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Introduction

Les antibiotiques, qui ont préservé d'innombrables vies et atténué les souffrances de
millions de personnes au fil des années, font actuellement face a une menace grandissante causée

par I'émergence et la propagation de bactéries multi-résistantes (Mameri et al., 2019).

En conséquence, de nombreux chercheurs se sont engagés dans la recherche de
médicaments d'origine naturelle répondant a des criteres spécifiques, afin de les utiliser de maniére
plus étendue en tant qu'agents antimicrobiens. Cette quéte a entrainé une expansion soudaine des
plantes médicinales, qui peuvent étre considérées comme des réservoirs de petites molécules de
métabolites secondaires qui leur conferent des propriétés médicinales puissantes, utilisées par
diverses cultures pour traiter une multitude de maux, y compris les infections bactériennes (Habibi
et al., 2005).

De plus, les plantes médicinales offrent une ressource naturelle abondante et durable. Elles
peuvent étre cultivées dans différentes régions du monde, ce qui en fait une solution accessible et
économiquement viable. Leur utilisation peut également contribuer & la préservation de la
biodiversité en valorisant les connaissances traditionnelles sur les plantes et en encourageant la
conservation des écosystémes naturels. Parmi les plantes médicinales qui ont démontré leur

efficacité avéree, certaines espéces de cactus, notamment le figuier de Barbarie du genre Opuntia.

Récemment, plusieurs techniques dextraction ont été développées pour extraire les
composés polyphénoliques des plantes, ces techniques ont montrés plusieurs avantges par rapport
aux techniques classiques. Parmi celles-ci, figurent I'extraction assistée par ultrasons, I'extraction
assistée par micro-ondes, I'extraction accélérée par solvant et I'extraction par fluide supercritique
(Ong, 2004). L'extraction assistée par ultrasons (E.A.U) se présente comme une alternative simple,
économique et efficace par rapport aux méthodes d'extraction conventionnelles (llghami et al.,
2015). Elle repose sur l'utilisation d'ondes ultrasoniques qui générent un effet de cavitation dans
le solvant. Ce phénomene provoque le mouvement de petites bulles sous vide dans le liquide,
favorisant ainsi la pénétration du solvant dans les matieres premiéres végétales de maniére rapide
et efficace (Teng et al., 2014).

Opuntia ficus-indica a été I'objet de nombreuses recherches et etudes approfondies en
raison de ses multiples applications industrielles. En Algérie, ou environ 80% du territoire
bénéficie d'un climat favorable caractérisé par des zones arides a semi-arides, et avec des terrains

propices, cela favorise le développement de la culture de figuier de Barbarie (Neffar et al., 2011).
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Les cladodes d'opuntia sont constituées d'une matiere végétale renfermant divers composés
qui lui conférent de nombreuses propriétés multifonctionnelles (composés phénoliques,
flavonoides, vitamines, caroténoides, etc.). Ces substances présentent des activités biologiques et
pharmacologiques intéressantes, offrant ainsi des avantages en termes de soins et de prévention de
diverses maladies liées au stress oxydatif, telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires et
neurodégéneératives, ainsi que le soulagement des infections graves, et bien d'autres encore
(Abirami et al., 2014, Rasoulpour et al., 2017) .

D’ou notre intérét pour cet axe, Ainsi I’objectif de notre travail est I’évaluation de I’activité
antioxydante des extraits de raquette du figuier de Barbarie et 1’étude de I’effet antibactérien de

ces extraits sur quelques souches bactériennes.

Le présent manuscrit est composé de trois parties :
Dans la premiére partie, nous abordons les connaissances bibliographiques concernant
Opuntia ficus-indica, la composition chimique et poly-phénolique des cladodes de cette plante,

ainsi que les méthodes d'extraction de ces composés.

Dans la deuxiéme partie, nous explorons les différentes techniques et méthodes utilisées
pour l'extraction des polyphénols (extraction conventionnelle et ultrasons), ainsi que la
détermination des composés phénoliques totaux et de leurs activités antioxydantes. Enfin, nous

évaluons in vitro l'activité antibactérienne des extraits obtenus.

La troisieme partie est consacrée aux résultats obtenus dans notre étude.
Une conclusion générale est donnée a la fin du présent travail en tirant les principaux résultats

obtenus ainsi que les potentielles perspectives.
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I.1 Figuier de Barbarie : Opuntia ficus-indica :

Les plantes aux propriétés bénéfiques sont connues en médecine traditionnelle. De nos jours,
malgré la disponibilité généralisée de composés synthétiques, la recherche se porte vers des
composés naturels a moindre codt et peu d'effets secondaires. L'intérét croissant pour la médecine
préventive encourage l'utilisation de nutraceutiques, des composés bioactifs d'origine végétale.

Parmi les plantes médicinales, on cite : I’Opuntia ficus-indica (OFI) (Sinicropi et al., 2022).

Cladodes

Fleurs

Figure 1. Arbre de I’Opuntia ficus indica et ses composants (Sinicropi et al., 2022)

1.1.1 Origine d’Opuntia ficus-indica:

Le genre de plante Opuntia est originaire du continent américain ; & ce jour, 377 espéces
ont été reconnues, dont 104 sont sauvages au Mexique, avec 60 especes endémiques a ce pays. Il
a joué un réle important dans I'économie agricole et I'alimentation des anciens Mexicains de
I'empire aztéque, et est maintenant répandu dans différents pays et sur tous les continents
(Sinicropi et al., 2022). Venant donc du Mexique, le genre Opuntia s'est largement répandu sur
tout le continent américain (de I'Alberta, Canada, a la Patagonie, Argentine) et, apres la conquéte

espagnole, dans le reste du monde (Anaya-Pérez and Bautista-Zane, 2008).
1.1.2 Historique du figuier de Barbarie :

Le figuier de Barbarie, a plusieurs appellations (figuier d'Inde, figuier de Barbarie et Nopal)
dont l'appellation latine est opuntia ficus-indica (OFI), et pour ses fruits on I'appelle « tunas » au

Mexique.

Marc Schweizer affirme que les Aztéques connaissaient ce cactus qui semblait déja exister
bien avant l'arrivée des Espagnols. Le nopal est une plante typique du paysage mexicain et est I'une
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des plus grandes représentations de la nationalité mexicaine (Anaya-Pérez and Bautista-Zane,
2008).

Son histoire remonte aux anciennes civilisations mésoaméricaines, en particulier a I'époque
des Azteques (Sdenz Hernandez et al., 2013), lorsque les gens récoltaient des cladodes et des
fruits sauvages a des fins alimentaires et médicinales. L'expansion espagnole a contribué a la
propagation des cactacées en Amérique et en Europe (Cruz-Hernandez and Paredes-Lépez,
2010). L'introduction de I'OFI en Afrique du Nord est due a deux causes : la premiére, elle a été
emportée par I'expansion espagnole au XVle et XVlle siécles ; la seconde, les plantations du
figuier de Barbarie servaient de haies pour se protéger des Espagnols en pleine guerre vers la fin
du XIVe siecle en Afrique du Nord (Mahdeb et al., 2021).

Méme si le nopal était une culture importante dans le centre du Mexique au 18 siécle, les
Espagnols ont ensuite répandu son utilisation dans I'ancien monde en raison de ses nombreuses
propriétés, en particulier celles des fruits, pour son utilisation par des marins contre le scorbut et
surtout pour la production de colorants rouges (Maniaci et al., 2021 ,Adjeroud 2017, Ali et al.,
2022, Maran and Manikandan, 2012).

Emportée en Espagne pour étre cultivée, la figue de Barbarie s'est propagée rapidement a
travers le monde ; on la trouve en Afrique, en Australie, dans le sud de I'Europe et en Asie. En
Algérie, on appelle Karmouss N'ssara car il est dit que cette plante a été importée du Mexique vers
I'Algérie et le Nord de I'Afrique par des marins au XVe (Ali et al.,, 2022, Maran and
Manikandan, 2012).

1.1.3 Description botanique :

Le figuier de Barbarie est une plante originale et utile. Selon la classification botanique, les
cactacees (ou cactées) sont des végétaux phanérogames appartenant a la classe des angiospermes

dicotylédones et polypétales (Schweizer, 1999).

Reyes-Aguero et al. (2005) Affirment que 1’Opuntia ficus-indica est un arbuste pouvant
atteindre jusqu'a 1,7 (-3) m de haut, avec une tige primaire lignifiée et bien définie. Cette plante
succulente s'adapte bien aux conditions climatiques extrémes et elle a une croissance rapide dans
les sols pauvres en eau (Aragona et al., 2018). Le type de photosynthese qui se produit chez
Opuntia est connu sous le nom de métabolisme de ’acide crassulacée (CAM). Les stomates
s'ouvrent principalement la nuit et laissent entrer du CO32, ce qui conduit a une acidification

progressive de la tige (Saenz Hernandez et al., 2013).
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Le cactus Opuntia présente une variété génétique considérable et un certain nombre

d'espéces ont été décrites. Certaines sont épineuses : dotées d'épines, tandis que d'autres sont

inermes ; sans épines (Arba, 2009).

La classification botanique d’Opuntia ficus-indica est rappelée ci-dessous : selon Ghédira
and Goetz (2018) :

* Regne : Plantae » Genre : Opuntia Mill.

+ Classe : Magnoliopsida * Famille : Cactaceae

« Espéce : Opuntia ficus-indica (L.) Mill

D'un point de vue morphologique, le figuier de Barbarie peut étre divisé en différentes parties :

Tableau I. Differentes parties de | 'Opuntia ficus-indica

Compartiments

Explications

Systeme

racinaire

Un systeme racinaire horizontal étendu qui se ramifie dans le sol (Agholor, 2016).
Peu profond et prét a absorber I'eau méme du brouillard ou d'une pluie légére (Feugang et al.,
2006).

Partie végétative

Fréguemment appelés coussinets, articulations ou cladodes, ce sont des tiges modifiées qui est
faite d'un parenchyme blanc qui sert au stockage de I'eau (Feugang et al., 2006)

Certains types de cladodes sont épineux, tandis que d'autres sont sans épines et sont allongés
(Agholor, 2016).

Fleur Fleurs d'anthése diurnes, jusqu'a dix par cladodes, toujours prises dans la partie apicale de la
marge du cladode ; généralement cylindrique, parfois ovoide ou conique ; mesurant entre 4 et
6 cm de longueur et entre 2,5 et 3,1 cm de diameétre (Reyes-Aguero et al., 2005).

Fruit Les fruits présentent différentes couleurs : jaune, orange, rouge et violet. Généralement

oblongs, parfois sphériques, cylindriques ou elliptiques.
Ils mesurent environ 7 cm de long, 5 cm de large et pesent environ 146 g (Reyes-Aglero et
al., 2005)
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1.2 Valorisation du figuier de Barbarie :

Les espéces de Cactacées produisent de grandes quantités de mucilage et de fibres, ainsi
que de composés phénoliques, d'alcaloides et de triterpénoides. Grace a leur teneur élevée en fibres
et en glucides fermentescibles, ainsi qu'a d'autres composés bioactifs cibles, elles peuvent étre
considérées comme une stratégie de valorisation potentielle pour certaines applications (Carpena
et al., 2023).

Applications
pharmaceutiques

Applications alimentaires

& ;;:— ©
!‘

. ‘ / { \: :
cllto c‘cl):lc;:)nslzi w Liﬂ Ingrédients
bioactifs ~ fonctionnels

e
3 @ Emballage

Nanomatériaux ' i actif

Applications sur
L'élevage

- Amélioration. Alimentation bétail
de la qualité
de la viande

Figure 2. Applications industrielles des Cactacées et des sous-produits dérivés (Carpena et al.,
2023)

1.2.1 Valorisation économique et écologique :

Le figuier de Barbarie est une plante succulente qui s'adapte bien aux conditions
climatiques extrémes et qui a une croissance rapide méme sur des sols pauvres et a faible besoin
en eau. Il est utilisé pour l'alimentation, la pature, la médecine et comme plante ornementale, et
offre également des avantages industriels et écologiques. Bien qu'il ait longtemps été marginalisé,
sa culture se développe aujourd’hui et son importance socio-économique et environnementale

augmente en conséquence (Maataoui and Hilali, 2004).

Les sociétés humaines tirent profit du bien et des services essentiels fournis par les figuiers
de Barbarie, tels que le controle des sols et de I'érosion hydraulique et éolienne (Saenz Hernandez

6
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et al., 2013), leur utilisation contre la propagation des incendies grace a leur résistance au feu, la
régulation du climat par séquestration de carbone, la conservation de la biodiversité des habitats
pour la faune sauvage, sans oublier leur beauté esthétique en tant que plante verte toute I'année
(Louhaichi, 2018, Mylo et al., 2022).

D'un point de vue pédologique, ce végétal permet I'amélioration des sols par la
biotransformation des racines et des rameaux en substances organiques, et donc une plus grande

disponibilité en éléments nutritifs (Le Houérou, 1996, Mandouri, 2000).

Les cladodes d’OFI peuvent étre utilisés comme aliment pour animaux, fourrage ou pour
la consommation humaine (Rocchetti et al., 2018). Au Maghreb, les vieilles raquettes d’Opuntia
desséchées sont utilisées comme engrais des vergers et la dispersion d’articulations d’Opuntia
moulues autour du pied de certaines plantes, éloigne les parasites et empéche la prolifération des

mauvaises herbes (Belouad, 2001).

En outre, Le mucilage et le jus de la raquette ont montré une grande efficacité dans
I'amelioration des rendements du procédé d'électrocoagulation dans I'élimination de polluants
minéraux et métalliques en eaux usées (Adjeroud et al., 2015, Adjeroud et al., 2018). Le
mucilage a également la capacité d'éliminer la matiére organique et les bactéries telles que Bacillus
cereus (Buttice et al., 2010). L'efficacité de ce mucilage est comparable a celle du floculant
industriel et offre une alternative économique en matiére de dépollution des eaux usées grace a

son faible codt et a sa non-toxicité.

1.2.2 Valorisation alimentaire :

L'Opuntia ficus-indica est l'une des plantes les plus utilisées en raison de sa polyvalence et
de ses propriétés comestibles uniques. Elle est exploitée dans sa totalité, des fruits aux feuilles et
tiges ; et est classiquement exploitée dans l'industrie alimentaire pour le développement et la

production d'une large gamme de produits (Carpena et al., 2023).

Les fruits sont généralement consommés sous forme fraiche, en jus ou en confiture. Les
cladodes sont quant a eux le plus souvent utilisés pour I'alimentation des animaux ou jetés (Marin-
Bustamante et al., 2018). Certaines cultures ont intégré les cladodes a des préparations
alimentaires, telles que des salades, de la confiture, du chutney ou des cornichons (Ginestra et al.,
2009). La peau et les épines ont par ailleurs été employées avec succes comme matiéres premiéres

glucidiques pour améliorer la production de levures boulangéres (Diboune et al., 2019). Leurs
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pelures peuvent étre intégrées a des produits alimentaires, comme des boissons, des gélules et des

colorants (Jiménez-Aguilar et al., 2015).

En Algérie, des entreprises telles que Thafath, Romais et la coopérative NOPALTEC
ALGERIE, situées respectivement a Ouadhias (Tizi-Ouzou), EI-Kseur (Bejaia) et Sidi-Fredj (Souk
Ahras), sont spécialisées dans la transformation du figuier de Barbarie en produits agro-

alimentaires et cosmétiques.

Le mucilage, extrait des cladodes, est utilisé comme emballage et offre la possibilité
d'ajuster et d'améliorer les propriétés rhéologiques de certains produits. Son utilisation pourrait
également s'avérer économiquement rentable en raison de son faible prix et de son accessibilité
(Gheribi and Khwaldia, 2019). Parmi les différents extraits d'Opuntia, d’importants composants
pour l'industrie alimentaire : la pectine et le chitosane, réputés pour leurs propriétés gélifiantes et
stabilisantes (Lefsih et al., 2017).

Selon I'étude de Sadok et al. (2014), le jus de cladode a un effet intéressant lors de la
fermentation lactique, puisqu'il stimule et maintient la survie des bactéries lactiques et
probiotiques, et accélére la cinétique de fermentation (Barba et al., 2022). Les chercheurs
Hernandez-Urbiola et al. (2011) ont considéré les figues de Barbarie comme une source
importante de calcium pour les groupes qui ont une faible accessibilité aux produits laitiers et pour

les personnes qui ont des difficultés a les digérer.

Ces derniéres anneées, des applications technologiques de certaines espéces de cactus ont
été notees, car elles constituent une bonne source d'aliments sains et d'ingrédients alimentaires
naturels. Comme mentionné précédemment, et en raison de sa diversité et de son importance

économique (Carpena et al., 2023).
1.2.3 Valorisation médicinale :

Les Cactacées présentent une variété de métabolites secondaires dont les propriétés
bénéfiques pour la santé sont a l'origine de nombreuses applications médicales (Silva et al., 2021).
Ces métabolites sont synthétisés par les plantes en réponse aux menaces climatiques et biologiques
auxquelles elles sont confrontées dans leur habitat naturel, offrant ainsi une variété de composés

bioactifs qui promettent des avantages pour la santé humaine (Garcia-Pérez et al., 2020).

La recherche médicale moderne a mis en évidence les propriétés importantes du figuier de
Barbarie, dues aux molécules actives qui le composent. Cette espece permet de lutter efficacement

contre les affections les plus graves : angoisse, artériosclérose, cholestérol, diabéte, obésité,
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spasmophilie et stress (Schweizer, 1999). De plus, son efficacité contre lI'acné, l'arthrose, la
dermatose, la diarrhée, la fiévre, I'hypertension artérielle, les rhumatismes, les maux d'estomac,
les tumeurs, les verrues, les allergies, les plaies, la colite et certaines maladies virales est

également reconnue (Rasoulpour et al., 2017).

A cet égard, plusieurs maladies (par exemple, cardiovasculaire, diabéte sucré de type I,

I'Alzheimer et obésité...) pourraient étre prévenus (Abirami et al., 2014).

Une autre propriété intéressante de I'OFI a récemment été décrite, a savoir ses propriétés
photo-protectrices ultraviolettes (UVA) (Skarupova et al., 2020). Le thé aux fleurs est utilisé en
Sicile comme remede aux maux de reins ; des capsules qui sont faites a partir des fleurs séchées
sont utilisées comme régulant diurétique et comme remeéde au dysfonctionnement de la prostate
(Arba, 2009).

Monter-Arciniega et al. (2019) ont mis en lumiére le fait que les déchets de cactus
présentent la capacité la plus élevée d'adsorption des graisses, ce qui indique que les fibres
alimentaires provenant de ces déchets pourraient étre employées pour ralentir la digestion des

lipides et ainsi réguler le niveau de cholestérol.

La réutilisation des anciens antiviraux est I'un des principaux moyens de repondre a
I'urgence d'un traitement efficace contre la COVID-19 ;Costanzo et al. (2020);Vicidomini et al.
(2021) ont identifié des extraits de plantes Opuntia ficus-indica ou des composés isolés comme
antiviraux et anti-pneumoniques, afin de développer des médicaments contre la COVID-19 in

silico.
1.2.4 Valorisation en cosmétique :

Pendant des années, le figuier de Barbarie a été employé par les femmes berbéres et
indiennes d’Amérique pour ses propriétés cosmétiques. Elles utilisaient I'nuile pour accélérer la

guérison et pour protéger leur peau des effets desséchants du vent du désert (Benattia, 2017).

Des études qui portent sur l'utilisation de cette espece dans les cosmétiques, qu'il s'agisse

d'un excipient ou d'un composant actif, ont été prises en compte (Lima et al., 2022).

Les extraits de plantes offrent une alternative intéressante a la graisse de baleine dans la
fabrication de cremes et de pommades, ces produits sont particulierement efficaces pour lutter
contre les rides (Bhira, 2012). La méme formule que celle utilisée pour I'Aloe vera pourrait

également étre appliquée aux cremes contenant de I'Opuntia (Eshun and He, 2004).
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Les propriétés hydratantes et adoucissantes du mucilage des cladodes sont mises a profit
depuis longtemps par les femmes rurales du Maroc pour prendre soin de leurs cheveux. De nos
jours, il est également utilisé pour la fabrication de shampoings, de cremes et de laits pour la peau
(Arba, 2009).

les épluchures et cladodes OFI en tant que produits agro-déchets sont de bons candidats

pour les phytocosmétiques antivieillissement (Abbas et al., 2023).

L'huile extraite des graines de cactus Opuntia ficus-Indica a récemment été mise en avant
comme un élément innovant et précieux dans le domaine des cosmétiques en raison de sa

composition chimique optimale pour cet usage (Guillaume et al., 2015).

Actuellement, le prix du marché de I’huile de graines de cactus est estimé a 500 €/L (Gharby et
al., 2021).

Les fleurs séchées d'OFI peuvent étre vendues sous forme de sachet a infuser, a agrémenter
ou a utiliser comme lotion et de macérat. Ces derniéres années, des molécules bioactives contenues

dans ces fleurs ont été mises a profit pour le développement de biofilms (De Farias et al., 2021).
1.2.5 Valorisation biotechnologique :

La transformation des plantes de Cactacées pour des applications alimentaires et non
alimentaires conduit a différents résidus, a savoir des grignons, des peaux, des épines et des résidus
de cladodes. Plusieurs industries peuvent profiter de ces sous-produits pour le développement de
produits durables, notamment les aliments et les boissons (par exemple, aliments fonctionnels,
produits d'alimentation du bétail, nutraceutiques, pharmaceutiques, composés liants pour
I'industrie de la construction, biogaz pour le secteur de I'énergie (par exemple, biogaz issu de la

digestion des cladodes et des flux de déchets industriels), et des intrants agricoles (Lavelli, 2021).

Les possibilités biotechnologiques des especes Opuntia sont en plein essor. Parmi celles-
ci, on trouve des méthodes de culture in vitro spécifiquement congues pour promouvoir la
propagation de certaines especes rares, ainsi que pour les especes commerciales et ornementales

(Angulo-Bejarano et al., 2014).
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Tableau I1. Quelques exemples de valorisation biotechnologique des cladodes d’Opuntia ficus-

indica.

Type d’extraction

Utilisation de cladodes

Références

Hydrolysat de cladodes d’Opuntia ficus- | Production d’éthanol par trois | (Pérez-Cadena et al.,
indica (Par la méthode d’hydrolyse acide). levures. 2018).
Coagulation-floculation (Poudre et Mucilage | Traitement des eaux usées. (Rebah and Siddeeg,
des cladodes d’Opuntia ficus-indica). 2017).

Extrait organique de cladodes.

Protection contre la corrosion dans

les aciers industriels.

(Ruiz et al., 2018).

Fermentation (Mucilage et jus de cladodes).

Effet positif sur la fermentation du
lait et la croissance des bactéries

lactiques et probiotiques.

(Hadj sadok, 2010)

Fermentation (Figue de Barbarie avec

differents  genres et  especes de

champignons).

Production d’enzyme (xylanases,

amyloglucosidase, B-glucosidases).

(dos Santos et al., 2018, de
Santana et al., 2012).

1.3

Les cladodes d’opuntia ficus-indica

1.3.1 la composition chimique des cladodes :

La composition chimique des figues de Barbarie et des cladodes dépend de nombreux

facteurs :

espece, variété ou cultivar ; facteurs environnementaux, tels que les conditions

climatiques et édaphiques ; gestion des cultures, y compris l'engrais et le traitement apreés récolte
et état de maturité (Méndez et al., 2015, Inglese et al., 2017).

Tableau I11. Composition chimique des cladodes d’O. ficus-indica (Perucini-Avendario et al.,

2021).
Composition en % poids sec
Glucides 38,0-61,4
Protéines 6,7 -11,73
Lipides 0,1-2,16
Fibres bruts 5,97 — 55,05
Cendre 14,4 — 23,05

11
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1.3.2 Les composés polyphénoliques :

Selon Ginestra et al. (2009), les cladodes d'O. ficus-indica représentent également une
source de composés phénoliques, ces derniers ont été detectés dans les fruits et d'autres parties de
différentes variétés de cactus (Mahdeb et al., 2021). Amiot et al. (2009) Souligne que les
polyphénols sont des composés provenant du métabolisme secondaire des végétaux et caractérisés

par leur structure contenant un ou plusieurs groupements phénoliques.

D’aprés Mahdeb et al. (2021) les polyphénols d'un point de vue chimique, elles sont
définies par leurs cycles benzéniques contenant au moins un groupement hydroxyle, libre ou lié a
une autre fonction (éther, ester, sucre...). Elles peuvent varier de molécules simples, telles que les

acides phénoliques, a des composés hautement polymérisés, comme les tanins.

Les composés phénoliques regroupent une grande variété de composants qui sont répartis
en quatre groupes (Hadj sadok, 2010) :

> Acides phénols (acides benzoiques, acides cinnamiques) et coumarines.
» Flavones, flavonols, flavanones et dérivés dont catéchines.
» Chalcones, dihydrochalcones et aurones.

» Anthocyanes : anthocyanines, anthocyanidines.

Tous les organes de la plante de cactus sont riches en membres de la famille des
polyphénols, tels que divers flavonoides et acides phénoliques. Cependant, certains polyphénols
ne sont produits que par les cladodes de certaines variétés de cactus.

Tableau IV. La distribution et la teneur en polyphénols des feuilles d’OFI (EI-Mostafa et al.,

2014)
Tissus Composants principaux identifies | Teneur en mg/100 g
végétaux
Acide salicylique 0,58 — 3,54
Isoquercétine 2,29 — 39,67
Cladodes Isorhamnétine-3-O-glucoside 4593221
Nicotiflorine 2,89 —146,5
Rutine 2,36 — 26,17
Narcissine 14,69 —137,1

12
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Comme mentionné ci-dessus, les cladodes d'Opuntia ficus-indica sont riches en
Nicotiflorine qui, associée a la rutine, présentent des effets benéfiques sur le stress hypoxique, le
glutamate et I'oxydation a des concentrations aussi basses que 1 nM. Les relations structure-activité
suggerent que la chaine latérale du sucre de ces flavonoides pourrait étre importante pour les
activités neuroprotectrices. De plus, la rutine a montré des effets inhibiteurs sur les voies
apoptotiques et nécrotiques. La Nicotiflorine et la rutine ont le potentiel d'étre des médicaments

neuroprotecteurs prometteurs a l'avenir (Nakayama et al., 2011).

Plusieurs méta-analyses de plusieurs études épidémiologiques suggérent une contribution
des polyphénols aux effets bénéfiques des fruits et 1égumes. L’effet protecteur des polyphénols,
en particulier vis-a-vis des maladies cardio-vasculaires, a d’abord été attribué a leurs propriétés
antioxydantes Du fait de leur structure chimique, les polyphénols sont capables de piéger certaines
especes radicalaires et de chélater les métaux de transition (Fer et Cuivre), catalyseurs d’oxydation.
Il a donc été suggéré que les polyphénols diminuent le stress oxydant, susceptible de créer des
dommages moléculaires et cellulaires et d’induire diverses pathologies (cancers, diabéte de type

2, maladies cardio-vasculaires et neurodégénératives) (Nakayama et al., 2011).

13
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1.3.3 Effet nutraceutiques et thérapeutiques des raquettes d’OFI :

Tableau V. Effet nutraceutiques et thérapeutiques des raquettes

Activité biologique

Effet des activités

Les références

Effet antioxydant

Capacité de réduire les dommages oxydatifs induits par le lithium

grace a l'augmentation des niveaux d'enzymes antioxydantes.

(Silva et al., 2021).

Activité antibactérienne

Capacité d'inhiber la croissance de S. aureus, E. coli, K.

pneumoniae et P. aerugionosa.

(Barba et al., 2022).

Effet anti-cancéreux

Inhibition de la prolifération des lignées cellulaires du cancer du

col de I’utérus, de 1’ovaire chez les souris.

(Kaur et al., 2012).

Activité anti-ulcére Conservation de la structure cellulaire de l'estomac. (Feugang et al,
2006).

Activité antiviral Activité antivirale significative contre le virus de la mosaique du | (Sinicropi et al.,
concombre. 2022).

Effet neuroprotecteurs

Prévention des dommages neuronaux (inflammation, stress

oxydatif) et protection du cerveau et du systeme nerveux.

(Silva et al., 2021).

L’influence sur le

métabolisme des

glucides et des lipides

Inhibition de l'activité enzymatique de la lipase pancréatique et

contrble de I'absorption du glucose, améliorant ainsi la glycémie.

(Silva et al., 2021).

Hépato-protecteur

Protection contre les lésions hépatiques induites chez la souris par

un insecticide organophosphoré.

(Kaur et al., 2012).

1.4

Méthodes d’extraction des composés phénolique :

L'extraction est le principal procédé pour récupérer et caractériser des composes

phénoliques a partir des matieres végeétales. De nombreux travaux ciblant les substances phyto-

chimiques biactives de ces matiéres végétales ont pour objectif de déterminer la technique

d'extraction la plus adéquate (Vural et al., 2018), On trouve parmi les méthodes utilisées a la

fois la technique d'extraction conventionnelle liquide-solide et la technique innovante basée

sur l'utilisation d'ultrasons.

14
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1.4.1 Extraction conventionnelle solide-liquide :

L’extraction solide-liquide est une méthode qui consiste a transférer des composants d'un
solide a un solvant liquide, en les séparant et en les isolants. Cela implique de mettre le matériel
végetal en contact avec le solvant, avec ou sans agitation, dans le but d'extraire un ou plusieurs de

ses composants (Handa, 2008, Herzi, 2013).

L'extraction solide-liquide repose sur la capacité des principes actifs a se solubiliser dans
un solvant d'extraction, qui est influencé par une variété de facteurs tels que la nature du matériel
vegétal, la concentration dans I'échantillon des solutés, la nature du solvant utilisé et la durée
d'extraction. La sélection d'un solvant d'extraction approprié est la premiére étape du processus
d'extraction solide-liquide. Une fois cela déclenché, le solvant pénétre a l'intérieur des cellules
végetales, ce qui provoque la solubilisation des composés bioactifs qui migrent de la matrice

végétale et diluent le solvant jusqu’a ce que 1’équilibre de partage soit atteint (Handa, 2008).

L'utilisation des techniques conventionnelles pour extraire des molécules d'origine végétale

ou ligneuse est délicate en raison des problemes ci-dessous :

1) Elles sont trés longues ;

2) Elles consomment beaucoup de solvants ;

3) Il existe un risque de dégradation des matiéres traitées (par exemple a chaud) ;
4) Le rendement d’extraction est faible (Wang and Weller, 2006).

1.4.2 Extraction assistée par Ultrasons (E.A.U) :

L'E.A.U est une nouvelle technique d'extraction verte et propre dont l'utilisation a été
démontrée pour extraire des composés phénoliques présents dans différentes plantes a des fins

commerciales (Vural et al., 2018). Le dispositif du bain a Ultrasons est montré en Figure 3.

Figure 3. Dispositifs a ultrasons : bac et sonde, respectivement (Sherbrooke 2012) (Gomez-
Maqueo et al., 2021)
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L'E.A.U est une méthode qui tire parti de l'utilisation de la propagation d'ondes mécaniques

pour provoquer la formation de bulles de cavitation en raison des changements de température et

de pression. Une fois créées, ces bulles s'effondrent lors des cycles de compression-raréfaction des

ondes mécaniques (Figure 4-a), entrainant une augmentation rapide de la pression et de la

température des bulles a plus de 100 MPa et 5000 K, respectivement, et de telles conditions

induisent un freinage du matériel végétal facilitant la libération des extraits (Figure 4-b) (Chemat

etal., 2017).

(a)

Onde acoustidue s

RarefactionP (-)

CompressionP (+)

Figure 4. (a) (Mylo et al., 2022) Evolution d’une bulle de cavitation a proximité d'une cellule

vegétale (b) Stress membranaire généré lors de passage d'une onde ultrasonique (Sherbrooke

2012).

On peut identifier divers avantages et inconvénients concernant l'utilisation de la

technique d'extraction ultrasons (E.A.U) :

Tableau V1. Avantages et inconvénients de I’E.A.U

Avantages

Inconvénients

-Elle est plus simple, plus rapide, plus efficace et moins
colteuse (Brahmi et al., 2022) .

-1l est possible d’Extraire des composés d'intérét de différentes
matrices végeétales par des méthodes alternatives a celles

utilisées habituellement (Azmir et al., 2013).

-Une pénétration plus efficace du solvant, une plus grande
flexibilité en ce qui concerne sa dépendance vis-a-vis du
solvant, une extraction a des températures plus basses et des

rendements plus élevés du produit (Azmir et al., 2013).

-L'une des principales limites du systeme a bain est
I'inefficacité de la transmission de I'énergie au
solvant, causée par la présence d'eau dans la cuve
en acier inoxydable ou dans la verrerie, ce qui
réduit sa fiabilité et sa reproductibilité (Rodriguez
De Luna et al., 2020).
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La partie experimentale de notre travail a été réalisée dans les laboratoires de microbiologie
ainsi que dans le laboratoire de recherche en biomathématiques, biophysique, biochimie et

scientométrie (3BS) de I'Université Abderrahmane Mira Bejaia, entre Mars et Juin 2023.
I.L1  Matiere végétale :

La matiére premiere utilisée dans ce travail est la raquette d'Opuntia ficus-indica (OFI).

Les conditions de récolte des raquettes du figuier de Barbarie sont résumées dans le tableau ci-

dessous :
Tableau VI1. Conditions de récolte de la plante
Lieu de récolte Date de récolte Saison Stade de développement
Bir-Essalam Mars 2023 Printemps Cladodes jeunes

11.1.1 Collecte et préparation de la poudre de raquettes :

Les jeunes raquettes ont été collectées de Bir-Essalam wilaya de Bejaia, en Algeérie. Les
échantillons ont été soigneusement empaquetés dans des sacs et transportés au laboratoire, ou les

observations et les mesures nécessaires ont été faites selon le tableau ci-dessous :

Tableau VIII. Caractéristiques des cladodes d’OFI

Parametres Valeurs des parametres mesurés
Forme Ovoide Oblongue

Poids(g) 861,62 + 194,71

Longueur (cm) 34,51 +3,40

Largeur (cm) 16,21 £ 0,62

Epaisseur (cm) 1,84 + 0,57

Nombre d’aréoles 0-3+1,29

Distance entre aréoles 2,95 +1,06

Longueur des épines 0,92 £ 0,45
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Ensuite, les raquettes ont été lavées a I'eau de robinet puis a I'eau distillée. Pour certaines
raquettes la cuticule (couche externe cireuse couvrant la raquette) a été retirée afin d’accéler le
séchage des raguettes en étuve, elles sont désignées de raquettes sans cuticules (RSC), tandis
qu’elle a ét¢ maintenue pour d’autres, ces derniéres sont désignées de raquettes avec cuticules
(RAC). Elles ont été découpées en petites lanieres afin qu'elles puissent sécher rapidement a I'étuve
aérée a 40 °C, permettant ainsi d'éliminer toute trace d’humidité (pour éviter les moisissures) et de
préserver au mieux leurs composants (Figure 5).

Les bandelettes séchees apres 2 a 3 jours sont moulues a l'aide d'un broyeur électrique
domestique puis tamisées a une granulométrie de 250 um afin d'obtenir une poudre fine et
homogene. La poudre obtenue a été conservée dans des bocaux en verre hermétiquement fermes

et stockés a l'abri de la lumiére afin de prévenir I'oxydation des polyphénols.

Figure 5. Etapes de préparation des poudres de raquettes : (A) Cladodes lavés, (B)
Cladodes découpés, (C) Séchage en étuve (40 °C), (D) Poudre broyée.

11.1.2 Test d’humidité :
La teneur en eau est déterminée en placant 10 g de raquette dans une étuve a 105 °C
jusqu’au séchage et a I’obtention d’une masse constante. La teneur en eau est définie comme

étant la perte de poids subie durant le processus de dessiccation.
Le taux d’humidité est calculé selon la formule suivante :
H (%) = (Mo - M1/ Mo). 100
Avec : Mo : masse en gramme de I’échantillon avant étuvage
M1 : masse en gramme de I’échantillon apres étuvage

Le taux de la matiére seche en pourcentage est calculé par la formule suivante :

Matiere seche (%) = 100 - H (%)
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1.2 Préparation des extraits de deux raquettes :

L'extraction des polyphénols a été effectuée par deux méthodes : la méthode d’extraction
conventionnelle (EC) et I'extraction assistée par ultrasons (E.A.U) a partir de la poudre préparée
d'OFL Pour chaque procédé d’extraction, des paramétres opératoires (temps de traitement et le
ratio solvant-eau) prédéfinis de travaux précedents ont été appliqués afin d'améliorer I'efficacité

des extractions.
I1.1.1 Extraction conventionnelle (EC) :

La procédure d’extraction conventionnelle solide-liquide sous agitation des composés

phénoliques totaux (CPT) a été réalisée comme suit :

Une quantité de 5 g de poudre de raquette a été placée dans 50 mL (Aruwa et al., 2019) de solvant
d’extraction en utilisant de 1’éthanol a 20 % (Iftikhar et al., 2023b) dans un bécher, et le mélange
a été agité sur une plaque agitatrice a 600-700 rpm pendant 4h30 min a température ambiante
(Figure 6). Ensuite, les surnageants ont été récupérés apres centrifugation a 5000 rpm pendant 15

min. Chaque extraction a été répétée trois fois.

Figure 6. Extraction conventionnelle des CPT.

11.2.2 Extraction assistée par ultrasons (E.A.U) :

Une quantité de 5 g de la poudre broyée de raquette a été placée dans un bécher avec 50 mL
de solvant d'extraction (éthanol 20 %), puis le mélange a été soumis a un bain a ultrason pendant
40 min (Figure 7) (la puissance, la fréquence et I’impulsion sont fixés a 100 W, 42 KHz + 6%, et
5 secondes, respectivement). Les extraits sont finalement récupérés aprés une centrifugation a
5000 rpm pendant 15 min a 40°C +2 , et chaque extraction a été répétée trois fois (Mahdeb et al.,
2021).
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Les extraits obtenus aprés les deux méthodes d’extraction utilisées ont été séchés a 37°C a
I’étuve aérée pendant 24h pour I’¢limination du solvant d’extraction, puis conservés a 4 °C jusqu’a

utilisation.

. .M
Figure 7. Extraction des CPT par ultrasons

11.3  Dosage colorimétrique :

Etude statistique
Une analyse de variance unidirectionnelle (ANOVA) suivie du test HSD de Tukey du

logiciel JMP (SAS, USA), ont été realisés pour montrer s'il existe des différences significatives
entre les valeurs obtenues. Les évaluations sont basées sur le niveau de signification du p < 0,05.
Toutes les expériences ont été répétées trois fois et les résultats sont rapportés comme moyenne +
S.D.

11.3.1 Dosage des composés phénoliques totaux (CPT) :

La quantification des composés phénoliques totaux a été réalisée en utilisant la méthode
Folin-Ciocalteau, qui est le protocole standard a appliquer dans ce type d'expériences. La précision
des résultats obtenus par cette méthode est soutenue par utilisation d'étalons équivalents, d'un ordre
d'addition des réactifs et du réactif spécifique Folin-Ciocalteau (RFC), qui contient du molybdéne
VI. Le mélange du RFC et des composés phénoliques est stable dans un environnement acide,
mais il est instable en solution alcaline. Par conséquent, l'utilisation du carbonate de sodium, qui
fournit un milieu alcalin, est primordiale pour la réaction (Chen et al., 2015).

La concentration en CPT des extraits a été déterminée en suivant le protocole décrit par
Georgé et al. (2005): pour le dosage 250 uL de I’extrait sec reconstitué en solvant d’extraction
(10 mg/mL) a été prelevé dans des tubes a essai, mélangé avec 1,25 mL de réactif de Folin-
Ciocalteau dilué a un dixieme en eau distillée. Cette solution a ensuite été melangée avec 1 mL de

carbonate de sodium a 7,5 % et incubée pendant 30 min a I’obscurité. L'absorbance a été mesurée
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a 760 nm par un spectrophotomeétre. La teneur en (composés phénolique totaux) (CPT) a été

exprimée en équivalent d'acide gallique, exprimée en milligrammes.
11.3.2 Dosage des flavonoides totaux (FT) :

Les flavonoides présentent un groupe OH libre en position 5 qui, en présence de chlorure
d'aluminium (AICI3), peut former un complexe jaunatre par chélation de l'ion (Al3+). La
coloration jaune produite est proportionnelle a la quantité de flavonoides présents dans I'extrait
(Lagnika, 2005).

Le dosage des flavonoides totaux a été réalisé en utilisant la méthode décrite par (Djeridane
et al., 2006).Un volume de 1 mL d'extrait (avec dilution convenable) a été ajouté a 1 mL d'une
solution d'AICI3 (2% m/v). Apres une incubation de 15 minutes a l'obscurité, I'absorbance a été

mesurée a 430 nm.

La teneur en FT a été exprimée en mg équivalent de quercétine par g de matiere séche (mg
EQ/g MS) et déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage (Annexe 06). Le blanc a été
préparé en remplacant 1’extrait par le solvant d’extraction.

Par conséquent, un matériau ayant une composition chimique et une structure spécifiques
sera associe a un ensemble distinct de bandes d'absorption caractéristiques qui permettent son
identification (Anthoni, 2007).

11.4  Evaluation de I’activité antioxydante par le test de PABTS :

La méthode du radical ABTS+ est l'une des méthodes les plus couramment utilisés pour
déterminer la concentration des radicaux libres. Elle repose sur la neutralisation d'un radical cation.
Ce radical cationique est facilement forme par oxydation, en présence de persulfate de potassium,
ce qui donne une solution colorée en vert-bleu (Prouillac, 2006, Sochor et al., 2010).

Le pourcentage d’inhibition du radical ABTS+ est évalué par la méthode décrite par(Re et al.,
1999). La solution d'ABTS radicalaire (7 mM) a été préparée 24 heures avant son utilisation en
mélangeant de I'ABTS (38,4 mg) et du persulfate de potassium (6,62 mg) dans 10 mL d'eau
distillée. Cette solution a ensuite été diluée avec de I'éthanol a 96 % jusqu'a ce que la densité
optique initiale soit de 0,7 £ 0,02 a 734 nm. Ensuite, 200 pL de I'extrait sec reconstitué en solvant
d’extraction (1 mg/mL) ont été ajoutés a 1,8 mL de la solution d'ABTS (DO 0,7). Aprés 6 min
d'incubation dans l'obscurité, la densité optique finale (DOf) des extraits a €té mesurée a 734 nm.

Le blanc est le solvant d’extraction mesuré en premier a 734 nm, puis la densité optique initiale
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(DOIi) mesurée en second lieu est obtenue par incubation de 6 min de la solution d’ABTS (DO
0,7).

La capacité antioxydante des extraits testés est exprimée en milligrammes équivalents Trolox
par gramme de matiere seche (mg CAET/g MS), en fonction des concentrations du standard
Trolox. Le pouvoir antioxydant de I'extrait est exprimé en pourcentage d'inhibition du radical
ABTS+.

Les taux d'inhibition ont été calculés a partir de la formule suivante :

[ Le pourcentage d’inhibition (%) = (DOi - DOf / DOi) .100 ]

Ou DOi : Densité optique initiale, et DOf : Densité optique finale
1.5 Evaluation in vitro de I’activité antibactérienne des extraits éthanoliques :

Le milieu de culture Mueller-Hinton (MH) est utilisé pour évaluer l'activité antibactérienne
des extraits de jeunes cladodes. Pour cela, on dissout 38 g de poudre de gélose MH déshydratée
dans un litre d'eau distillée. Le milieu est ensuite chauffé et remué pour faciliter la dissolution
jusqu'a ébullition. On procéde a I'évaluation de l'activité antibactérienne en utilisant un test de

diffusion sur disques (Quentin-Noury, 2016).
11.5.1 Les souches bactériennes testées :

Les souches bactériennes étudiées sont les suivantes : Escherichia coli (ATCC 25922),
Klebsiella pneumoniae (souche non référencée), Enterococcus faecalis (ATCC 29212),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Acinetobacter baumannii (ATCC 610), Salmonella sp.
(souche non référencée), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Bacillus cereus (souche non référencée),
Klebseilla oxycota (souche non référencée), Staphylococcus aureus résistant a la Méticilline
(SARM) (ATCC 43300), Staphylococcus aureus (ATCC 6538) (S. aureus d’origine alimentaires),

Staphylococcus aureus (souche non référencée).

11.5.2 Revivification des souches bactériennes, standardisation les inocula bactériens et tests
antibactériens :

Pour la revivification, les souches ont été ensemencées dans un bouillon nutritif et incubées a
37 °C pendant 18 heures. Ensuite, les cultures bactériennes sont dilueés dans de l'eau
physiologique (9 %) stérile en tube a essai afin de standardiser les inocula bactériens. Pour cela,
la densité optique mesurée a l'aide d'un spectrophotométre calibré a 625 nm, doit se situer entre

0,08 et 0,13 ce qui correspond a 107 a 108 UFC/mL. Si l'inoculum s'avére trop faible ou trop élevé,
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il peut étre ajusté en ajoutant respectivement de la culture bactérienne ou de I'eau physiologique
stérile.

Les cultures bactériennes sont étalées a l'aide d'écouvillons sur gélose Mueller-Hinton. Par la
suite, des disques de papier Whatman standard N°1 (de 6 mm de diametre) sont imprégnés des
extraits secs (EC et E.A.U) d’OFI reconstitués en eau physiologique (50 mg/mL) avec des volumes
de 15 pL (Loukili et al., 2022). L'eau physiologique stérile est utilisée comme contr6le négatif, et
différents antibiotiques standards (Annexe 07) ont servi de contréles positifs.

Les boites de Pétri sont conservées pendant 2 heures a 4 °C au réfrigerateur afin de favoriser
la diffusion des substances bioactives, puis incubées a 37 °C pendant 24 heures. L'activité
antibactérienne a été évaluée en mesurant les diamétres des zones d'inhibition de croissance
(Moreira et al., 2005).

11.5.3 Concentration minimale inhibitrice (CMI) :

La concentration minimale inhibitrice (CMI) a été definie comme étant la plus faible
concentration capable d'inhiber la croissance bactérienne apres une incubation de 24 heures
(Loukili et al., 2022).

La détermination de la CMI a été réalisée en utilisant la méthode de micro-dilution en
milieu liquide sur microplaque de 96 puits stériles en polystyréne en forme de "U". Dans notre
étude, les extraits de la matiére végétale des raquettes de figuier de Barbarie ont été utilisés pour
évaluer la CMI des bactéries pour lesquelles des zones d’inhibition ont été observées : Escherichia
coli (ATCC 25922), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Salmonella sp. (souche non
référencée) Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (SARM) (ATCC
43300), Klebsiella oxytoca (souche non référencée), et Staphylococcus aureus d’origine
alimentaire (ATCC 6538).

Pour la revivification, les souches ont été ensemencees dans un bouillon nutritif et incubées
a 37 °C pendant 18 heures. Ensuite, les cultures bactériennes sont diluées dans de I'eau
physiologique stérile en tubes a essai pour mesurer la densité optique des deux souches a l'aide

d'un spectrophotometre calibré a 625 nm. La DO doit se situer entre 0,08 et 0,13.

Pour la réalisation des tests antimicrobiens sur microplaques : les 64 premiers puits (4
premiéres et 4 deuxiemes colonnes) sont remplies avec 160 pL du milieu Mueller Hinton , tandis
que les 4 dernieres colonnes (32 puits) sont remplies avec 160 uL d'eau physiologique stérile. Par
la suite, 160 pL de I'extrait liquide précédemment préparé, a une concentration de 300 mg/ml dans

de l'eau physiologique, sont ajoutés a l'aide d'une micropipette sur la premiére ligne des 4
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premieres et 4 derniéres colonnes, tandis que les 4 colonnes du milieu sont remplies avec de I'eau
physiologique.

Par la suite, des séries de dilutions (au 1/2) sont réalisées en prélevant 160 puL du mélange
et en les transférant vers le bas jusqu'a la derniére colonne comme représenté sur la Figure (8).
Pour completer les 200 pL de volume par puit, 40 pL des suspensions bactériennes standardisés
sont ajoutés aux 64 premiers puits, et la meme quantité d’eau physiologique est ajoutés au 32 puits

restants (Figure 8).

. Controle positif : Blanc de I’extrait :
I _Le Test: its dilué 160 pL Mueller Hinton + 160 pL eau physiologique + Extraits dilués
160 pL Mueller Hinton + Extraits di ue,s_(300 eau physiologique diluée (300 mg/mL EC ou E.A.U) + 40 pL eau
mg/mL EC ou E.A.U) + 40y L Bactéries + 40 pL Bactéries physiologique

e
e

Figure 8. Protocole de déterminaiton des CMI sur microplaque 96 puits (cas d'Escherichia coli

avant incubation a 37° C).

Les microplaques sont ensuite incubés a I’étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures. Les
microplaques sont ensuite placées dans un lecteur & microplaques pour déterminer les absrobances
a 630 nm. Les CMI sont déterminées par observations de 1’absence de croissance visible a 1’oeil

nu et par le calcul des taux d’inhibitions des extraits selon la formule suivante :

Le pourcentage d’inhibition (%) =

[Absorbance controle positif - (Absorbance des tests — Absorbance du
blanc de I’extrait )/Abs controle positif] * 100
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11.6  Analyse des poudres de cladodes par spectroscopie a transformée de Fourier (IRTF) :

Les extraits bruts liquides des raquettes avec cuticule (RAC) obtenus suite aux deux
méthodes d'extraction (EC et E.A.U), ont été analysés par spectroscopie a transformée de Fourier
afin de mettre en évidence les différents groupements caractéristiques de diverses biomolécules
présentes dans la raquette. L’analyse spectrale a été enregistrée dans un spectrophotometre
infrarouge dans la plage de 500 a 4000 cm™. L’échantillon a été préparé sous forme de pastilles
faites d’un mélange de 2 mg de poudre de raquette avec 8 mg de bromure de potassium (KBr) qui
sert de support de pastilles et est transparent au rayonnement infrarouge dans la zone 4000 a 500
cm. Le tout est finement broyé et mélangé dans un mortier de maniére a étre homogeéne. Le
mélange est presse sous une pression de 60 bar dans une pastilleuse pendant une minute.

La spectroscopie infrarouge est une méthode largement utilisée dans les laboratoires
d'analyse pour la caractérisation physico-chimique des matériaux organiques. Cette technigque
permet d'identifier la nature chimique d'un produit en observant certaines bandes d'absorption
présentes dans un spectre. Chaque bande d'absorption correspond a un mode de vibration d'une
liaison chimique entre deux atomes, et si une liaison chimique est caractéristique d'un constituant,

elle peut étre considérée comme un indicateur de sa présence (Farcas and Touze, 2001).
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I11.1 Identification de la plante :

Le cactus Opuntia ficus-indica (OFI) est une plante dépourvue d'épines, mais la désignation
de plante épineuse est acceptée dans un sens large car ce caractére contribue a identifier les formes
des sous-especes. Il existe deux formes appartenant toutes deux a Opuntia ficus-indica : I'une avec
des épines, la forme amyclae et mégancantha, et la seconde sans épines, la forme ficus-indica.
Selon les observations notées des dimensions et caractéristiques des raquettes (Tableau VII1), on
peut déduire que I'échantillon prélevé pourrait étre identifié comme Opuntia ficus-indica pour la
forme et les dimensions de la raquette, mais sous la forme amyclae pour le nombre d’épines

présents a la surface des cladodes (Mahdeb et al., 2021).
1.2 Test d’humidité et matiére séche :

Les jeunes raquettes d'Opuntia ficus-indica (OFI) de la région de Bir-Esaalam présentent
un taux d'humidité d'environ 90,2 % + 6,37 pour la raquette sans cuticule et 90,6 % + 6,39 pour la
raquette avec cuticule. A partir de ces valeurs, nous avons pu déterminer que le pourcentage de
matiére seche était estimé a 9,8 et 9,4 % pour la raquette sans cuticule et avec cuticule,

respectivement.

Les valeurs obtenues sont similaires a celles trouvées par (Osuna-Martinez et al., 2014a, Valente

et al., 2010) qui étaient comprises entre 80 et 95 %.

La plupart des organes aériens des plantes sont revétus d'une cuticule. D'un point de vue
chimique, cette derniére est constituée d'un mélange de composeés présentant différentes propriétés
physico-chimiques. Parmi ces composés, on trouve des cires, de la cutine et/ou du cutan, des
polysaccharides, des composés phénoliques et des minéraux. Cette cuticule joue un réle essentiel
en régulant la transpiration et en protégeant la plante contre divers facteurs de stress, notamment
la déshydratation. Elle agit également comme une barriére de protection contre les attaques
d'agents pathogénes et d'insectes, tout en atténuant I'exposition aux rayons UV (Fernandez et al.,
2016). Ces diverses fonctions ont un effet sur le rendement et la qualité des cultures, y compris la
qualité et le traitement apres récolte, ce qui a suscité des recherches sur la structure, I'assemblage

et la biosynthese de leurs composants (Reynoud et al., 2021).

D'apres ces résultats, il est observé que le taux d’humidité des raquettes avec cuticule est supérieur
a celui des raquettes sans cuticule. Selon Lépez et al. (2009), la vitesse de séchage des cladodes

avec cuticule était plus lente en raison de la présence de cette derniere, qui protege les
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cladodes et empéche une perte d’humidité. Toutefois, nous avons observés paratiqguement le meme
temps de séchage (entre 48 a 72h) pour nos deux types de raquettes RAC et RSC, et nous avons
sélectionné apres séchage les bandelettes de raquettes qui ont préservés au maximum la coloration

verte naturelle de départ.

Il est constaté que le principal constituant des cladodes du figuier de Barbarie est I'eau
(Osuna-Martinez et al., 2014b), et que la teneur en eau varie en fonction du site de culture, des

espece du genre Opuntia, des saisons et de I'age de la plante (Retamal et al., 1987).
I11.3  Extractions des composés phénoliques totaux (CPT) :

Dans le but d'améliorer I'extraction des composés phénoliques des raquettes, certains
facteurs sont pris en compte, tels que le type de raquette (avec et sans cuticule), et la méthode

d'extraction (conventionnelle et assistée aux ultrasons) sont pris en compte.

111.3.1 Rendement des extraits secs :

Les poudres préparées a partir des deux types de raquettes, avec et sans cuticule (RAC et
RSC), ont été soumises a deux méthodes d'extraction : I'extraction conventionnelle (EC) et
I'extraction assistée par ultrasons (E.A.U). Il est important de souligner que chague extraction a
été réalisée trois fois, ce qui nous permet de claculer une moyenne et des écrat-types.

D'apres les résultats obtenus pour les rendements d'extraction, nous observons que le
rendement en extraits secs lors de I'extraction par ultrasons (E.A.U) pour la raquette avec cuticule
(RAC) était supérieure par rapport a I'extraction conventionnelle (EC), avec une valeur moyenne
de 1,46 g £0,04 contre 1,35g *1,04 repsectivement. Toutefois, I'extraction conventionnelle pour
la raquette sans cuticule (RSC) a donné un meilleur rendement que son extraction par ultrasons,
avec une moyenne de 1,71 g +0,03 contre 1,49 g +0,01 respectivement . Ceci pourrait etre expliqué
par des possibles erreurs lors des manipulations (pesée de 5g9/50mL solvant pour chaque type de

poudre).

111.3.2 Dosages CPT :

La Figure 9 présente la différence entre les deux méthodes d’extraction appliquées sur les
extraits secs reconstitués en solvant d’extraction de raquettes avec et sans cuticule (RAC et RSC,
respectivement) en termes de rendements en composés phénoliques totaux, mettant en évidence
l'influence de la méthode d'extraction sur le rendement en composés phénoliques et ’effet de la

présence ou pas de la cuticule.

27



Chapitre 111 Résultats et discussion

15 A A EHEC
13,5 1 HEAU
12
10,5

7,5

mg EAG/g MS

4,5

15

RAC RSC
EC et EAU des raquettes sans (RSC) et avec cuticule (RAC)

Figure 9. Comparaison des teneurs en CPT des extraits de cladode d’OFI avec cuticule et sans
cuticule obtenus par E.A.U et EC.

Les différentes lettres indiquent que les échantillons sont significativement différents (p < 0,05).
Les barres verticales représentent les écarts types (n = 3).

Les résultats obtenus ont montré que l'extraction par ultrasons (E.A.U) avec la raquette
avec cuticule (RAC) a donné un rendement de 14,14 + 0,35 mg EAG/g MS, tandis que I'extraction
conventionnelle (EC) avec la raquette avec cuticule (RAC) a donné un rendement légerement
inférieur de 13,93 mg EAG/g MS + 0,36 mg EAG/g MS. D'autre part, I'extraction conventionnelle
(EC) avec la raquette sans cuticule (RSC) a donné un rendement de 12,59 mg EAG/g MS + 0,23
mg EAG/g MS, tandis que I'extraction par ultrasons (E.A.U) avec la raquette sans cuticule (RSC)
a donné un rendement légerement supeérieur de 12,81 mg EAG/g MS + 0,16 mg EAG/g MS.

Selon Proestos and Komaitis (2006), I'extraction assitée par ultrasons constitue une
alternative en raison de ses avantages, tels que la perturbation des cellules et une meilleure
pénétration du solvant. Les ondes ultrasonores permettent de rompre les cellules végétales et de
libérer leur contenu dans le milieu d'extraction, ce qui pourrait illustrer le rendement élevé obtenu

avec cette méthode.

Ces résultats soulignent I'impact de la méthode d'extraction et du type de raquette sur le
rendement des composés phénoliques totaux. Bien que la différence soit non significative selon

I’étude statistique mais cela suggeére que l'utilisation des ultrasons peut favoriser une meilleure
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extraction des composés phénoliques totaux tel que mentionné par Rodriguez-Pérez et al. (2015),
Mahdeb et al. (2021) , et I'extraction E.A.U a permis d'obtenir un gain de temps remarquable (40
min au lieu de 4 heures en EC).

On peut observer que les raquettes avec cuticule (RAC) ont généralement conduit a des
rendements légerement plus élevés en CPT par rapport aux raquettes sans cuticule (RSC). Cela
peut étre d0 a la présence de composés phénoliques totaux dans la cuticule elle-méme et a une

meilleure interaction entre la cuticule et le solvant d'extraction (Fernandez et al., 2016).

Vazquez et al. (2014); Cai et al. (2016) Ont observé une meilleure efficacité dans la
récupération des composés phénoliques en utilisant les ultrasons pour extraire les anthraquinones
des tiges de Rubiaceae et des pommes de terre violettes, respectivement. Cette méthode dépasse
ainsi les rendements d'extraction obtenus par d'autres méthodes conventionnelles. De plus, selon
Medina-Torres et al. (2017), les E.A.U sont une technologie qui s'inscrit dans le domaine de la
chimie durable, car elles favorisent l'utilisation de matieres premieres renouvelables dans
I'extraction de composés phénoliques. Cette approche permet de substituer les solvants organiques
toxiques par des solvants non toxiques.

Les E.A.U ont l'avantage de réduire considérablement les temps d'extractions tout en
augmentant les rendements de composés phénoliques extraits (Bourgou et al., 2016).

Toutes les études ont convenu que cette amélioration de I'extraction est due au fait que I'utilisation
des ultrasons favorise la rupture de la paroi cellulaire, avec l'augmentation subséquente de la

pénétration du solvant (Medina-Torres et al., 2017).

111.3.3 Dosage des flavonoide :
Le dosage des flavonoides totaux a été réalisé sur extraits secs obtenus par EC et E.A.U de
RAC et RSC reconstitués en solvant d’extraction. Les résultats sont illustrés dans la Figure 10 ci-

dessous :
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Figure 10. Comparaison des teneurs en flavonoides totaux des extraits de cladode d’OFI avec
cuticule et sans cuticule obtenus par E.A.U et EC

Les différentes lettres indiquent que les échantillons sont significativement différents (p < 0,05).
Les barres verticales représentent les écarts types (n = 3).

D'apres les résultats, on peut observer que pour la raquette avec cuticule (RAC), 'EC a
donné une teneur en flavonoides plus élevée (34,52 + 1,62 mg EQ/g MS) par rapport a I'E.A.U
(30,80 £ 1,19 mg EQ/g MS). Cette différence n’est pas significative, mais cela suggére que
I'extraction conventionnelle pourrait étre Iégérement plus efficace pour extraire les flavonoides des
raquettes avec cuticule . En revanche, pour les raquettes sans cuticule (RSC), la meilleure teneur
a été obtenue avec I'extraction E.A.U (23,86 + 1,19 mg EQ/g MS) par rapport a I'extraction EC
(19,35 £ 0,27 mg EQ/g MS).

Cela dit, les résultats montrent que les raquettes avec cuticule (RAC) ont généralement une
teneur en flavonoides plus élevée que les raquettes sans cuticule (RSC), quelle que soit la méthode
d'extraction utilisée. Cela pourrait indiquer que la cuticule est riche en flavonoides.

L'OFI est extrémement riche en divers polyphénols (Astello-Garcia et al., 2015, Angulo-
Bejarano et al., 2014). Parmi ces composés phénoliques, les flavonoides occupent une place
prépondérante (Djeridane et al., 2006).

Etant donné que les flavonoides sont sensibles a la chaleur et se dénaturent, les valeurs les
plus précises ont été obtenues a partir de la température de séchage la plus basse lors de I'extraction
conventionnelle par macération (Tiho et al., 2017). Cela pourrait corroborer avec notre travail, ou

I'extraction EC (& tempérture ambiante) a donné de meilleurs résultats pour la RAC.
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La non concordance des teneurs des FT avec celles des CPT (Figure 10) pour RAC ou
RSC, peut etre explique par le fait que les extraits éthanoliques contiennent d‘autres composés
phénoliques tels que les tannins et les acides phénoliques, qui possédent des structures chimiques

différentes de celles des flavonoides (Angulo-Bejarano et al., 2014, Astello-Garcia et al., 2015).

111.4 Evaluation de Dactivité antioxydante :
Cette activité a été déterminée sur les extraits secs RAC et RSC reconstitués en solvant

d’extrction.

a. Expression des résultats en termes de taux d’inhibition (%) :

L’histogramme illustré en Figure (11) indique que tous les extraits d’OFI obtenus par les
deux méthodes d’extraction EC et E.A.U, présentent la capacité a piéger le radical ABTS+, et cette
capacité est accentuée avec I’E.A.U.

D’apres les résultats obtenus dans le test d’ABTS, nous remarquons que le taux d’inhibition
¢tait plus €levé pour I’extraction E.A.U que ce soit pour I’extrait avec cuticule (55,05 £+ 6,13 %)
ou sans cuticule (39,73 £ 1,15 %) par rapport a I’EC avec et sans cuticule, respectivement (53,27
+ 3,51 % et 35,41 + 1,54 %). Nous remarquons surtoutque les taux d’inhibition des extraits avec
cuticule sont plus élevés que ceux des extraits sans cuticule, Ce qui correspond aux résultats des
CPT, cela signifie qu'il existe une corrélation tres positive entre les CPT et I'activité antioxydante.

Plus le taux des CPT est elevé, meilleure est l'activité antioxydante.

Beaucoup d’études montrent que les propriétés anti-oxydantes dun produit végétal sont
fortement liées a sa teneur en polyphénols (Das et al., 1997, Cai et al., 2004, Zujko et al., 2005,
Aoshima et al., 2007).
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Figure 11. Comparaison de I’activité antooxydante des extraits de cladode d’OFI avec et sans
cuticule obtenus par EC et E.A.U

Les différentes lettres indiquent que les échantillons sont significativement différents (p < 0,05).
Les barres verticales représentent les écarts types (n = 3).
a) Expression des résultats en termes d’équivalent Trolox (CAET) :

La capacité antioxydante est exprimé en équivalent trolox (CAET), le trolox est un
composé chimique utilisé comme référence pour évaluer la capacité antioxydante des substance.
Ainsi Plus la valeur en équivalent trolox est élevée, plus I'échantillon est considéré comme ayant
une forte capacité antioxydante (Rezaire, 2012).

Tableau IX. Capacité antioxydante des CPT en équivalent Trolox

Capacité antioxydante en équivalent Trolox (ug CAET/gMS)

RAC RSC
E.AU 37,91+ 2.94 28,30 + 4,65
EC 29,96 + 5.33 17,16 £ 1,41

Les valeurs d'équivalent Trolox (CAET) exprimées en Tableau (9), suivent également une
tendance similaire des résultats en termes de taux d’inhibition (%). Les échantillons obtenus par
la méthode d'extraction par ultrasons ont des valeurs d'équivalent Trolox plus élevées (37,91 +
294 et 28,30 + 4,65 pug CAET/gMS) que ceux obtenus par la méthode d'extraction
conventionnelle (29,96 + 5.33 et 17,16 + 1,41 ug CAET/gMS) . De plus, les echantillons de
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raquette avec cuticule (RAC) présentent des valeurs d'équivalent Trolox plus élevées que les
échantillons de raquette sans cuticule (RSC) pour les deux méthodes d'extraction.

Ces résultats suggerent que la méthode d'extraction par ultrasons et [l'utilisation
d'échantillons de raquette avec cuticule (RAC) peuvent conduire a une meilleure extraction des
composés phénoliques totaux et a une activité antioxydante plus élevée, telle que mesurée par
I'équivalent Trolox. En conclusion vu les résultats obtenues sutite aux dosages des TPC, des

flavonoides et du test a I’ABTS, seul I’extrait RAC (EC et E.A.U) a été utilisé pour la réalisation

des tests antibactériens sur gélose et sur microplaques.

111.5 Activités antibactériennes

111.5.1 Evaluation des activités antibactériennes (test des disques) :

L'activité antibactérienne des extraits bruts d'Opuntia ficus-indica est évaluée en mesurant

le diamétre de la zone d'inhibition autour des disques de papier Whatman contenant l'extrait secs

RAC reconstitué en Nacl (9 %) avec la concentration de 50 mg/mLa tester vis-a-vis de 12 souches

bactériennes.

Le Tableau X ci- dissous présentent les valeurs en mm des zones d’inhibitions atteintes

avec les souches étudiées.

Tableau X. Activités antibactériennes des extraits RAC apres EC et E.A.U

Bactéries testées Gram Diamétres des zones d’inhibition (mm)
Extrait EC Extrait E. AU
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) Gram négatif 10+ 0,57 11 +0,00
Staphylococcus aureus (souche non référencée) | Gram positif 11+2,82 10 £ 0,00
Escherichia coli (ATCC 25922) Gram négatif 9,5+£0,70 16 £ 0,00
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) Gram positif 11+0,70 10 £ 1,00
Salmonella sp. (souche non référencée) Gram négatif EBP EBP
Staphylococcus aureus (SARM) (ATCC 43300) | Gram positif 6 = 0,00 EBP
Klebsiella oxytoca (souche non référencée) Gram négatif 11+141 14 + 151
Klebsiella pneumoniae (souche non référencée) | Gram négatif EBP EBP
Bacillus cereus (souche non référencée) Gram positif EBP EBP
Bacillus subtilis (ATCC 6633) Gram positif PSD PSD
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) Gram positif 7 +£0,00 11 +£0,00
Acinetobacter baumannii (ATCC 610) Gram négatif EBP EBP

EBP = effet bactériostatique probable ; apparition de larges zones externes denses (maximum de
29 mm) avec des zones internes généralement plus claires.
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PSD = poussée sur disques de papier Whatman.

Selon Moreira et al. (2005), les mesures des halos d’inhibition (diamétre du disque inclus)
nous ont permis de classer les microorganismes suivant leur degré de sensibilité aux différents

extraits comme suit :

- @ <8 mm : bactérie non sensible ;

-9 <@ <14 mm : bactérie sensible ;

- 15 <@ <19 mm : bactérie tres sensible ;

- @ >20 mm : bactérie extrémement sensible

Selon nos résultats, il n'y a pas une grande différence des diametres des zones d'inhibition
pour I'extraction EC par rapport aux souches a Gram+ et Gram-, telles que Staphylococcus aureus
et Klebsiella oxytoca, avec un diamétre de 11 mm. En revanche, dans l'extraction E.A.U, les
meilleurs résultats sont observés pour les souches a Gram négatif, comme Escherichia coli (16
mm) et Klebsiella oxytoca (14 mm). Nos résultats sont globalement en accord avec ceux de
(Aruwa et al., 2019; Iftikhar et al., 2023a) en ce qui concerne I'effet antibactérien positif pour
les deux types de souches, mais avec une meilleure efficacité pour les souches a Gram négatif ce
qui est en accord avec Bukhari et al. (2017). Aussi, nous remarquons que 1’extrait E.A.U a
amélioré les diameétres de zones d’inhibition pour S.aureus alimentaire, K.oxytoca et E. coli. Ce
résultat est en accord avec celui de (Touati et al., 2021), ou la méthode d’extraction assistée aux
microondes a émliorés les effets antibactériens d’extrait de feuilles de la verveine citronné. Les
méthodes innovantes améliorent les rendements en composés phénoliques totaux et c’est le cas de
nos résultats également.

D’apres nos résultats, 1’effet de la méthode d’extraction n’est pas observé pour d’autres
bactéries bien que ’extrait E.A.U soit plus riche en CPT, ceci pourrait etre expliqué par la richesse
de I’extrait EC en flavnoides totaux comme observé lors du dosage des FT.

L’influence des polyphénols purs et de l'extrait de plante, ainsi que la force de cet impact
sur les bactéries, difféere en fonction du type de composés phénoliques et de la souche bactérienne.
Parmi les mécanismes les plus importants de I'action antibactérienne des polyphénols on trouve :
des interéactions avec les protéines, des inhibitions de la synthése de I'ADN bactérien et des
interactions avec les acides nucléiques, des interactions avec la paroi cellulaire bactérienne ou
inhibition de la formation de la paroi cellulaire, des altérations de la fonction de la membrane
cytoplasmique, des inhibitions du métabolisme énergétique, et des privations de substrats
(Makarewicz et al., 2021).
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Quelques effets antibactériens sont montrés ci-dessous ainsi que les différences entre
extraits EC et E.A.U de la RAC.

Figure 12. Zones d’inhibition observées suite aux tests antibactériens de I’extrait EC sur la

souche E. faecalis et I’extrait E.A.U sur les souches E. coli et P. aeruginosa.

Figure 13. Effet de ’extrait E.A.U sur les zones d’inhibition des souches : S. aureus alimentaire
et K. oxytoca

Des études récentes ont montré que le contenu phénolique est fortement influencé par des
facteurs extrinséques, tels que la géographie, le climat, les caractéristiques génétiques, le stade de
maturation et la période de stockage (Cheurfa and Allem, 2016). D'apres R’bia et al. (2017), les
extraits d'huile d’Opuntia ont un effet inhibiteur sur la croissance des micro-organismes, en
fonction de la sensibilité des souches et de la nature de la fraction. En réalité, la fraction
glycéridique ne présente aucune activité antimicrobienne et n'inhibe pas la croissance des
bactéries. Par conséquent, l'extrait non glycéridique contient certains composés intéressants et
bioactifs, car ils sont capables d'inhiber certaines souches résistantes, notamment la bactérie a

Gram négatif comme E. coli. Ces actions antibactériennes de la fraction non glycéridique peuvent
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étre attribuées a la présence de composants aliphatiques (alcools aliphatiques, hydrocarbures) et
de composants terpéniques (caroténoides, stérols, tocophérols, alcools terpéniques, squaléne et
saponines) (Gharby et al., 2011).

111.5.2 Concentration minimale inhibitrice (CMI) :

Seul I’extrait EAU de la RAC a été teste contre E. coli et K. oxytoca vu les résultats des
zones d’inhibtion obtenus sur gélose Mueller Hinton, pour le reste des bactéries c’est I’extrait EC
de la RAC qui a ete utilisé.

En se basant sur les observations a 1'ceil nu des puits obtenus (Figure 15) et le pourcentage
de taux d’inhibition, nous avons pu déterminer les CMI des bactéries testées. Ces CMI
correspondent & un taux d'inhibition de 100% calculé & partir des résultats des tests antibactériens

sur microplaques (Tableau XI).

Salmonella sp. S. aureus alimentaire

Figure 14. Tests antibactériens sur microplaques pour les souches : SARM, Salmonella sp. et S.
aureus (ATCC 6538)

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) pour les extraits d'Opuntia varient de 37,5
a 150 mg/mL (Tableau XI).
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Tableau XI. Concentrations minimales inhibitrices (CMI)

Bactérie testées CMI (mg/mL)
Escherichia coli > 75 mg/mL
Enterococcus faecalis 100 mg/mL
Klebsiella oxytoca > 75 mg/mL
Pseudomonas aeruginosa 75 mg/mL
Salmonnela sp > 37,5 mg/mL
Staphylococcus aureus alimentaire 75 mg/mL
Staphylococcus aureus résistant a la 75 mg/mL
méticilline(SARM)

La souche Salmonella sp. présente la CMI la plus basse, supérieure a 37,5 mg/mL, tandis
que les souches de Staphylococcus aureus résistantes a la méthicilline (SARM), Pseudomonas
aeruginosa et Staphylococcus aureus (d’origine alimentaire) ont une CMI fixée a 75 mg/mL, ce
qui indique qu'il n'y a pas une grande différence entre les bactéries & Gram positives et négatives.
En revanche, les souches résistantes d'Escherichia coli, Enterococcus faecalis et Klebsiella
oxytoca présentent des CMI plus élevées par rapport aux bactéries mentionnées précédemment.

Les variations dans les rapports de CMI peuvent étre attribuées a de légeres différences

dans les techniques utilisees, telles que la durée (Moosazadeh et al., 2014).

Les composes polyhydroxyleés, les acides phénoliques, les derivés de flavonoides et d'autres
composés non identifiés pourraient étre responsables de l'activité antimicrobienne a large spectre
(Aruwa et al., 2019).

111.6 Analyse Infrarouge des extraits RAC :

Les spectres FTIR (de 500 & 4000 cm™) des extraits liquides de la RAC (EC et E.A.U) sont

présenteés dans la Figure 15. Ils servent a déterminer les groupements fonctionnels des extraits.

Les spectres FTIR illustrés en Figure 15 montrent des bandes larges et fortes dans I’intervalle de
3800-3000 cm™ qui est due a la présence des groupes OH caractéristiques des polyphénols et des
carbohydrates.

La bande d’absorption autour de 1571 et 1636 ¢ peut étre due a la vibration d’¢longation
de la liaison C=C des acides aromatiques. Le pic a environ 1667 cm™ serait di a I'étirement
asymétrique de la double liaison carboxylique COO- des groupes fonctionnels carboxylates
déprotonés (Farinella et al., 2007) . Le pic prés de 1403 cm-! pourrait étre celui de 1’étirement
phénolique —OH (Barka et al., 2013), ou bien cela pourrait refléter une déformation dans le plan

de la liaison N-H appartenant a la classe des amines secondaires.

37



Chapitre 111 Résultats et discussion

La bande prés de 1080 cm™ pourrait étre due a la vibration de -C-O-C et du OH des
polysaccharides (Ibarra and Moliner, 1991).

Les deux pics de 684 a 500 cm™ peuvent designer la présence de composés halogénes

particulierement, la classe Bromée.

Il est clair que I'extrait E.A.U de la RAC présente des bandes d'adsorption intenses et plus
larges en comparaison avec l'extrait EC, ceci pourrait s’expliquer par la richesses des composés
contenus dans cet extrait et expliquerait I'effet positif observé de la méthode d'extraction sur les

tests antibactériens pour quelques souches bactériennes testées.
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Figure 15. Spectres infrarouges des extraits liquides (EC et E.A.U) des cladodes d’Opuntia ficus

indica
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Conclusion

De nombreuses plantes sont connues pour leur énorme potentiel métabolique de substances
dites secondaires. Ces substances sont synthétisées dans différentes parties de la plante (racines,
tiges, feuilles, etc.). Cependant, leur métabolisme produit des milliers de composants différents,
dont seuls quelques-uns produisent des effets thérapeutiques.

Le but de cette étude est d'évaluer la teneur en composés phénoliques totaux et en
flavonoides, les activités antioxydantes et antibactériennes in vitro dextraits éthanoliques de
raquettes d’Opuntia ficus-indica en utilisant deux méthodes d'extraction (méthode d'extraction
conventionnelle et assistée par ultrasons en tant que méthode innovante).

La détermination du taux d'extraction a montré que la teneur en composés phénoliques
totaux des raquettes avec cuticule, lors de I'extraction par ultrasons (E.A.U), était légérement
meilleure que celle de I'extraction conventionnelle (EC), avec des valeurs moyennes de 14,14 +
0,35 mg EAG/g MS pour la raquette avec cuticule et de 13,93 + 0,36 mg EAG/g MS pour la
raquette sans cuticule, respectivement. De méme, les valeurs moyennes étaient de 12,81 + 0.16 mg
EAG/g MS pour la raquette avec cuticule et de 12,59 + 0,23 mg EAG/g MS pour la raquette sans
cuticule lors de I'extraction par ultrasons et I'extraction conventionnelle, respectivement.

La teneur en flavonoides varie en fonction du type de raquette et de la méthode d'extraction.
Les résultats de la raquette avec cuticule (34,52 £ 1,62 mg EQ/g MS en EC et 30,80 + 1,19 mg
EQ/g MS en E.A.U) sont meilleurs que ceux de la raquette sans cuticule (23,86 £ 1,19 mg EQ/g
MSen E. AU et 19,35 + 0,27 mg EQ/g MS en EC).

L'activité antioxydante a été évaluée a l'aide de la méthode du pouvoir antiradicalaire de
I’ABTS. Les résultats ont révélé une corrélation positive entre les composés phénoliques totaux
(CPT) et les activité antioxydantes pour les deux types de raquettes quel que soit la méthode
d’extraction.

L'activité antimicrobienne a été évaluée sur douze souches pathogénes en utilisant la
méthode de diffusion sur disque et en calculant la concentration minimale inhibitrice (CMI) sur
microplaques. Les résultats obtenus révélent que les deux extraits hydro-éthanoliques de la
raquette avec cuticule de figuier de Barbarie présentent une moyenne activité antimicrobienne
contre plusieurs souches testées, qu'elles soient a Gram positif ou négatif. L’extrait E.A.U améliore
les diamétres des zones d’inhibition pour quelques souches. L’analyse infrarouge révéle un spectre
plus large pour 1’extrait E.A.U ce qui montre sa richesse en divers CPT. Ces résultats suggerent

que les cladodes d’Opuntia ficus-indica possedent des propriétés antibactériennes.
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Au vu des résultats obtenus au cours de cette étude, des perspectives a venir s’imposent :

- Réaliser des extractions en utilisant des solvants apolaires seules ou en association (méthanol,
Acétone...etc.) afin d'améliorer les effets antibactériens et déterminer la CMB et la CMI par la

suite d’une fagon plus précise.

- Optimiser la méthode d'extraction innovante en améliorant les conditions d'extraction
(Températures, temps...) sur I’extraction assistée par ultrasons ou bien réaliser également des
extractions assistées par Micro-Ondes tout en optimisant les parameétres d'extraction afin

d'améliorer les rendements d’extractions.

- Eventuellement comparer ces résultats de raquette avec des extraits de fruits ou de la fleur du

figuier de Barbarie.

- Potentiellement tester les effets antibactériens de la RSC et les comparer aux résultats obtenus
de la RAC.

- Purifier et identifier les extraits obtenus suite aux extractions réalisées.
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Annexe 01 : Appareils utilisés

Appareils

Marques

Balance analytique

RADWG, Algérie

Etuve

MMM Medcenter Ecocell

Bain Marie

Memmert

Bain a Ultrasons

BRASONIC-UI Trasonic cleaner, Mexique

Centrifugeuse

Benchtop low speed

Plaque agitatrice

VELP SCIENTIFICA (ITALY)

Réfrigérateur

ENIEM

Spectrophotometre RAYLEIGH, chine
UV-Visible
IRaffinity SHIMADZU CORPORATIONS

Annexe 02 : logiciels utilisés

- Endnote (logiciel de gestion des références bibliographiques)

- IRsolution (logiciel d’analyse FTIR)

- JMP

Annexe 03 : Produits et réactifs chimiques

- Ethanol Absolu

- Folin-Ciocalteau

- Acide gallique C7HsOs
- Chlorure de Sodium Na ClI

- Eaudistillée

- ABTS I’acide 2,2’-azino -bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique)

- Trolox

Annexe 04 : Matériels utilisés

Verrerie : Autres
Béchers Couteau
Tubes a essais Pince

Flacons

Spatule
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Erlenmeyers

Micropipette

Cristallisoir

Gants

Eprouvette de 25 mL et 1L

Embouts bleus

Boites Pétri

Embouts jaunes

Pissette

Papier Whatman

Pied a coulisse

Annexe 05 : Composition des milieux de cultures et solutions utilisées

e Milieu Mueller Hinton Agar (MH)

Infusion de viande bovine (2g)

Hydrolysat acide de caséine (17,0Q)

Amidon soluble (1,59)
Agar (179)
pH =7,4+0,2 4 25°C

e Mueller Hinton Bouillon (méme composition que le Mueller Hinton mais sans Agar).

e Bouillon nutritif (BN)

Peptone de Gélatine (5,0 g)
Extrait de betterave (3,09)
pH =6,8+0.2 & 25°C

e Gélose Nutritive (GN)

Extrait de viande (1,00)
Extrait de viande (2,50)
Peptone (5,09)

Chlorure de sodium (5,09)
Agar (15,09)

pH=7,0

e Eau physiologique stérile

Chlorure de sodium (Na CL) (99)
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Eau distillée (100ml)

Annexe 06 : Courbes d’étalonnages

6. a Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

18 y =28,71x- 0,0748
16 R2= 0,9945._.--"
14 .

12

08
0,6
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02
(e
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Absorbance (760 hm)
)

.
Concentration en acide gallique (mg/mL)

6. b Courbe d’étalonnage de Trolox
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0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

Absorbance (430 nm)

0,1
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6 .c Courbe d’étalonnage de la quercétine.

y =4,2519x - 0,0206
R2=10,9952

0,04 0,06 0,08 0,1

0,12 0,14

Concentration en Quercétine (mg/mL)

Annexe 07 : Antibiogramme et infections causées par les souches utilisées :

Ces seuils de sensibilité sont basés sur les recommandations du Clinical and Laboratory Standards

Institute (CLSI).

Souches Gram | Infections Antibiogramme
bactériennes Diamétre zone | Résistance
Escherichia coli | Gram | Infections entérocoques. TE =12mm Résistante
(ATCC 25922) | négatif | Infections urinaires. CRO =55 Résistante
SXT =25,5mm | Sensible
CAZ =27 mm Sensible
Pseudomonas Gram | Infections  communautaires TE =17,17 mm | Sensible
aeruginosa négatif | oculaires  (lentilles++),  ORL, | CAZ =27 mm Sensible
(ATCC 6633) cutanées. SXT =28 mm Sensible
Entérites et suppurations diverses :
abceés infections associées aux soins
pneumopathies, infections urinaires,
infections post-opératoires
Salmonellasp. | Gram | La fievre typhoide TE=21,6 mm | Sensible
négatif | Les toxi-infections SXT = 24,33 Sensible
Alimentaires mm Sensible
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CAZ =28 mm
Klebsiella Gram | Infections nosocomiales et | TE=24 mm Sensible
pneumoniae négatif | communautaires broncho- | SXT =29 mm Sensible
pulmonaires et urinaires. Méningites
purulentes et sepsis...
Klebsiella Gram | Infections nosocomiales et | TE=34mm Sensible
oxytoca négatif | communautaires broncho- | AML =26 mm | Sensible
pulmonaires et urinaires. Méningites | SXT = 12 mm Intermédiaire
purulentes et sepsis... FOX =20 mm Résistante
Acinetobacter Gram | Infections nosocomiales TE=11,5mm | Résistante
baumannii négatif
(ATCC 610)
Enterococcus Gram | Infections urinaires Infections TE =19,5mm Sensible
faecalis positif | abdominaux pelviennes SXT =28 mm Sensible
(ATCC 29212) DA =20 mm Résistante
FOX =10 mm Reésistante
CAZ =30 mm Sensible
Staphylococcus | Gram | Infections suppuratives | TE =21 mm Sensible
aureus positif | superficielles ou profondes (peau, | SXT =25 mm Sensible
tissu mou, muscle, os, tractus | CAZ =27 mm Sensible
respiratoire, valves cardiaque,
tractus urinaire, infection sur
matériel étranger).
Toxi infection dues a la synthése de
différentes toxines).
Staphylococcus | Gram | Infections sanguines, infections des | TE = 22,5 mm Sensible
aureus résistant | positif | tissus profonds (osseuses et AML =19 mm
a la Méticilline articulaires). SXT =20 mm Intermédiaire
(SARM ATCC
43300) Sensible
Staphylococcus | Gram | Production de toxines qui TE =30,5mm Sensible
aureus positif | provoquent une intoxication SXT =30 mm Sensible
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mous (abces cutanés, infections
osseuses sur plaies traumatiques,

infections sur brulure).

(ATCC 6538) alimentaire plutot qu’une infection | FOX =44 mm
proprement dite. Sensible
Bacillus subtilis | Gram | Infections nosocomiales. TE =26 mm Sensible
(ATCC 6633) positif | Infections associées a des AML =8 mm Résistante
dispositifs médicaux (cathéters). SXT =30 mm
FOX =9 mm Sensible
Résistante
Bacillus cereus | Gram | Toxi infections alimentaires TE =26 mm Sensible
positif | collectives, infections des tissus SXT =25 mm Sensible

Abréviations des antibiotiques standards utilisés :

SXT : Triméthoprime / Sulfaméthoxazole ; FOX : Céfoxitine ; CAZ : Ceftazidime ;
AM : Ampicilline ; TE : Tétracycline ; DA : Clindamycine ; CRO : Ceftriaxone ; AML :

Amoxicilline..
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P. aeruginosa

E. faecalis

Annexe 8 : Antibiogramme pour trois souches bactériennes Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecalis (A), et Staphylococcus aureus (souche non référencée) (B).



Résumé

Dans cette étude menée sur I'extraction des composés phénoliques des raquettes d'Opuntia ficus-
indica (OFI) avec (RAC) et sans cuticule (RSC) provenant de la région de Bir-Essalam (Béjaia),
nous avons mis l'accent sur l'efficacité de deux méthodes d'extraction, a savoir l'extraction
conventionnelle (EC) et l'extraction assistée par ultrasons (E.A.U), en termes de teneurs en
composés phénoliques totaux (CPT), d'activité antioxydante et antibactériennes. Le dosage
quantitatif a révélé la richesse des cladodes d'Opuntia en CPT et en flavonoides totaux (FT). Les
rendements d’extraction en CPT, FT et activités antioxydantes sont meilleurs pour la RAC que
ceux de la RSC. Les résultats de I'extraction montrent que les rendements les plus élevés en CPT
(14,14 + 0,35 mg EAG/g MS) et en activité antioxydante (taux d'inhibition de 55,05 + 6,13 %)
sont obtenus par I'extrait E.A.U pour la RAC, alors que le rendement en FT est meilleur avec I’EC
pour la méme raquette. L’extrait E.A.U de la RAC a montré des améliorations des zones
d’inhibitions des bactéries testées par rapport a I’extrait EC, ce qui corrobore avec le résultat de
I’analyse infrarouge oU I’extrait RAC montre des bandes plus larges que I’extrait EC. Le potentiel
antimicrobien in vitro des extraits hydro-éthanolique par la méthode des disques et sur
microplaques sur 12 souches bactériennes (a Gram + et -) montrent le potentiel des extraits bruts
des raquettes de I’OFI en tant qu'agents antibactériens.

Mots-clés : Opuntia ficus indica, extraction conventionnelle, extraction assistée par ultrasons,

activité antioxydante, activité antibactérienne.

Abstract

In this study, conducted on the extraction of total phenolic compounds from the Opuntia ficus-
indica (OFI) cladodes with (CC) and without (CWC) cuticle from Bir-Essalam region (Béjaia),
we focused on the effectiveness of two extraction methods, namely conventional extraction (CE)
and ultrasonically assisted extraction (UAE), in terms of total phenolic compound (TPC) content,
antioxidant and antibacterial activities. Quantitative assay revealed the richness of Opuntia
cladodes in CPT and total flavonoids (TF). The extraction yields of CPT, FT and antioxidant
activities are better for CC than those of CWC. The extraction results show that the highest yields
of CPT (14.14 = 0.35 mg EAG/g DM) and antioxidant activity (inhibition rate of 55.05 + 6.13 %)
are obtained by the UAE extract for the cladode with cuticle, whereas the yield in FT is better with
the EC for the same cladode. The UAE extract of cladode with cuticle showed improvements in
the zones of inhibition of the tested bacteria compared to the EC extract, this is in adequation with
the infrared analysis result where the CC extract showed a larger spectrum than that of CWC. The
in vitro antimicrobial potential of hydro-ethanolic extracts by the disc method and the microplates
method on the 12 (Gram + and -) bacterial strains show the potential of crude extracts of OFI
cladodes as antibacterial agents.

Keywords: Opuntia ficus-indica, conventional extraction, ultrasound-assisted extraction,
antioxidant activity, antibacterial activity.
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