire a la forme hyphale (Farkach et al.,
2018). Les catéchines ont une activité de suppression enzymatique de protéasome de candida
albicans ; produisant par conséquent, une instabilité métabolique, une diminution de croissance
et de formation de biofilm. L'inhibition de protéasome accumule les inhibiteurs de la kinase
cycline-dépendante (Cyclin Kinase Inhibitor: CKIs) dans la levure, ce qui perturbe la
morphogéneése et le cycle cellulaire de cette levure (Evensen et Braun, 2009). Autrement, ces
phénols perméabilisent la membrane cellulaire et perturbent la structure de la paroi de cette
levure, permettant ainsi leur passage au cytoplasme pour exercer leur activité antifongique

intracellulaire (Evensen et Braun, 2009).

Les résultats enregistrés pour I'extrait phénolique de nopal sont trés prometteurs dans la
lutte contre des bactéries d'importance alimentaire ou d'ordre de pathogénicité médicale. La
recommandation de ces polyphénols pour l'industrie et la conservation alimentaire, ou méme
dans une optique d'exploration de nouveaux agents antimicrobiens d'utilisation pharmaceutique,
passe forcément par le développement de techniques d'extraction, d'isolement et de purification
non toxiques et appropriées a une consommation humaine (Bakari et al., 2017; Aruwa et al.,
(2019). Par ailleurs, les effets comportant les risques et les avantages de ces composés actifs sur

la flore microbienne humaine normale doivent étre déterminés (Sanchez et al., 2014).
111.4.5. Cytotoxicité des métabolites de nopals de I'Opuntia d'Algérie

Le foie est le carrefour essentiel pour de nombreux processus physiologiques, parmi

lesquels le métabolisme des nutriments absorbeés et la dégradation des composés xénobiotiques.
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En tant qu’organe spécialisé dans la détoxification metabolique des agents toxiques, le foie
devient une cible privilégiée de I'accumulation de ceux-ci, et peut subir de ce fait, une altération
carcinogene ou mutagéne (Bud et al., 2008; Dias da Silva et al., 2017). Le cancer du foie est la
deuxieme cause de déces liés au cancer, dont un nombre alarmant de nouveaux cas est dépisté
chaque année (Shah et al., 2019).

Contrairement a la chimiothérapie ou la radiothérapie a effets secondaires, la recherche
moderne se focalise sur les principes actifs des phyto-composés hautement sélectifs et a toxicité

réduite pour tuer les cellules cancéreuses (Kim et al., 2019).

HepG2 est la lignée cellulaire d'hépatome humain la plus utilisée dans la recherche
pharmaco-toxicologique, notamment pour les études sur I'népatotoxicité. Bien que ses fonctions
métaboliques soient plus limitées que celles des hépatocytes primaires, cette lignée offre des
avantages pour les études in vitro, tels qu'une durée de vie presque illimitée, une manipulation
facile, une disponibilité élevée et un phénotype stable indépendant des caractéristiques du
donneur (Donato et al., 2015).

111.4.5.1. Effet des métabolites de nopals sur la viabilité des cellules tumorales HepG2 par
la méthode de réduction du bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium (MTT)

La figure 17 présente I'effet d'exposition des cellules de la lignée hépatique cancéreuse
HepG2 aux polyphénols, caroténoides, alcaloides et bétalaines des jeunes cladodes de I'Opuntia
de Tissemsilt-Algérie. On n'a observé aucun effet cytotoxique significatif (p>0.05) de ces
extraits sur les HepG2 par rapport au contréle, a des concentrations de 0.25, 0.5 et 1 mg/mL. La
comparaison entre la cytotoxicité des extraits a ainsi abouti a I'absence de différence significative
entre eux, a I'exception de I'écart significatif (p<0.05) entre les polyphénols a effet promoteur de
prolifération (un max de 104.78+4.36) et les caroténoides a effet cytotoxique (un minimum de
97.27+5.74).

Si on classe les extraits par force croissante de cytotoxicité, on trouve l'agencement
suivant : caroténoides>bétalaines>alcaloides>polyphénols. On a constaté aussi que le

changement de concentration n'a aucune conséquence significative sur la cytotoxicité a p<0.05.

En concordance avec nos résultats, les tests initiaux de Tsafantakis et al. (2019) ont
montré qu'aucun des extraits de cladodes d'Opuntia grec ne diminuait de maniere significative la

viabilité des cellules HepG2 apres 24 h de traitement a des concentrations allant jusqu'a 2.5
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mg/mL. De méme, les valeurs IC50 correspondantes aux extraits de fruits d'O. dillenii, étaient
supérieures a la dose maximale de 0.5 mg/mL testée, et n'indiquent aucune toxicité significative

contre les cellules cancéreuses hépatiques apres 72 h d'incubation (Katani¢ et al., 2019).

Cette non-cytotoxicité observée avec nos extraits de nopals d'Opuntia, a été aussi
rapportée par De Santiago et al. (2019) qui n’ont décelé aucune activité cytotoxique des extraits

de cladodes crus et cuits ou encore fermentés a 10 et 20% envers les cellules HT29.

Par ailleurs, dans la recherche réalisée par Alves et al. (2016), aucun extrait des cladodes
de différents Opuntia brésiliens, y compris O. ficus indica, n'a montré de cytotoxicité contre les
lignees cellulaires utilisées. Ces chercheurs considerent comme inefficace une inhibition

inférieure a 50% de la croissance de ces cellules tumorales.
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Figure 17 : Effet cytotoxique des polyphénols, caroténoides, bétalaines et alcaloides de nopals de
I'Opuntia d’ Algérie, utilisés aux concentrations de 0.25, 0.5 et 1 mg/mL, sur la viabilité des cellules
tumorales HepG2 par la méthode de réduction du bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium (MTT). Les résultats représententla moyenne +SD de trois mesures. Les différentes lettres
sur les barres (a, b) indiquent une différence significative par comparaison des moyennes selon le test post

hoc Tukey au seuil 5%.
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Dans une étude similaire, Tsafantakis et al. (2019) constatent que les extraits
phénoliques de cladodes d’Opuntia induisent une profilération de 110% de la charge cellulaire
initiale (cellules tumorales). L'extrait d'acétate d’éthyle des fruits d'Opuntia dillenii, a conduit
vers une prolifération additionnelle au-dela de celle du contrdle estimée a 140% (Katanic¢ et al.,
2019). La bétanine, utilsée dans une plage de concentrations allant de 2 a 500 uM n'a pas réduit
de maniére significative la viabilité des cellules cancéreuses Caco-2 ; cette viabilité ne descend
pas sous les 90% aprés 24 h d'incubation avec la dose la plus élevée (Zielinska-Przyjemska et
al., 2016). Parmi les alcaloides étudiés par Menezes et al. (2016), certains comme la glaucine et
la xylopinine n'ont aucun effet cytotoxique sur les cellules hépatiques cancéreuses HepG2 aux

concentrations maximales de 25 pg/mL.

L'extrait de caroténoides d'une autre plante, testé a un intervalle entre 6 et 100 uM, n'a été
significativement toxique vis-a-vis des cellules HepG2 qu’a des doses dépassant les 75 uM
(Mayer et al., 2020). Le caractére hydrophobe des caroténoides de nopals pourrait étre
responsable de la toxicité exprimée vis-a-vis des cellules cancéreuses. En comparant la
cytotoxicité de deux médicaments, Dias da Silva et al. (2017) suggérent que le médicament le
plus lipophile a une capacité plus élevée a traverser les membranes cytoplasmique et
mitochondriale et a atteindre, par conséquent, des concentrations plus élevées au niveau des
cibles intracellulaires. De plus, I'hydrophobicité impacte également le métabolisme et
I'‘élimination de la molécule, augmentant éventuellement son séjour a l'intérieur de la cellule et sa

disponibilité a exercer une toxicite.

Le faible taux des molécules a effet anticancéreux, accompagné de la présence probable
de nutriments et l'impact antioxydant prouvé pour les extraits de nopals, maintiennent ou
améliorent éventuellement la prolifération remarquée pour les HepG2. Katani¢ et al. (2019)
expliquent que les cellules du foie ont pu croitre plus rapidement en présence de faibles doses
d'extraits. Ces chercheurs argumentent leur résultat par la réalité que les cellules cancéreuses
proliférent activement, et la présence de nutriments en combinaison avec de faibles niveaux
d'antioxydants peut avoir un effet positif additionnel sur la croissance cellulaire. Par ailleurs,
Izuegbuna et al. (2019) interprétent la non cytotoxicité des cladodes d'O. stricta contre la lignée
cellulaire U937 par les teneurs insuffisantes de composés phytochimiques dans les extraits.

Katani¢ et al. (2019) observent que I'effet cytotoxique des extraits de fruits d'O. dillenii
vis-a-vis de cellules tumorales HepG2 s'améliore avec l'accroissement de concentration de 0.1 a

0.5 mg/mL. Keller et al. (2015) ont di multiplier par 10 la concentration de poudre de cladodes
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d'O. ficus indica sans effet pour obtenir une inhibition de la croissance de cellules

préneoplasiques du colon.

Par ailleurs, la méthode, le protocole et le type de cellules utilisés conditionnent les
mesures de la cytotoxicité dans les cellules de mammifeéres cultivées (Arbo et al., 2016). Kim et
al. (2013) ont étudie l'activité anticancéreuse d'extraits de cladodes d'O. Humifusa et ont rapporté
une inhibition de la croissance de 80.2% pour les cellules SW480 (cancer du col de l'utérus) et de
54.4% pour les cellules MCF7 (cancer du sein). Ces chercheurs rapportent des différences
d'activité anticancéreuse entre les différents extraits (hexane, acétate d'éthyle, acétone, méthanol
et méthanol/eau), les différentes concentrations (6.25, 12.5, 25, 50 et 100 pg/mL) et la durée du
test (24, 48 et 72h). Aussi, aucune action cytotoxique en test MTT (méthode de réduction du
bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium) sur la lignée cellulaire U937,
n'a été rapportée par lzuegbuna et al. (2019) pour les extraits alcoolique et aqueux de cladodes
d'O. stricta, a I'opposeé de I'extrait acétonique qui a présenté une certaine activité avec une IC50
de 110.1 pg/mL.

Les tests de viabilité ne mesurent qu’un aspect du dysfonctionnement cellulaire mais
n’indiquent pas directement la capacité de survie des cellules (Fellows et O'Donovan, 2007). Le
test MTT mesure l'activité de I'enzyme de la membrane mitochondriale interne ; la succinate
déshydrogénase. Cette enzyme mitochondriale est sensible aux changements locaux des
concentrations et flux ioniques (Putnam et al., 2002). Cependant, ce test n'est probablement pas
le meilleur choix pour évaluer la cytotoxicité des molécules qui modifient la concentration
ionique et induisent, par conséquent, l'activité métabolique cellulaire. Cette derniere s'exprime
par l'augmentation de l'activité de la succinate déshydrogénase mitochondriale, reflétant une

pseudo-prolifération cellulaire (Putnam et al., 2002; Arbo et al., 2016).

On peut se baser sur ces constatations pour supposer que les extraits de nopals a leur état
naturel suscitent le métabolisme des HepG2, dou la hausse des taux de succinate
déshydrogénase reflétant une prolifération plus importante en présence de ces extraits. Le MTT
reste quand méme un bon marqueur du dysfonctionnement mitochondrial (Arbo et al., 2016).
On peut déduire alors, que les métabolites secondaires de nopals a leur état brut n'ont aucun effet

délétére sur les mitochondries des cellules HepG2.

La variation corrélée a la plante demeure un autre volet de fluctuation de I'effet
cytotoxique contre les cellules cancéreuses. Selon Alves et al. (2016), les différences inter-
variétales et inter-stations d'échantillonnage régissent l'activité cytotoxique des extraits. La
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sensibilité des cellules cancéreuses aux extraits de fruits des différentes variétés de ce cactus
differe selon les types de cellules (Chavez-Santoscoy et al., 2009; Alves et al., 2016). Parmi les
différentes poudres de cladodes testées par Keller et al. (2015), celle d'O. ficus indica était la
moins efficace dans la protection des cellules normales du colon contre la mort cellulaire induite
par 40uM de 4-hydroxynonénal (HNE), un produit fini de la lipooxydation a effet cytotoxique.
En revanche, cette poudre n'a affiché aucun effet significatif sur la viabilité des cellules

prénéoplasiques du colon.

Alves et al. (2016) concluent que les extraits des cladodes prélevés dans la saison
pluvieuse sont plus efficaces que ceux de la saison seche contre les lignées cancéreuses du
colorectum humain (HCT-116) et du glioblastome humain (SF-295), avec une inhibition de
prolifération de I'ordre de 18-23% et 10-20%, respectivement. Le contraire est remarqué pour la
lignee de I'ovaire humain (OVCAR-8), avec 7.5% pour les cladodes de la saison seche contre 5%

de la saison pluvieuse.

La particularité des cellules cancéreuses employées est un autre facteur déterminant de
I'influence cytotoxique des extraits analysés. Parmi les lignées cancéreuses testées par différents
jus de fruits d'Opuntia, la viabilité des cellules cancéreuses hépatiques était moins affectée que
les cellules de la prostate et du cdlon (Chavez-Santoscoy et al., 2009). Comparés aux lignées du
colon (LoVo) et du sein (MCF-7), les cellules cancéreuses humaines dérivées du foie (HepG2)
étaient les plus résistantes aux différents extraits de chair, graines et peau de fruit d'Opuntia (0.1
a 0.5 mg/mL) (Katani¢ et al., 2019).

Ces différences sont attribuées par Gerets et al. (2012) et Staack et al. (2002) a I'origine
du modeéle cellulaire (animal, humain), aux procédures de leur obtention (cellules immortalisées
ou cellules primaires), mais aussi a I'activité distincte de biotransformation des métabolites dans

les différents modeles hépatiques.

111.4.5.2. Effet des métabolites de nopals sur la viabilité des cellules tumorales HepG2 par

la méthode d’inclusion lysosomale du rouge neutre

Le test NR (rouge neutre) s’appuie sur le stockage du colorant rouge neutre dans les
lysosomes et I'appareil de Golgi, dont tout dommage diminue cette accumulation (Arbo et al.,
2016). L'inhibition de la prolifération des hépatocytes cancéreux, basée sur la technique
d'absorption du rouge neutre NR, était non significative (p>0.05) pour tous les extraits. A I'égard
des caroténoides agissant d'une maniére inversement proportionnelle a la concentration, aucune

relation de dose-dépendance n'a été observee pour le reste des extraits (fig.18).
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Figure 18: Effet cytotoxique (en % de prolifération cellulaire) de différentes concentrations (0.25, 0.5 et
1 mg/mL) en polyphénols, caroténoides, bétalaines et en alcaloides de nopals de I'Opuntia d’Algérie sur
la viabilité des cellules tumorales HepG2 par la méthode d’inclusion lysosomale du rouge neutre. Les
résultats représentent la moyenne +SD de trois mesures, ns: non significatif par comparaison des

moyennes selon le test post hoc Tukey au seuil 5%.

L'absence de proportionnalité entre la concentration et la réponse nous empéche de
calculer et comparer les EC50 des quatre extraits de nopals, et nous oblige de choisir les effets

moyens et les effets maximaux pour réaliser cette comparaison.

Comme le montre le tableau 13, la moyenne de cytotoxicité induite dans les lysosomes
par les polyphénols, les bétalaines et les caroténoides pour les cellules tumorales HepG2 est
inférieure a celle nécessaire pour endommager les mitochondries. Le contraire a été remarqué

pour les alcaloides, qui favorisent la dégradation des mitochondries au dépend des lysosomes.

En comparant la cytotoxicité maximale des quatre extraits pour les tests MTT et NR, on
trouve une amélioration cytotoxique respective dans ce dernier touchant 18.45, 18.11, 1.64 et
0.22% pour les caroténoides, polyphénols, bétalaines et alcaloides. La comparaison de ces deux
parametres classe ces métabolites selon leur cytotoxicité croissante comme suit : polyphénols,

caroténoides, bétalaines et alcaloides.

Les composés phénoliques de I'étude de Bacanli et al. (2017), ont montré un profil

cytotoxique NR légérement supérieur (IC50 sont significativement plus bas) a celui du MTT. Le
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caroténoide crocin s’est révélé plus cytotoxique envers le test du rouge neutre (IC50= 2.75
mg/mL) qu’envers le test MTT (IC50=3.25 mg/mL) apres 48h (Noureini et al., 2012). La
similitude entre les tests MTT et NR est aussi observee pour la fraction alcaloidique analysée par
Kakrani et al. (2018).

Le dosage du chlorhydrate de 3-amino-7-diméthylamino-2-méthylphénazine appelé
également « la captation du rouge neutre », est une estimation quantitative de la viabilité d'une
culture cellulaire (Repetto et al., 2008). Il mesure la capacité des cellules vivantes a incorporer
ce colorant faiblement cationique qui pénétre et se concentre dans les lysosomes par diffusion
passive non ionique. Une fois dans le lysosome a pH inférieur a celui du cytoplasme, le gradient
de pH le charge pour qu'il se lie aux groupes anioniques et/ou phosphate de la matrice

lysosomale par des liaisons électrostatiques hydrophobes (Winckler, 1974; Nemes et al., 1979).

En réalité, la quantité de colorant retenue est dépendante du nombre de cellules viables,
puisque la rétention du colorant est perdue par mort cellulaire ou réduction du gradient pH suite
a une altération des membranes lysosomales (Filman et al., 1975; Bitensky, 2008). L'intégrité
lysosomale liée en concomitance au rouge neutre, est un indicateur trés sensible de la viabilité
cellulaire (Repetto et al., 2008).

Nous utilisons plusieurs tests de mesure de la viabilité cellulaire in vitro dans le but
d'augmenter la fiabilité des résultats obtenus. Les dosages MTT et NR sont les plus sensibles

dans la détection des événements cytotoxiques (Fotakis et Timbrell, 2006).

Tableau 13: Comparaison des effets cytotoxiques moyens et maximaux des quatre extraits de
nopals pour les tests MTT et NR

Meétabolite Cytotoxicité moyenne Cytotoxicité maximale
MTT NR Différence MTT NR Différence
% %
polyphénols 102.19 91.07 +12.21 97.27 79.32 +18.11
Alcaloides 99.27 100.99 -1.70 98.11 96.5 +0.22
Bétalaines 98.73 97.58 +1.16 98.59 98.33 +1.64
Caroténoides 98.53 91.18 +7.46 101.45 83.07 +18.45

Le signe + indique un avantage pour le test NR, les signe — indique un avantage pour le test MTT.

105 Chapitre 111: Résultats et discussion



Moussaoui B. Propriétés biologiques d'extraits des cladodes d'Opuntia ficus indica L. (2020). Thése de
Doctorat en Sciences Biologiques. Univ. Mostaganem

Le test NR confirme Il'absence d'effet des extraits de nopals sur la lignée cancéreuse
HepG2 notée dans le test précédent MTT. Cependant, la comparaison des résultats obtenus pour
la viabilité cellulaire par la réduction de MTT et I'absorption de NR, va fournir des informations
sur la sensibilité relative des organites cibles aprés exposition des cellules aux extraits de nopals
d'Opuntia d’Algérie (Dias da Silva et al., 2019). Les lysosomes sont donc plus sensibles que les
mitochondries vis-a-vis des polyphénols, caroténoides et bétalaines de nopals d'O. ficus indica,

dans un temps ou les alcaloides de ce cactus affectent les mitochondries plus que les lysosomes.

La valeur IC50 considérée comme critére d'efficacité cytotoxique est de 30 pug/mL pour
les extraits de plantes non purifiés et 20 pug / mL pour un extrait pur (Suffness et Pezzuto, 1990).
Pour le matériel végétal comestible, les critéres proposés sont IC50 <50 pg/mL (Cytotoxicité
significative ou forte), 50 pg/mL <IC50 <200 pg/mL (cytotoxicité modérée), 200 pg/mL <IC50
<1000 pg/mL (cytotoxicité faible), IC50> 1000 pg/mL (pas de cytotoxicité) (Kuete et Efferth,
2015).

111.4.5.3. Effet des métabolites de nopals sur la viabilité des cellules tumorales HepG2 apres

inhibition du cytochrome P450

Pour estimer le role des principales enzymes CYP450 impliquées dans le métabolisme
des polyphénols, caroténoides, alcaloides et bétalaines des nopals dans I'hépatotoxicite, les
HepG2 ont été incubées avec des inhibiteurs spécifiques de différentes isoformes de cette
enzyme, a savoir la métyrapone (inhibiteur du CYP2EL) et la quinidine (inhibiteur du CYP2D6).

La figure 19 présente la concentration-réponse obtenue apres la co-incubation des HepG2
avec chaque métabolite secondaire de nopals et des inhibiteurs du CYP450. Globalement,
aucune influence significative (p>0.05) n'a été enregistrée entre les concentrations des extraits

pour les deux tests d'inhibition de CYP.

En outre, il n'y avait aucune différence significative (p>0.05) entre les extraits et le
contréle (p>0.05) aprés blocage du CYP2D6 par la quinidine. Le métabolisme des quatre extraits
est indépendant de cette forme de CYP. Toutefois, il est utile de signaler que la plus haute
diminution de prolifération des HepG2 a été 49.33% pour la dose 0.25mg/mL de caroténoides
aprés blocage de CYP2D6. Par conversion de ce pourcentage, on trouve une réduction de 1.9
fois pour ce métabolite a cette dose par rapport au controle.

En revanche, le nombre de cellules cancéreuses viables a connu une chute substantielle

(p<0.05) donnant une viabilité minimale de 50.77+£6.51%, suite & I'ajout des caroténoides de
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nopals aprés inhibition de l'isoforme CYP2E1 par la métyrapone, ce qui reflete une dépendance
probable du métabolisme de cette classe a l'activité de cette enzyme. Les extraits restants n'ont

donné aucune activité anticancéreuse significative (p>0.05) par inhibition de cette isoforme.

La comparaison statistique de I'effet cytotoxique des extraits de nopals sur les cellules
HepG2 avant (test MTT) et aprés inhibition des CYP (CYP2D6 et CYP2EL), a révélé une
absence totale de différence significative d'action pour tous les extraits, & I'exception de I'écart
significatif des caroténoides (p<0.05) entre les HepG2 sans inhibition des CYP et apres
inhibition de l'isoforme CYP2EL. Il est quand méme intéressant de parler de I'effet cytotoxique
positif, malgré non significatif (p>0.05) des caroténoides apres suppression du CYP2D6. Les
alcaloides et les bétalaines sont ainsi plus actifs dans ce dernier cas qu'apres l'inhibition des
CYP2EL.

Les enzymes du cytochrome P450 sont impliquées dans la phase | du métabolisme des
xénobiotiques, notamment des médicaments, des polluants environnementaux et des produits
diététiques (Basheer et Kerem, 2015). Les P450 peuvent catalyser de nombreuses réactions a
I'exemple de I'hnydroxylation, I'époxydation, I'oxygénation, la désalkylation, la décarboxylation,
le clivage de la liaison C-C et l'ouverture du cycle (Bak et al., 2011; Guengerich et Munro,
2013). La réduction, le réarrangement et l'isomérisation sont des réactions inhabituelles

catalysées par cette famille enzymatique (Korobkova, 2015).

Les produits métaboliques des P450 sont plus solubles dans l'eau et deviennent
disponibles pour les enzymes de phase I, qui accroissent encore leur solubilité en vue de leur
élimination (Basheer et Kerem, 2015). La facilitation d'excrétion de ces métabolites polaires

participe a la détoxification des xénobiotiques indésirables (Korobkova, 2015).

Le nombre et la fonctionnalité des CYP sont des atouts majeurs lors de la métabolisation
des extraits de nopals par les HepG2. Il est a signaler qu'il y a une limitation de présence de ces
enzymes CYP dans ces cellules cancéreuses par rapport a la situation in vivo (Guo et al. 2011;
Lin et al. 2012). Les isoformes les plus importantes du cytochrome P450, telles que CYP3A4,
CYP2C9, CYP2C19, CYP2A6 ou CYP2D6, sont appelées dans la réaction d'oxydation lors de la
phase | de métabolisation dans le foie. Elles sont absentes ou a peine détectables dans les cellules
HepG2 (Guo et al., 2011). Malgré cette pénurie d'enzymes CYP, les cellules HepG2 présentent
une activité CYP considérable impliquée simultanément dans l'activation métabolique et
I'inactivation de nombreux médicaments et composés environnementaux (Donato et al., 2008;
Linetal., 2012).
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Figure 19: Effet cytotoxique (en % de prolifération cellulaire) de différentes concentrations (0.25, 0.5 et
1 mg/mL) de polyphénols, caroténoides, bétalaines bétalaines et d’alcaloides de nopals de 1'Opuntia
d’Algérie sur la viabilité des cellules tumorales HepG2 par la méthode de réduction du bromure de 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium (MTT) apreés inhibition des A) cytochromes CYP2D6 par
la quinidine et B) CYP2E1 par la metyrapone. Les résultats représentent la moyenne £SD de trois
mesures. Les différentes lettres sur les barres (a, b) indiquent une différence significative par comparaison
des moyennes selon le test post hoc Tukey au seuil 5%, ns: non significatif par comparaison des
moyennes selon le test post hoc Tukey au seuil 5%.
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Ces P450 peuvent métaboliser les polyphénols, y compris les flavonoides, les acides
phénoliques et les phénols alcools (Basheer et Kerem, 2015). Les flavonoides sont des substrats
pour diverses enzymes hépatiques P450 qui les hydroxylent et/ou o-déméthylent avant leur
élimination (Zhou et al.,, 2003). Korobkova (2015) démontrent que les enzymes CYP
participent au métabolisme des vitamines liposolubles, ce qui rappelle la possibilité de
métaboliser leurs précurseurs caroténoides. Les alcaloides de pyrrolizidineAP subissent une
bioactivation métabolique par les cytochromes P450 (CYP), en particulier I'isozyme CYP3A
(Neuman et al., 2015).

Ces enzymes sélectives sont capables de lier et métaboliser des substrats de forme, taille
et propriétes chimiques différentes (Basheer et Kerem, 2015). Selon ces auteurs, leurs résultats
ont démontré I'importance de I'nydrophobicité, de la stéréostructure et du poids moléculaire des
ligands pour s'interagir avec les P450.

Dans cette optique, on pense que l'inefficacité des polyphénols et bétalaines en présence
et en absence d'inhibiteurs de CYP provient de leur métabolisation par d'autres isoformes. Entre
autre, le manque d'hydrophobicité de ces classes est responsable de l'infériorité d'effet marquée
par rapport aux caroténoides, en empéchant leur entrée aux cellules HepG2 et en facilitant leur

élimination.

Par ailleurs, I'absence de cytotoxicité des caroténoides en présence des isoformes CYP
comparé a leur inhibition, est causée par leur métabolisation par ces enzymes suite a l'affinité
résultante de la lipophilie de ces phytomolécules. Au-dela, ces isoformes CYP, hautement
exprimées dans les cellules normales, laissent penser que celles-ci seront épargnées de l'effet

pro-oxydant ou cytotoxique de cet extrait.

La toxicité des caroténoides apres inhibition de CYP pourrait étre attribuée a leur entrée
dans la cellule par des voies alternatives moins efficaces en dégradation, ou conduisant vers des
métabolites plus toxiques aux HepG2 que ceux issus des isoformes CYP2D6 ou CYP2E1L. En
plus, il est trés plausible de présumer que le métabolisme médié par le CYP450 a un effet
détoxifiant pour la lignée HePG2. Zanger et Schwab (2013) ont montré que lorsque le CYP2D6

ou le CYP2EL1L sont inhibés, des voies alternatives peuvent assurer la biotransformation.

En outre, la différence des résultats de cytotoxicité observés entre les quatre métabolites
secondaires des nopals d’Algérie, peut étre expliquée par leur complexation ou interaction au
niveau du récepteur ou transporteur, et la modification de leur absorption par I'népatocyte (Tu et

al., 2013). A cela s'ajoute la pertinence métabolique différente de chaque isoforme CYP450 pour
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chaque molécule ; ou certains sont métabolisés davantage par le CYP2D6 que d'autres (Antia et
al., 2009). Des études menées par Bedada et al. (2018) ont établi que certains extraits de plantes

peuvent agir a la fois comme substrat et inhibiteur compétitif du CYP2D6.

Outre la différence d'expression du CYP, d'autres caractéristiques comme la croissance
continue et la durée de vie presque illimitée, sajoutent aux cellules par processus
d'immortalisation. Ces nouvelles caractéristiques peuvent induire des réponses physiologiques
différentes par rapport aux cellules normales (Dias da Silva et al., 2015).

Les cellules HepG2 sont capables de limiter les effets des molécules de nopals en les
conjuguant par les enzymes glutathion S-transférase (GST). Bien que I'expression des enzymes
GST, conjointement aux CYP, est aussi faible dans les cellules HepG2 que dans les hépatocytes
primaires ou le foie humain, la conjugaison du glutathion réduit a des composés électrophiles est
I'une des reactions de phase 11 de détoxification les mieux conservées dans cette lignée cellulaire
(Donato et al., 2008; Guo et al.,, 2011). Les cellules HepG2 connaissent des niveaux
relativement élevés de certaines enzymes GST, a savoir GSTA4, GSTM2 ou GSTT1 (Guo et al.,
2011). Les spécificités distinctes de ces GST aux substrats xénobiotiques ou endogénes a été
proposé par Guo et al. (2011), et est pointee ici pour expliquer en partie I'action contrastée des
quatre extraits de nopals sur les cellules HepG2.

Un autre parametre trés pertinent, est la sous-expression des transporteurs de cations
organiques (OCT), au réle d'absorption dans la membrane basolatérale des cellules hépatiques
immortalisées (Tu et al., 2013). Le manque de ces OCT dans les HepG2 pourrait expliquer
partiellement la non cytotoxicité des extraits de nopals, suite a un manque d'administration par
I'népatocyte (Dias da Silva et al., 2015).

I11.4.5.4. Influence des métabolites de nopals sur la production d’espéces réactives de

I’oxygene (ROS) et de I’azote (NOS) par les cellules tumorales HepG2

L'analyse de la figure 20 démontre que la génération d'intermédiaires réactifs RNS / ROS
a été inversement favorisée par la concentration croissante des quatre extraits de nopals. Dans ce
modele cellulaire in vitro, les caroténoides étaient les seuls a inciter une surproduction des
especes réactives compares au contréle pour toutes les concentrations utilisées allant a des taux

supplémentaires de 41, 25 et 11% pour les doses 0.25, 0.5 et 1 mg/mL, respectivement.

Les alcaloides font de méme avec un maximum de 49% pour la plus faible concentration

(0.25mg/mL), alors que les doses 0.5 et 1 mg/mL ont donné des taux égaux ou faibles par
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rapport au contréle. Les bétalaines et polyphénols n'ont abouti a aucun effet pro-oxydant car
seuls des taux égaux ou plus bas d'espéces réactives ont été constatés comparativement aux

cellules sans extraits.

La production des especes réactives est significativement (p<0.05) plus prononcée a la
dose 0.25mg/mL que la dose 1mg/mL. De méme, les caroténoides sont des pro-oxydants

intéressants par rapport aux polyphénols et bétalaines (p<0.05).

Récemment, les recherches scientifiques apprécient le double role des ROS dans le
cancer. D'une part, ces ROS favorisent la signalisation pro-tumorigene, facilitent la prolifération,
la survie, l'angiogenése et la métastase ainsi que I'adaptation des cellules cancéreuses a I'nypoxie
(Sabharwal et Schumacker 2014) ; et d’autre part, ils stimulent la signalisation anti-tumorigene

et induisent la mort des cellules cancéreuses par le stress oxydatif (Reczek et Chandel, 2017).
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Figure 20: Influence des polyphénols, caroténoides, bétalaines et alcaloides de nopals de I'Opuntia
Algérien, utilisés en concentrations (0.25, 0.5 et 1 mg/mL) sur la production d’espéces réactives de
I’oxygene (ROS) et de I’azote (NOS) par les cellules tumorales HepG2 (Les résultats sont la moyenne
+SD de trois mesures, les différentes lettres sur les barres (a, b) indiquent une différence significative par

comparaison des moyennes selon le test post hoc Tukey au seuil 5%).
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Comparées aux cellules normales, les cellules cancéreuses hyperactivent la signalisation
nécessaire a la transformation cellulaire et a la tumorigenese par augmentation de la production
de ROS. Parallelement, elles maintiennent I'noméostasie ROS par élévation de leur capacité
antioxydante afin d'échapper a la mort cellulaire (Kim et al., 2019). Cette modification de
I'environnement redox peut augmenter la vulnérabilité des cellules cancéreuses aux thérapies de
manipulation ROS. Par consequent, les stratégies qui ciblent I'élimination des ROS au-dessous
de I'exigence minimale, ou leur surproduction au-dela de la capacité antioxydante des cellules
cancéreuses peuvent potentiellement étre des approches thérapeutiques efficaces contre le cancer
(Reczek et Chandel, 2017).

Compte tenu des niveaux plus élevés de ROS dans les cellules cancéreuses par rapport
aux cellules normales, le traitement pro-oxydant du cancer par lequel on augmente la production
de ROS, ou on diminue leur piégeage par inhibition ou épuisement des pools antioxydants
cellulaires (GSH, TRX, TR, SOD1 et CAT), peut pousser les cellules cancéreuses au-dessus de
leur limite tout en épargnant les cellules normales (Weinberg et Chandel, 2015; Reczek et
Chandel, 2017). Cependant, l'identification et le ciblage des voies anti-oxydantes utilisees
sélectivement par les cellules cancéreuses pour maintenir I'équilibre redox est d'une importance
majeure (Reczek et Chandel, 2017).

Les métabolites secondaires de nopals agissent d'une maniere différente sur la production
des especes réactives par les cellules hépatiques cancéreuses. Il faut garder a I'esprit que les
composes phytochimiques peuvent agir en anti/pro-oxydants en fonction de leurs doses, du type
de cellule, du temps d'exposition et de I'environnement dans lequel ils se trouvent (Sznarkowska
et al., 2017). Cependant, ce mécanisme du double comportement protecteur/destructeur n'est pas

exactement connu (Kocyigit et al., 2018).

Dans ce test, I'effet antioxydant des extraits est tres flagrant suite a la linéarité négative
entre la concentration et les taux des ROS et RNS enregistrés. La neutralisation de ces espéces
réactives par les polyphénols et bétalaines, éclaircit la teneur faible des ROS/RNS notée
paradoxalement a un accroissement des HepG2 (test MTT). Ce pouvoir antioxydant remarquable
est évoqué pour combler la surproduction des ROS/RNS résultante du métabolisme poussé en
présence de ces molécules, et protéger les cellules cancéreuses des agressions de ces espéces
réactives. La production exacerbée de radicaux libres déerive d'une capacité métabolique plus
efficace des cellules (Dias da Silva et al., 2015). Les résultats précédents du test MTT

confirment cette hyperactivité métabolique des HepG2 en présence des polyphénols de nopals.
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L'action anti-oxydante peut devenir oncogéne selon Guzzo et al. (2014). Chandel et
Tuveson, (2014) révélent que les antioxydants alimentaires qui ne récupérent pas efficacement le
pool de ROS, vont favoriser plutét la carcinogénese par abaissement de la toxicité des ROS
éloignés de leur site de production. Pour surmonter ce probléme, ces auteurs proposent
l'utilisation des antioxydants a effet ciblé, qui sont capables d'accéder et détoxifier les ROS
proches des sieges de génération. Ces dernieres sont les responsables de la signalisation

protumorigene.

Les polyphénols et flavonoides de nopals connus comme antioxydants tels que la
quercétine, les épicatéchines et I'épigallocatéchine-3-gallate, le kaempférol et I'acide gallique,
cafféique, chlorogénique et férulique se sont également avérés pro-oxydants dans des modeéles
cellulaires (Watjen et al., 2005; Galati et O'brien, 2004). Or, dans I'étude de Zielinska-
Przyjemska et al. (2016), visant & évaluer I'effet de la bétanine sur la production de ROS, ce
bétalaine inhibe considérablement la production de ROS, mais le mécanisme n'est pas encore
élucidé. Ce résultat est en accord total avec le nbtre sur les bétalaines de nopals. Les
bétaxanthines et bétacyanines sont capables de traverser les membranes et d'exercer leur activité
antioxydante a l'intérieur des cellules cancéreuses CaCo-2 de 71+13% a 6.2+3.1% et 3.5+1.4%,

respectivement (Farabegoli et al., 2017)

Le blocage de l'activité des CYP enzymes est un autre moyen pour réduire les especes
réactives par les polyphénols et bétalaines. Korobkova, (2015) correle l'inhibition de la
génération de ROS a la suppression des activités CYP. Cet auteur montre que les polyphénols
modulent I'activité de plusieurs isoformes de CYP par inhibition ou stimulation. La quercitine,
kaempferol, isorhamentine, naringénine, naringine, ECCG et ECG ainsi que l'acide cafféique et

gallique inhibent plusieurs formes de CYP.

Au contraire, I'effet pro-oxydant propre aux autres classes bioactives de nopals ; a savoir
les caroténoides et alcaloides, est une probabilité a prendre en considération pour interpréter la
surproduction des especes réactives. Certains alcaloides comme la Piperlongumine, cathachunine

et subditine peuvent engendrer une production excessive des ROS (Habli et al., 2017).

La production des especes reactives par stimulation des enzymes CYP semble tres
logique pour les caroténoides et alcaloides. Les résultats de I'étude de Gordon et al. (2000)
démontrent une induction accrue des CYP hépatiques 2E1 en réponse a une exposition a

I'alcaloide rétorsine chez le rat.
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Le p-carotene provoque une hyperproduction des ROS (plus de 33fois)
préférentiellement dans le foie, en concomitance avec une induction de ses CYP incluant
CYP2E1 (Paolini et al., 2001). Zhang et Omaye (2001) ont démontré que la balance

antioxydant/pro-oxydant du b-caroténe dépend de sa concentration et de la tension d'oxygeéne.

Selon Siems et al. (2002), I'attaque des radicaux libres en surplus dans les HepG2 sur les
caroténoides comme le B-caroténe, entraine la formation des produits de clivage a effet pro-
oxydant envers les organites subcellulaires comme les mitochondries. Cette explication illustre

elle aussi I'avantage des caroténoides en production des ROS/RNS.

Dans le cas des caroténoides et alcaloides, on propose un dépassement de la machinerie
antioxydante intrinseque des cellules HepG2 par le sursaut oxydatif provoqué par ces classes de
phyto-métabolites. L'excés des ROS/RNS peut conduire vers un épuisement des
approvisionnements en GSH couplé a une augmentation concomitante de la forme oxydée ;
GSSG (Dias da Silva et al., 2017). Ce GSH est considéré comme la premiere ligne de défense

contre les dommages oxydatifs et la génération de radicaux libres (Dias da Silva et al., 2013b).

Selon Dias da Silva et al. (2017), la provocation de stress cellulaire important abouti a
I'activation des mécanismes de mort cellulaire, et peut étre indiqguée comme la cause davantage
d'activité cytotoxique notée pour les caroténoides en MTT. Les espéces oxydantes réactives non
éliminées, interagissant et dégradent oxydativement les biomolécules vitales comme les acides
nucléiques, les protéines et les lipides ; ce qui endommage l'intégrité structurelle et fonctionnelle

des cellules et les organites (Dias da Silva et al., 2017, 2019).

On peut conclure que la non cytotoxicité des extraits de nopals est argumentée par une
surproduction d’especes réactives n'atteignant pas les taux létaux (cas des caroténoides et
alcaloides), ou une action antioxydante protectrice favorisant I'action pro-cancéreuse au profit
des cellules HepG2 (cas des polyphénols et bétalaines). L'avantage des caroténoides de nopals
par rapport aux autres extraits dans la destruction des cellules HepG2 sort de ce mécanisme pro-

oxydant.
111.4.5.5. Effet des métabolites de nopal sur le potentiel membranaire mitochondrial (Aym)

Le potentiel de la membrane mitochondriale (Aym) en présence et en absence d'extraits
de nopals a été évalué afin de déterminer leur capacité de perturbation de la fonction

mitochondriale des HepG2, dont la génération d'ATP et I'effet tampon du Ca?* de la cellule.
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Sur la figure 21, une dépolarisation mitochondriale significative (p <0.05) a été
enregistrée pour tous les extraits de nopals pour les concentrations utilisées. L'inclusion
mitochondriale du pigment TMRE, qui reflete l'intégrité et le potentiel membranaire des
mitochondries, est abaissée de 72.33% par les polyphénols et les alcaloides, 67% par les
caroténoides et 57.33% par les bétalaines. Autrement dit, le Aym est respectivement 3.61, 3.03 et

2.34 fois plus faible que le témoin.

La capacité des polyphénols a induire un dysfonctionnement mitochondrial a été
suggerée comme un mécanisme anticancéreux possible par Storz, (2005). De méme, une perte
modérée du potentiel mitochondrial a la suite du traitement a la bétanine a été observée dans les
cellules Caco-2 (Zielinska-Przyjemska et al., 2016). Outre le niveau d'ATP cellulaire inférieur,
nous avons également confirmé que la mahanine dépolarise le potentiel de membrane
mitochondriale (Roy et al., 2005). Le bétalaine indicaxanthine obtenue a partir du fruit d'O. ficus
indica, a augmenté la dépolarisation des membranes mitochondriales par rapport aux groupes
témoins (13.2 £ 1.2% contre 8.4 + 0.3% respectivement) (Allegra et al., 2020).

En comparant les extraits, la dépolarisation la plus élevée a été observée avec 1mg/mL de
caroténoides (0.25). En revanche, les bétalaines a 1 mg/mL ont exercé I'effet le plus faible sur
Aym (0.49). Statistiquement, la concentration 0.5mg/mL a eté celle qui a le plus perturbé la
membrane mitochondriale mais sans apparence significative comparée aux autres concentrations
(p>0.05).

Les tests MTT et NR ont mis en évidence le pouvoir que certains extraits de nopals
avaient pour améliorer le métabolisme déja hyperactif des cellules HepG2, tout en privilégiant
les lysosomes cibles aux succinate déshydrogénases des mitochondries dans leur action toxique.
L'hyperactivité exige une forte production d'ATP conjoncturellement & une haute génération de
ROS, qui sera suivie, par conséquent, d'une réduction des taux d’ATP, d'une diminution du

potentiel de membrane mitochondriale Aym et de I'apoptose (Wang et al., 2001).

Les résultats d'Abramov et Duchen (2008) montrent clairement que la dépolarisation
mitochondriale passe en deux étapes indiscernables mais a mécanismes distincts. La phase
initiale réversible de dépolarisation est une réponse directe a la combinaison d'une panne
énergétique et d’une accumulation intra-mitochondriale de calcium. Le déficit énergétique est
provoqué par une demande d'énergie accrue et d'un épuisement de substrat mitochondrial, tandis

que l'apport calcique est augmenté suite a la perméabilisation de la membrane par les espéces
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réactives. Elle est inversée en utilisant des substrats de la mitochondrie ou par chélation du
calcium (Abramov et Duchen, 2008).
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Figure 21: Effet de différentes concentrations (0.25, 0.5 et 1 mg/mL) en polyphénols, caroténoides,
bétalaines et alcaloides de nopals de I'Opuntia d’ Algérie sur le potentiel membranaire mitochondrial
(Aym) des cellules tumorales HepG2. Les résultats représentent la moyenne £SD de trois mesures. Les
différentes lettres sur les barres (a, b) indiquent une différence significative par comparaison des

moyennes selon le test post hoc Tukey au seuil 5%.

La transition vers une perte permanente du potentiel membranaire mitochondrial Aym,
nommeée phase secondaire irréversible, est médiée par l'ouverture des pores de transition de
perméabilité mitochondriale mPTP, ou elle engage la mort cellulaire (Abramov et Duchen,
2008). L'ouverture du mPTP est favorisée par le calcium, le manque d'ATP, un stress oxydatif ou
nitrosatif, ou encore par la perte du Aym dérivant de l'arrét des pompes a protons Suite au

freinage de la production d'ATP (Halestrap, 2006; Zorova et al., 2018).

L'ouverture de ce canal a conductance elevée permeéabilise la membrane mitochondriale
et installe un désordre bioénergétique (Gorlach et al., 2015). Le gradient de protons s'équilibre
et dépolarise la mitochondrie, la respiration s'inhibe et les ROS se générent encore, le Ca?* de la
matrice se libére massivement et les mitochondries se gonflent pour fissurer la membrane
mitochondriale externe tout en induisant la libération des protéines inter-membranaires et de

facteurs pro-apoptotiques (Gorlach et al., 2015; Dias da Silva et al., 2017). En vice versa,
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I'action de facteurs pro-apoptotiques lyse les mitochondries et mene a des perturbations du
gradient de protons de la membrane interne (Dias da Silva et al., 2017).

Ce mécanisme de dépolarisation est donné pour expliquer un autre aspect de I'effet des
caroténoides de nopals vis-a-vis des cellules tumorales HepG2, en tant qu'extrait actif parmi ceux
testés dans cette étude. Divers agents pro-oxydants sont capables d'induire I'ouverture de mPTP
comme un effet clé pour favoriser la mort cellulaire (Rasola et Bernardi, 2014). Cependant, le
manque d'ATP suite a la depolarisation de membrane en présence d'extraits de nopals, laisse
penser que la forme de mort cellulaire induite dans cette expérience, par les caroténoides surtout,

n'implique pas l'apoptose mais plutét l'autophagie.

L'ATP est essentielle pour exécuter de nombreux processus nécessitant de I'énergie, tels
que l'apoptose (Dias da Silva et al., 2019). A cet égard, la production d'ATP régie par l'intégrité
de mitochondries génératrices d'énergie, est trés importante pour induire et propager les signaux
de la cascade apoptotique, amenant au clivage des substrats intracellulaires et a des changements
morphologiques et biochimiques qui aboutissent a la mort cellulaire (Dias da Silva et al., 2013a,
2019).

L'épuisement des réserves énergétiques cellulaires et la formation accrue de ROS/RNS
remarqués dans notre étude pour les extraits cytotoxiques, sont des médiateurs importants de
l'autophagie d'aprés Dias da Silva et al. (2019). En plus, la perte de potentiel Aym n'est pas
forcément un évenement précoce de I'apoptose, et peut étre attribuée a l'autophagie (Lemasters
et al., 1998). Tout en s'interagissant avec le métabolisme lipidique et glucidique, I'autophagie
contribue a la réutilisation des propres constituants cellulaire pour I'énergie, et a I'élimination des
biomolécules altérées ou dysfonctionnelles, telles que les protéines, I'ADN et les lipides oxydés
irréversiblement (Singh et Cuervo 2011; Filomeni et al., 2015).

De ce fait, la mort cellulaire par nécrose est aussi éloignée. Ce troisieme mode de mort
cellulaire ne suit pas une séquence régulée d'événements, d'ou I'apparition de graves dommages
cellulaires ne laissant a la cellule aucun moyen de programmer son suicide (Dias da Silva et al.,
2019).

Tout de méme, il est a prendre en compte que la réponse de la membrane mitochondriale
a la lésion toxique, pourrait étre spécifique au modele cellulaire utilise. Arbo et al. (2014, 2016),
ont mis en évidence un effet opposé de la méme molécule sur le potentiel membranaire de deux
lignées cellulaires testées ; un effet hyperpolarisant sur les neuroblastomes humains SH-SY5Y

contre un effet dépolarisant sur les cardiomyoblastes de rat H9c2. La déplétion en ATP la plus
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élevée (p <0,05) était concomitante avec une perte de potentiel membranaire Aym la plus élevée
pour les hépatocytes primaires de rat (Dias da Silva et al., 2015).
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Conclusion

Le figuier de barbarie est une plante vasculaire peu exigeante et parfaitement adaptée aux
conditions d’aridité extréme et de marginalité absolue. Ses nopals sont gorgés d’essences
naturelles et de meétabolites secondaires qui protegent la plante meére contre les aléats
climatiques, et justifient déesormais leur utilisation dans la pharmacopée traditionnelle connue de

longue date.

Actuellement, la communauté scientifique est convaincue que la mise en place d'un fond
de connaissances consistant est plus qu'indispensable pour s'assurer d’un bon essor
d'investissement dans la culture du figuier de barbarie et la production de fruits et de nopals
comme produits générateurs d’une valeur économique ajoutée. Cette étude s’oriente alors vers la
mise en exergue de la valeur nutraceutique des nopals d’Algérie en vue de les réhabiliter dans un

cadre alimentaire et pharmacologique.

Dans cette étude, les résultats de la caractérisation physicochimique et nutritionnelle des
nopals ont montré un Iégume hypocalorique tendre, frais a gout Iégérement acide, et une richesse

en calcium, potassium, magnésium, vitamine C, fibres et pectines.

La quantification des métabolites secondaires a démontré que les polyphénols sont les
plus représentés dans les nopals, suivis des alcaloides, des bétalaines et des caroténoides.
L'analyse chromatographique a révélé la présence de I'acide gallique et caféique, la quercitine, la
rutine, le kaempférol, la naringenine et la malvine parmi les 57 structures phénoliques

identifiées. Des alcaloides d'indole, stéroides et de pyridine ont été également identifiés.

Sur le plan de I’activité biologique, les extrais de nopals ont affiché une bonne activité
antioxydante comme conséquence d'une aptitude remarquable de piégeage de radicaux libres
incluant les peroxydes lipidiques, et d'une capacité réductrice tres nette. Les alcaloides étaient les

plus faibles antioxydants de ces extraits.

L'évaluation de I'effet anti-inflammatoire a permis de déduire que les extraits de nopals
ont une bonne action d'atténuation du processus inflammatoire in vitro. Les extraits de nopals
n‘affectent aucune des deux voies de la coagulation, malgré qu'ils perturbent lIégérement la voie

exogene.

Cependant, I'étude de l'activité antimicrobienne des extraits a démontré que les
bétalaines, les caroténoides et les alcaloides de nopals d’Algérie, sont inefficaces aux

concentrations testés vis-a-vis les souches pathogénes ou bénéfiques utilisées. Les polyphénols
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sont les seuls a action antimicrobienne, auxquels les souches Bacillus cereus,
Klebsiella pneumoniae et la levure Candida albicans étaient les plus sensibles. La souche
bénéfique Bifidobacterium animalis subsp lactis (Bb12) a été résistante aux polyphénols de

nopals.

L'analyse de la cytotoxicité des quatre extraits sur les cellules cancéreuses du foie
HepG2, a révélé que les métabolites de nopals n‘ont aucune cytotoxicité significative avec une
absence d'influence sur les lysosomes et la succinate deshydrogénase mitochondriale. Les
caroténoides avaient marqué une dépendance métabolique aux enzymes CYP de cette lignée
cellulaire, comme ils ont provoqué la surproduction des especes réactives oxygénées et nitrosées.
Les quatre classes phyto-chimiques ont exercé un effet dépolarisant sur la membrane

mitochondriale.

L’ensemble de ces propriétés biologiques conférent aux jeunes cladodes d'O. ficus indica
d’Algérie le statut de source potentielle en composés bioactifs suceptibles de jouer le role
d’intrants dans les industries pharmaceutique, cosmétique, voire alimentaire. Les résultats
obtenus dans ce travail peuvent étre a la base d’une vulgarisation plus large de I’importance
multiple (écologique, agronomique, alimentaire, pharmaceutique, cosmétique) de /’Opuntia dont
le développement dans les zones semi-arides, arides et désertiques qui caractérisent presque 80%

de notre territoire semble revétir un intérét national.
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ABSTRACT

The nopals of Opuntio ficus indice, used traditionally as a valuable vegetable,
present a vegetative part highly rich in biomolecules such as betalain pig-
ments. In order to reveal a possible use of these nopals as nutraceutical, in
modern medicine or cosmetics, this study was conducted to quantify the
betalains in inermis nopals of Algerian Opuntia, and highlighted their biologi-
cal antioxidant, anti-inflammatory and anticoagulant activities in vitro. The
yield of betalains extraction was 0.04% which equaled to 48.13+2_ 2 mg/f100g
dry weight [(DW). The nopal's betalains showed a high antioxidant ability
with a DPPH scavenging activity (IC50 =104.89 pgfmlL), a reducing power
{absorbance = 0901 * 0.065) and a maximum inhibition of B-carotene
bleaching equivalent to 64.88%. These pigments exhibit a pertinent in vitro
anti-inflammatory activity. Moreover, betalains prevent protein (BSA) dena-
turation and stabilize erythrocyte membrane at levels of 95.51+2 . 16% and
66.79+1.09%, respectively. In this work, betalains missed of anticoagulant
efficacy since the clotting times registered were similar or even less than
those of control. The abowve results clearly suggest that opuntia nopals, with
their content of betalains, can be considered as functional food that can pro-
wvide health effects for the consumer.

1. Introduction

highly appreciated by the population. The thick and
succulent paddle-like parts of the Opuntia plant are

The Opuntia ficus-indica (L.), commonly known as
prickly pear cactus, is a perennial tropical or sub-
tropical plant belonging to the Cactaceae family.
This species has a strong capacity for morpho-
physiological adaptation to extreme environmen-
tal conditions and is widely distributed in arid and
semi-arid climates of the Mediterranean and Cen-
tral America areas (Stintzing and Carle, 2005;
Ginestra et al., 2009). This plant is available in the
Morth and highlands of Algeria where it is consid-
ered as a fresh source of feed for cattle and fruits

named Cladodes (Heuzé and Tran, 2017). They re-
cently received an ever increasing attention from
researchers and economics worldwide for their
multivalent nutritional and pharmaceutical poten-
tials (Belhadj Slimen et al., 2017). The young edible
cladodes called “nopals”™ are considered as func-
tional food or medicinal plants owing to their large
amount of active ingredients, including polyphe-
nols, flavonoids, carotenoids, alkaloids and beta-
lains (Stintzing and Carle, 2005; Herandez-Urbiola
et al., 2011; Suryawanshi and Vidyasagar, 2016; De
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Wit et al_, 2019).

Betalains are natural water-soluble pigments pre-
sent in a limited number of plant families, belong-
ing to the order of Caryophyllales such as the genus
Opuntia (Gandia-Herrero and Garcia-Carmona,
2013, Betancourt et al, 2017). These bio-
compounds hawve the betalamic acid as a basic
structural unit, which forms the yellow-orange
betaxanthins class by condensation with different
aming acids or free amine groups, while it gives the
red-purple betacyanins class after conjugation with
indoline derivates (Gandia-Herrero and Garcia-
Carmona, 2013). Based on their structural charac-
teristics and light-absorption properties, 78 beta-
lain’s types have been identified in plants. The con-
comitant presence of the two classes generates a
wide range of shades, covering the yellow, orange,
red, pink and purple colors specific of different
parts of betalain-containing plants (Gandia-Herrero
and Garcia-Carmona, 2013; 5limen et al, 2017;
Cabanes et al., 2019). Besides the use of betalains
in industry as food additive, impressive bioactive
properties have been bestowed to these bio-
colorants [(Cabanes et al., 2019). In this way, the
natural raw materials rich in betalains like Opuntia
plants can be considered as functional food or me-
dicinal plants. Given that inermis nopals are wide-
spread but still insufficiently studied in Algeria, in
particular their interest in the supply of molecules
such as betalains, a better understanding of the
availability and bioactivity of these phytomolecules
is needed to promote the extension of the local
culture of this mult-interest plant.

The objective of this study was to measure the
betalain content in inermis Algerian Opuntia young
cladodes called nopals, and provide more infor-
mation about their in witro antioxidant, anti-
inflammatory and anticoagulant efficiency.

2. Materials and methods
2.1. Plant material, chemicals ond reagents
2.1.1. Plant material

The inermis nopals less than 2 months of age and
also 12-20cm length and &9cm width, were col-
lected in November 2017 from wild Opuntio ficus
indica plants (fig.1) located in Tissemsilt (35°36"25"
M and 1°48°38" E) Algeria, and then identified at
the Faculty of Matural and Life Science, University
of Mostaganem-Algeria. After removing spines, the
nopals have been disinfected with 10% (W,/V) sodi-
um hypochlorite and cleaned using distilled water

Figure 1: Image of the Algerian inermis species of Opuntia
ficus indica in the sampling area.

in order to be dried and stored at -20°C.
2.1.2. Reagents

Methanol, ethanol, trichloroacetic acid (= 98%),
chloroform, sodium  chloride  (MaCl), iron
(i) chloride (FeCls), calcium chloride (CaClz) and
sodium citrate [MNazCgH:O;) were all of analytical
grade and were obtained from Sigma Aldrich (5t.
Louis, MO, UsA). 2.2-diphenyl-2-picryl-hydrazyl
(DPPH), potassium hexacyanoferrate [KyFe [CM)g 1.
Ascorbic acid, B-carotene, linoleic acid, diclofenac
sodium, APTT reagent, PT reagent, Bovine Serum
Albumin (B5A) (lyophilized powder 298.0%) of bio-
chemical grade were provided from Merck Milli-
pore (Darmstadt, Germany).

2.1.3. Preparation of betalain extract

The samples were sliced, dried at 40°C for 7days
and powdered at 1000 rpm. The sieving at 0.85 mm
gave a fine and homogeneous powder which was
protected from light and air. The protocol of Castel-
lanos-Santiago and Elhadi (2008) was followed to
extract betalains from Algerian nopals. 100mg of
nopal’'s powder was stirred in 20 mL of distilled wa-
ter for 10min in darkness. The supernatant ob-
tained by centrifugation of samples at 12000 = g for
15 min at 15 *C, was filtered through a 0.45 pm ny-
lon filter. The betalain content [BC) was calculated
as reported by Stintzing et al. (2003):

BC (mg/L) = (A * DF * MW * 1000) / (e = 1)

Where A: is the absorbance, DF the dilution factor
and | the path length of the cuvette (1 cm). The mo-
lecular weight (MW)] and the molar extinction co-
efficient of betanin were applied for guantification
of betacyanins (MW = 550 g/mol; € = 60,000 L/
mol.cm; A = 538 nm). Similarly, the indaxanthin was
used to quantify the betaxanthins (MW = 308 g/
mol; € = 48,000 Lfmol.cm; A = 480 nm).
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2.2. Antioxidant activity
2.2.1. DPPH radical-scavenging activity

This assay was carried out as described by Blios
(1958). The mixture of 1 mL betalains at different
concentrations (31.25 - 250pg/mL) and 1 mL of eth-
anolic DPPH solution (0.06 mM) was left 30min in
the dark at 27°C. The absorbance was read at 517
nm against a negative control prepared with pure
ethanol and compared to ascorbic acid (positive
control) prepared in the same concentrations. The
antioxidant efficiency was calculated as follow:

1E% = 100.[Ajeantrat) - Aysampier] / Ajtantra)

IE% : percentage of Inhibitory Efficiency, Aycamran:
absorbance of control, Apampey: absorbance of
betalains or ascorbic acid. The concentration of
betalains or ascorbic acid giving 50% of DPPH scaw-
enging activity called IC50 was estimated graphical-
Iy [% inhibition = f ([concentration)].

2.2.2. Ferric reducing antioxidant power (FRAP)

The slightly modified method of Oyaizu (1986) was
used for FRAP determination. 200 pL of betalain
solution (15.75, 31.25, 62.5, 125 and 250 pg/mL)
were mixed with 500 plL of phosphate buffer (0.2M,
pH 6.6) and 500pL of 1% (P/V) potassium hexacy-
anoferrate [KiFe (CN)g 1. 500pL of 10% (V/V) trichlo-
roacetic acid were added to the previous mixture
heated 20min at 50°C, and then centrifuged 10min
at 3000rpm. 500ulL of the recovered supernatant
were mixed conseguently with 500pul of distilled
water and 100pL of 1% (W/V) FeCl; fresh solution.
The absorbance was measured at 700 nm against a
methanolic blank and compared to ascorbic acid as
positive antioxidant. There is a linear relation be-
tween the increase of absorbance and that of the
reducing power of betalains.

2.2.3. B-carotene bleaching by linoleic acid assay

The protocol of Kartal et al. (2007) was performed
for this analysis. 25ul of lincleic acid and 200mg of
Tween 40 were added to 1mL of chloroform con-
taining 0.5 mg of B-carotene. Then, the chloroform
was removed using rotavapor at 40°C, and 100 mL
of oxygen saturated distilled water were added to
the remaining mixture. The resulting emulsion of B-
carotene/linoleic acid was vigorously shacked. An
aliguot of 2.5 mL of the fresh emulsion was blend-
ed with 350pL of betalain (15.75 - 250 pg/mL) or
ascorbic acid at (250 pg mg/mL), and incubated at
50°C in water bath. The discoloration kinetics of the
emulsion with betalain, ascorbic acid or methanol

as negative control was monitored at 490 nm dur-
ing 2h at 15 min intervals. The antioxidant activity
(AA) was calculated by the equation:

AA = 100.[1 - (AED - AE120) / ACD - AC120)]

AEy and AE;3y Absorbance of samples at 0 and 120
min; ACy and AC; ;5 Absorbance of control at 0 and
120 min.

2.3. Anti-inflammatory activity

2.3.1. Evaluation of anti-arthritic effect "Inhibition
of protein denaturation”

Evaluation of anti-arthritic effect of betalains was
carried out as described by Eriant et al. (2015). A
test solution containing 0.45mL of 5% (W/V) Bovine
Serum Albumine (B54) and 0.05mL of betalain at
different concentrations (15.75, 31.25, 62.5, 125
and 250pg/mL) was adjusted to pH 6.3, then incu-
bated for 20 min at 37°C, and then heated 3 min at
57°C. After cooling, 2.5 mL of phosphate buffer (pH
6.3) were added to the mixture, and absorbance
was measured at 416 nm. Diclofenac sodium at
different concentrations (17.75, 31.25, 62.5, 125
and 250 pg/mlL) was wsed as standard anti-
inflammatory drug. The percentage of inhibition of
protein denaturation was monitored using spectro-
photometer at 416nm and calculated according the
following formula:

% Inhibition = 100 - [{Abs Test Solution - Abs Prod-
uct Solution)] / Abs Test Control].100

2.3.2. Inhibition of hemolytic effect on red blood
cells "HRBC Method™

Betalain effect on HRBC hemolysis was performed
using human blood (6 mL), collected contentedly
from healthy volunteers without steroidal treat-
ment during the last two weeks preceding the ex-
periment, and centrifuged at 3000xg/Smin. The cell
pellet was washed with egqual volume of normal
saline (pH 7.4). The centrifugation/washing cycle
was repeated several times until a clear superna-
tant was obtained. A 10% (V/V) human red blood
cells suspension was prepared with normal saline
and used immediately. A volume (1mL) of betalain
extract or diclofenac sodium as a standard at differ-
ent concentrations (17.75, 31.25, &2.5, 125 and
250pg/mL) was added to 2 mL of 0.25% (W) hy-
posaline solution and 0.5 mL of 10% erythrocyte
suspension. The resulting mixtures were incubated
at 56°C for 30 min, then cooled for 20 min and cen-
trifuged 5 min at 3000 rpm. The absorbance of the
recovered supernatant was measured at 560 nm.
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The formula of Oyedapo and Famurewa (1995) was
used to calculate the membrane stabilization:

% Membrane stability = 100 - [(Abs of test drug -
Abs of drug control) / Abs of blood control]

2.4. Anticoagulant activity

The anticoagulant activity of betalain extract was
run according to the method of Athukorala et al.
(2007).

The blood samples contentedly collected from
healthy donors without history of thrombosis or
bleeding were mixed with 3.8% [W/V) sodium cit-
rate in a velume ratio of 91 and centrifuged at
2400xg/20 min. The normal pooled plasma was
stored at -60 °C wuntil use. The Activated partal
thromboplastin time (APTT) and the prothrombin
time (PT) assays consisted of mixing 90pL of plasma
with 10 pl of different concentrations of betalain
extract (31.25, 62.5, 125 and 250 pg/mL) and
heating at 37°C for 1 and 10 min, respectively.
Then, 100 pL of APTT reagent were added to the
first previous mixture and incubated at 37°C for 5
min. The APTT was saved after activation of coagu-
lation by 100 pL of CaCly (0.025M), considering the
0.9% MaCl solution and heparin as negative and
positive controls. The PT assay was achieved after
clotting induction using 200 pl of pre-incubated (37
*C for 10 min) PT reagent. The PT was recorded tak-
ing into account the same negative and positive
controls.

2.5, Statistical analysis

Results were expressed as means + 50 of three de-
terminations and statistical analysis was done using
one-way ANOVA with student’s t-test. Differences
among means were considered as significant by
Tukey's test at p <0.05.

3. Results and discussion
3.1. Betalain extraction

The extraction yield of betalains is low (0.04%) and
the total betalain content in Algerian nopals was
48.13+2 2 mg/100g DW (Table 1). The presence of
betalains in Opuntia ssp cladodes was also reported
by de De Wit et al. (2019) who pointed out the de-
pendence of the level of these pigments, which
vary from 5.4 to 77.4mg/kg fresh weight (FW), and
the cultivars. The predominance of betacyanins
owver indicaxanthins in betalain extract of the Algeri-
an nopals found herein (table 1) was also observed
by De Wit et al. (2019) for the South African clad-

Betalains DPPH
Betacya- Betaxan- {15
nins thims h,_lg,"mL]
Content Betalains
{mgf100g |25.6421.42 | 22.45:0.78 104.89
DW]
- Total 45.13+2.2 Ascorbic
Yield (%) D.04% acid 10222

Table 1: Extraction yield of betalains from Algerian nopals and
their DPPH scavenging expressed as IC50 compared to ascor-
bic acid. DW: dry weight. The content of betalainss is the
mean +50 of three measurements.

odes. The yield of betalains extraction is proportion-
al not only to the cultivars, but also to the tech-
nique used and its parameters (Sanchez-Gonzalez
et al., 2013; De Wit et al., 2019). According to these
researchers, the betacyanins/betaxanthins ratios in
the Opuntia parts were related to the cultivars and
will be expressed in their apparent colors.

3.2. Antioxidant activity

In the present work, antioxidant activity of betalain
extract evaluated with DPPH scavenging ability re-
vealed an IC50 (104.89 pg/mL) similar to that of
ascorbic acid (102.99 pg/mL). This antiradical activi-
ty displayed a dose-dependent effect. Beside the
dose-dependent effect of betalains toward the
DPPH scavenging, the structure-activity relationship
was also confirmed given that the intrinsic bioactiv-
ity of betalains basic structural unit or betalamic
acid, could be enhanced by the connection with an
aromatic ring and the presence of hydroxyl groups
(Gandia-Herrero et al., 2010; Gandia-Herrero et al.,
2016). In addition, betalamic acid shows a pKa of
6.8 linked to its nucleophilic capacity, and indicates
the existence of relevant deprotonation equilibri-
um responsible of a pH- dependence of betalains
antiradical activity (Gandia-Herrero et al_, 2012).

Belhadj Slimen et al. (2017) reported a higher radi-
cal scavenging activity of different betalain extracts
(EC50 ranging from 3.35 to 8.35 pM) than those of
standards such as ascorbic acid (13.93 puM) and fer-
ulic acid (19.35 pM). Besides, the free betalamic
acid resulting from the breakup of betalains by oxi-
dation may form de novo betalains by condensa-
tion with cyclo-DOPA (3,4-dihydroxyphénylalanine)
or amino acids (Belhadj Slimen et al.,, 2017). The
comparison of the radical scavenging effect of the
two typical representatives of betaxanthins and
betacyanins in Opuntia: indicaxanthin and betanin,
has shown a better activity for betanin (Butera et
al., 2002). The antioxidant activity of betaxanthins
depends on the number of hydroxy and imino
groups, whereas it is increased by acylation and
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decreased by glycosylation for betacyanins (Belhadj
Slimen et al., 2017).

The ferric reducing antioxidant power (FRAP) of
betalains is reported in figure 24 and display a
higher but non-significant (p <0.05] dose-
dependent levels compared to that of ascorbic ac-
id. The maximum registered FRAP level at 250 pg/
mL of betalains and ascorbic acid was about 0.901
+ 0.065 and 0.818 £ 0.02, respectively. Zenteno-
Ramirez et al. (2018) have reported a correlation
coefficient of around 0.9111 between the high level
of FRAP of prickly pear juice (118790 + 16262
pMeq.FeS04/g dry weight) and its betalain con-
tent.

The betalain's strong reduction power is closely
linked to their electron donation ability variable
according to their chemical structures, and deter-
mined via the bond dissociation energy and the
ionization potential of the molecule (Belhadj Slimen
et al., 2017). Thus, betalamic acid can reduce two
ions of Fe® to Fe?* and therefore may donate two
electrons to a free radical (Gandia-Herrero et al.,
2012). Likewise, the weak reduction potential of
betanin and indicaxanthin (0.4 and 0.6V, respec-
tively) indicate their ease of electrons donation
(Butera et al., 2002). Belhadj Slimen et al. (2017)
correlated the high capacity of betalains in stabili-
zation of free radicals to their interesting electrons
donation. Even, they denote the advantage of beta-
cyanins regarding betacaxanthins in term of reduc-
tion potential.

The inhibition of linoleic acid oxidation through the
use of betalains avoids the discoloration of B-
carotene, and seems very useful as a mimetic mod-
el of lipid peroxidation in bioclogical membranes
(Ferreira et al., 2006). The betalain extract inhibited
significantly (p <0.05) the B-carotene bleaching as a
consequence of its ant-lipoxidaton effect
(fig.2B).This positive effect had a concentration-
dependent kinetic (37.65, 55.28, 61.91and 64.88%),
and was not significantly {p <0.05) higher than that
of ascorbic acid [63.04% inhibition with 250 pg/mL
of ascorbic acid). Similar results were obtained by
Reddy et al. (2005) who reported 71% lipid peroxi-
dation inhibition with 100pg/mL of Betalain. The
ability of betalains to stop the oxidation of linoleic
acid could be related to the potent free radical
scavenging and reducing activities confirmed in the
present study. In the same way, Belhadj Slimen et
al. (2017) have suggested that the ability of betacy-
anins to inhibit the linoleic acid peroxidation and
the oxidation of LOL is related to their antioxidant
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Figure 2: Antioxidant activity of betalains from Algerian no-
pals compared to ascorbic acid expressed as (A) Reducing
power (FRAP) and [B) Kinetics of B-carotene bleaching (The
results represent the mean £50 of three determinations).

and antiradical efficiencies.

Furthermore, the limitation of lipid peroxidation in
this study was analogue to the findings of Tesoriere
et al. (2003; 2004a; b) who supggested that small
amounts of betalains, and despite their hydrophilic-
ity, might bond to human low-density lipoproteins
(LOL) and increased their resistance to oxidation
injury in vitro and in vivo, proportionally to the in-
corporated quantities. Also, the low reduction po-
tentials of some betalains allow them to reduce
lipoperoxyl and alkoxyl radicals, and become stable
oxidized forms which are incapable to recapture
electrons in order to be oxidants again. These pig-
ments are considered as cationized maolecules
showing affinity for membrane moieties, where
they may provide the oxygen-centered radicals
scavenging function (Kanner et al., 2001, Butera et
al.,, 2002). Even less in reducing potentiel, in-
dicaxanthin exhibited a highest preservation trend
in all models of lipid oxidation than betanin (Butera
et al., 2002). Thus, it leads to predict an easier
reaching of lipid interface by indicaxanthin due to a
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higher lipophilicity, and present it according to
Butera et al. (2002) as an advantageous compound
in interactions with biclogical moieties.

3.3. Anti-inflammatory activity

The protein denaturing process implicates their
conformational change coupled to the loss of the
tridimensional structure and therefore of functions.
It leads to the onset of inflammation pathways like
arthritis through the formation of auto-antigens in
vivo (Alam et al., 2015). Evaluation of ant-
inflammatory property of betalains extract trough
the inhibition of B5A denaturation have shown a
dose-dependent effect reaching a maximum of
95.51 # 2.16% at a concentration of 250pg/mL
(fig.3A). Inhibition of BSA denaturation with the
standard drug, diclofenac sodium, at a concentra-
tion of 250 pg/mL was slightly lower (84.22 #*
2.38%) and also dose-dependent. In a similar study,
Winkler et al. (2005) observed that degradation of
tryptophan and production of neopterin (a bi-
omarker of cellular immunity) was inhibited with a
rich-betalains extract in a dose —dependent way.

Moreover, the stopping of protein denaturation
presents another functional mechanism of com-
mon non-steroidal anti-inflammatory drugs addi-
tionally to the inhibition of synthesis of prostaglan-
dins (Sangeetha et al., 2011). We can qualify the
nopals betalains, in conformity with their water-
solubility and relevant antioxidant and antiradical
activity, as stabilizers of BSA bonds and thus struc-
ture against thermic perturbation and oxidants.
The inflammatory reaction and the redox status
depend on each other and can be mutually in-
volved (Gentile et al., 2004; Gandia Herrero et al.,
201.).

Protective effect of betalains extracted from Algeri-
an Opuntia nopals on HRBEC membrane stabilization
in comparison with the standard, diclofenac, is il-
lustrated with the figure 3B. This effect was dosze-
dependent and the HRBC membrane stabilization
rate reached a maximum of 66.79 + 1.09% with 250
mg/mL betalains extract; while that of the standard
does not exceed 48.97+2.73% with 250mg/mL di-
clofenac sodium. The difference between betalains
and diclofenac effects becomes significant (p<0.05)
once the concentration reached 82.5pg/mL. Teso-
riere et al. (2005) have linked betalains incorpora-
tion by HRBC and the resistance of erythrocytes to
hemolysis. The immunosuppressive and anti-
inflammatory activities of betalains were also con-
firmed by Gandia Herrero et al. (2016).
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Figure 3: Anti-inflammatory effect of betalains from Algerian
nopals and Diclofenac sodium against (A) Bovin serum albu-
miin denaturation and (B} Human erythrocytes hemaolysis (The
results represent the mean 50 of three determinations).

The hemolytic effect of betalains recorded in the
present experiment was also noted in many works
cited in the study of Azeredo (2009), where their
protective effect on red cells was related to the
inhibition of lipid peroxidation and heme decompo-
siion. To explain the anti-hemolytic reaction of
betalains, two modes of intervention were suggest-
ed: i an internal mode involves an osmolytic func-
tion of incorporated betalains stabilizing the integ-
rity of cells in a swelling state; in where the efflux
of betalains, described as osmolytes by Sanjay et al.
(2013), transports water with it and restore the
normal cell volume; and ii an external mode in-
volves the binding to cells membranes and uphold
of their structure and functions, in example of the
protein folding of transporters and so their carrier
ability, beside the preservation of intactness of
phospholipids acting even on the flexibility and re-
sistance of membrane.

Regarding their structural sameness with lyso-
somes, the stabilization of human erythrocytes
membranes against thermal hypotonic hemolysis,
may indicate a limitation in the leakage of hydro-
Iytic enzymes causing oxidative stress increase and
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Figure 4: Anmticoagulant activity of betalains from Algerian
nopals and heparin on (A) Prothrombin time (PT) and (B} Acti-
vated partial thromboplastin time [APTT).

The results represemnt the mean £5D of three determinations.

tissues breakdown, and block thereafter this in-
flammatory pathway (Dragan et al., 2016).

3.4. Anticoagulation activity

The prolengation of APTT and PT indicates a posi-
tive effect of tested molecules on the intrinsic and
extrinsic pathways of coagulation, respectively (Ku
and Bae, 2014). The result of the nopal's betalains
effect on the Activated Partial Thromboplastin time
{(APTT) and the Prothrombin Time (PT) is reported
at figure 4. There was non-significant prolongation
of PT (13.4 £ 1.78s) comparatively to the baseline
coagulation time (12.13+1.45s). Heparin showed
the highest PT in a significant way (138.64s+8.27)
(fig.4A). Meanwhile, betalains decreased the APTT
to 27.3% 3.114s as minimum instead of extending it
in comparison with the control time (30.1:3.88 s).
The heparin duplicated the APTT control to 627.98
+13.21s in a concentration-dependent way (fig.48).
Heparin is a sulphated polysaccharide recognized
to inhibit the thrombin formation by inactivating
the activated factor X (Mohd Nor et al., 2019).

Owerall, betalains in this study have no anticoagu-

lant activity. A slight interference of betalains with
the protein integrity of extrinsic clotting factors
(tissue factors), particularly with factor VIl reported
by Hall and Guyton (2011), could explain the weak
modulation of the exogenous pathway and there-
after the Prothrombin Time (PT). The acceleration
of Activated partial thromboplastin time (APTT) in
betalains case could be clarified by a stimulation of
endogenous factors (contact factors) or intensifica-
tion of thrombin—fibrinogen reaction. The latter
was recorded for several phyto-molecules (Omara
et al., 2019). To be effective as anticoagulant, beta-
lains should inhibit or decrease the production and
the activity of coagulation factors such those rec-
orded by Omara et al. (2019); tissue factors, throm-
bin, vitamin K-epoxide reductase and recently Fac-
tor X. According to these authors, the solubility and
the presence of polysaccharides are fundamental
to exhibit an anticlotting action. The lack of poly-
saccharides in the biochemical structure of beta-
lains might be a reason of the absence of anticoag-
ulant activity.

4. Conclusion

The present experiment highlighted the bioclogical
properties of betalains extracted from nopals of
Algerian inermis Opuntio ficus indica which have
exhibited a potent scavenging activity and reducing
power as conseguence of their electron donating.
These properties ensured usefully the protection of
lipids and proteins, as well as of erythrocytes
against hemolysis. Such results suggest that the
Algerian nopals could be considered as potential
functional food with promising antioxidant and anti
-inflammatory properties.
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