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Introduction

Introduction générale

Les plantes peuvent étre considérées comme des bibliotheques de petites molécules de
métabolites secondaires et des composes organiques avec une diversité structurale qui,
autrement, ne pourrait pas étre disponibles dans un laboratoire de synthése chimique (Bindseil
et al., 2001 ; Koehn et Carter, 2005).

Cependant, I’ingestion de ces métabolites secondaires sous forme de polyphénols, contenus
dans les fruits et les Iégumes pourrait permettre a notre organisme de renforcer ses moyens de
défense contre les processus d’oxydation qui menacent quotidiennement nos cellules, méme si
les mécanismes mis en jeu dépassent sans doute largement la réduction directe des espéces
oxygenées réactivées par les polyphénols (Espin et al., 2007 ; Dembitsky et al., 2011). Des
avantages économiques considérables dans le développement de la médecine traditionnelle ont
été constatés (Muthu et al., 2006).

Les fruits et les légumes posseédent une importance comme matiére de nutrition, de santé et
d’économie, ce sont eux qui transportent le mieux les vitamines, les minéraux essentiels, les
fibres alimentaires, les antioxydants phénoliques, les glucosinolates et autres substances
bioactives. Ils présentent aussi un potentiel biologique élevé qui pourrait étre utilisé dans les
formulations de nutraceutiques, d'aliments fonctionnels ou industrie pharmaceutique
(Battistella Lasta, 2019). D'autre part, Les déchets de fruits sont une alternative intéressante
pour les minéraux et les antioxydants (Grigoras, Destandau, Lazar & Elfakir, 2012). Cependant,
de grandes quantités des déchets de fruits sont générées par les processus agricoles dans le
monde entier. Ces déchets sont souvent simplement jetés dans des décharges ou dans I’océan
(Kowalska 2017). Ne pas oublier, les traitements fréquents et non respectueux de
I'environnement des bio-déchets agro-industriels qui provoquent une grave pollution due a la
pollution de l'air et aux effluents résiduels et solides. Ces bio-déchets peuvent contenir des
composes phénoliques, des formes d'acides phénoliques et des flavonoides dans les plantes
spécifiqguement. Parce qu'elles constituent la classe la plus abondante de nombreux composés
phytochimiques et ont suscité un grand intérét en raison de leur avantage sanitaire et de leur

valeur économique élevée (Zalazar-Garcia, 2020).

Les déchets de fruits et légumes ont le potentiel d'étre transformés en produits comestibles et
doivent étre considérés comme une matiere premiere pouvant étre développée pour la
récupération de composants de valeur. lls peuvent étre trouvés dans l'industrie alimentaire

comme antioxydants pour éviter le brunissement et l'oxydation des lipides ou comme
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ingrédients alimentaires fonctionnels. Peuvent également étre utilisées comme source de

nourriture additifs ou compléments alimentaires (Kowalska, 2017).

Dans ce contexte, nous avons exploré le potentiel antioxydant et biopharmacologique des
extraits hydroalcooliques des déchets (écorces) des fruits largement disponibles et consommés
en Algérie ; a savoir Punica granatum L (Grenadier) et Opuntia ficus-indica L (Figuier de
Barbarie). Le présent travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation des déchets des fruits et

se fixe comme objectif sur :

- Extraction et caractérisation du profil en composés phénoliques des extraits des plantes

étudiées (phénols totaux, flavonoides et flavonols) ;

- Evaluation in vitro du potentiel antioxydant sur plusieurs modéles expérimentaux (DPPH",
ABTS™, FRAP, CUPRAC, GOR) des extraits testés ;

- Evaluation in vitro du potentiel enzymatique sur deux modé¢les expérimentaux (o amylase et

acetylcholinestérase) des extraits étudiés ;

- Evaluation in vitro du pouvoir de protection solaire vis-a-vis des rayonnements solaires UV

(Facteur de Protection Solaire ; SPF) des extraits des plantes étudiées ;

- Evaluation in vivo des effets cicatrisants des extraits testés sur deux modeles expérimentaux

(tests d’excision et de bralure) ;
Le manuscrit est organisé en deux grandes parties :

La premiere partie du manuscrit traite des donnés bibliographiques regroupant les aspects
botaniques, taxonomiques et pharmacologiques sur les espéces étudiées. Cette partie décrit
aussi les composés phénoliques, leur biosynthése, leur diversité structurale ainsi que leurs
propriétés biologiques qui sont abordés. Le principe du stress oxydant, les structures

biomoléculaires cibles ainsi que les maladies qui ont résultent sont aussi passés en revue

La deuxieme partie est organisée en deux sous parties ; la premiere sous partie présente le
matériel et les méthodes (partie expérimentale), alors que la seconde sous partie englobe les

principaux résultats obtenus et leur discussion.

Le manuscrit comprend aussi une conclusion générale suivie des références bibliographiques
situées en fin de ce manuscrit, en tirant les principaux résultats obtenus. Ces derniers pourraient
stimuler d’autres travaux de recherche dans le sens de servir et de valoriser le patrimoine

national dans le domaine des déchets des fruits a large consommation.
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Chapitre I : Synthése bibliographique sur les plantes étudiées
1/ La grenade (Punica granatum L.) ¢l

1.1/ Description botanique

Punica granatum L. appartenant a la famille Lytraceae est plus communément appelé grenade.
Le nom de genre, Punica, est dérivé du nom romain de Carthage. Le mot grenade signifie
pomme « pomum » et ensemencé « granatus » (Jurenka, 2008). Le fruit du grenadier est un
balauste, baie complexe (Chakass et al., 2007). Elle mesure entre 6 et 12 cm de large alors que
le poids varie entre 200 et 650 grammes (Holland et al., 2009). Le péricarpe du fruit est une
coque épaisse, de consistance dure, de saveur ameére et astringente qui varie selon les cultivars
poussant dans différentes régions du monde. Il est tres coloré, généralement de teinte brun-
rougeatre (Chakass et al., 2007). Le fruit contient de nombreuses graines séparées par un
péricarpe membraneux blanc. Le grenadier est considéré comme une espéce monoique et
développe (sur le méme arbre) deux sortes de fleurs : des fleurs males (stérile) en « cloche », et
des fleurs hermaphrodites (fertile) en forme de « vase » (Derin et Eti, 2001). La dominance
revient généralement aux fleurs males avec un taux de 60 a70 % (Oukabli, 2004). C’est une
baie renfermant de nombreuses graines recouvertes de pulpe rouge acidulée et sucrée, constitue

la partie comestible de la Grenade (Iserin, 2001 ; Fabre et Ermosilla, 2008).

Y~ e
Figure 1 : Présentation de Punica granatum L.
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1.2/ Systématique botanique

Le grenadier est un arbre fruitier appartenant a la famille des Punicacées qui comprend trois
espéces différentes, Punica protopunica, Punica nana et Punica granatum, espéce la plus
commune. Le nom du genre, Punica, a été I’appellation romaine de la ville de Carthage ou
poussaient les meilleurs grenadiers (Jurenka, 2008).

Au 19éme siecle le pere de taxonomie Carl Von Linnee introduit et décrit dans sa classification
le grenadier. Cependant la famille des Punicacées n’existe plus. Lors une nouvelle classification
qui a été crée en 1998 par un groupe de chercheurs botanistes, en se basant sur les critéres
moléculaires notamment a I’ADN (classification phylogénétique), le grenadier appartient alors
a la famille des Lythracées, comportant 30 genres et 600 especes (Tableau I) (Spichiger et al.,
2004).

Tableau | : Classification botanique de Punica granatum L. (Spichigeret al., 2004)

Embranchement Angiospermes
Sous-embranchement Dicotylédones vraies
Classe Rosidées
Ordre Myrtales
Famille Punicaceae
Genre Punica
Espéce Punica granatum L.

1.3/ Origine et distribution géographique

Le grenadier (Punica granatum L.) est originaire du moyen orient, il s’est propagé a travers la
mer méditerranéenne, vers I’extréme orient en Chine et en Inde et dans le nouveau monde en
Californie et Mexique (Lansky et Newman, 2007). Ainsi, on le trouve fréquemment en
Afghanistan, Turquie, Transcaucasie et en Inde. Il est aussi beaucoup cultivé dans le bassin
méditerranéen : Espagne, Italie, Grece, Algérie, Tunisie et Maroc. On le rencontre déja plus
rarement dans le midi de la France, au Portugal, en Bulgarie et en Crimée. De méme en

Ameérique, la culture du grenadier reste trés sporadique (Wald, 2009).
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En Algérie, il existe de nombreuses variétés de grenades, de qualités tres différentes. Quatorze
variétés sont actuellement autorisées a la production et & la commercialisation par 1’Etat.
Plusieurs sortes de grenadier sont signalées surtout dans le nord d’Algérie qui est caractérisée
par le climat subhumide ; dans les petits jardins en Kabylie, le plaine de Mitidja (Chelif, Tipaza,
Blida, Ain Defla) et on le trouve aussi au sud du pays (Ouargla, Adrar...etc.) (Kaci Meziane et
al., 2015).

1.4/ Usages traditionnels et empiriques de Punica granatum

La grenade (Punica granatum L.) est connue comme un fruit dense en nutriments et riche en
substances phytochimiques (Miguel et al., 2010) présente une grande variété de bioactifs
(Ravikumar et al., 2019). Chaque partie de cette plante a des effets thérapeutiques. La fleur de
Punica granatum a été utilisée pour traiter les pharyngites et les bronchites (Khare et al., 2004 ;
Bekir et al., 2013). Diverses parties de la grenade ont été utilisées pour traiter la fiévre, la
bronchite, les infections des voies respiratoires, le paludisme, etc. (Siban et al., 2012). Les fleurs
de grenade sont utilisées dans le traitement du diabete, de I'nématurie, des hémorroides, de
I'némoptysie et la dysenterie (Mithun et al., 2012). Le péricarpe du fruit de la grenade contient
des composeés pourraient évidemment jouer un rdle majeur dans les activités antibactériennes
contre certaines bactéries intestinales et certains agents pathogénes d'origine alimentaire
(Ganeshkumar et al. 2013). L’extrait de la fleur de Punica granatum a un effet inhibiteur sur le
facteur nucléaire kappa-light-chain-enhancer des cellules B activées (NF-kB) qui est un facteur
de transcription des cytokines et des molécules d'adhésion des leucocytes (Sarker., 2012).
L'extrait d'écorce de Punica granatum peut étre un trait promoteur pour réduire I'émergence du
clone épidémique facilitant le traitement de la dysenterie, diarrhée, acidose et hémorragie
(Ganeshkumar et al., 2013).

Plusieurs études récentes sur la grenade, soulignant principalement son réle de
vasculoprotecteur attribué a la présence de tannins hydrolysables, ellagitannins et acide
ellagique réduisaient le stress oxydatif et ’agrégation plaquettaire, réduisaient I’absorption des
lipides par les macrophages (Dongdong, 2018). Révelent aussi que les grenades pourraient étre
mises en ceuvre dans le processus de soins de santé bucco-dentaire. En outre, il a été utilisé
comme thérapie réussie pour renforcer les gencives et fixer les dents laches. Auparavant,
Abdollahzadeh et ses collaborateurs (2011) rapportés dans 1’extrait d'écorces du Punica
granatum comme antibactérien puissant contre les agents pathogénes oraux comme

Streptococcus mutans et Staphylococcus aureus (Al-Obaidi et al., 2017). Les extraits de zeste
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de grenade ont ét¢é les plus efficaces pour inhiber la croissance d’un nombre de bactéries comme
Escherichia coli et Bacillus subtilis (Karthikeyan et Vidya, 2019). L’extrait du grenadier
produit un effet anti-inflammatoire potentiel en modulant la synthese de plusieurs médiateurs
et cytokines impliqués dans le processus inflammatoire tell que NO, PGE 2, d’IL- 6 IL- et TNF-
a dans des cellules RAW 264,7 (Jianjun xu, 2017). Ainsi que l'extrait aqueux des feuilles de
Punica granatum a démontré une efficacité antivirale supérieure au HHV-3 (Virus de I'herpes
humain-3) dont I'activité in vitro était comparable a celle de I'acyclovir. Comme les substances
phytochimiques foliaires ont interagi avec I'acyclovir. Les feuilles de Punica granatum, a un
mécanisme antiviral potentiel contre le HHV- 3. Les feuilles de Punica granatum, doivent donc
étre explorées plus avant pour I'isolement de substances phytochimiques antivirales actives. Les
substances phytochimiques des feuilles de Punica granatum interagissent avec le site
catalytique du HHV-3 protéase et donc ces produits phytochimiques pourraient étre développés
comme une autre cible médicamenteuse pour le traitement des infections a HHV 3 (Angamuthu
etal., 2019).

En ce qui concerne le traitement du cancer, il a été signalé que Punica granatum a un taux élevé
des activités contre le cancer (Mustafa et al., 2020). De la vessie humaine cellule T24 (Masci
et al.,2016), le cancer du col de I'utérus (Guo et a., 2016), les cellules cancéreuses de la prostate
(Dengetal., 2017), cellules de cancer du sein (Dikmen et al.,2011), de cancer du célon (Moreira
etal., 2017) et de cancer de la thyroide (Li et al.,2016). L'utilisation de cette espece fournie une
alternative phytothérapeutique pour prévenir les dommages a I'ADN et minimiser les effets
secondaires oxydatifs liés aux chimiothérapies utilisées dans le traitement du cancer
(Mahmoudieh et al., 2019). Le jus du fruit entier de Punica granatum pourrait étre utilisée

comme matrice pour la culture des probiotiques.
1.5/ Composition chimique de la grenade

Punica granatum est également utilisé dans la médecine traditionnelle contre plusieurs
maladies. Des études antérieures ont indiqué plusieurs activités biologiques de la grenade
comme anticarcinogene, antimicrobienne, antioxydante et antivirale (Malik et 2005 ; Turfan et
al., 2011). D'un point de vue chimique, les précédentes études menées sur la grenade ont montré
que ses écorces, ses fleurs et son jus contenaient différents types d'antioxydants, notamment
des anthocyanes, les catéchines et les ellagitannines (Duman et al., 2009 ; Hayrapetyan et al.,
2012). Rajoutant a cela d’autres composés tels que les alcaloides, ainsi que la présence des

sucres, des acides organiques (notamment, l'acide citrique, malique, tartrique, succinique,
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fumarique et ascorbique), des acides aminés, des stéroides et des sels minéraux tels que le
calcium, le magnésium, le phosphore, le potassium et le sodium (Douaouri, 2018). L'acide
éllagique, I'acide gallique et la punicalagine ont potentiellement inhibé la production de NO, de
PGE-2 et d'IL-6 induite par le LPS (Ben Saad, 2017). Les graines sont aussi une source riche
en lipides, qui correspondent de 12 a 20% du poids total des graines (Elfalleh et al., 2011 ;
Fernandes et al., 2015).

La grenade pourrait étre considérée comme une riche source de composés phénoliques
bioactifs. Les groupes de composés polyphénoliques dans I'écorce étudiée de la grenade
tunisienne étaient des anthocyanes et des ellagitannins (Wafa et al., 2017). Environ 50 % du
poids total du fruit est constitué par la peau, qui est également une source importante de
composés bioactifs tels que composeés phénoliques, flavonoides, ellagitannines,
proanthocyanidines et minéraux, principalement le potassium, l'azote, le calcium, le phosphore,
le magnésium et le sodium (Sreekumar et al., 2014). La fleur de Punica granatum contient au
moins six des composés efficaces distincts, notamment l'acide maslinique, le daucostérol,
I'acide ursolique, l'acide ellagique, I'éthyle I'acide carboxylate de brévifoline, et I'acide tri-O-
méthyléllagique (Bekir., 2013).
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2/ La figue de barbarie (Opuntia ficus indica L.) ¢S sddl o
2.1/ Description botanique

Le figuier de barbarie est une plante arborescente vivace et érigée de 3 a 5 m de haut, a tiges
charnues, caliciformes, apparemment aphylles. Elle possede un tronc épais et ligneux, une
organisation en articles aplatis, de forme elliptique ou ovoidale de couleur vert-mat, ayant une
longueur de 30 & 50 cm, une largeur de 15 & 30 cm et une épaisseur de 1.5 a 3 cm appelés
cladodes ou raquette. Ses cladodes assurent la fonction chlorophyllienne et sont recouvertes
d’une cuticule cireuse (la cutine) qui limite la transpiration et les protége contre les prédateurs.
Leurs méristemes produisent des épines, des glucides, des racines adventives, de nouvelles
cladodes ou des fleurs. Les épines sont blanchatres, sclérifiées, solidement implantées et
longues de 1 a 2 cm. 1l y a en effet deux variétés d’Opuntia, la variété inerme et 1’épineuse
(Halmi, 2015). L’appareil racinaire est superficiel, se concentre dans les 30 premiers
centimetres du sol, mais en revanche tres étendu (Mulas et Mulas, 2004). Les fleurs sont a
ovaire infére, avec de grandes corolles latérales jaunes, orange ou rouges. Un cladode fertile
peut porter jusqu'a une trentaine de fleurs. Ce nombre varie selon la position du cladode sur la
plante et les facteurs physiologiques (Reyes-aguero et al., 2006). Ces fleurs donnent naissance
aux fruits ; une grosse baie (100 a 150 g) ovale ou allongée et charnue, avec une pulpe juteuse,
en générale contenant de nombreuses graines (polysémique). La couleur et la forme du fruit
sont variables selon les variétés : jaune, rouge, blanche (Reyes-aguero et al., 2006). Les graines
sont dures, indigestes, mais riches en vitamines. On en obtient, apres préparation, une huile trés

recherchée et une farine nourrissante (Schweizer, 1997).

Figure 2 : Présentation d’Opuntia ficus-indica L.
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2.2/ Systématique botanique

Cette plante appartient a la famille des Cactaceae (Nharingo et Moyo, 2016), qui comprend prés
de 1500 especes dans le monde. La plante indigéne est répandue dans I’Amérique, et a été
introduite dans d'autres parties du monde telles que I’Europe et 1’Afrique (Chahdoura et al.,
2015). La tribu des Opuntieae comprend le genre Opuntia, subdivisé & son tour en quatre sous-
genres : Platyopuntia, Cylindropuntia, Tephrocactus et Brasiliopuntia. Le sous genre Platy
opuntia comprend 150 a 300 espéces, parmi lesquelles figure Opuntia ficus indica. Cette espece
est la cactée qui a la plus grande importance agronomique, tant pour les fruits comestibles que
pour les raquettes qui peuvent étre utilisees comme fourrage ou comme légumes (Dubeux et
al.,2006).

Tableau 11 : Classification botanique d’Opuntia ficus indica L.

Régne Plantae

Sous-régne Spermaphyte
Division Angiosperme

Classe Dicotylédones

Sous- classe Caryophyllale
Famille Cactaceae
Sous-famille Opuntioideae

Genre Opuntia

Espéce Opuntia ficus indica.

2.3/ Origine et distribution géographique

Le figuier de barbarie (Opuntia ficus indica) est un Cactacée originaire des régions arides et
semi-arides du Mexique, il a été introduit en Afrique du Nord vers le 16°™ siécle (El Kossori
et al., 1998 ; Araba et al., 2000 ; EI Mannoubi et al., 2008). On compte, de nos jours, 1500
especes de cactus appartenant au genre Opuntia ; et sont cultivées dans de nombreux pays,

notamment : Mexique, Etats-Unis, Chine, Afrique et ltalie ainsi que dans d'autres aires
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géographiques (El kossori et al., 1998 ; Feugang et al., 2006). Sa diffusion fut rapide dans le
bassin méditerranéen et s’y est naturalisé¢ au point de devenir un élément caractéristique du
paysage (Le Houerou, 1996 ; Erre et al., 2009). Il est par essence développé sur la partie Ouest
de la Méditerranée : Sud de I’Espagne, Portugal, et Afrique du Nord (Tunisie, Algérie et Maroc)
(Arbaet al., 2009).

En Algérie, On le trouve sur les hauteurs de Chréa, Bouarfa (wilaya de Blida), Boumerdes,
Tipaza, Tissemsilt, Chlef, Relizane, Mostaganem, Ain-Témouchent, Oran, Mascara, Sidi-bel
Abbes, Tlemcen dont la meilleure cueillette des figues de barbarie, est celle qui se réalise sur

les hauteurs des montagnes, spécialement en milieu rocailleux (Benattia., 2017).
2.4/ Usages traditionnels et empiriques d’Opuntia ficus indica

Le figuier de barbarie Opuntia ficus indica est utilisé pour lutter contre 1’érosion hydrique et
éolienne, il résiste au feu et peut étre utilisé comme obstacle a la propagation des incendies
(Araba et al., 2000). En plus le cactus est considéré comme une réserve fourragéere, et un apport
alimentaire pour les périodes de transition (automne) et lors des années de sécheresse (Habibi,
2004). Aussi, une intensification d’élevage des cochenilles sur les raquettes d’Opuntia peut étre
faite sous tunnels pour la production d’une teinte rouge (le Carmin), cette derniére est tres
demandée en industrie alimentaire, médicinale et cosmétique comme colorant ; 1’industrie
deporcelaine et bétonen tant qu'adjuvants organiques naturels pour améliorer la résistance et la
durabilité mécanique (Azizi et al., 2019). Peut également étre largement utilisé dans le
traitement des eaux usées (Belbahloul et al., 2015), dans la fabrication de shampoings
assouplissants pour cheveux, de cremes et de laits hydratants pour le visage (Araba et al., 2000).
Ses fruits se sont révélés étre de nouveaux ingrédients pour applications alimentaires en raison

de ses effets bénéfiques sur la santé et non-toxicité (Chahdoura et al., 2019).

Les polysaccharides, comme ceux de la famille des Cactaceae, ont été empiriquement utilisé
dans l'industrie alimentaire comme la nano- et micro-encapsulation des composés bioactifs et
la super-plastification (de Campo et al., 2018, Otalora et al., 2018). Dans I’industrie
pharmaceutique comme anti-ulcere, anti-inflammatoire, cytoprotecteur, hypocholestérolémiant
(Aruwa et al., 2018, Rodriguez-Gonzalez et al., 2014). Une teneur intéressante en polyphénols
réduit le risque de cancer, des maladies cardiovasculaires et des maladies neuro-dégénératives
comme 1’ Alzheimer (Feugang et Coll, 2006). De plus les fibres présentes dans la composition
du clodade d'Opuntia peuvent réduire le risque de certains types de cancer, comme le cancer du

cblon (Lanskyetel, 2008). D'autres études ont montré que les polysaccharides de cactus ont un
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effet neuroprotecteur (Chen et al., 2011), antifatigue et effet anti-inflammatoire (Schepetkin et
al., 2008 ; Valente et al., 2010). Les espéces d’Opuntia sont actuellement consommées pour
leurs propriétés nutritionnelles (les jeunes tiges appelés nopalitos) (Ruiz Pérez-Cacho et al.,
2006) et les tissus de ces cactus sont traditionnellement utilisés pour leur propriété
pharmacologique notamment pour leur potentiel anti-ulcéreux et cicatrisant (Corrales Garcia et
al., 2006).

2.5/ Composition chimique de figue de barbarie

Les recherches scientifiques ont confirme que les fruits et les cladodes de cactus peuvent étre
efficacement utilisés comme sources de nutriments et de produits phytochimiques. Toutes les
parties de la plante de cactus sont riches en composés phénoliques tels que les flavonoides et

les acides phénoliques (EI-Mostafa et al., 2014).

Les fruits sont riches en vitamines, en acides amines et en betalaines (Feugang et al., 2006). Le
jus de cladode contient une grande variété de composés antioxydants comme les polyphénols
(en particulier certains flavonoides), la vitamine C et E, B-caroténe (provitamine A), le
glutathion (EI kharrassi, 2015). La plante est composée d'acides aminés, d'acides organiques,
de phénols, de flavonoides, de fibres alimentaires (Rosa et al., 2017). Les principaux agents
réducteurs d'Opuntia ficus-indica sont l'acide ascorbique, acide gallique, glucose, fructose,
saccharose, cellulose, pectine, quérécétine (Poovathin thodiyil et al., 2003). Les graines
contiennent essentiellement d'arabinane dans I'endosperme et de D-Xylane dans leur peau
(Feugang et al., 2006). Au niveau de la graine, I'acide aminé prédominant est I'acide glutamique

suivi par la leucine, la sérine, la lysine (Lee et al., 2005).

Le fruit d'Opuntia ficus indica contient 180 a 300 mg/kg de vitamine C (Mobhammer et al.,
2006). La peau de fruit est riche en vitamine E avec des quantités allant jusqu'a 17,6 g’kg d'a-
Tocophérol (EI-Mostafa et al., 2014). La pulpe de fruit contient des éléments minéraux en
quantité relativement importantes, notamment le magnésium, le calcium et le potassium
(Stintzing et al., 2001). En effet, les acides gras polyinsaturé y-linoléique et a-inolénique sont
détectés dans les huiles de la pulpe de fruit en quantités plus élevées (Mobhammer et al., 2006).
Les figues de Barbarie sont riches en bétalaines qui sont généralement classées en deux groupes,
les bétacyanines et les bétaxanthines, en fonction de leur structure caractéristiques et propriétés
d'absorption de la lumiere. Les bétacyanines sont responsables de la couleur rouge-violet et les
bétaxanthines sont responsables du jaune-orange. Tous les bétalains sont basés sur une structure

commune, unité d'acide bétalamique, qui se condense avec divers acides aminés ou des groupes
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aminés libres ou des structures contenant de 1’indoline pour former des bétaxanthines ou
bétacyanines, respectivement (Gandia-Herrero et GarciaCarmona, 2013). Les figues de
Barbarie, possédent une forte teneur en phénols, les plus importants étant les dérivés
flavonoides. Parmi les, on cite I’isorhamnetine (Santos-Zea et al., 2011). Les figues de Barbarie
contiennent aussi des polysaccharides naturels (mucilage), des protéines et des acides
phénoliques notamment les acides hydroxybenzoiques, piscidiques et caféiques, ainsi que des
dérivés d'acide férulique et piscidique qui ont éte identifiés dans le jus du fruit de figue de
barbarie (Stintzing et al., 2015 ; Mata et al., 2016). L’huile de cette espéce est une huile fluide,
relativement inodore et de couleur qui varie d’une variété¢ a I’autre, allant de jaune claire a
verdatre avec un rendement d’extraction relativement important (7.81 a 10.45 %) (El hachimi
et Coll, 2015). Elle est riche en acides gras insaturés avec une teneur élevée en acide linoléique
(Inglese et Coll, 2018).
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1/ Introduction

Les polyphénols constituent une famille de molécules hydrosolubles largement présente dans
le regne végétal représentant la pigmentation (teinte des feuilles, couleur des fruits et des fleurs)
(Serrano et al., 2010). lls sont caractérisés par la présence de plusieurs groupements
phénoliques associés en structures plus ou moins complexes généralement de haut poids
moléculaire. Ces phytonutriments sont utiles a la plante pour ses réactions de défense contre les
attaques de 1’environnement (Drewnoski et al., 2000 ; Zem et Fernandez, 2005). Plus de 8000
structures phénoliques sont actuellement connues, qui font partie intégrante de 1’alimentation

humaine et animale.

Parmi les composés phénoliques appelés aussi aromatique les plus importants, citons les
flavonoides (C6-C3-C6), les anthocyanes, les tannins condenses (C6-C3-C6) n, les lignines (C6-
C3)2 et les lignines (C6-C3) ». Selon leurs caractéristiques structurales, ils se répartissent en une
dizaine de classes chimiques, la plupart possédent au moins un cycle aromatique a 6 atomes de

carbones et des hydroxyles sur leurs noyaux (Figure 3).

Goupe hydroxyl >OH

Anneau aromatique -

Groupe phénol

Figure 3 : Structure chimique des composés phénoliques (Quideau et al., 2011).
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2/ Classification

Les polyphénols sont classés en différents groupes en fonction du nombre de noyaux
aromatiques qui les composent et des éléments qui les relient. On distingue les phénols simples
(parmi eux les acides phénoliques), les flavonoides, les lignanes et les stilbenes (Boros, 2010).
En plus de cette diversité, les phénols sont présents naturellement sous forme conjuguée : avec
des sucres, des acides organiques, entre eux. Selon (Manach et al., 2004), les polyphénols sont

réparties en plusieurs classes comme I’indique dans le Tableau I11.

Tableau 111 : Principales classes des composés phénolique (NKkhili et al.,2009)
Classe Nombre de C Exemples /origine
Phénols simples C6 Hydroquinine, catéchol
Acides phénols C6-C1 Acide salicylique

Acide p(OH) benzoique
Acide cinnamique Acide caféique, férulique
Coumarines C6-C3 (Café-pomme)
Phéenylpropénes Esculétine, scopolétine

(Citron)
Eugénol (Giroflier)

Lignane (C6-C3)2 Pinorésinol (pin)
Lignines (C6-C3)n Bois, noyau des fruits
Flavonoides Apigénine, lutéoline
Isoflavonoides C6-C3-C6 Quercétine (fruits)
Anthocyanes Génistéine (soja, pois)

Pélargonidine, cyanidine et
delphinidine (fleurs, fruits

rouges)
Bi flavonoides (C6-C3-C6)2 Amentoflavone
Proanthocyanes (tannins) (C6-C3-C6)n Procyanidines
Prodelphinidines (raisin
rouge)
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2.1/ Acides phénoliques C6-C1 et C6-C3:

Le terme d’acide-phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques possedant au moins

une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique (Bruneton 2009). Les acides phénoliques

se scindent en deux grands groupes distincts : les acides hydroxybenzoiques (C6-C1), et les

acides hydroxycinnamiques (C6-C3). Les coumarines sont aussi considérées comme des

composés phénoliques ayant une structure de base de type benzo-2-pyrone (C6-C3) suite & une

cyclisation interne de la chaine latérale (Zeghad, 2018).

Tableau 1V : Principaux dérivés d’acide benzoique (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Structure R1 R2 R3 R4 Composé
H H H H Acide benzoique
N IR R R v
Ry CooH H OH | OH H Acide protocatechique

H OCHs | OH H Acide vanillique

h H | OH | OH | OH Acide gallique
H OCHs | OH | OCHs Acide syringique
OH H H H Acide salicylique
OH H H OH Acide gentisique

Tableau V : Principaux dérivés d’acide cinnamique (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Structure Rl |R2| R3 Composé
H H H Acide cinnamique
COOH H OH H Acide p-coumarique
R1 \
OH | OH H Acide caféique
R; OCHs | OH H Acide férulique
R
° OCHs | OH | OCHs |  Acide sinapique
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Tableau VI : Principaux dérives de coumarines (Macheix et al., 2005).

Structure R6 R7 R8 Composé
H OH H Umbelliférol
R6
X OH OH H Aescultol
O/c:o OCHs3 | OH H Scopolétol

R7

OCHs | OH OH Fraxétol
R8

H OH | OH Daphnétol

2.2/ Flavonoides (C6-C3-C6)

Actuellement, environ 4000 composés flavoniques sont connus (Edenharder et Grinhage,
2003), Et ils ont tous le méme squelette de base a quinze atomes de carbones qui sont arrangés
a une configuration C6-C3-C6 de type phényl-2-benzopyrane, ce qui est synonyme avec la
structure 2- phényle chromane, composés de deux cycles aromatiques A et B a six atomes de
carbones liés avec une unité de trois atomes de carbone, qui peut ou non étre une partie d'un
troisieme cycle C (Figure 4) (Yao et al., 2004). Ces molécules ont un réle important dans la
santé humaine, gréace a leurs diverses propriétés biologiques importantes : pouvoir antioxydant,
inhibition de la peroxydase lipidique, activité anti-inflammatoire...etc. (Alcaraz et al., 2000 ;

Rodriguez Vaquero et al., 2007).

Les principales classes des flavonoides sont : les flavonols les flavones, les flavanones, les
flavan-3-ols, les isoflavones et les anthocyanes, ils varient dans leurs caractéristiques
structurelles par la diversité fonctionnelle autour de I’oxygénation de I’hétérocycle (Sadasivam

et al., 2003).

Figure 4 : Structure de base des flavonoides (Sadasivam et al., 2003).
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Les flavonoides peuvent étre divisés en plusieurs classes (Tableau VII) notamment les
flavones, les flavonols, les flavanols, les flavanones, les dihydroflavanols, les isoflavones, les
isoflavanones, les chalcones, les aurones et les anthocyanes (Sadasivam et al., 2003). Cette
classification a été basée sur la nature des substitutions R5 et R7 du cycle A, la nature des
groupements R3’, R4> et RS’ du cycle C ou bien le degré d’oxydation et la diversité

fonctionnelle au niveau des positions 2, 3 et 4 du cycle.

Tableau VII : Principales classes des flavonoides (Narayana et al., 2001 ; W-Erdman et al.,

2007).
Classes Structures chimiques R3’ R4’ | RS Exemples
R3' - 7 -
. H OH H Apigenine
Flavones ] @ OH OH Y Lutéoline
O
QT
OH |OCHz:| H Diosmétine
OH O
R3' 7
y H OH H Kaempférol
Flavonols ] @ OH OH Y Quercétine
O
Qo
on OH OH OH Myrecétine
OH ¢}
R3'
R4'
.. O
Flavanols O re | OH | OH H Catéchine
OH
OH
R3' - 7 -
. H OH H Naringénine
Flavanones o @
O
@ * 1 OH | OH H Eriodictyol
OH O
Pelargonidine
Anthocyanidines H OH H
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OH OH H Cyanidine

Delphénidine

OH OH OH

Rs R7 R4

OH OH OH Genistéine

Isoflavones
H O-Glu | OH Diadézine

2.3/ Tanins

Les tanins sont des composés polyphénoliques qui peuvent étre caractérisés par présence de
groupes hydroxyle liés au cycle benzénique, en plus d'avoir d’autres groupes contenus dans leur
structure, tels que certains acides organiques et sucres (de Hoyos-Martinez et al.,2019 ; De
Middeleer et al.,2015). Ce sont des composés phénoliques ayant une masse moléculaire
comprise entre 500 et 3000 Da et qui présentent, a c6té des réactions classiques des phénols, Il
a été rapporté que les tanins peuvent agir comme une résistance naturelle au feu pour aider a la
survie des arbres (Tributsch et al.,2008). C’est principalement attribué a leur réactivité similaire
au phénol, les radicaux phénoxy pourraient éteindre les radicaux libres d'oxygene lorsque le
polymeére est décomposé pendant le chauffage (Kim et al.,2019). En outre, les tanins ont une
efficacité de production élevée de charbon lors de la combustion (55% de charbon pour le
condensé tanin et 28% de charbon pour l'acide tannique) (Nam et al.,2017). Ils sont
généralement diviseés en deux groupes : hydrolysables et tanins condensés et peuvent étre

trouvés dans tout le regne végétal (de Faria et al., 2016, Grasel et al.,2016).
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2.3.1/ Tanins hydrolysables

Selon leur structure, les tanins hydrolysables sont classés en trois sous-classes : dérivés simples
d'acide gallique, gallotannins et ellagitannins. Contenant des glucoses ou des polyols centraux
lies a un ou plus de fragments galliques ou ellagiques (Shimozu et al., 2017). Donc L’hydrolyse
des gallotannins donne de l'acide gallique tandis qu’ETs donne de l'acide ellagique. Les
structures chimiques des acides galliques et ellagique. Les derivés simples de I'acide gallique
sont composés de cing groupes galloyle ou moins qui sont estérifiés en glucose ou en acide
quinique. Exemples comprennent le 1,2,3,4,6-penta-O-galloyl-b-D-glucose, sont représentés

sur la (Figure 5) (Amarowicz et el.,2018).

HO OH
OH OH
0
HO
OH o
0 0 0
OH 0
HO
0 0 OH
0
OH o 0 0 0
OH
OH
Acide gallique
HO
HO OH
OH
H
0 OH

1,2,3,4,6-pentaglloyl-O-D-glucose

Figure 5 : Structure des tannins hydrolysable (cas d’acide gallique) (Amarowiczet
el.,2018).
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2.3.2/ Tanins condensés (C6-C3-C6) n

Tanins condensés (flavan-3-ols) : ce sont des produits de la polymérisation de flavan 3-ols
(catéchines) et flavan-3,4-diols (leucoanthocyanidines).

IIs sont aussi désignés aussi sous le nom de « tanins catéchiques » et ne sont hydrolysables que
dans des conditions fortement acides (Nkhili, 2009). Ces molécules peuvent exister sous forme
d'oligomeres composées de deux a dix monomeéres unités. La solubilité de cette classe de tanins
est liée a leur structure : dans la forme de flavonoides polyméres, ils ont limité a aucune
solubilité dans I'eau, tandis que sous forme oligomeére. Les unités flavan-3-ol peuvent avoir
structures différentes selon le type de cycle A et B présent dans leur structure (Figure 6), qui
contiennent souvent des liaisons covalentes avec la catéchine et I'épicatéchine (Chai et al.,
2018). Ou de telles combinaisons peuvent conduire a différentes structures de tanins condensés
(Sartori et al.,2014). En raison de leur nature, les composés eux-mémes présentent des activités

antioxydants. Compte tenu de I’application potentielle.

OH

OH

HO,

OH

R=H Procyanidol
R=0H Prodelphinidol

Figure 6 : Structure des tanins condensés (cas de tanins condensés a base de flavan-3-ols)
(Chai et al., 2018).
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2.4/ Lignines (C6-C3)n

La lignine, un composant structurel des plantes lignocellulosiques, est une matiére premiére
alternative avec un énorme potentiel pour remplacer les ressources fossiles décroissantes pour
la production durable de nombreux produits chimiques et matériaux. Malheureusement, la
lignine hétérogenéité, faible réactivité et fortes interactions hydrogéne intra et intermoléculaires
et les modifications introduites au cours du processus de mise en pate présentent des défis
techniques importants. Cependant, la capacité croissante d'adapter la lignine voies de
biosynthése en ciblant les enzymes et la découverte continue de des biocatalyseurs plus robustes
permettent la synthese de nouveaux produits précieux. Ces composés de haut poids molécules
contribuent a former, avec la cellulose et les dérivés hémicellulosiques, la paroi des cellules
végétales. Ce sont des polymeres tridimensionnels résultant de la condensation
(copolymérisation) de trois alcools phénylpropéniques (Weiss et al.,2020). (Figure 7) (Sainvitu
etal., 2012).

OH OH

HO OH

(B)

Figure 7 : Structure chimique d’une unité de phénylpropanoide (C6-C3) (A) et d’un
lignane(B) (Sainvitu et al., 2012).
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3/ Biosynthese des composés phénoliques

Les biosyntheses du noyau aromatique est un des processus fondamentaux de la biochimie
végétale. La biogenese du noyau aromatique est apparue au cours de 1’évolution de la plante
puisque la photogeneése fait appel a trois acides aminés aromatiques. Nous allons parcourir les
différentes étapes de biogenése du noyau aromatique, appelée également cyclogenése ou voie
de I’acide shikimique. Il existe une seconde voie de biosyntheése plus fréquente chez les
bactéries, champignons et plantes inférieurs, qui consiste a réaliser un ensemble de noyaux
aromatiques par cyclisation des chaines polycétoniques, elles méme obtenues par condensation

de groupements acétates (Merghem,2008 ).
3.1/ Voie de Shikimate

La voie de Shikimate (Figure 8) appartient au métabolisme primaire ; C’est la voie de
biosynthese des composés aromatiques notamment les acides aminés aromatiques, parmi
lesquels le précurseur du métabolisme des phénylpropanoides ; la phénylalanine. La voie de
shikimate, appelée également la voie de phénylpropanoide (Figure 9) (Sainvitu et al., 2012),
joue un role critique pour contrdler le métabolisme et conduit a la formation de nombreux
composés phénoliques. La phénylalanine issue de la voie de shikimate marque 1’entrée a la voie
de phénylalanine suite a sa conversion en acide cinnamique par la phénylalanine ammonia-
lyase (PAL) ce qui constitue ainsi le point de départ de la synthese des principaux métabolites
notamment ; les acides phénoliques simples, les flavonoides, les isoflavonoides, des

coumarines, des tanins condensés et des polymeres de lignines (Sainvitu et al., 2012).
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Figure 8 : Voie de biosynthése de Shikimate (Sainvitu et al., 2012)
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Figure 9 : Voie de biosynthése de phénylpropanoide (Sainvitu et al., 2012)
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Figure 10 : Représentation simplifiée du metabolisme des phénylpropanoides (Sainvitu et al.,

2012).
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3.2/Voie d’acétate malonate :

Les composés phénoliques sont également formés par la voie d’acétate malonate suite a une
condensation de 2 malonylCoA et une molécule d’acétylCoA qui donne une chaine latérale,
cette derniere se cyclise pour donner naissance au noyau A (Figure 11). La voie d’acide
shikimique et celle d’acétate malonate se condensent pour donner naissance a une voie mixte

responsable de la biosyntheése de différentes classes de flavonoides.

Glucides

Acetyl-CoA Shikimate

l

Arogenate
- HO -« HO v

Phénylalanine

4- Coumaroyl CoA | 4 Coumarate Clnnamate

\i
Malonyl CoA

Chalcone | Aurone

Y

Flavonoides

Figure 11 : Condensation de la voie d’acide shikimique et de malonate (Hoffman et al.,

2004).
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3.3/ Voie mixte de biosynthése des flavonoides

La phénylalanine ammonialyase (PAL) permet d’obtenir 1’acide cinnamique qui deviendra
acide p-coumarique aprés action de la cinnamate 4-hydroxylase. La réaction de condensation
d’une unité de propanoide avec trois unités de malonyl-CoA sous 1’action de la chalcone
synthase conduit a 1’obtention de chalcone, cette derniere est par la suite considérée comme une

intermédiaire caractéristique de la synthese de différents flavonoides (Bruneton, 1999).

Les flavonoides possédent tous un méme squelette de base a quinze atomes de carbones (cycle
A en Ce et cycle B en Ce reliés par une chaine en Cs) parce qu’ils ont la méme origine de
biosynthése, cette dernicre se fait a partir d’un précurseur commun ; 4, 2°, 4°,
6’tétrahydroxychalcone, qui est métabolisé en présence de chalcone isomérase en flavanone,
ensuite sous I’action de flavone synthase le flavanone se transforme en flavone. En présence de
flavonol synthase ou dihydroflavonol-4-réductase le dihydroflavonol se métabolise en flavonol
; kaempférol ou bien flavan 3, 4 diol, ce dernier qui semble étre le précurseur des flavan-3-ols
etanthocyanidol (Figure 12) (Winkel-Shirley et al., 2001 ; Subsamanian et al., 2007).
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Figure 12 : Voie de biosynthese des flavonoides (Winkel-Shirley,2001 ; Subsamanian et al.,
2007).
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4/ Activités biologiques des composés phénoliques

4.1/ Activité antioxydante chez les végétaux

Les plantes, comme tous les étres vivants, ont a se défendre contre les agressions de 1’oxygene.
Pour ce faire, elles ont developpé tout un ensemble de substances, dont certaines ont pérennisé
jusqu’a dans le régne animal, tandis que d’autres constituent aujourd’hui des originalités
propres aux végetaux. Les cellules utilisent de nombreuses stratégies antioxydantes et
consomment beaucoup d'énergie pour contrdler leur niveau d'espéces réactives de I'oxygeéne.
Elles disposent de moyen de défense, les uns sont d'origine endogéne, comme des enzymes, et
d'autres sont apportés par I'alimentation, la vitamine E (tocophérol), la vitamine C (ascorbate),
la vitamine Q (ubiquinone), ou les caroténoides agissent en piégeant les radicaux et en captant
I'électron célibataire, les transformant en molécules ou ions stables. La vitamine piégeuse va
devenir un radical, puis sera soit détruite, soit régénérée par un autre systeme. Ce type
d'antioxydant est appelé piégeur (« scavenger » pour les Anglo-saxons). De trés nombreux

composés alimentaires peuvent aussi avoir ce comportement : polyphénols, alcaloides.

Les systemes enzymatiques intervenant selon ce mécanisme présentent un fonctionnement en
chaine. Les enzymes impliquées sont ; la superoxydedismutase (SOD), une enzyme cupro-
dépendante qui élimine le radical superoxyde en le transformant en peroxyde d'hydrogéne, la
glutathion peroxydase et la catalase, qui éliminent le peroxyde d'’hydrogene, la glutathion
réductase qui régénére le glutathion réduit, et la glucose-6-phosphatase qui fournit les liaisons

riches en énergie nécessaires au fonctionnement de la chaine de réactions (Mergham, 2008).
4.2/ Définition d'un antioxydant

Les antioxydants sont les substances qui inhibent I'oxydation. lls sont d'ailleurs reconnus
comme « libres radicaux piégeurs » car ils forment des espéces réactives mineures via les
radicaux. Selon leur origine, ils sont classés en deux types: antioxydants exogenes et
endogénes. Un antioxydant réduit I'apparition de différents troubles comme : le vieillissement,
le cancer, le diabéte, I'inflammation, les maladies du foie, les maladies cardiovasculaires,
cataracte et néphrotoxicité et troubles neurodégénératifs. (Neha et al.,2019). Les paramétres du
systéeme antioxydant participent a la détoxification des ROS et ont une fonction pertinente dans
la régulation du stress oxydatif une fois I'apport d'autres antioxydants les composés sont épuises
(Alexander et al., 2019). Catalase (CAT), superoxyde dismutase (SOD), glutathion peroxydase
(GPX), la glutathion réductase (GR) et le glutathion non enzymatique (GSH) sont considérés
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antioxydants les plus efficaces. Ces parametres en tant que charognards ont des fonctions vitales
dans I’¢élimination des espéces toxiques d'oxygene et de xénobiotiques. Par conséquent, ils sont
fréquemment utilisés comme biomarqueurs en raison de leur réponse sensible afin d'évaluer la
toxicité sous conditions de stress physiologiquement nuisibles (Di Giulio et Meyer, 2008). La
neutralisation des radicaux libres passe par deux fondamentaux mécanismes, c'est-a-dire (1) le
mécanisme HAT (transfert d'atomes d'hydrogene), qui consiste en la séparation de I'atome
d'hydrogene de I'nydroxyle groupe et la formation du radical phénoxy ; et le SET (single
mécanisme de transfert d'électrons) consistant a transférer I'électron du groupe hydroxyle au
radical et formant le radical cation phénoxy. Les radicaux phénoxy resultants différent en
fonction de la structure du composé phénolique, et peut subir un réarrangement et réagir les uns
avec les autres, créant ainsi des formes plus sres pour les cellules (Rico et al., 2017 ; Quideau
etal.,2011).

Ces derniéres années, composes phénoliques liés et leurs fortes capacités antioxydantes ont recu
une plus grande attention (Arruda et al., 2018). Des antioxydants naturels, tels que extraits de
polyphénols et de polypeptides, ont été capturés par les chercheurs esprits et sont de plus en
plus explorés dans les conservations alimentaires en raison de leurs impacts positifs sur la santé
des consommateurs (Zhou et al., 2019). En effet, les antioxydants naturels font lI'objet de
nombreuses recherches et un nouveau souffle vers I'exploitation des métabolites secondaires en
général et les polyphénols en particulier a la fois dans la santé et dans l'industrie la nourriture
(Salehi et al., 2019). Ces composés, qui sont représentés par la famille des flavonoides, sont
trés recherchés pour leurs propriétés : antioxydants, anti-inflammatoires, antiallergiques et anti

cancérigene (Karak 2019 ; Rengasamy et al., 2019).

4.3/ Principaux antioxydants

4.3.1/ Antioxydants synthétiques

A cause de l'instabilité inhérente des antioxydants naturels, on utilise plusieurs antioxydants
synthétiques tels que le butylhydroxyanisole (BHA), butylhydroxytoluene (BHT), gallate
propylée (PG) et le tetra-butylhydroquinone (TBHQ) pour stabiliser les matiéres grasses et les
huiles (Porter, 1980). Ces composées sont cependant utiliseés depuis 1954 comme antioxydants
dans les alimnents destineés a la consommation humaine et ce sont peut étre les plus répandus

aujourd’hui (Sherwin ,1976). D’aprés l'institut national du cancer en 1979, L’usage de BHA
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dans les aliments pour les humains et la nourriture pour animaux suscite des inquietudes.

Lorsqu’ils sont absorbés en concentrations elevées.
4.3.2/ Antioxydants naturels

Plusieurs substances peuvent agir en tant qu’antioxydant in vivo. Elles incluent le béta caroténe,
I’albumine, 1’acide urique, les cestrogénes, les polyamines, les flavonoides, I’acide ascorbique,
les composés phénoliques, la vitamine E, etc. Elles peuvent stabiliser les membranes en
diminuant leur perméabilité et elles ont également une capacité de lier les acides gras libres
(Cort ,1974).

4.4/ Protections cellulaires (pouvoir antioxydant)

4.4.1/ Systémes antioxydants enzymatiques

Les principaux systémes enzymatiques antioxydants (Figure 13) les plus efficaces chez
I’homme ainsi que chez les plantes sont la superxoyde dismutase, la catalase et le glutathion
peroxydase. Le réle majeur du superoxyde dismutase ou SOD est de catalyser la dismutation
des ions superoxydes en peroxyde d’hydrogéne et en oxygene moléculaire.

La catalase, essentiellement présente dans les peroxysomes et dans les érythrocytes, est capable
de transformer le peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygene moléculaire. L’activité du
glutathion peroxydase, ou GPx, est de détoxifier le peroxyde d’hydrogene et d’autres
hydroperoxydes d’origine lipidique en couplant la réduction de I’hydroperoxyde avec
I’oxydation d’un substrat réducteur (Delattre et al., 2005). D’autres enzymes jouent un réle non
négligeable dans la lutte antioxydante, I’ensemble formant un systéeme complexe : glutathion

réductase, thioredoxine reductase, glutathion transferase...etc.
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Figure 13 : Réaction de détoxification du radical-anion superoxyde et du peroxyde
d’hydrogene (Hennebelle, 2006).

4.4.2/ Systemes antioxydants non-enzymatiques

4.4.2.1/ Systemes antioxydants endogenes

Les systemes antioxydants non-enzymatiques endogénes incluent de nombreux thiols dont le
majoritaire est le glutathion, largement présent sous forme réduite, qui est capable de réagir, in
vitro, avec les radicaux HO, RO2, RO, 10, ONOO, des radicaux centrés sur le carbone, et aussi
I’acide hypochloreux HOCI. Le glutathion est aussi capable de participer a 1’activité non-
enzymatique, il détoxifie le peroxyde d’hydrogéne et d’autres hydroperoxydes (McCall et Frei,
1999 ; Masellaet al., 2005 ; Delattre et al., 2005). Les deux formes, oxydée et réduite, de I’acide
lipoique, autre composeé appartenant aux thiols, présentent des propriétés antioxydantes in vitro
en piégeant les HO+, ROz, HOCIl et 102. En se liant a des metaux comme le fer et le cuivre, ils
permettent de les désactiver d’un point de vue catalytique, et a la capacité de régénérer certains

antioxydants endogénes et exogenes (Packer et al., 2001 ; Smith et al., 2004).
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L’acide urique, présent sous forme urate a pH physiologique, possede des propriétés
antioxydantes in vitro contre les HO+ et ROze, tout comme la bilirubine, les mélanines et la
mélatonine (Delattre et al., 2005).

4.4.2.2/ Systemes antioxydants exogenes

Les antioxydants chimiques exogenes, eux, comprennent majoritairement les vitamines C et E,

les caroténoides et des composés phénoliques (McCall et Frei, 1999).

4.4.2.2.1/ vitamine C (Acide ascorbique)

Une molécule hydrosoluble présente dans laplupart des fruits et Iégumes (non synthétisee par
I’homme). Elle est connue pour son action protectrice contre 1’oxydation membranaire (Retsky
et al., 1999). Son caractere antioxydant provient de sa forme ionisée abondante (AscH-) qui
peut aisément réagir avec des radicaux et produire le radical ascorbate tricarbonyle (AscHe),
stabilisé par résonance (Valko et al., 2006). Paradoxalement, les études in vivo de la
supplémentation en vitamine C montrent, pour la plupart, une réduction de I’oxydation de
I’ADN, des protéines et de la lipoperoxydation, alors que certains auteurs relatent 1’effet pro-
oxydant in vitro de cette molécule dans des milieux tamponnés contenant du fer en accélérant
la réaction de Fenton (SeonHwa et al.,2001 ; Valko et al., 2006).

4.4.2.2.2/ Vitamine E
Elle est de bons antioxydants alimentaires, mais surtout son role physiologique chez I’homme,
comme protecteur des structures membranaires et des lipoprotéines ou pour lutter contre le

stress oxydant. Elle prévient 1’apparition d’hydropéroxydes en pié¢geant les radicaux LOOs.

4.4.2.2.3/ Caroténoides

Sont des pigments issus des plantes et microorganismes, et sont regroupés en deux grandes
familles : les caroténes et les xantophylles. On dénombre environ 600 présents dans la nature.
L’activité antioxydante de ceux-ci est liée a leur longue chaine polyénique qui leur permet de
réagir avec les radicaux ROOe, HOe, O2¢-, Re par simple addition électrophile et transfert

d’¢lectron. Ils permettent, en particulier, de neutraliser I’oxygéene single (Valko et al., 2006).
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4.4.2.2.4/ Composés phénoliques

Particulierement, les flavonoides, sont des métabolites secondaires des plantes caractérisées par
une structure commune de type 2-phénylbenzopyrane. Leur capacité antioxydante réside dans
leur capacité a neutraliser les radicaux libres par des mécanismes de transfert d’électrons et de
protons, et & éclater les ions des métaux de transition capables de catalyser la peroxydation
lipidique (Figure 14) (Leopoldini et al., 2011).

Transfert de proton (HAT)

Chélation des ions métaux de transition

OH Dn §+
15 5 Mn

Mn

Figure 14 : Mécanismes d’actions antioxydantes des composés phénoliques

(Leopoldini et al., 2011).
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4.5/ Activité cicatrisante des composés phenoliques

La cicatrisation des plaies est un événement multidimensionnel qui implique divers processus
de régulation physiologique. Une fois endommagée, la peau disparait a travers une série de
phases qui se chevauchent, y compris I'némostase, I'inflammation, et prolifération, remodelage
(Park et al., 2018 ; kang et al.,2018). Pendant la phase d'inflammation, pour se protéger contre
les microbes envahisseurs, les neutrophiles sont catalysés et les protéases et I'oxygéne réactif
especes (ROS) sont libérés au site de la plaie. Cependant, le une surproduction de ROS pourrait
entraver le processus de cicatrisation des plaies car il pourrait provoquer de graves
dommagesaux cellules telles que fibroblastes qui sécréte du collagéne et des
glycosaminoglycanes qui sont bénéfiques pour le remodelage de la structure des tissus pour la
réparation des plaies. Pour résoudre ce probléme, le matériau antioxydant a été fréquemment
utilisé pour le traitement et la prise en charge des plaies comme sa capacité a réduire effets
négatifs des plaies en supprimant les ROS générés et favoriser la cicatrisation des plaies (Suntar
et el., 2012). Jusqu'a présent, les plus populaires les antioxydants utilisés pour la cicatrisation
des plaies comprennent les phénols (Tsai et al., 2016 ; Yadav et al.,2017) et les flavones (Tsai.Y
et al., 2019), comme la curcumine (Liu et al.,2018 Huang et al., 2016), le polyphénol de thé
(Romana-Souza et al.,2015 ; Shahrahmani et al.,2018) et ainsi de suite (Zhang et al.,2020).

L'acide férulique est un composé phénolique naturel et un excellent antioxydant. L’étude visait
a etudier les effets de I'acide férulique dans I'épithélium cornéen soumises a un stress oxydatif
et évaluer la faisabilité de I'utilisation du thermosensible a base de chitosane hydrogel contenant
de I'AF pour la cicatrisation des plaies cornéennes. Les résultats ont démontré que le post-
traitement de l'acide férulique sur les épithéliums cornéens pourrait diminuer le niveau
d'inflammation et I'apoptose. Dans le modele de brilure alcaline cornéenne du lapin.
L’hydrogel chargé en acide férulique apres le traitement peut favoriser la cicatrisation des plaies
cornéennes. Les résultats de I'étude suggerent cet hydrogel chargé de 1’acide férulique peut
avoir des applications potentielles dans le traitement des brilures alcalines cornéennes (Tsai et
al., 2016).

L’antioxydant enzymatique et marqueurs inflammatoires. Phénolique total et la teneur en
flavonoides et la présence d'acide chlorogénique, d'acide proto-catéchique, acide caféique et
acide férulique sont considérablement accéléré le processus de cicatrisation des plaies en
fonction de la dose dans les deux modéles de plaies, mis en évidence par le taux plus rapide de
contraction de la plaie. Une activité antioxydante in vivo efficace en réduisant le stress oxydatif

dans zone de la plaie en raison de la présence de molécules biologiquement actives, sous forme
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de composeés phénoliques et flavonoides, ce qui a finalement provoqué une synergie effet dans
la réparation des plaies. Les lésions tissulaires, en particulier au niveau des organes barriéres,
tels que la peau, Par conséquent, le processus d'inflammation agit comme une partie cruciale
de la cicatrisation des plaies pour éviter la croissance d'agents pathogenes dans la région de la
plaie, ce qui conduit a éviter une infection et, finalement, augmenter le nombre de cellules
fibroblastiques le long avec formation de collagéne (Brockmann et al.,2017 ; Yuniarti et
al.,2017). Donc les contenants des composés bioactifs, tels que les composés phénoliques et
flavonoides qui sont responsables des antioxydants, antibactériens et effet anti-inflammatoire
(Hernandez-Hernandez et al.,2017), sont considérablement accéléré le processus de
cicatrisation des plaies. Il a été signalé que les plantes contenant une abondance phénolique et
les composés flavonoides ont un fort potentiel pour agir comme antioxydant, antibactérien et
anti-inflammatoire, qui favorise la réparation des tissus endommagés (Ammar et al., 2015 ;
Zahra et al., 2011).
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1/ Matériel végeétal

Le materiel végétal obtenu de source naturel est constitué des écorces des fruits matures de
grenade (Punica granatum L.) et de figue de barbarie (Opuntia ficus indica L.) et Les fruits ont
été lavés abondement avec de I'eau du robinet, rincés a 1’eau distillée et séchés a l'air libre. La
partie sélectionnée de chacun des fruits (Tableau VI1II) a été séchée a ’air libre et a I’ombre.
Le matériel végétal sec a ét¢ transformé en poudre a 1’aide d’une broyeuse électrique et stockés

a basse température dans des bocaux en verre ambrés et fermés hermétiquement jusqu'a

extraction.
Tableau VIII : Caractérisation du matériel végétal d’étude.
Espece Partie végétative utilisée | Période de récolte
e | Ee it | ovomrezns
e o s | e iy | Ocobrezos

2/ Méthode d’extraction

Le procédé d'extraction a été réalisé selon la méthode décrite par (Babero et al.,2008 et Ma et
al.,2009). Les poudres des déchets de fruits broyes (25 g) ont été extraites par macération par
le systeme solvant méthanol / eau (70/30) (3x500 ml) sous agitation magnétique. L'extraction
est assistée par ultrasons (Fisher scientific fb 15046, Leicestershire, Angleterre) pendant 30
minutes a une température ambiante, avec renouvellement du solvant chaque 24h. Les extraits
combinés et filtrés sur papier filtre ont été concentrés dans un évaporateur rotatif sous vide a
une température <40°C (Buchi R-200, Medellin, Colombia). Les extraits obtenus, sont stockés
a basse température (-25°C) jusqu'a analyse.

3/ Analyses quantitatives par spectrophotométrie (UV-Visible)

3.1/ Dosage des phénols totaux (PT)

La teneur en phénols totaux est déterminée par spectrophotomeétrie UV-Vis, en utilisant le
réactif de Folin-Ciocalteu. Ces essais sont basés principalement sur la réduction du mélange
d’acide phosphotungstique (H3sPW12040) et acide phosphomolybdique (H3PMo012040) lors de
I’oxydation des phénols dans une solution alcaline en mélange d’oxyde bleu de tungsténe

(WeO23) et de molybdéne (MogO23) qui se traduit par une coloration bleu foncé (Vuorela, 2005).
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Pratiqguement, 1 ml d’extrait aqueux est ajouté a 5 ml du réactif de Folin Ciocalteu dilué 10 fois
par de I’eau distillée. Une solution (4 ml) de carbonate de sodium Na>COz3 (0,7 M) est ensuite
ajoutée. Apres agitation les tubes ont été stockés a 1’obscurité pendant 2 heures, apres cette
période I’absorbance est lue a 765 nm sur un appareil (Spectroscan 60DV UV/Vis
spectrophotometer, Agilent Technologies). La teneur des phénols totaux est déterminée a partir
d’une équation de régression linéaire déduite de la courbe d’étalonnage (voir annexe) établie
avec I’acide gallique (0-0,1 mg/ml) et exprimée en milligramme d’équivalent acide gallique par

gramme d’extrait sec (mg EAG/g extrait) (Adesegun et al., 2007).

La teneur des phénols totaux est calculée par la formule suivante :

T=C.V/IM

T : représente le total des composés polyphénoliques (g Equivalent Acide Gallique/g d’extrait
sec ; g GAE/g d’extrait)

C : concentration des phénols totaux, obtenue a partir de la courbe d'étalonnage (mg/ml)
V : le volume de I'extrait (ml)

M : poids de I’extrait sec (g).

3.2/ Dosage des flavonoides totaux

Les flavonoides contenus dans les extraits des plantes étudiées sont estimés par la méthode au
trichlorure d’aluminium (AICl3) (Ayoola et al., 2008). Pratiquement, 1 ml d’une solution
éthanolique d’AICl3 (2%) a été ajouté a 1 ml de chaque extrait aqueux des plantes étudiés.
L’intensité de la couleur est mesurée a la longueur d’onde de 420 nm apres 30 minutes
d’incubation a une température ambiante (Spectroscan 60DV UV/Vis spectrophotometer,
Agilent Technologies). Une gamme étalon (voir annexe) a base de quercétine (0-0,1 mg/ml) est
également préparée dans les mémes conditions. La teneur en flavonoides totaux des extraits est

exprimée en mg équivalents quercétine par gramme d’extrait sec (mg EQ/g extrait sec).
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3.3/ Dosage des flavonols totaux

La quantification des flavonols a été réalisée par la méthode au trichlorure d’aluminium (AICI3)
additionné d’une solution d’acétate de sodium (Oyedemi et al., 2010). Pratiquement, 2 ml d’une
solution d’AlCl3 (2%), et 3 ml d’une solution d’acétate de sodium (50g/1) sont ajoutées a 2 ml
d’ELF. Les tubes a essais sont ensuite incubés a 20°C a I’obscurité pendant 2h et demi.
L’absorbance est mesurée a une longueur d’onde de 440 nm par spectrophotométre UV-Vis
(Spectroscan 60DV UV/Vis spectrophotometer, Agilent Technologies). Une gamme étalon de
querceétine (0-0,1 mg/ml) a été préparée dans les mémes conditions afin de quantifier la teneur

des flavonols (voir annexe).
4/ Evaluation des activités biologiques

4.1/ Activité antioxydante au DPPH

Le test DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) est une méthode largement utilisée dans
I’analyse de ’activité antioxydante des différents extraits en raison de sa capacité a produire
des radicaux libres stables et la simplicité de 1’analyse (Benhammou et al., 2007). La présence
des radicaux libres DPPHe dans la solution donne lieu a une coloration violette foncée a la
longueur d’onde de 515 a 520 nm (Benhammou et al., 2007). Les antioxydants réduisent le
DPPHe (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), par conséquent la couleur vire du violet vers le jaune
(Figure 15) (Thomas, 2011). Ainsi, I’intensit¢ de la couleur violette est inversement

proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu.
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Figure 15 : Mécanisme réactionnel entre I’espéce radicalaire DPPHe et un antioxydant (AH)
(Thomas, 2011)

L’effet de chaque extrait est mesuré par la procédure décrite par Blois. Pratiquement, 40 ul de

differentes concentrations (100 a 1,5625 pg/mL) des extraits chaque dilution ont été ajoutés a
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160 pl d’une solution méthanolique de DPPHe (10°M) puis le mélange est laissé a 1’obscurité
a une température ambiante pendant 30 minutes. La lecture de I’absorbance de différentes
solutions est effectuée @ 517 nm dans un lecteur de microplaque a 96 puits (EnSpire Multimode
Plate Reader, PerkinElmer, France). Les resultats sont comparés au contrdle négatif (solution
de DPPHe en absence de I’extrait). Le pourcentage d’inhibition de I’extrait est calculé par

I’équation suivante :

Pourcentage d’inhibition prrH (1 %0)=[(Ao-AT)/Ac] *100

Ao : Absorbance du contrdle négatif (solution de DPPHe en absence de 1’extrait)
A 1 : Absorbance du test (solution du DPPH en présence de 1’extrait)

Tous les tests sont répétés trois fois (n=3). Les valeurs des ICso (ug/ml) (signifiant les
concentrations nécessaires des extraits pour piéger 50% des radicaux DPPH®) sont exprimées
en moyennes + écarts types. L’activité antioxydante des extraits est comparée au BHT et BHA

(antioxydant de référence).
4.2/ Activité antioxydante a PABTS

La présente méthode est basée sur la capacité d’un antioxydant a réduire le radical cation
ABTS™ ou I’acide 2,2’-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) en ABTS. Ce dernier
est quantifié par spectrophotométrie entre 600 et 750 nm. L’oxydant ABTS™ est un produit

d’oxydation en présence de persulfate de potassium.

Pratiquement, un stock d’une solution mere d’ABTS (7 mM, pH= 7,4) est traité avec 2,5 mM
de persulfate de potassium. Le mélange est laissé a une température ambiante, a 1’obscurité
pendant 16 h pour donner une coloration bleu verdatre. La solution est ensuite diluée dans

1’éthanol jusqu’a I’obtention d’une absorbance de 0,7+0,02 a 734 nm.

Un volume (40 pl) de différentes concentrations de 1’extrait (100 a 1,5625 pug/mL) est mélangé
avec 160 pl de la solution d’ABTS fraichement préparée. Apres 10 minutes d’incubation,
I’absorbance est mesurée a 734 nm (EnSpire Multimode Plate Reader, PerkinElmer, France)

(Re et al. 1999). Le pourcentage d’inhibition des extraits est déduit de I’équation suivante :
Pourcentage d’inhibition AsTs (I %0)=[(Aoc-AT)/Ao] *100

A o : Absorbance du controle négatif (solution d’ABTS en absence de I’extrait)
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A 1 : Absorbance du test (solution d’ABTS en présence de ’extrait)

Tous les tests sont répétés trois fois (n=3). Les valeurs des ICsq (mg/ml) (signifiant les
concentrations nécessaires des extraits pour piéger 50% des radicaux ABTS"".) sont exprimées
en moyennes + écarts types. L’activité antioxydante des extraits est comparée au BHT et BHA

(antioxydants de référence).
4-3/ Activité antioxydante au FRAP

Le pouvoir réducteur des extraits étudiés correspond a la capacité de leurs composés a donner
des électrons et par conséquent a participer aux réactions de réduction des ions Fe* en ions
Fe* (Figure 16) (Thomas, 2011). La capacité totale en antioxydants de chaque extrait a été

déterminée selon le protocole expérimental décrit par Oyaizu et ses collaborteurs (1986).

a0

Fe(II)-TPTZ Fe(Il)-TPTZ

Figure 16 : Mécanisme réactionnel intervenant entre le complexe tripyridyltriazine ferrique
Fe(l11)-TPTZ et un antioxydant (AH) (Thomas, 2011).

Pratiquement, 10 pl d’extrait de différentes concentrations (0-1 mg/ml), est mélangé a 40 ul
d’une solution tampon phosphate (0,2 M, pH6,6) et 50 ul de ferricyanure de potassium
[K3Fe(CN)e] (1%). Le mélange est incubé a 50 °C pendant 20 minutes, ensuite 50 ul d’acide
trichloroacétique (TCA) a été ajouté. Le mélange est ensuite centrifugé a 3000 rpm pendant 10
minutes a une température ambiante. A 1.5 ml du surnageant sont additionnés 40 pl d’eau
distillée et 10 pl de trichlorure de fer (0,1%). La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel

se faita 700 nm ((EnSpire Multimode Plate Reader, PerkinElmer, France) contre un blanc (eau

41



Matériel et méthodes

distillée). L’ECso signifiant la concentration effective d’un extrait avec laquelle 1’absorbance
est égale a 0,5 est déduite a partir de la courbe de réduction du fer ferrique Fe*3 en fer ferreux
Fe*2en présence des extraits des écorces des fruits de Punica granatum et Opuntia ficus-indica.
Le pouvoir réducteur des extraits est compare a celui d’acide ascorbique et d’o tocophérol. Le
test est repéte trois fois pour chaque concentration (n=3). Les résultats sont exprimés en valeurs

moyennes ECso + écarts types.
4.4/ Capacité de réduction I’ion cuprique (CUPRAC)

Cette méthode de mesure de la capacité antioxydante, est basée sur I'évolution des
caractéristiques d'absorption du complexe néocuproine (NC) /cuivre (1) lorsqu'il est réduit par
un antioxydant. Le potentiel de réduction de I'échantillon ou du standard convertit efficacement
Cu*? en Cu*t. Pratiquement, le dosage est effectué dans plaques de 96 puits (Apak et al., 2004),
des solutions ont été ajoutées : 50 pl de Cu(Il) (10 mM), 50 ul de néocuproine (7.5 mM), 60 ul
de tampon NHsAc (1 M, pH = 7), et 40 ul de I’extrait a différentes concentrations. Aprés une
heure du temps et a I’aide d’un lecteur de microplaques, 1’absorbance a été enregistrée a 450
nm (EnSpire Multimode Plate Reader, PerkinElmer, France). Les résultats ont été calculés a
titre d’A o5 (ug/ml) correspondant a la concentration indiquant 0,50 d’absorbance. Le pouvoir
réducteur des extraits est comparé a celui de BHT et BHA. Le test est répété trois fois pour

chaque concentration (n=3). Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes Asg £ écarts

types.

4.5/ Capacité de réduction du radical glavinoxyl (GOR)

Le test GOR est une méthode largement utilisée dans I’analyse de 1’activité antioxydante des
différents extraits en raison de sa capacité a produire des radicaux libres stables et la simplicité
de I’analyse. Pour la quantification de l'effet antiradicalaire des extraits des écorces des fruits
de Punica granatum L. et Opuntia ficus indica L., le radical libre galvinoxyle [2,6-di-tert-butyl-

a-(3,5-ditert-butyl-4-oxo-2,5-cyclohexadiene-1-ylidene) -p-tolyloxy] a été utilise.

L’effet de chaque extrait est mesuré par la procédure décrite par (Shi et al., 2001). Pratiquement,
40 pl de diftérentes concentrations d’extrait (100 a 1,5625 pg/mL) sont ajoutés a 160 ul d’une
solution méthanolique de galvinoxyl (0,1mM), le mélange est ensuite laissé a 1’obscurité a une
température ambiante pendant 120 minutes. La lecture de différentes solutions est effectuée a
428 nm (EnSpire Multimode Plate Reader, PerkinElmer, France). Le pourcentage d’inhibition

de I’extrait est calculé par I’équation suivante :
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Pourcentage d’inhibition cor (I %)=[(Ao-AT)/Ac] *100

Ao : Absorbance du contréle négatif (solution de galvinoxyl en absence de I’extrait)
A 1 : Absorbance du test (solution du galvinoxyl en présence de ’extrait)

Tous les tests sont répétés trois fois (n=3). Les valeurs des ICso (ug/ml) (signifiant les
concentrations necessaires des extraits pour piéger 50% des radicaux de galvinoxyl) sont
exprimées en moyennes + écarts types. L’activité antioxydante des extraits est comparée au

BHT et BHA (antioxydants de référence).
4.6/ Mesure de I’activité de ’acétylcholinestérase (AChE)

L’acétylcholinestérase (AChE) est uneprotéine exprimée dans le systtme nerveux et sanguin
appartenant a une famille d’enzyme qui catalyse I’hydrolyse du neurotransmetteur
acétylcholine (AChE) en choline et en acide acétique. Le principal réle biologique de
I’acétylcholinestérase est la régulation de la transmission de I’influx nerveux en assurant
I’hydrolyse rapide de 1’acétylcholine au niveau des synapses cholinergiques centrales et
périphériques, afin de permettre aux neurones cholinergiques de revenir a I'état de repos apres

leur activation par des influx nerveux.

Chez les personnes atteintes de la maladie d’Alzheimer, la concentration d’acétylcholine est
diminuée, ce qui explique les troubles cognitifs observés. La solution pour augmenter le taux
d’acétylcholine au niveau synaptique consiste alors a diminuer sa dégradation, ceci en inhibant

I’action de 1’acétylcholinestérase (Nourhashémi, 2006).

Expérimentalement, on utilise 1’iodure d’acétylcholine (IATC) comme substrat de cet enzyme
dont le produit de la réaction est la Thiocholine. L’activité de I’ AChE est basée sur la réaction
de la Thiocholine avec le 5,5’dithio-bis 2-nitrobenzoate (DTNB) qui donne le Thio- 2- N nitro-
Benzoate (TNB) un composé jaune qui absorbe a 470 nm. L’absorbance du TNB mesurée a
I’aide du spectrophotométre est proportionnelle a DPactivit¢ enzymatique de

I’ Acétylcholinestérase (Zengin et al., 2014)

Le mélange réactionnel contient 150 pl de tampon phosphate 0,1M a pH=8.0, 10 pl d’extrait
dissout dans 1’éthanol aux différentes concentrations (6.25-400 pg/ml) et 20 pul d’AChE
(5.32.10°% U) ou BChE (6.85.10° U). Aprés incubation pendant 15 minutes & une température
de 25°C, 10 uL de DTNB (0.5 mM) ont été additionnés a 10 puL d’acetylthiocholineiodide (0.71
mM) ou 10 pL de butyrylthiocholinechloride (0.2 mM). Le mélange est ensuite incubé a 1’abri
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de la lumiére a une température ambiante. L’absorbance est mesurée contre un blanc (éthanol
avec tompan phosphate) & 412 nm (EnSpire Multimode Plate Reader, PerkinElmer, France)
pour O minutes (1 lecture), 5 minutes (2 lectures), 10 minutes (3 lectures) et 15 minutes (4

lectures). Le pourcentage d’inhibition d’AChE ou BChE est évaluée selon la formule suivante :

Pourcentage d’inhibition (%)= (E - S) /E *100

E : Activité de I’enzyme sans extrait
S : Activité de I’enzyme avec |’extrait

Tous les tests sont répétés trois fois (n=3). Les valeurs des ICso (ug/ml) (signifiant les
concentrations nécessaires des extraits pour piéger 50% d’ AChE) sont exprimées en moyennes
+ écarts types. L activité antioxydante des extraits est comparée au BHT et BHA (antioxydants

de référence).
4.7/ Activité inhibitrice d’o amylase

Le principe de la méthode de détermination de ’activité de I’a. amylase repose sur le dosage
des sucres réducteurs libérés lors de I’hydrolyse de 1’amidon par I’a. amylase. Dans le but

d’étudier I’activité inhibitrice de 1’0 amylase des extraits des écorces des fruits de Punica
granatum L et Opuntia ficus indica L, 25 pl d’extrait ont été additionnés a 50 ul d’une solution
d’a amylase (1U), aprés une incubation de 10 min a 37 °C, 50 ul d’amidon 0.1% ont été
rajoutés. La lecture a été effectuée a 630 nm (EnSpire Multimode Plate Reader, PerkinElmer,
France) (Zengin et al., 2014), aprés 10 minutes d’incubation a 37 °C et suite a ’addition de
25ul d’HCI (IM) et 100ul d’IKI. La capacité d’inhibition d’a. amylase, exprimée en

pourcentage (%), et calculée selon la formule suivante :

%IN H:1-[(Ac-Ae)'(As-Ab)/(Ac'Ae)]
Ac=Absorbance controle [Amidon+IKI+HCI+Vol de solvant d’extrait+Vol tampon Enzyme]
Ae=Absorbance échantillon [Enzyme+Amidon+IKI+HCL+Vol de solvant d’extrait]

As=Absorbance standard [Enzyme+Extrait+Amidon+IKI+HCI]
Ab=Absorbance blanc [Extrait+IKI+125ul de tampon]
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Tous les tests sont répétes trois fois (n=3). Les valeurs des ICso (ug/ml) sont exprimées en
moyennes + écarts types. L’activité antioxydante des extraits est comparée au BHT et BHA

(antioxydants de référence).

4.8/ Evaluation de la capacité antisolaire des extraits (facteur de protection
solaire (FPS)

Le Facteur de Protection Solaire (FPS) est un indice qui sert a déterminer 1’efficacité de la
protection solaire vis-a-vis des effets a court termes de rayonnements UV. C’est-a-dire sa
capacité a protéger la peau contre les rayonnements UVB et UVA. Ce chiffre est mesuré en
laboratoire et déterminé par des tests standardisés. L’activité SPF des extraits des déchets de
Punica granatum et Opuntia ficus indica est déterminée par la méthode de (Mansur et al.,
1986).1,0 g de I’échantillon est transféré dans un ballon jaugé de 100 ml et dilué au volume
avec de 1’éthanol, ensuite la solution est mise dans un bain en ultrason pendant 5 minutes et
suivi par filtration a I'aide du coton en jetant les dix premiers volumes. Une partie aliquote de
10 ml est transférée dans un ballon jaugé de 100 ml et diluée au volume avec de I'éthanol. A la
fin une partie aliquote de 10 ml est transférée dans un ballon jaugé de 50 ml et le volume

accomplis par de 1’éthanol.

L’absorbance est mesurée dans I’intervalle de 290 a 320 chaque 5 nm (UV-B), et la valeur du

SPF est calculé par 1'application de 1’équation mathématique de (Mansur, 1986)

320

SPF spectrophotometric = CF x 2290

EE(L)xI(A)xAbs (A)

EE : Spectre d’effet érythémal I : Spectre d’intensité solaire
Abs : Absorbance du produit solaire CF : Facteur de correction (= 10)

Les valeurs de : EE x | sont des constantes déterminées dans le Tableau V111 ci-dessous.
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Tableau I1X : Fonction normale de produit utilisée dans le calcul de la SPF (Mansur et al.,

1986).

Longueur d’onde A EE (W)x I(A)
(nm) (Normes)
290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0837
320 0,0180

Total 1

Cet indice de protection solaire permet de classer les produits de protection solaire en quatre

catégories selon la recommandation de la commission européenne en 2006 (Tableau X).

Tableau X : Catégories de protection affichées sur les produits solaires en fonction des

facteurs de protection mesurés

Catégorie Facteur de Facteur de Facteur de Longueur
Indiquée Protection Protection Protection D’onde critique
indiqué solaire mesuré | UVA minimal | Minimale
recommandé Recommandée
« Faible 6 6-99 1/3 du facteur de | 370 nm
protection » 10 10-14,9 Protection
« Protection 15 15-19,9 Solaire indiqué
moyenne » 20 20- 24,9 sur I’étiquette
25 25-29,9
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« Haute 30 30-49,9
protection » 50 50-59,9
« Tres haute 50+ 60 <

protection »

4.9/ Evaluationde I’effet cicatrisant des extraits

4.9.1/ Test d’excision

L’activité cicatrisante des extraits hydroalcooliques des déchets des fruits de Punica granatum
L. et Opuntia ficus indica L. A été évaluée sur des plaies pratiquées chez les lapins albinos,
males de poids homogene selon des procédures décrites précédemment (Bensegueni et al.,
2007 ; Farnood et al., 2012). Les animaux sont anesthésiés par une injection intramusculaire de
chlorhydrate de kétamine a raison de 15 mg/kg, I’anesthésie est complétée par 5 mg/kg de
diazépam localement sur le lieu d’excision. Un lambeau de peau de 20 mm environ est excisé

(Bensegueni et al., 2007).

Un nombre de six plaies ont été pratiqués sur le méme animal, chaque lapin recoit un des

traitements suivants :

> Extrait de Punica granatum L. et Opuntia ficus indica L. a la dose de 500 mg.
> Une creme cicatrisante Cicatryl Bio® a la dose de 500 mg.

» Un lapin avec plaies, sans traitement est utilisé comme contréle.

Le pansement des plaies a été fait tous les jours en raison d’une application par jour avec une

quantité précise des extraits testés et de pommade jusqu'a guérison compléte.

Le pourcentage de cicatrisation des plaies d’excision des différents lots est calculé tous les trois

jours, selon I’équation suivante :

Contraction de la plaie (%) = [(Ti-Tj) /Ti] x 100

Ti : taille de la plaie initiale

Tj : taille de la plaie du jour spécifique
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Les moyennes de pourcentage de contraction des plaies sont données en valeurs moyennes +
écart types (n=6). La comparaison entre les groupes a été traitée par le test de Tukey HSD. La

valeurp<0,05 est considérée comme statistiquement significative.
4.9.2/ Test de bralure

Pour ce test nous avons adopté la technique qui consiste a effectuer des bralures par la plaque
chauffante. Le protocole suivi est celui décrit par (Farnood et al., 2012), au jour zéro les lapins
sont anesthésiés par une injection intramusculaire de 50 mg/kg de chlorhydrate de kétamine
complété par 5 mg/kg de diazépam. Apres épilation et rasage, six plaies ont été réalisees sur le
dos de chaque lapin de part et d’autre de la colonne dorsolombaire, en maintenant un cylindre
métallique chauffé a 170 °C sur la peau de I’animal pendant 10 secondes sans exercer aucune
force. Juste aprés I’induction des brilures, les extraits testés sont appliqués par voie topique a

la zone brilée.

La fréquence d’application des crémes sur les plaies est fixée a une application par jour d’une
facon quotidienne jusqu'a guérison complete. Une observation macroscopique est effectuée
avant chaque application, le pourcentage de cicatrisation des plaies est calculé chaque trois

jours par rapport a la taille initiale de la plaie selon 1’équation suivante :

Contraction de la plaie (%) = [(Ti-Tj) / Ti] x 100
Ti : taille de la plaie initiale
Tj : taille de la plaie du jour spécifique

Les moyennes de pourcentage de contraction des plaies sont données en valeurs moyennes +
écart types (n=6). La comparaison entre les groupes a été traitée par le test de Tukey HSD. La

valeurp<0,05 est considérée comme statistiquement significative.

Laboratoire de recherche : Laboratoires de CRBT-Constantine et le laboratoire de

pharmacologie et toxicologie a I’institut des sciences vétérinaires-Constantine 1.
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1/ Estimation des contenus en composés phenoliques

Les résultats de 1’analyse quantitative des phénols totaux (PT), des flavonoides totaux (FT), et

des flavonols (FLT) sont exprimés dans le Tableau Xlet la Figure 17.

Tableau X1 : Estimation des contenus en composés phénoliques dans les extraits.

Extraits des déchets des

lantes sélectionnées

Punica granatum L

Opuntia ficus- indica L

Polyphénols (mg GAE/q) 590,07+13,58* 110,51+30,81
Flavonoides totaux (mg QE/Q) 227,85+46,48** 74,4+0,91
Flavonols (mg QE/qg) 91,57+5,79* 25,24+1,76

mg GAE/g : mg d’acide gallique équivalent/ g d’extrait sec, mg QE/g : mg de quercétine équivalent/ g d’extrait
sec, * : p<0.0001, ** : p<0.01 ; valeurs comparées a Opuntia ficus indica L.
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® Punica granatum
590,07* L -
@ 600 + Opuntia ficus indica
=
3
c 500
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< 300 227,85%*
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p<5]
S
qC) 200
@ 110,51
S 91,57*
2 100 1 744
Iq—) 25,24
0
Polyphénols Flavonoides Flavonols

Figure 17 : Teneurs en composés phénoliques dans les extraits de déchets des fruits de

Punica granatum L. et Opuntia ficus indica L.

De la lecture des résultats illustrés dans le Tableau Xl et la Figure 17, on peut déduire que :
Les taux des phénols totaux (590,07+13,58 mg GAE g'), des flavonoides totaux (227,85+46,48
mg QEgh), et des flavonols totaux (91,57+5,79 mgQE g*) d’extrait de déchet de fruit de Punica

granatum L sont significativement plus importants (p<0.0001) que ceux d’Opuntia ficus-indica

qui présente un taux relativement faible, en phénols totaux (110,51+30,81 mg GAEg), en
flavonoides totaux (74,4+0,91 mg QE g'), et en flavonols totaux (25,24+1,76 mg QE g1). On
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peut conclure a travers les résultats obtenus, que les déchets de fruit de Punica granatum L. et
Opuntia ficus indica L. peuvent constituer une source potentielle de substances phénoliques
(polyphénols, flavonoides, flavonols). Ces résultats sont confortés par d’autres travaux sur ces
especes qui soulignent que Punica granatum est parmi les plantes qui renferment des taux
élevés en substances phénoliques qui pourraient étre mis a profit contre le stress oxydant et les
maladies qui en découlent (Marsoul et al.,2020 ; Moualkia, 2015).

2/ Evaluation des activités biologiques
2.1/ Activité antioxydante au DPPH

La cinétique de la réduction du radical libre DPPH par les extraits hydroalcooliques des écorces
de fruit de Punica granatum et Opuntia ficus indica (ainsi que les concentrations inhibitrices

ICso sont exprimés dans les Figures 18 et Figures 19 respectivement.
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*valeurs moyennes d’inhibition de DPPH £SD (n=3).
Figurel8 : Evolution du pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction des concentrations

des extraits et des standards.
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La lecture de courbe de cinétique de I’inhibition du radical DPPH (Figure 18) montre que :

>

Les extraits de Punica granatum et Opuntia ficus-indica, le BHA et le BHT (standards
antioxydants témoins) possedent un pouvoir inhibiteur envers le radical DPPH ;
L’effet inhibiteur des extraits de Punica granatum et Opuntia ficus-indica, et les
standards antioxydants témoins (BHA et BHT) est proportionnel aux doses utilisées ;
L’extrait de Punica granatum, BHA et BHT ont montré des pouvoirs inhibiteurs
significativement supérieure (p<0,0001) a celui observé pour I’extrait d’Opuntia ficus-
indican ;

L’extrait de Punica granatum se distingue par son effet inhibiteur vis-a-vis du DPPH

significativement le plus élevé (p<0,0001) par rapport a I’extrait d’Opuntia ficus- indica

» Concernant le BHA et BHT, nous avons remarqué un fort pouvoir antioxydant identique
a celui de I’extrait de Punica granatum, traduit par des pourcentages d’inhibition ¢levés
et ce méme a de trés faibles concentrations.
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*Valeurs moyennes d’IC50£SD (n=3).

#: p<0,0001 ; valeur comparée a I’extrait dePunica granatum L.

Figure 19 : Valeurs des ICso (DPPH) des extraits et des standards.
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> Les extraits et les standards (BHT et BHA) possédent un pouvoir inhibiteur envers le
radical DPPH ;

» L’extrait d’Opuntia ficus-indica posséde un ICsg équivalent a 2600.82+0.08pg/ml, jugé
d’un pouvoir antioxydant significativement faible (p<0,0001) par rapport au BHT, BHT
et celui de I’extrait de Punica granatum ;

» La valeur d’ICsp d’extrait de Punica granatum est significativement faible (p< 0,0001)
par rapport a celle d’Opuntia ficus-indica, mais jugé identique par rapport aux standards

(aucune difference significative).

D’apres les résultats exprimés en dessus, il est évident que BHA, BHT et I’extrait de Punica
granatum possedent un pouvoir antiradicalaire vis-a-vis du DPPH qui relativement plus élevé
par rapport a celui d’Opuntia ficus-indica. Le plus important effet inhibiteur est observé dans
le cas de I’extrait de Punica granatum qui reste toutefois identique par rapport a celui du BHA
et BHT.Mathew et ses collaborateurs (2014) ont montré que ’extrait d’écorce de Punica
granatum (54.5+7.2 pg/ml) est plus faible que la valeur trouvé dans cette étude (75.04+0.03
ug/ml). Cette différence pourrait étre attribuée a plusieurs raisons, notamment a la variation
dans la composition chimique d’une plante qui est tributaire des facteurs génétiques et
environnementaux (Abou Elella et al., 2014). Toutefois, la composition chimique de la grenade
et de ses produits dépend du cultivar, de la région de culture et du climat, du stade de maturité

du fruit, des pratiques culturelles et des systemes de fabrication (Zeghad, 2019).

2.2/ Activité antioxydante a PABTS
La cinétique de la réduction du radical ABTS™ par les extraits de Punica granatum L
etd’Opuntia ficus-indica Lainsi que les concentrations inhibitrices IC50 sont exprimés dans les

figures 20 et21, respectivement.

52



Résultats et discussion

120

100 /
) J e

80 /
ol

|

=@-Punica granatum
=@— Opuntia ficus indica

Pourcentage d'inhibition ABTS (%)*

20 & BHT
T =®=BHA
20 40 60 80 100 120

)
o
'
N
o
N

Concentrations (pug/ml)

*valeurs moyennes de pourcentage d’inhibition d’ABTS £SD (n=3).

Figure 20 : Evolution du pourcentage d’inhibition d’ABTS en fonction des concentrations

des extraits et des standards.

La lecture des courbes des cinétiques de 1’inhibition du radical ABTS™" (Figure20) montre que :

> Les extraits des écorces des fruits de Punica granatum, Opuntia ficus-indica, le BHT et

le BHA (standards antioxydants témoins) possédent un pouvoir inhibiteur envers le
radical ABTS™ ;

> L’effet inhibiteur des extraits et des standards témoins (BHT et BHA) est proportionnel
aux doses utilisées ;

» L’extrait d’Opuntia ficus-indica se distingue par son effet inhibiteur vis-a-vis de
I’ABTS significativement (p<0.0001) le plus faible par rapport a 1’extrait de Punica
granatum et par rapport aux standards (BHT et BHA) ;

» L’extrait de Punica granatum se distingue de I’extrait d’Opuntia ficus-indica par son
effet inhibiteur vis-a-vis de I’ABTS significativement élevé (p<0.0001), mais jugé

identique par rapport aux standards (aucune différence significative) ;
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Figure 21 : Valeurs des ICso (ABTS) des extraits et des standards.

> Le BHA et le BHA possedent des IC50 équivalents a 1.810 +1.10 pg/ml et 1.290 = 0.30
pg/ml, respectivement avec un degré significativement inférieur par rapport a celui
d’extrait d’Opuntia ficus indica (841.06+0.033 pg/ml), mais significativement identique
par rapport a celui d’extrait de Punica granatum (26.910+0.0004ug/ml) ;

» La valeur d’ICsp d’extrait d’Opuntia ficus-indica (841.06+0.033 pg/ml) est
significativement supérieur (p<0.0001) a celle d’extrait de Punica granatum
(26.910+0.0004pg/ml).

Le plus faible pouvoir a stabiliser le radical ABTS™ a été enregistré par Opuntia ficus-indica.
Ceci pourrait étre expliqueé par les relatives faibles teneurs en composés phénoliques (phénols
totaux, flavonoides totaux et les flavonols totaux) trouvées dans 1’extrait d’écorce de ce fruit,
comme révélé par les mesures déja effectuée (Tableau Xl). Les valeurs des I1Cso de Punica
granatum et d’Opuntia ficus-indica sont respectivement de 1’ordre de 26.910+0.0004pg/ml et
841.06+£0.033 pg/ml. Ces résultats sont en accord avec les travaux réalisé€s par certains auteurs
quiont prouvé que les extraits d'écorce de fruit de Punica granatum L (34.78+14,04 ug/ml)
(Rajan, 2011) et d’Opuntia ficus indica (800+0,047 pg/ml) (Zeghad, 2019) sont considérés

comme une source d’antioxydantsnaturels, potentiellement pour ’écorce de grenade. En
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général, il ressort des résultats de la méthode d’ABTS "que I’activité antioxydante (exprimés
par les 1Cso) est proportionnelle a la teneur en phénols totaux, en flavonoides et en flavonols.
Ce qui indique que probablement ces groupes de produits naturels pourraient étre associés a

cette activité, comme suggéré par d’autres auteurs (Lutz et al., 2011).

2.3/ Pouvoir antioxydant ferrique-réducteur (FRAP)

La cinétique de la réduction du fer ferrique (Fe*®) en fer ferreux (Fe*?) par les extraits des
écorces de fruits de Punica granatum et Opuntia ficus-indica ainsi que les concentrations

inhibitrices EC50 sont exprimés dans les Figures 22 et Figures 23, respectivement.
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Figure 22 : Cinétique de réduction du fer ferrique (Fe*®) en fer ferreux (Fe*?) par les extraits
et les standards
La lecture des courbes des cinétiques de réduction de fer ferrique (Fe*®) en fer ferreux (Fe*?)
montre que :
> Les extraits des écorces des fruits de Punica granatum et Opuntia ficus indica, d’acide
ascorbique et d’a-Tocophérol (substances antioxydantes témoins) possedent un pouvoir
réducteur de fer ferrique (Fe*®) en fer ferreux (Fe*?) ;
» L’effet réducteur des extraits de Punica granatum et Opuntia ficus indica est
proportionnel aux doses utilisées ;
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» L’extrait de Punica granatum se distingue de I’extrait d’Opuntia ficus indica par son

effet réducteur significativement supérieur (p<0.0001).
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Figure 23 : Valeurs des ECso (FRAP) des extraits et des standards.

» L’acide ascorbique (6.77£1.15 pg/ml) et I’a-Tocophérol (34.30+2,38ug/ml) posseédent
des pouvoirs réducteurs, significativement supérieur (p<0.0001) par rapport a I’extrait
d’Opuntia ficus indica (4744.62+0.41 pg/ml) mais relativement identiques par rapport
a I’extrait de Punica granatum (350.83+0.18 pg/ml) ;

» L’EDF de Punica granatum a enregistré le pouvoir réducteur le plus important. Par
contre 1’extrait d’Opuntia ficus-indica a donné I’effet réducteur le plus faible.

Des précédents travaux vont dans le méme sens de nos résultats, ou 1’extrait d’Opuntia ficus
indica a donné une valeur du pouvoir réducteur presque identique a celle trouvé dans notre
étude (4744.62+0.41 pg/ml), équivalente a 4710+ 1,09 pg/ml (Mabrouki et al., 2015). Bonesi
et ses collaborateurs (2019) ont montrés que le du pouvoir réducteur d’extrait de grenade
représente presque la moiti¢ de la valeur (171,09 £ 0,99 pg/ml) trouvé dans notre étude
(350.83+0.18 pg/ml) pour la méme espece. Cette différence pourrait étre expliquée par les
possibles fluctuations qu’on peut observer dans la composition qualitative et quantitative d’une
méme plante, soumises a des facteurs endogénes (géneétique) et exogene (climatique) (Rice-
Evans et al.,1996 ; Van Acker et al 1996 ; Bahorun et al., 2004).
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2.4/ Capacité de réduction d’ion cuprique (CUPRAC)
La cinétique de la réduction de Cu* en Cu+1 par les extraits de Punica granatum L, Opuntia
ficus-indica, le BHT et le BHA (standards antioxydants témoins) ainsi que les concentrations

inhibitrices EC50 sont exprimés dans les Figures 24 etFigures 25, respectivement.
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Figure 24 : Cinétique de réduction du Cu*2 en Cu™ par les extraits et les standards

antioxydants.

La lecture des courbes des cinétiques de réduction de Cu*? en Cu*'(Figure 24) montre que :

> Les extraits des écorces de fruit de Punica granatum, Opuntia ficus-indica, et les
standards chimiques (BHT et le BHA) possédent un pouvoir réducteur de Cu*2en Cu** ;

» L’effet réducteur des extraits et des standards antioxydants témoins est proportionnel
aux doses utilisées ;

» L’extrait d’Opuntia ficus-indica se distingue de I’extrait de Punica granatum et des
standards chimiques par son effet réducteur significativement inferieure (p<0.0001) vis-
a-vis du radical CUPRAC ;

> Le potentiel antioxydant de BHA et BHT est significativement supérieur par rapport a
celui de I’extrait d’Opuntia ficus-indica (p<0.0001), et de Punica granatum (p<0.05).
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Figure 25 : Valeurs des EC50 (CUPRAC) des extraits et des standards.

» L’extrait de Punica granatum (EC50=66,36+0,004ug/ml) se distingue de 1’extrait
d’Opuntia ficus-indica (EC50=701,86+0,039 pug/ml) par son effet réducteur
significativement supérieur (p<0.0001) ;

» Un pouvoir reducteur faible (EC50=701,860+0,039 pg/ml) est observé pour 1’extrait
d’Opuntiaficus-indica ;

» Le BHA (EC50=5,350+0,710 pg/ml) et le BHT (EC50=8,970+0,940 pg/ml) possédent
des pouvoirs réducteurs, significativement supérieur aux extraits de Punica granatum
(p<0.0001) et d’Opuntia ficus indica (p<0.05) ;

A partir des travaux réalisés par Galati et al (2004), le pouvoir réducteur de Cu*? en Cu+1 en
présence du jus de fruit de Punica granatum (EC50 =140.23 + 1.01) est deux fois moins
important que celui obtenu dans notre étude (EC50 = 66.36 = 0.004 pg/ml), ce qui indique que

I’écorce est potentiellement plus réductrice que le jus du méme fruit.
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2.5/ Activité antioxydante au radical galvinoxyl (GOR)

La cinétique d’évolution du pourcentage d’inhibition du radical galvinoxyl (GOR) en présence
des extraits des écorces des fruits de Punica granatum, Opuntia ficus-indica ainsique les
standards chimiques (BHT et le BHA) est décrite dans la Figure 26. Les concentrations
inhibitrices a 50% (IC50) (ng/ ml) des extraits testés et des standards sont exposées dans la
figure 27.
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Figure26 : Evolution du pourcentage d’inhibition du radical glavoxyl (GOR) en fonction des

concentrations des extraits et des standards.

La lecture des courbes des cinétiques d’inhibition du radical glavoxyl (GOR) ainsi que les IC50
des extraits et des standards (figures 26 et 27) montrent que :
> Les extraits des écorces des fruits de Punica granatum L et d’Opuntia ficus-indica et les
standards antioxydants témoins (BHT et BHA) possedent un pouvoir inhibiteur envers
le radical glavoxyl (GOR) ;
» L’effet inhibiteur des extraits testés et des standards est proportionnel aux doses utilisées
» Le pouvoir inhibiteur des standards chimiques (BHA et BHT) est significativement
supérieur (p<0.0001) par rapport a celui d’extrait d’Opuntia ficus indica mais
relativement identique par rapport a celui de 1’extrait de Punica granatum (absence de
toute différence significative) ;
» L’extrait de Punica granatum se distingue par son effet inhibiteur vis-a-vis du GOR

significativement plus élevé (p<0.0001) par rapport a I’extrait d’Opuntia ficus-indica.

59



Résultats et discussion

800,00 733,64#
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Punica granatum Opuntia ficus indica BHT BHA

* Valeurs moyennes d’ICsoxSD (n=3). # : p<0,0001 ; valeurs comparées au Punica granatum.

Figure 27 : Valeurs des ICso (GOR) des extraits et des standards.

> Le BHT et le BHA possédent un pouvoir inhibiteur (ICso de 13.90+£2.45ug/ml), jugé
significativement supérieur (p<0.0001) par rapport a celui de 1’extrait d’Opuntiaficus
indica mais relativement identique par rapport a 1’extrait de Punica granatum (Absence
de toute différence significative) ;

» L’extrait de Punica granatum (EC50=2,55+0,002 pg/ml) se distingue de 1’extrait
d’Opuntia ficus-indica (EC50= 733,64 +0,04 pg/ml)par son effet réducteur
significativement supérieur (p<0.0001) ;

» Un pouvoir réducteur faible (EC50= 733,64 +0,04 pg/ml) est observé pour I’extrait

d’Opuntia ficus-indica ;

On déduit de ces résultats que 1’extrait de Punica granatumexprime un caractére antioxydant
appréciable vis-a-vis du radical glavoxyl (GOR). Le test GOR est une méthode trés récente
d’estimation du pouvoir inhibiteur du radical galvinoxyl (GOR) des extraits, dont notre travail
sur les extraits des écorces de Punica granatum et d’Opuntia ficus-indica est considéré parmi
les premiéres études réalisées pour la détermination de leur pouvoir inhibiteur vis-a-vis du
radical galvinoxyl (GOR). De ce qui précede, il peut étre conclu qu’il n’y a pas d’études

préalables d’estimation du pouvoir inhibiteur GOR sur les espéces étudiées.
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2.6/ Activité inhibitrice de I’acétylcholinestérase (AChE) et d’a amylase

Le pouvoir inhibiteur de 1’acétylcholinestérase et o amylase en présence des extraits des écorces
des fruits de Punica granatum, Opuntia ficus indica est présenté dans les Tableaux XII et

TableauxXI11, respectivement.

Tableau XI1 : Pourcentage d’inhibition d’acétylcholinestérase (AChE) en présence des

extraits
Concentrations Punica granatum Opuntia ficus
(ng/ml) indica
3.125 13.59+1.83 -13.59+0.87
6,25 -9.11+0.77 -16.13+0.37
12,50 -20.64+0.50 -21.42+1.04
25,00 -0.99+1.43 -25.78+0.92
50,00 13.04+0.51 -25.84+0.94
100,00 -15.18+0.59 -23.59+1.88
200,00 13.81+1.08 -26.60+0.87
400,00 18.20+1.51 -10.77+£0.74
TableauXII1 : Pourcentage d’inhibition d’a. amylase en présence des extraits
Concentrations Punica granatum Opuntia ficus
(ng/ml) indica
6,25 -24,22+9,08 -20,94+2,38
12,50 -26,81+4,80 -22,95+4,90
25,00 -27,50+4,66 -24,06+4,62
50,00 -26,49+12,23 -27,66+5,71
100,00 -34,21+2,44 -43,10+13,32
200,00 -36,28+8,90 -45,58+14,92
400,00 -46,75%4,55 -46,11+14,81

En se référant aux valeurs établies dans les TableauxXllet Tableaux XIII représentatifs des
pourcentages d’inhibition de 1’acétylcholinestérase et d’a amylase en présence des extraits
d’écorce des fruits de Punica granatum et Opuntia ficus indica, on peut déduire que les extraits
des plantes étudiées n’ont pas d’effet inhibiteur vis-a-vis de 1’acétylcholinestérase et d’a
amylase. En 1’absence des études précédentes, on peut souligner d’apres les résultats de la
présente étude que les extraits de Punica granatum et Opuntia ficus indica n’ont pas d’effet sur

les maladies d’ Alzheimer et de diabéte, respectivement.
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2.7/ Facteur de protection solaire (SPF)

Les résultats des facteurs de protection solaire en présence des extraits des écorces des fruits de
Punica granatum et d’Opuntia ficus indica ainsi que les standards témoins (Avéne®°* et

Avéne®) sont présentés dans le tableau et le figure ci-dessous

Tableau X1V : Les facteurs de protections solaires en présence des extraits et des standards

témoins.
Punica granatum | Opuntia ficus indica Avéne® Avéne®
(Créme SPF 30+) (Créme SPF 50+)
Facteur de
protection 44,40 + 0,44 18,78%+0,21 44,23+0,35 50,11#+0,53
solaire
(SPF)*

* Valeurs moyennes de SPF+£SD (n=3). # : p<0,0001 ; valeurs comparées au Punica granatum
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Facteur de protection solaire *

Punica granatum Opuntia ficus indica Avéne ® (Creme SPF Avéne ® (Creme SPF
30+) 50+)

*Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart type

Figure 28 : Les valeurs de protection solaire des extraits et des temoins.

La lecture du TableauXIVet de la Figure 28montrent que :

> Les extraits des écorces de Punica granatum et d’Opuntia ficus indica ainsi que les
crémes antisolaires témoins (Avéne®% et Avéne®*) possédent un pouvoir de

protection solaire vis-a-vis des rayonnements solaires UV ;
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» L’extrait de Punica granatum, a montré un pouvoir protecteur (SPF=44.40 * 0.44)
significativement supérieur (p<0.0001) par rapport a celui observé pour les 1’extrait
d’Opuntia ficus indica (SPF=18.78 + 0.21) et celui de la creme antisolaire témoins
Avéne®* (SPF=50.11 + 0.53) ;

> Un potentiel protecteur (SPF) significativement faible (»<0.0001) est enregistré pour
I’extrait d’Opuntia ficus-indica (SPF=18.78 + 0.21) par rapport aux cremes antisolaires
témoins Avéne®%*(SPF=44.23 + 0.35) et Avéne®%* (SPF=50.11 + 0.53).

On déduit de ces résultats que ’extrait d’écorce de fruit de Punica granatum exprime un
caractére antisolaire appréciable, vis-a-vis des rayonnements UV comparable a celui des créemes
antisolaires témoins (Avéne®3%"). Ceci suggére que 1’extrait d’écorce de Punica granatum a un
grand potentiel pour étre utilisé comme écran solaire et d’étre une photo-protecteur contre le
rayonnement UVB et ses effets néfastes sur la peau humaine. Cela peut étre expliqué par la
présence des composes phénoliques qui présentent un large éventail d'activités biologiques et
agissent soit comme des filtres absorbant les UVB photons, ou par I'activité antioxydante en
empéchant des dommages photooxydants (Baccarin et al., 2015).

Notre travail sur les extraits des écorces de Punica granatum et d’Opuntia ficus-indica est
considéré parmi les premieres études réalisées pour la détermination de leur pouvoir protecteur
solaire vis-a-vis des rayonnements UV. De ce qui précede, il peut étre conclu qu’il n’y’a pas
d’études préalables d’estimation du pouvoir protecteur solaire sur les parties végétales des

especes étudiées.

2.8/ Activité cicatrisante in vivo

Les extraits des écorces des fruits de Punica granatum L et d’Opuntia ficus-indica, ont fait
I’objet d’une évaluation de leur activité cicatrisante sur des plaies d’excision et des brulures
pratiqués sur des lapins Néo-zélandais. L’effet des extraits est comparé par rapport a une

pommade cicatrisante commerciale (Cicatryl®).

2.8.1/ Activité cicatrisante in vivo (test brulure)

Les résultats obtenus de 1’évolution de la cicatrisation des brilures, apres application journaliére

des extraits, sont exprimés dans les Tableaux XV et Tableaux XVI.
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TableauXV : Chronologie de la cicatrisation des brilures traitées et non traitées (contréle)

chez le lapin.

Progression de la contraction des plaies de brilure en fonction des jours

Extrait de
Punica
granatum

Extrait de
Opuntia
ficus-indica

Cicatryl ®

Controle
physiologique

Tableau XVI : Evolution du pourcentage de contraction des plaies de brilure chez le lapin

traité et non traité.

Contraction des plaies de brulures exprimée en %%
groupes | Affectations J3 J6 J9 J12 J15
I Punica 11,21**+1,11 | 19,67*+15,40 | 22,17**+13,01 | 31,05*+14,66 | 57,28*+6,07
granatum
I Opuntia ficus | 19,52**+7,13 | 20,05**+4,29 | 24,21**+9,56 | 33,12*+12,95 | 68,23**18,21
indica
1 Cicatryl Bio | -3,55+11,8 -5,88+8,56 2,11+6,2 20,3+4,70 50,78+7,20
v physiologique | -0,46x4,24 -6,76+6,29 -12,83+4,67 -1,84+9,15 31,52+15,06

A valeur moyenne + écart type ; *p<0,05, **p<0,01 valeur vs contrdle (physiologique)

Il ressort de la lecture du TableauXVI que :
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» Genéralement, il y a eu une réduction progressive de la surface des plaies avec le temps
dans les différentes plaies traitées par les extraits des écorces des fruits de Punica
granatum, d ‘Opuntia ficus indica et par Cicatryl © ;

> Le pourcentage de contraction le plus éleve a été obtenu dans les plaies traitées par les
extraits de Punica granatum etd 'Opuntia ficus indica par rapport au groupe témoin non
traitées et traité par Cicatryl ® ;

» L’effet des extraits testés est significatif dés le 3éme jour par comparaison aux plaies
physiologiques, alors que celui de Cicatryl ® n’est plus significatif par rapport aux plaies
physiologiques ;

> Sur toute la période (J3 —» J15) les groupes traités par les extraits testés de Punica
granatum et d’Opuntia ficus indica montrent une cicatrisation plus rapide que celle

observée dans le groupe traité par Cicatryl®.

A la lecture des résultats de I’évolution de la cicatrisation des plaies de bralures, on peut
conclure que I’application topique des extraits hydro-alcooliques de Punica granatum et
Opuntia ficus indica présente un effet cicatrisant significativement supérieur (p<0.01) par
comparaison aux groupe traité par Cicatryl® et non traité. Ceci confirme ’effet cicatrisant de
I’extrait de Punica granatum et d’Opuntia ficus indica qui stimule la contraction de la plaie et
permette de raccourcir la période d’épithélialisation. Ce qui est interprété par une diminution
de la phase inflammatoire, une favorisation de la contraction et une réduction de la période
d’¢épithélialisation, comme rapporté dans d’autres études (Zeghad, 2018).

Le mécanisme d’action peut étre affecté par certaines substances bioactives ayant un effet
cicatrisant et doués d’un potentiel antioxydant. Ces composés, qui sont représentés par la
famille des flavonoides, sont tres recherchés pour leur propriété : antioxydants, anti-

inflammatoires, antiallergiques et anti cancérigene (Karak, 2019 ; Rengasamy et al., 2019).
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2.8.2/ Activité cicatrisante in vivo (test incision)

Les résultats obtenus de 1’évolution de la cicatrisation des plaies d’excision, aprés application
journaliere des extraits, sont exprimes dans lesTableaux XVIletTableaux XVIII.
TableauXVII : Chronologie de la cicatrisation des plaies d’incision traitées et non traitées

(contrdle) chez le lapin.

Progression de la contraction des plaies d’incision en fonction des jours

>

Jour 0 Jour 3 Jour 6 Jour 9 Jour 12 Jour 15

Extrait de
Punica
granatum

Extrait de
Opuntia
ficus-indica

Cicatryl ®

Controle
physiologique

TableauXVIII : Evolution du pourcentage de contraction des plaies de bralure chez le lapin

traité et non traité.

Contraction des plaies d’incision exprimée en %%
groupes | Affectations J3 J6 J9 J12 J15
Punica

[ granatum 34,63+26,69( 41,43+10,53 44,66+11,91 (48,53+12,49 /
Opuntia ficus

11 indica 31,55+£17,29( 37,09+13,86 34,17+£8,61 | 35,51+9,64 /

11 Cicatryl -6,97+£1,51 | -29,35**+15,98 | -12,05*+5,84 |1,96*+20,29 | 44,67+5,03

[\ physiologique | 25,45+4,54 26,17+4,34 32,48+5,67 | 43,38+4,06 | 69,25+0,43
A valeur moyenne + écart type ; *p<0,05, **p<0,01 valeur vs contrdle (physiologique)
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Il ressort de la lecture du Tableau XVIII que :

> Les groupes traités par les deux extraits testés ne montrent aucune différence
significative de guérison par rapport au groupe contréle non traité ;

> Le groupe non traité (physiologique) montre une progression de la cicatrisation plus
rapide (p<0,05) que celle observée pour le groupe témoin traité par Cicatryl ©,

> On note également, que le lapin traité par les extraits testés, a probablement subit une
infection urinaire durant la période d’expérimentation, ce qui conduit a son déces avant
le J15 de traitement des plaies, donc les résultats de cette expérimentation ne peuvent

pas étre pris en compte.
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Les plantes medicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux médicaments. Elles
sont considérées comme source de matiere premiére essentielle pour la découverte de nouvelles
molécules nécessaires a la mise au point de futurs médicaments, L’Algérie est I’'un des pays
disposant d’un important réservoir de plantes médicinales et phytothérapeutiques lors de sa
position des tests phytochimiques biogéographique offre une trés grande diversité écologique
et floristique qui doivent étre valorisées pour leur exploitation dans différent usages. Le présent
travail s’inscrit dans le cadre d’une étude phyto-chimique et biologique permettant de
déterminer quantitativement certains groupes chimiques bioactifs contenus dans des extraits
hydro-alcooliques préparés a partir des déchets des fruites de deux plantes médicinales
d’intéréts bio-pharmacologique, cosmétique et agro-alimentaire ; le grenade (Punica granatum)

et la figue de barbarie (Opuntia ficus-indica) pour mettre en évidence ses vertus thérapeutiques.

Elles étaient choisies parmi les especes les plus consommées en Algérie, tout en prenant en

considération leur caractére endémique. En conclusion, cette étude nous a permis :
-Sur le volet phytochimique :

L’analyse quantitative montre que les taux des phénols totaux, flavonoides et flavonols totaux
des extraits sont significativement important. A travers cette analyse phytochimique, il peut étre
conclu que I’extrait hydroalcoolique de Punica granatum s’est révélé relativement riche en
composés phénoliques, par rapport a 1’extrait d’Opuntia ficus-indica, qui pourrait constituer

une source potentielle d’antioxydants.
-Sur le volet bio-pharmacologique :

Plusieurs activités ont été étudiées, a savoir les activités antioxydants, anti-enzymatiques,
cicatrisantes et antisolaires. L’évaluation de ’activité antioxydante en utilisant les différents
essais (DPPHe, ABTS<+, FRAP, GOR, CUPRAC) a montré que le potentiel inhibiteur envers
les radicaux libres d’extrait de déchets de Punica Granatum est le plus important comparé a
I’autre extrait de déchets de fruit d’Opuntia Ficus Indica. Ceci peut étre corrélé avec sa teneur
élevée en différents groupes de composés phénoliques. De meme, Les résultats des facteurs de
protection solaire ont montré que I’extrait d’écorces de fruit de Punica granatum exprime un
caractére antisolaire appréciable, vis-a-vis des rayonnements UV comparable a celui des crémes

antisolaires témoins (Avéne®%*).



Les extraits des plantes étudiées n’ont révélé aucun effet anti-enzymatique inhibiteur vis-a-vis
de I’acétylcholinestérase et d’a amylase. On peut souligner d’apres les résultats de la présente
étude que les extraits de des déchets de Punica granatum, d’Opuntia Ficus Indica n’ont pas

d’effet sur les maladies d’ Alzheimer et de diabéte.

Les résultats de 1’évaluation de ’activité cicatrisante chez le lapin des plaies de brilures ont
montré que sur toute la période (J3—» J15) les groupes traités par les extraits testés de Punica
granatum et d’Opuntia ficus indica montrent une cicatrisation plus rapide que celle observée
dans le groupe traité par Cicatryl®. Le mécanisme d’action peut étre affecté par certaines
substances bioactives ayant un effet cicatrisant et doués d’un potentiel antioxydant. Ces
composés, qui sont représentés par la famille des flavonoides, sont tres recherches pour leur

propriété : antioxydants, anti-inflammatoires, antiallergiques et anti cancérigene.

Les résultats obtenus de 1’évolution de la cicatrisation des plaies d’excision montrent que le
lapin traité par les extraits testes, a probablement subit une infection urinaire durant la période
d’expérimentation, ce qui conduit a son déceés avant le J15 de traitement des plaies, donc les

résultats de cette expérimentation ne peuvent pas étre pris en compte.

En perspective, il serait intéressant d’approfondir les investigations phytochimiques,
toxicologiques et biologiques des déchets des fruits de Punica granatum L. et d’Opuntia ficus
indica L. afin de s’assurer de leur innocuité, de mettre en évidence d’autres activités bénéfiques
pour la santé et de caractériser leurs principes actifs. Ces travaux complémentaires permettront
éventuellement une phytostandardisation ultérieure, critere indispensable a la valorisation

industrielle de ces produits en tant que compléments alimentaires a allégation de sante.
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Annexe 1 : courbes d’étalonnages pour le dosage des différents métabolites secondaires

Figure 1 : courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols.
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Figure 2 : courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides.
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Figure 3: courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonols.
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Résumé

Résumé

Dans le cadre d’une valorisation des ressources naturelles, le présent travail s’inscrit dans le
cadre d’une étude phytochimique et biopharmacologiquedes écorces des fruits de deux plantes
a large consomation en Algérie ; (Punica granatum L. et Opuntia ficus-indica L.).

Les parties des fruits sélectionnées ont été testées pour estimer leurs contenus en composés
phénoliques et évaluer leurs activités biologiques ; in vitro (antioxydantes, enzymatiques et
photoprotectrices) et in vivo (cicatrisantes). Une analyse quantitative par dosage
spectrophotométrique a été réalisée afin d’évaluerle contenu des extraits en phénols totaux,
flavonoides et flavonols. Les résultats de 1’analyse quantitative montrent que les extraits des
parties des fruits selectionnées, peuvent constituer une source potentielle de substances
phénoliques.

L’évaluation du pouvoir antioxydant in vitro par les méthodes (DPPH", ABTS™", CUPRAC,
GOR, FRAP) a révélédes capacités puissantes, et que le potentiel antioxydant de I’extrait de
Punica granatum L. est significativement le plus important comparé a I’extrait de d’Opuntia
ficus-indica L. Cependant I’etude de I’activité enzymatique, a montré que les extraits des
plantes étudiées n’ont pas d’effet inhibiteur vis-a-vis de 1’acétylcholinestérase et d’a amylase,
cela confirme que les extraits de Punica granatum et Opuntia ficus indica n’ont pas d’effet sur
les maladies d’ Alzheimer et de diabéte, respectivement. L’évaluation de I’activité SPF (facteur
de protection solaire) a montré que I’extrait de Punica granatum L. a présenté une action
photoprotectricesignificativement supérieur (p<0.0001) par rapport a celui observé pour
I’extrait d’Opuntia ficus indica, avec un caractére photoprotecteur identique, par rapport au
contréle (Avéne®3),

D’autre part, les résultats de 1’évaluation de 1’activité cicatrisante in vivochez le lapin sur des
plaies de brulures ont montré que I’application topique des extraits testésprésente un effet
cicatrisant significativement supérieur (p<0.01) par comparaison aux groupes traités par
Cicatryl® et non traité. Cependant, les résultats de I’activité cicatrisante par le test d’excision
nesont pas pris en compte parceque 1’expérimentation a été stopée a cause du décés de lapin

traité par les extraits.

Mots clés : Punica granatum L., Opuntia ficus-indica L., composes phénoliques, activités

antioxydantes, activité cicatrisante.



Abstract

Abstract

Within the framework of a valorization of natural resources, the present work is part of a
phytochemical and biopharmacological study of the fruit barks of two widely consumed plants

in Algeria; (Punica granatum L. and Opuntia ficus-indica L.).

The selected parts of the fruits were tested to estimate their contents in phenolic compounds
and to evaluate their biological activities; in vitro (antioxidants, enzymes and photoprotectants)
and in vivo (healing). A quantitative analysis by spectrophotometric assay was carried out to
evaluate the content of the extracts in total phenols, flavonoids and flavonols. The results of the
quantitative analysis show that the extracts of the selected parts of the fruits can be a potential

source of phenolic substances.

The in vitro evaluation of antioxidant power by the methods (DPPH', ABTS™", CUPRAC, GOR,
FRAP) revealed powerful capacities, and that the antioxidant potential of the extract of Punica
granatum L. is significantly higher compared to the extract of Opuntia ficus-indica L. However
the study of the enzymatic activity, showed that the extracts of the studied plants do not have
an inhibitory effect towards acetylcholinesterase and o amylase, this confirms that the extracts
of Punica granatum and Opuntia ficus indica do not have an effect on Alzheimer's disease and
diabetes, respectively. The evaluation of the SPF (sun protection factor) activity showed that
the extract of Punica granatum L. showed a significantly superior photoprotective action
(p<0.0001) compared to that observed for the extract of Opuntia ficus indica, with an identical

photoprotective character, compared to the control (Avéne®3*)

On the other hand, the results of the evaluation of the in vivo healing activity in rabbits on burn
wounds showed that topical application of the tested extracts had a significantly superior
healing effect (p<0.01) compared to the groups treated with Cicatryl® and untreated. However,
the results of the healing activity by the excision test were not taken into account because the

experiment was stopped due to the death of rabbits treated with the extracts.

Key words: Punica granatum L., Opuntia ficus-indica L., phenolic compounds, antioxidant

activities, healing activity.
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INDICA L.

Mémoire de fin de cycle pour I'obtention du diplome de Master en Biochimie appliquée

Dans le cadre d’une valorisation des ressources naturelles, le présent travail s’inscrit dans le cadre d’une étude
phytochimique et biopharmacologiquedes écorces des fruits de deux plantes a large consomation en Algérie
; (Punica granatum L. et Opuntia ficus-indica L.).

Les parties des fruits sélectionnées ont été testées pour estimer leurs contenus en composes phénoliques et
évaluer leurs activités biologiques ; in vitro (antioxydantes, enzymatiques et photoprotectrices) et in vivo
(cicatrisantes). Une analyse quantitative par dosage spectrophotométrique a été réalisée afin d’évaluerle
contenu des extraits en phénols totaux, flavonoides et flavonols. Les résultats de I’analyse quantitative montre
que les extraits des parties des fruits selectionnées, peuvent constituer une source potentielle de substances
phénoliques. L’évaluation du pouvoir antioxydant in vitro par les méthodes (DPPHe, ABTS++, CUPRAC,
GOR, FRAP) a révélédes capacités puissantes, et que le potentiel antioxydant de I’extrait de Punica granatum
L. est significativement le plus important comparé a I’extrait de d’Opuntia ficus-indica L. Cependant 1’etude
de I’activité enzymatique, a montré que les extraits des plantes étudiées n’ont pas d’effet inhibiteur vis-a-vis
de I’acétylcholinestérase et d’ o amylase, cela confirme que les extraits de Punica granatum et Opuntia ficus
indica n’ont pas d’effet sur les maladies d’ Alzheimer et de diabéte, respectivement. L’évaluation de I’activité
SPF (facteur de protection solaire) a montré que I’extrait de Punica granatum L. a présenté une action
photoprotectricesignificativement supérieur (p<0.0001) par rapport a celui observé pour 1’extrait d’Opuntia
ficus indica, avec un caractére photoprotecteur identique, par rapport au controle (Avéne®3**). D autre part,
les résultats de 1’évaluation de 1’activité cicatrisante in vivochez le lapin sur des plaies de brulures ont montré
que I’application topique des extraits testésprésente un effet cicatrisant significativement supérieur (p<0.01)
par comparaison aux groupes traités par Cicatryl® et non traité. Cependant, les résultats de 1’activité
cicatrisante par le test d’excision ne sont pas pris en compte parceque 1’expérimentation a été stopée a cause
du décés de lapin traité par les extraits.

Mots clés : Punica granatum L., Opuntia ficus-indica L., composés phénoliques, activités antioxydantes,
activité cicatrisante.
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