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Introduction

Introduction

Depuis des milliers d'années, I'humanité a utilisé diverses ressources trouvées dans
son environnement afin de traiter et soigner toutes sortes des maladies (Athamena,
2009).En effet, la recherche médicale moderne redécouvre avec un intérét grandissant la
plante et ses propriétés. Elle étudie les molécules actives qui la composent et lui permettent
de lutter efficacement contre quelques-unes des affections les plus graves (Schweizer,
1997 ; Lee et al., 2002).

Tous les étres vivants ont un métabolisme primaire qui fournit des molécules de base
(acide nucléique, lipides, protéines, acides aminées et glucide) ; en plus, les plantes
produisent, un grand nombre de composés appelés métabolites secondaires. Ces dernieres
sont responsables des vertus thérapeutiques des plantes médicinales et aromatiques
(Mohammedi, 2013).

Les antioxydants naturels ont fait 1’objet de nombreuses recherches scientifiques
concernant leurs propriétés biologiques a 1’égard du stress oxydatif responsable du
vieillissement et du déclenchement ainsi que la progression de plusieurs pathologies
(cancer, diabéete, athérosclérose, accidents cardiovasculaires, ostéoporose, maladies

inflammatoires, et les maladies neurodégénératives) (DeMarchietal., 2013; Jones,2013).

Le figuier de barbarie, connue sous le nom botanique Opuntia ficus-indica, est une
plante originaire des régions arides et semi-arides du Mexique. Elle a été introduite en
Afrique de Nord vers le 16eme siécle. Son fruit, la figue, est trés rafraichissant et nutritif. I
est riche en vitamine C et contient de I'albumine, du sucre incristallisable et du mucilage
(substance végétale de nature visqueuse, coagulable en gelée par 1’alcool) (Bouzoubad et

al., 2014).

Malgré son abondance particuliérement dans la région de la Kabylie, la figue de
barbarie suscite peu d'intéréts; elle n'est pas valorisée et sa consommation reste saisonniére.
Les graines le sont encore moins puisque jusqu’a présent elles sont considérées comme un
déchet et donc jetées. Et pourtant leur importance ne cesse de prendre de I’ampleur dans
d’autres pays comme le Mexique, 1’Argentine, I’Espagne...et méme dans les pays voisins
(Maroc et Tunisie). La richesse de leur huile en matiéres insaponifiables et acides gras

essentielles ont en fait un bon atout pour son exploitation en cosmétologie et sa
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consommation comme huile de table (Habibi, 2004; Habibi et al., 2005). Par ailleurs, les
graines renferment divers composés phytochimiques tels que les métabolites secondaires
(polyphénols, flavonoides et tannins) qui pourrait justifier leur exploitation industrielle
comme antioxydant naturel (EI Kossori et al., 1998 ; Cardador-Martinez et al., 2011).
En outre, les graines sont caractérisées par leur richesse en xylanes qui est doué
d’applications trés diverses, pouvant aller de 1’industrie plastique, de la papeterie a des
applications médicales. Les dérives alkyles amphiphiles de xylanes possedent des
propriétés émulsifiantes excellentes, et sont largement utilisés dans le domaine
agroalimentaire (Habibi, 2004).

Peu d’études ont été rapportées par la littérature sur cette composition phénolique
ainsi que sur son activité antioxydante. En Algérie, trés peu d’information existe sur, que
ce soit, le fruit ou la graine. La présente étude s'inscrit dans le cadre de la valorisation des

graines d’une variété locale de figue barbarie selon la méthodologie suivante:

> préparation des extraits acétoniques des graines de figue barbarie a en utilisant
un micro-onde.

> Evaluation de la teneur en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins
condensés.

» Evaluation de l'activité antioxydante des extraits acétoniques des graines de
figue barbarie par les tests de : DPPH, pouvoir réducteur, le test de piégeage de

peroxyde d'hydrogene et blanchissement de p-carotene.
Pour cette raison, notre travail sera présenté comme suit:

¢+ Une introduction générale.

% Deux volets: I’'un présente I’extraction, le matériel et les méthodes avec leurs
principes des dosages colorimétriques (des polyphénols totaux, des flavonoides et
les tannins condensés) et des activités antioxydantes (DPPH, pouvoir réducteur, le
test de piégeage de peroxyde d'hydrogene et blanchissement de B-caroténe); 1’autre
consacre a la présentation et la discussion des résultats obtenus.

¢ Enfin, une conclusion et perspectives.
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Matériel et méthodes

I. Matériel et méthodes

Le travail expérimental de ce mémoire a éte effectué et réalisé au niveau de
laboratoire pédagogique (T3) & la faculté des sciences de la nature, de la vie et des sciences
de la terre et de I’univers (FSNV-STU), de I'université de Mohamed EI Bachir EI Ibrahimi
de Bordj Bou Arreridj - Algérie, durant la période comprise entre Mars et Mai de I’année
2022. L’objectif de 1’étude est consiste a évaluer la caractérisation quantitative des dosages
spectrophotométrique tels que : les polyphénols et les flavonoides, les tannins condensés
ainsi que Dl’activité antioxydante tels que : test de piégeage du radical DPPH, Dosage du
pouvoir réducteur« FRAP », test de piégeage du peroxyde d’hydrogéne et blanchissement

de B-caroténe de I’extrait des graines de figue de barbarie.

I.1. Matériel
1.1.1. Matériel végétales
1.1.1.1. Récolte de la plante
La plante Opuntia ficus indica utilisées dans cette étude a été récoltée a EL Hamra,
wilaya de Bordj Bou Arreridj (Algérie) vers la fin de mois d'ao(t 2020.

1.1.1.2. Préparation des échantillons

Ces fruits ont été débarrassés de leurs épines, lavés, pelés puis malaxés avec un
mélangeur électrique (SEB 500 Watt), les graines ont été ensuite séparées de la pulpe puis
rincées. Une fois séchées, les graines ont été broyées puis tamisées (200 um). La poudre
obtenue a été conservée dans des bocaux a I’abri de la lumiére et de I’humidité jusqu'a

l'utilisation.

> Préparation des extraits
La méthode utilisée a été une extraction solide- liquide, avec un micro-onde.
Une quantité de 0,5 g de poudre des graines de figue barbarie a été placée dans une fiole de
fond de 250ml contenant 20ml d'acétone de concentration 60% avec 1’eau distillée, la
suspension a été extraite a puissance de 700 W, pendant 170 secondes dans le micro-onde.
Les extraits ont été séparés par centrifugation a 3000 T/min, a température 10 °C pendant

15 minutes et stockés a 4 °C jusqu'a l'utilisation (Figure 01).



Matériel et méthodes

0,5 g de poudre de graines de figue de barbarie + 20 ml
d’acétone 60%

Micro-onde
-Puissance (700 W)
-Le temps (170 s)

Centrifugeuse
-3000 tours/min

-Température 10°C

-Temps (15 min)

Conservation d’extraits

(4°C)

Figure 01: Diagramme représentant le protocole d’extraction des composés phénoliques

1.1.2. Matériel de laboratoire

Les réactifs et les appareils utilisés dans cette étude sont mentionnés dans
(Annexe01).

1.2. Méthodes
1.2.1.Dosages des substances bioactives
1.2.1.1. Dosage des polyphénols totaux
a. Méthode de dosage
La détermination de la teneur en composés phénoliques a été estimée selon la
méthode de (Ghasemzadeh et al.,2010); en effet, dans des tubes & hémolyse, 200 pl
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d’extrait (préparé dans 1’eau distillée avec dilution 1/4) est ajouté a 750 pl de réactif de
Folin-Ciocalteu10%, et 400 pl de carbonate de sodium Na,COj3 (7,5%) ont été additionnés.
L’absorbance a été mesurée a 720 nm apres 15 min d’incubation a I’obscurité, contre un

blanc. Le test est réalisé en trois fois.

La teneur en composes phénoliques est déterminée en se référant a la courbe
d’étalonnage réalisée avec I’acide gallique (Annexe02, figurel). Les résultats sont
exprimés en mg équivalent d’acide gallique par 100 g de matiere seche (mg EAG/100g
MS).

b. Principe
Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange
d'acide phosphotungstique (H3sPW1,04) et d'acide phosphomolybdique (H3PMo012040). |l
est réduit lors de I'oxydation des phénols, en un mélange d'oxydes bleu de tungstene et de
molybdéne (Ribéreau, 1968). La coloration produite, dont I'absorption maximum a
environ 760-765 nm est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les

extraits végétaux (Boizot& Charpentier, 2006).

1.2.1.2. Dosage des flavonoides
a. Méthode de dosage
La détermination de la teneur en flavonoide d’extrait a été effectuée en suivant la
méthode de Trichlorure d’aluminium AICI3 (Djeridane et al., 2006). En effet, dans des
tubes & hémolyse, Iml de chlorure d’aluminium AICl3 (& 2% dans le méthanol pur) est
ajouté a 1 ml de I’extrait. Le mélangea été vigoureusement agité, est incubé pendant 10

minutes et 1’absorbance est ensuite lue a 430 nm.

La teneur en flavonoides dans les extraits a été calculée en mg équivalent de
quercétine/100g de matiere seche (mg EQ/100g MS) par référence a une courbe

d’¢étalonnage établie avec la quercétine (Annexe03, figure2).

b. Principe
Le chlorure d’aluminium (AICl3) forme un complexe trés stable avec les
groupements hydroxydes (OH) des phénols. Ce complexe jaune absorbe la lumiére visible

a une longueur d’onde égale a 430 nm (Chia-chi et al., 2002).
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1.2.1.3. Dosage des tannins condensés : Proanthocyanidines
a. Méthode de dosage
Cette méthode de détermination du taux des proanthocyanidines a été proposée par
(Porter et al.,1986). La méthode est basée sur le mélange butanol / HCI. 400 ul d’extrait
ont été mélangés avec 2 ml d'une solution d’acide de sulfate ferreux (7,7 mg de sulfate
d'ammonium ferrique: Fe,(SO,)3 dissous dans 50 ml de (n-butanol; Hcl (3v ; 2v)). Apres
incubation a 95 °C pendant 15 minutes, I'absorbance a été mesurée a 530 nm. Le test est

réalisé en trois fois.

Le calcul de la concentration en proanthocyanidines permet d’obtenir des résultats

qui sont exprimés selon I’équation suivante:

CT=AxPMx1000/gxL
Ou:
CT: la concentration de tanins en mg/I.
A: absorbance enregistrée a 530nm.
PM: la masse molaire de cyanidine (449,2 g/mol).

€: le coefficient d'extinction moléculaire (26900l/mol/cm).

L: Longueur de la cellule mesuré en cm(2).

Les résultats sont exprimés en mg équivalent de cyanidine -3-glucoside / 100g de
matiére seche (mg EC/100g MS).

b. Principe
Les tannins condensés ont été dosés suivant la méthode du Butanol-Hcl, développée
par (Igbal et al.,2011); elle est basée sur la réaction de dépolymérisation des tanins
condenses en milieu acide. Cette reaction conduit a la libération des anthocyanidines

(molécules colorees) correspondants aux monomeres clivés.

1.2. 2. Activités antioxydantes
1.2. 2.1. Le test de piégeage du radical DPPH
a. Méthode de dosage
L’activité anti radicalaire a été évaluée selon la méthode décrite par (BrandWilliams
et al.,1995). Un volume de 200 ul d'extrait (préparé dans 1’eau distillée avec dilution 1/8)

est ajouté a 1 ml de solution méthanolique de DPPH, le mélange a été vigoureusement
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agite. L'absorbance est mesurée & 515 nm aprés 30 min d’incubation a température

ambiante et a 1’obscurité. Tous les essais ont été effectués en triple exemplaires.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique /100g de matiére

seche (mg EA/100g MS) en se référant a une courbe d’étalonnage (Annexe04, figure3).
Le pourcentage de I’activité antiradicalaire est calculé selon 1’équation suivante:

Activité antiradicalaire (%) = [(Ac - At)/ Ac] x100
ou
Ac : absorbance du controle.
At : Absorbance du test.

b. Principe
Le test DPPH (diphenylpicrylhydrazyl) est une méthode largement utilisée dans

I’analyse de I’activité antioxydante.

En effet, le DPPH se caractérise par sa capacité a produire des radicaux libres
stables. Cette stabilité est due a la délocalisation des électrons libres au sein de la molécule.
La présence de ces radicaux DPPH" donne lieu a une coloration violette foncée de la
solution. La réduction des radicaux DPPH’ par un agent antioxydant entraine une
décoloration de la solution (Molyneux, 2004). Le changement de couleur peut étre suivie
par spectrophotométrie a 517nm et de cette fagon le potentiel antioxydant d'une substance
ou un extrait de plante peut étre déterminée (Popovici et al., 2010 ; Molyneux, 2004);
(Figure 02).

Q o, O,
N=N NO, + | Antioxvdant | N=N NO, + | Antioxydant |- 0°
B )

NO, NO,

DPPH DPPHH

(violet) (jaune)

Figure 02:Réaction du test DPPH (2.2 Diphenyl 1 picrylhydrazyl)
(Liang et Kitts, 2014).



1.2. 2.2. Pouvoir réducteur « FRAP »
a. Méthode de dosage
Le protocole utilisé au laboratoire est basé sur celui décrit par (Oyaizu, 1986). Dans
des tubes a essai en verre contenant 250 ul d’extrait (préparé dans 1’eau distillée avec
dilution 1/3), ont été ajoutés 250 pl de tampon phosphate (0,2M; pH 6,6) puis 250 ul de
ferricyanure potassium (KsFe(CN)6 a 1%) dans I’cau distillée. L’ensemble est chauffé a
50°C au bain marie pendant 20 minutes. En suite 250 ul d’acide trichloracétique (TCA a
10%) ont éte ajoutés au melange avec 1 ml d’eau distillée et 200 ul de chlorure ferrique
(FeClsa 1%) fraichement préparé dans de 1’eau distillée. Un blanc est préparé dans les
mémes conditions en remplacant I'extrait par 1’acétone 60%. L'absorbance est mesurée a
700 nm. Tous les essais ont été effectués en triple exemplaires. Les résultats du pouvoir
réducteur sont exprimés en mg équivalent acide gallique par 100g de matiére seche (mg

EAA/100g MS), en se référant a une courbe d’étalonnage (Annexe05, figure4).

b. Principe

La méthode FRAP est basée sur la réduction de I’ion ferrique (Fe®*) en ion ferreux
(Fe?*). Cette méthode évalue le pouvoir réducteur des composés (Ou et al.,2001). La
présence des réducteurs (AH) dans les extraits des plantes provoque la réduction de Fe**/
complexe ferricyanide & la forme ferreux. Par conséquent, le Fe®* peut étre évalué en
mesurant et en surveillant I’augmentation de la densité de la couleur bleu cyanée dans le
milieu réactionnel a 700 nm (Chung et al., 2002). En effet, le systéme FeCls/K3Fe(CN)6
confere a la méthode la sensibilité pour la détermination «semi quantitative» des
concentrations des antioxydants, qui participent a la réaction redox (Amarowicz et al.,
2004); (Figure 03).
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Figure 03: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe
ferricyanide ferrique Fe (I11) et un antioxydant (AH)

1.2. 2.3. Test de piégeage du peroxyde d’hydrogene
a. Méthode de dosage
L’activité de piégeage du peroxyde d’hydrogene a été¢ déterminée par la méthode du
(Ruch et al.,1989). En effet, dans des tubes a hémolyse, 50 pl d’extrait est ajouté a 1 ml de
H.0, (40mM) dans du tampon phosphate et 1450 ul de solution tampon phosphate (0,1 M;
pH 7,4). Le mélange est incubé pendant 10 minutes, et I’absorbance est ensuite lue a 230
nm. Le controle positif a été¢ préparé de la méme manicére en remplagant I’extrait par
I’acétone 60%. Tous les essais ont été effectués en triple exemplaires.
L’activité de piégeage du peroxyde d’hydrogéne a été calculée selon la formule
suivante:
Activité (%) = [(Ac-At) / Ac] x100
Ou:
Ac: Absorbance de contréle.
At : Absorbance de 1’échantillon (test).

b. Principe
La capacité de I’extrait des graines de figue de barbarie a piéger le peroxyde

d’hydrogéne est mesurée (Atmani et al.,2009).

1.2. 2.4. Test de blanchissement du f-caroténe
a. Méthode de dosage
La méthode décrite par (Tepe et al., 2005 ;Kartal et al., 2007), a été employéee. Une
émulsion B-caroténe/acide linoléique a été préparée par solubilisation de 2 mg de B-
caroténe dans 1 ml de chloroforme, ensuite 25 pl de 1’acide linoléique et 200 mg de

tween40 sont additionnés. Le chloroforme est completement évaporé au rotavapeur et
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100ml d’eau distillée saturée en oxygeéne sont ajoutés, 1’émulsion résultante est
vigoureusement agitée. A 2,5 ml du mélange précédent (émulsion B-caroténe/acide
linoléique), 350 ul d’extrait a été ajouté, trois répétitions ont été effectuées. Les tubes a
essai ont été incubés en obscurité a la température du laboratoire. Deux tubes contréle ont
été aussi préparés avec la méme procédure, I’un contenant un antioxydant de référence
BHT (contrdle positif) solubilisé dans du méthanol (2 mg/ml) et I'autre sans antioxydant
(controle négatif) ou 1’échantillon est remplacé par 350 ul d’acétone 60%. La cinétique de
décoloration de I’émulsion en présence et en absence d’antioxydant est suivie a 490 nm a
des intervalles de temps réguliers pendant 48 heures. Tous les essais ont été effectués en
triple exemplaires.
L’activité antioxydante relative des extraits (AAR) est calculée selon I’équation
suivante:
AAR% = [Abs48h (échantillon)/Abs48h (BHT)] x 100

Ou:
AAR : Activité antioxydante relative.
Abs Echantillon : Absorbance de 1’échantillon aprés 48 heures.
Abs BHT : Absorbance du BHT aprés 48 heures.

b. Principe

Le test de blanchissement de B-caroténe permet d’évaluer 1’aptitude d’un échantillon
donné d’inhiber la peroxydation lipidique in vitro (Tepe et al,.2005), ou I’oxydation
d’acide linoléique génére des radicaux libres qui vont par la suite oxyder le p-caroténe
hautement insaturé, ce qui conduit a la disparition de sa couleur orangée. Cependant la
présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de I’acide
linoléique et donc prévenir 1’oxydation et le blanchissement de B-caroténe (Kulisic et
al.,2004; Sarikurkcu et al.,2008).

1.3. Analyse statistique
Chague résultat est la moyenne de 3 essais (moyenne * écart-type). Les corrélations

ont été réalisées avec le logiciel inffostat.

10



Résultats et Discussion

ST



Résultats et discussion

I1. Résultats et discussion

11.1. Dosages des substances bioactives

Il existe différents antioxydants dans les graines de figue de barbarie tels que les
flavonoides et les tanins qui représentent plus de la moitie des composés phénoliques
(Cardador-Martinez et al., 2011). Cependant, l'intérét s'est plus focalisé sur leur teneur
en huile, et peu de travaux ont été réalisés sur leurs composition et activité antioxydante ce

qui rend la comparaison difficile.

Les résultats des dosages de I'ensemble des antioxydants (composés phénoliques
totaux, flavonoides et tannins) dans les extraits de graines de figues de barbarie, déterminé

spectrophotometriquement selon plusieurs procédés, sont résumés dans le tableau suivant:

Tableau I: Teneurs en composés phénoliques totaux, flavonoides, tannins condensés des
graines de figue de barbarie

Antioxydants Teneurs
Composés phénoliques totaux (mg EAG/100g) 905,71+42,50
Flavonoides (mg EQ/100g) 50,77+0,08
Tanins condensés (mg EC/100g) 98,99+8,19

11.1.1. Les composés phénoliques totaux

Le résultat de teneur de I’extrait acétonique de graines de figue de barbarie en CPT
est présenté dans (Tableau I). La concentration est de 905,71+42,50 mg EAG/100g MS.
Ce résultat est largement supérieur a celui rapporté par (Cardador-Martinez et al,.2011),
pour la méme espéce dans les cultivars d’origine méxicaine qui sont comprises entre 337 a
460 mg EAG/100g MS. Cette différence peut étre attribuée soit aux méthodes d'extraction
ou d’analyse, nature de solvant, l'origine géographique de 1’échantillon, degré de
maturation ou aux stockages. La solubilité des composés phénoliques et gouvernée par le
type du solvant utilisé (polarité), le degré de polymérisation des polyphénols, ainsi que les
interactions des composes phénoliques avec d'autre composes de la plante et la formation
des complexes insolubles cependant il n'y a pas une procedure d'extraction uniforme ou
complémentaire satisfaisante qui extrait tous les composés phénoliques ou une classe
specifique des substances phénoliques dans le materiel végétal (Falleh et al.,2008). La
méme observation a été notée avec les teneurs des graines d'autre espéces telles que: la
tomate (16,66-31mg EAG/100g MS) (Toor et savagé, 2005).
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11.1.2. Les flavonoides

Le résultats de dosage obtenues pour les graines d'Opuntia Ficus Indica dans
(tableau 1), montre que la teneur des flavonoides est de 50,77+0,08 mg EQ/100g, ce
résultat est supérieur aux les résultats mentionnées par (Cardador-Martinez et al.,2011)

est qui sont comprises entre 46 et 50 mg ECa/100g Ms.

Comparées aux graines d'autre espéces, cette teneur obtenue dans les graines de figue
de barbarie est inférieure a celles des noyaux de la datte (41,4 mg EQ/g MS); (soit 4140
mg EQ/100g MS) (Dehghanian et al., 2017). Par contre, la teneur en flavonoides obtenue
dans les graines de figue de barbarie est supérieur a celles dans les graines de tomate
(10,33-14,65 mg ERU/100g) (Toor et savage,2005). Il est a noter que, la teneur en
flavonoides est souvent exprimée par différents standards équivalents (quercétine, rutine,
catéchine) et la nature des standards utilisés pourrait donc, en plus des facteurs cités plus

haut, influence le résultat final.

11.1.2. Les tannins condensés

La teneur en tanins des graines de figue de barbarie (Tableau 1) présente une
concentration de 98,99+8,19 mg/100g. Ce résultat est inférieur a ceux enregistrées par
(Cadador-Martinez et al.,2011) et dont l'intervalle est compris entre 137 et 205 mg
ECa/100g MS. La méme observation a été notée avec les teneurs des pépins d’autres
espéces telles que 1’orange (2,7 mg EC/g MS); (soit 270 mg EC/100g MS)
(Moulehi et al.,2012).

11.2. Potentiel antioxydant

Les antioxydants sont classés selon leur mode d’action: éliminateurs de radicaux
libres, chélateurs d’ions métalliques, piégeurs d’oxygeéne dans des systémes fermés. Les
polyphénols, présents dans les aliments ou formés au cours des procédés de transformation

sont considérés comme éliminateurs des radicaux libres (Chew et al.,2009).

La mesure du potentiel antioxydant est réalisee en déterminant les produits résultant
de I’oxydation ou en évaluant I’aptitude a piéger des radicaux de modeles réactionnels. Les
quatre types de tests que nous avons utilisés pour évaluer 1’activité antioxydante de nos
extraits de graines de figue de barbarie sont: I’activité antiradicalaire DPPH, FRAP, H,0,,

blanchissement du p-caroténe et sont résumes dans le (Tableau I1):
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Tableau I1: Les résultats des activités antioxydantes DPPH, FRAP, H,0, et
blanchissement du -caroténe des graines de figue de barbarie

Activités antioxydantes Valeurs
DPPH (mg EAG/100g) 248,40+15,06
PR (mg EAG/100g) 382,56+7,70
H,0, (%) 62,01+2,57
blanchissement du -caroténe(%) 83,87+1,76

11.2.1. Le test de piégeage du radical DPPH
Ce test n’est pas quantitatif, il permet de comparer différents extraits entre eux selon
leur capacité a piéger le radical DPPH et ainsi apprécier les variations qualitatives des

composés phénoliques.

La méthode de DPPH est basée sur la capacité des composés a agir en tant que
piégeurs de radicaux en donnant un atome d’hydrogene (Leong et al., 2009). Le résultat de
I’évaluation de 1’activité antiradicalaire d’extraits des graines de figue de barbarie est
présenté dans (Tableau I1), il montre que la concentration d’inhibition du radical DPPH
est de 248,40+£15,06 mg EAG/100g MS. Ce résultat est supérieur a celui rapporté par
(Chaalal et al.,2013) pour la méme espéce dans les cultivars d’origine algérienne
(Bousselame, Sétif, Algérie) de 3 variétés différentes:

-Variété jaune (891,38 + 6,75 ug EAA/Q); (soit 89,138 mg EAA/100g).
-Variété rouge (1123,82 + 17,15 ug EAA/Q); (soit 112,382 mg EAA/100g).
-Variété rouge-jaune (1146,99 + 6,78 ug EAA/Q); (soit 114,699 mg EAA/ 100g).

Les molécules antioxydants telles que 1’acide gallique, flavonoides et les tanins
réduisent et décolorent le DPPH en raison de leur capacité a céder I’hydrogéne. Les
polyphénols contenus dans les extraits d’Opuntia ficus indica sont probablement
responsables de I’activité antioxydante de ces extraits. Cela est en accord avec les travaux
meneés sur les extraits des graines d’Opuntia ficus indica, espece riche en composés
phénoliques qui sont responsables de nombreuses activités biologiques notamment
I’activité antioxydant et antimicrobienne (Toor et Savage,2005). Des études montrent que
I’activité antiradicalaire est corrélée avec le taux des polyphénols et des flavonoides dans
les extraits des plantes médicinales (Mariod et al., 2009). Ceci mene a suggérer que I'effet
antioxydant de différents extraits de notre plante peut étre di a un synergisme entre les

polyphénols et d’autres composants.
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11.2.2. Pouvoir reducteur « FRAP »
La capacité de donation d’électrons dans une réaction d’oxydoréduction peut étre
aussi utilisée dans la mesure de 1’activité antioxydante d’un composé. Cette capacité de

donation d’électrons est appelée pouvoir réducteur.

La réduction provoque le changement de couleur, il y a virage de la couleur jaune du
ferricyanure de potassium au bleu vert dont I’intensité dépend du pouvoir réducteur de

I’extrait (Ozsoy et al., 2008).

Le résultat de 1’évaluation de pouvoir réducteur d’extraits des graines de figue de
barbarie étudié, est présenté dans (Tableau I1), qui montre que la concentration de pouvoir
réducteur est de 382,56+7,70 mg EAG/100g MS. Ce résultat est supérieur a celui obtenus
sur les graines de la figue de barbarie moulues (variété jaune, rouge et rouge-jaune) par
(Chaalal et al., 2013) qui donnent des valeurs de 1861,55 + 17,60 ug EAA/g, 1894,27 +
16,59 ug EAA/g et 1978,16 + 13,18 pg EAA/g; (soit 186,155 mg EAA/100g, 189,427 mg
EAA/100 et 197,816 mg EAA/100g) respectivement, et dans I’intervalle aux résultats
donnés par (Chougui et al., 2013) sur les graines de figue de barbarie (32,3 mg
EAA /100g et 51,3 mg EAA /100g).

Le pouvoir réducteur d'extraits de la plante est probablement di a la présence de
groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme donneur
d’électron. Par conséquent, les antioxydants sont considérés comme des réducteurs et

inactivateurs des oxydants (Bougandoura&Bendimerad, 2012).

De nombreux auteurs et quelques études antérieures ont également montré que le
pouvoir réducteur (la capacité réductrice) d’un composé peut servir comme un indicateur
significatif de son activité antioxydante potentielle (Gulgin et al., 2005 ; Huang et al.,
2005 ; Hinneburg et al., 2006 ;Bougandoura&Bendimerad, 2012).

I1.2.3. Test de piégeage du peroxyde d’hydrogéne

Les résultats de l'activité antioxydante figurent dans (Tableau I1) expriment les
capacités de détoxification in vitro du peroxyde d'hydrogene par les extraits de graines de
figue de barbarie. Le résultat révele une activité moyenne car les extraits testés ont la
capacité de neutraliser le peroxyde d'hydrogene de 62,01+2,57%, ce résultat est inférieur a

celui enregistré par (Chaalal et al., 2013) qui indiquait que les graines broyées de figue de
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barbarie ont exercé le meilleur effet de piégeage de H,0, qui atteint 93,55 +1,32% pour les
variétés rouge, suivies par des variétés rouge-jaune 93,16+1.93% et jaune 91.87+1.25%.

I1.2.4. Test de blanchissement du f-carotene

Le resultat de ce test (Tableau I1), montre que I’activité antioxydante relative est de
83,87£1,76%. A la lumiére de la recherche bibliographique effectuée, il n’y a pas des
travaux réalisés sur cette activité de I’espéce Opuntia ficus indica. Pour cette raison, le
résultat obtenu dans cette étude a montré que 1’extrait a un pourcentage d’inhibition

important. Cela serait di a la polarité et la composition chimique de I’extrait.

Un extrait qui inhibe le blanchissement du B-carotene peut étre décrit comme un
piégeur des radicaux libres et comme un antioxydant primaire (Liyana-Pathirana et al.,
2006). Selon plusieurs auteurs, le test d’inhibition de 1’acide linoléique couplé a celui du B-
carotene, parait utilisé comme un modele mimétique de la peroxydation lipidique dans les

membranes biologiques (Ferrerai et al., 2006).

11.3.Corrélations entre les substances bioactives et les activités antioxydantes

Les corrélations entre les teneurs des antioxydants (PPT, FT, TC) et les activités
antioxydantes (DPPH, FRAP, H,0, et blanchissement du p-caroténe) des extraits de la
poudre des graines de figue de barbarie sont présentée dans (Tableau II1).

Tableau I11: Corrélations entre les substances bioactives et les activités antioxydantes

Polyphénols totaux Flavonoides Tannins
DPPH 0,99 -0,89 -0,26
PR 0,98 -0,71 0,04
H,0, -0,70 0,98 0,82
Blanchissement -0,82 1,00 0,70

La corrélation entre les teneurs en polyphénols totaux et les activités antioxydantes

des extraits de la poudre des graines de figue de barbarie est présentée dans (Tableau I11).

Les resultats obtenus révelent une corrélation positive entre les polyphenols totaux et
I’activité antiradicalaire (DPPH) des extraits de la poudre des graines de figue de barbarie.

Ceci indique que les polyphénols totaux de la poudre des graines de la figue de barbarie
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ont une capacité a piégé les radicaux libres. (Fernandez Ldpez et al., 2010), l'activité
antioxydante de la figue de Barbarie cultivée en Espagne est positivement corrélée avec les

teneurs en composés phénoliques des extraits.

En plus d’une corrélation entre les teneurs en polyphénols totaux et le pouvoir
réducteur des extraits de la poudre des graines de figue de barbarie est positive. Ces
résultats obtenus expliqués par la contribution des polyphénols totaux dans I’activité
antioxydante. Ceci indique que les extraits phénoliques de la poudre des graines de figue
de barbarie ont une bonne capacité a réduire les oxydants. (Chaalal et al., 2012), ont
trouvée également une corrélation positive entre les polyphénols totaux et le pouvoir
réducteur du fer des extraits des graines de figue de barbarie, sous différents parametres

d’extraction.

Tandis que la corrélation entre les teneurs en polyphénols totaux et H,0,,
blanchissement de B-caroténe des extraits de la poudre des graines de figue de barbarie est
négative. Ceci indique qu’une faible contribution des polyphénols totaux dans H,O, et

dans blanchissement de -carotene.

Pour les flavonoides, il y’a une corrélation négative entre leurs teneurs et le pouvoir
réducteur, DPPH des extraits de la poudre des graines de figue de barbarie. Ceci indique
qu’une faible contribution des flavonoides dans pouvoir réducteur. Alors qu’il y’a une

corrélation positive entre les flavonoides et H,O, et blanchissement de B-carotene.

En ce qui concerne les tannins, il existe une trés faible corrélation négative entre
leurs teneurs et DPPH des extraits de la poudre des graines de figue de barbarie, et il
existe une corrélation positive entre les tannins et pouvoir réducteur, H,O,, blanchissement

de B-caroténe.
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Conclusion

Conclusion

Dans un contexte général de valorisation alimentaire de la figue de barbarie, nous

sommes intéressés aux graines de ce fruit.

Plusieurs tests ont été réalisé en commengant par I’extraction des molécules
bioactives, en suite les tests de dosage, (le dosage des polyphénols totaux, les flavonoides

et proanthocyanidines), et enfin 1’évaluation de I’activité antioxydante.

Les résultats ont montré la richesse des graines d’Opuntia ficus indica en composés
bioactifs notamment les polyphénols (905,71+42,50 mg EAG/100g MS), les flavonoides
(50,77+0,08 mg EQ/ 100g MS) et les proanthocyanidines (98,99+8,19 mg EC/100g MS).
Ce qui justifie la grande importance de cette graine.

Les potentialités antioxydantes des extraits testés sont évaluées par divers
mécanismes: piégeage directe de radicaux libres par la méthode du radical libre DPPH, le
pouvoir réducteur, le test de blanchissement de B-caroténe et piégeage du peroxyde
d’hydrogene. Les résultats in vitro ont revélé des activités antioxydantes pour les extraits
des graines de figue de barbarie. Une inhibition forte de DPPH (248,40+15,06 mg
EAG/100g MS), un pouvoir réducteur important (382,56+7,70 mg EAG/100g MS). En
outre, les extraits ont manifestés un pourcentage élevé pour le test de blanchissement du -
carotene (83,87+1,76%) avec une capacité intéressante moyenne vis a vis le peroxyde
d’hydrogéne (62,01+2,57%).

Des corrélations positives et négatives ont été observées entre les différents tests
d’activités antioxydantes et les antioxydants dosés. Ceci indique que les capacités
antioxydantes révélées in vitro ont une relation directe avec le contenu en métabolites

secondaires des extraits des graines de figue de barbarie.

Les graines de figue de barbarie constituent une bonne source de composeés bioactifs,

qui suggére son usage comme aliment et substance fonctionnelle.
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Conclusion

Nos perspectives pour 1’avenir sont:
«+ Caractérisation et identification des métabolites secondaires de la graine ;
«¢+ étudier in vivo les propriétés biologiques de ces graines ;
+¢+ élargir le nombre d’échantillons en appliquant des protocoles expérimentaux plus

élaborés.
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Annexe 01: Matériel et produits de laboratoire

Produits et réactifs chimiques

Appareillages, verreries

Eau distillée-Acétone-Folin-Ciocalteu- Na,COs- | micro-onde-Etuve-Spectrometre-vortex-Balance

Acide gallique-AlCl;-Méthanol-Quercétine- de précision Micropipette-Plaque agitatrice-

Butanol-Hcl-FeSO’,-DPPH-Ferricyanure de rotavapeur-Bain-marie-Eppendof-Papier

potassium-TCA-Fecl;-KH,PO,-K,HPO,-H,0,- | Wathman-Flacon en verre-Portoir-Entonnoir-

[B-caroténe- Acide linoléique- Chloroforme- Eprouvette-pissette-tubes a essai-tubes a vises

Tween 40- BHT

Tableau 1: Les différents réactifs et appareils utilisées pour ce travail

Annexe 02: Courbe d’étalonnage utilisé pour le calcul de teneur en polyphénols totaux

1,40
1,20

=1.00

S

S 0,80

£0.60

e+]

2 0.40
0,20

0,00 &7+
0,00 0,02

0,04 0,06 0,08 0,10 0,12

Concentration d'acide gallique (mg/ml)

Figure 1: Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux

(A=720).
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Annexe 03: Courbe d’étalonnage utilisé pour le calcul de teneur en flavonoides

1,40 1
] y =30,757x i
1,20 1 R2=10,9972
£1,00 1
5 ]
20,80 1
<0,60
«C .
< 0,40 ]

0,20 1

0,00 r T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

Concentration de Quercétine (mg/ml)

Figure 2: Courbe d’étalonnage de quercétine pour le dosage des flavonoides (A=430).

Annexe 04: Courbe d’étalonnage utilisé pour le calcul 1’activité antiradicalaire

1,00
0,90 y =-39,429x + 0,8771
0.80 RZ =0,9832
€ 0,70
g 0,60
50,50
(<E
< 0,40
g 0,30
0,20
0,10

0,00 T T T T T T T T T T T T T T T
0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01

Concentration d'acide gallique (mg/ml)

Figure 3: Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le calcul de I’activité
antiradicalaire (A =515).
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Annexe 05: Courbe d’étalonnage utilisé pour le calcul du pouvoir réducteur

1,40

y = 29,852x
R?=0,9973

1,20 3

£ 1,00
S ]
£ 0,80 ]

< 0,60
T

£ 040

0,20

0,00:llllllllllllll|l|||||||||
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

Concentration d'acide gallique (mg/ml)

Figure 4: Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le calcul de I’activité réductrice

(A=700)
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Résumé

Ce travail s'inscrit dans le cadre de la valorisation des extraits des graines d'Opuntia ficus indica (OFI).
La méthode d'extraction assistée par le micro-onde a été utilisée pour I'extraction des composés phénoliques.
Le dosage de ces antioxydants (composes phénolique totaux, les flavonoides et les proanthocyanidines,) et la
détermination de leurs activités antioxydante (activité scavenger du radical DPPH, le pouvoir réducteur, le
test d'inhibition du peroxyde d'’hydrogene et le test de blanchissement du p-carotene) ont été réalisés. Les
résultats expérimentaux ont révélé que les extraits des graines d'OFI ont une teneur de 905,71+42,50 mg
EAG/100g MS, 50,77+0,08 mg EQ/100g MS et 98,99+8,19 mg EC/100g MS pour les composés phénolique
totaux, les flavonoides et les proanthocyanidines, respectivement les résultats d’activité antioxydante est de
248,40+15,06 mg EAG/100g MS pour I’activité antiradicalaire DPPH, 382,56+7,70 mg EAG/100g MS pour
le pouvoir réducteur, 62,01+2,57% pour le test d'inhibition du peroxyde d'hydrogene et 83,87+1,76% pour le
test de blanchissement du [B-caroténe. Des corrélations entre les différentes activités et les teneurs en
antioxydants ont été notées. Elles indiquent la contribution de ces composés dans I'effet obtenu. Les extraits
des graines d'OFI présentent donc un effet intéressant qu'il faudrait prendre en considération pour d’autres
éventuelles exploitations en plus de celle de I’extraction de I'huile.

Mots clés: Opuntia ficus indica, graines, antioxydants, activité antioxydante et antiradicalaire.

Abstract

This work is part of the valorization of extracts of Opuntia ficus indica (OFI) seeds. The microwave-
assisted extraction method was used for the extraction of phenolic compounds. Determination of these
antioxidants (total phenolic compounds, flavonoids and proanthocyanidins) and determination of their
antioxidant activities (scavenger activity of the radical DPPH, the reductive power, the inhibition test of
hydrogen peroxide and the bleaching test of -carotene) were carried out. The experimental results revealed
that OFI seed extracts contain 905,71+42,50 mg EAG/100g MS, 50,77 £0,08 mg EQ/100g MS and 98,99
18,19 mg EC/100g MS for total phenolic compounds, flavonoids and proanthocyanidins, respectively the
results of antioxidant activity are 248,40 +15,06mg EAG/100g MS for the antiradical activity DPPH, 382,56
+7,70 mg EAG/100g MS for the reductive power, 62,01+ 2,57% for the hydrogen peroxide inhibition test
and 83,87 +1,76% for the B-carotene bleaching test. Correlations between different activities and antioxidant
levels were noted. They indicate the contribution of these compounds to the resulting effect. Extracts from
OFI seeds therefore have an interesting effect which should be taken into account for other possible farms in
addition to oil extraction.

Keywords: Opuntia ficus indica, seeds, antioxidants, antioxidant activity and antiradicalar.




