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Abstract

Prickly pear is a fruit of the genius Opuntia which belongs to the Cactaceae family, and
could be an important source of phenolic compounds, which gives rise to a major interest in
view of their antioxidant potential. The purpose of the present study was to determine phenolic
and flavonoid content to evaluate antioxidant and antimicrobial activities of fruit’s pulp from
Opuntia ficus indica .

Samples were extracted separately with distilled water and 70% ethanol in order to
obtain dry extracts, then kept at 4°C until investigation. The respective yields were 6,20 *
1,47% and 5,33 + 0,58%.

The total content of phenolic compounds was determined using Folin-Ciocalteu reagent,
it was: 6,05 + 0,06 and 2,86 + 0,59 mg GAE/g of dry weight of the aqueous and ethanol extracts
respectively.

The total content of flavonoids compounds was determined according to the method of
aluminum trichloride (AICI3), it was: 2,75 + 0,03 and 1,00 + 0,08 QE/g of dry weight of the
aqueous and ethanol extracts respectively.

Antioxidant activity was evaluated using two different methods: the 2,2-diphenlyl-1-
pycrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging method and the ferric reducing antioxidant power
(FRAP) method.

DPPH sequestration percentages and the 1Cso respectively were estimated: 70,40 + 0,003% and
143,59 + 0,004 pg/ml for aqueous extract, 100, 00 £ 0,00 % and 104,31 = 0,012 pg/ml for
ascorbic acid (standard), this confirms the antioxidant power of plant studied.

This antioxidant capacity is confirmed by the reducing power test which gave the following
results: 0,163 + 0,003 mg AAE/g of dry extract for aqueous extract, 0,154 + 0,006 mg AAE/g
of dry extract for ethanol extract and 0,165 + 0,002 mg/ g of dry extract for ascorbic acid
(standard).

The antimicrobial activity was measured against eight bacterial strains and two fungal
strains according to the agar diffusion method. All samples tested in our study reacted positively
at least one of the tested microbial strains, confirming that the Opuntia ficus indica plant is
endowed with antimicrobial properties.

Key words: Opuntia ficus indica, aqueous extract, ethanol extract, polyphenols, flavonoids,
antioxidant activity, antimicrobial activity.



Résumé

La figue de barbarie est un fruit du genre Opuntia affilié a la famille des Cactaceae et
pourrait constituer une source importante de composés phénoliques ce qui donne naissance a
un intérét majeur en vue de leur potentiel antioxydant. Le but de la présente étude était de
déterminer les teneurs des polyphénols et des flavonoides afin d’évaluer les activités
antioxydante et antimicrobienne des fruits de 1’Opuntia ficus indica.

Les échantillons ont été extraits séparément avec de 1’eau distillée et de 1’éthanol 70%

afin d’obtenir des extraits secs, puis conservés a 4°C jusqu’a I’expérimentation. Les rendements
respectifs étaient de : 6,20 + 1,47% et 5,33 £ 0,58%.

La teneur en composes phénoliques totaux a été déterminée a 1’aide du réactif Folin-
Ciocalteu, elle est de : 6,05 £ 0,06 et 2,86 + 0,59 mg EAG/g de matiere seche d’extrait aqueux
et éthanolique, respectivement.

La teneur en flavonoiides totaux a été déterminée selon la méthode du trichlorure
d’aluminium (AICls3), elle est de : 2,75 + 0,03 et 1,00 + 0,08 EQ/g de matiére seche d’extrait
aqueux et éthanolique, respectivement.

L'activité antioxydante a été évaluée en utilisant deux méthodes différentes: la méthode
de piégeage des radicaux 2,2-diphényl-1-pycrylhydrazyle (DPPH) et la méthode du pouvoir
réducteur du fer (FRAP).

Les pourcentages de séquestration de DPPH et la ICso, respectivement, ont été estimés: 70,40 +
0,003% et 143,59 + 0,004 pug/ml pour I'extrait aqueux, 100,00 £ 0,00 % et 104,31 + 0,012 pg/ml
pour lI'acide ascorbique (standard), cela confirme le pouvoir antioxydant de la plante étudiée.

Cette capacité antioxydante est confirmée par le test pouvoir réducteur du fer qui a donné les
résultats suivants: 0,163 + 0,003 mg /g d'extrait sec pour extrait aqueux, 0,154 + 0,006 mg/g
d'extrait sec pour I'extrait éthanol et 0,165 + 0,002 mg / g d'extrait sec pour l'acide ascorbique
(standard).

L'activité antimicrobienne a été déterminée sur huit souches bactériennes et deux
souches fongiques selon la méthode de diffusion en gélose. Tous les échantillons testés dans
notre étude ont réagi positivement au moins sur une des souches microbiennes testées, ce qui
confirme que 1’Opuntia ficus indica est doté de propriétés antimicrobiennes.

Mots clés : Opuntia ficus indica, extrait aqueux, extrait d’éthanol, polyphénols, flavonoides,
activité antioxydante, activité antimicrobienne.
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INTRODUCTION

Introduction

Dans le cadre de la valorisation de la médecine traditionnelle, il y a eu un intérét croissant
ces derniéres décennies pour I'étude des plantes médicinales et leurs utilisations traditionnelles
dans les différentes régions du monde. Aujourd'hui, selon l'organisation mondiale de la santé
(OMS), prés de 80% des populations dépendent de la médecine traditionnelle pour des soins de
santé primaire. Des avantages économiques considérables dans le développement de la médecine
traditionnelle ont été constatés (MUTHU et al., 2006).

Les plantes médicinales sont utilisées depuis l'antiquité, pour soulager et guérir les
maladies humaines. En fait, leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence de centaines,
voire des milliers de composes naturels bioactifs appelés : les métabolites secondaires. Ces
derniers sont par la suite accumulés dans différents organes et parfois dans des cellules
specialisées de la plante (ELQAJ et al., 2007). D’aprés MAURICE (1997), les plantes
médicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux médicaments. Elles sont considérées
comme source de matiére premiére essentielle pour la découverte de nouvelles molécules

nécessaires a la mise au point de futurs médicaments.

ELQAJ et al., (2007) ont rapporté que depuis quelques années le monde des sciences
biologiques et médicales est envahi par de nouveaux concepts, celui du « stress oxydant »
incriminé dans diverses maladies. C’est ce qui a conduit selon la méme source a un engouement

pour les produits naturels et au développement d’extraits végétaux a usage antioxydant.

Les polyphénols sont en effet doués de multiples vertus thérapeutiques, ils jouent un role
tres important, principalement, dans la lutte contre les cancers, les maladies cardiovasculaires et
la peroxydation lipidique. Expliquant de ce fait leur grande utilisation dans la fabrication des
médicaments. Ils interviennent aussi dans la protection des plantes contre les différentes attaques
microbiennes (surtout fongiques) risquant de causer la perte d’une grande quantité de végétation
(BRUNETON, 1999).

Le continent africain est un des continents doté de la plus riche biodiversité dans le
monde. En effet, certaines espéces de cactus ont fait I'objet de nombreuses recherches
scientifiques depuis plusieurs décennies. C'est notamment le cas du figuier de Barbarie, cactus
appartenant au genre Opuntia, qui renferme de multiples propriétés médicinales qui s'averent

efficaces pour lutter contre bon nombre de pathologies dont le diabéte de type Il, I'adénome
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prostatique, les ulcéres gastroduodénaux et méme certains types de cancer dont il ralentirait la

progression.

De nombreux chercheurs ce sont penchés sur 1’étude phytochimique de cette espéce tels
que : LEE et al., 2002 ; CHAALAL et al., 2012 ; ALIMI et al., 2013 ; ABD EL-HAMEED et
al., 2014 ; ENNOURI etal., 2014 ; YEDDES et al., 2014 ; KOUBAA et al., 2015 et MABROUKI
et al., 2015. Ces derniers ont revélé la présence de polyphénols, flavonoides, tanins et huiles
essentielles, qui conferent a cette plante de nombreuses propriétés biologiques. C’est pour cela

qu’il nous a semblé intéressant d’inscrire notre travail dans cette optique de recherche.

Notre objectif pour ce faire est d’extraire les molécules bioactives, en 1’occurrence les
composés phénoliques des différents extraits aqueux et organiques (a 1’éthanol) des figues de
barbarie, en déterminer la concentration et évaluer leurs activités antioxydante et antimicrobienne

vis-a-vis de certaines souches microbiennes impliquées dans diverses infections humaines.

2|Page
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE CHAPITRE I

1 Chapitre | : Généralités sur les composés phénoliques

1.1 Geénéralités
BRUNETON (1999) définit les composés phénoliques (CP) comme étant des molécules

du métabolisme secondaire spécifiques du reégne végétal, ce qui d’aprés BELKHIRI (2009)
signifie qu’ils n’exercent pas de fonctions directes au niveau des activités fondamentales dans
I’organisme végétal, comme la croissance ou la reproduction. L’élément structural fondamental
qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau phénolique a 6 carbones (figure 1),
auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle (OH) libre ou engagé dans une autre
fonction : éther, ester ou hétéroside (MACHEIX et al., 2006).

OH

Figure 1 : Structure du noyau phénol (MACHEIX et al., 2006).

Cette appellation générique désigne un vaste ensemble de substances aux structures
variées qu’il est difficile de définir simplement (BRUNETON, 1999 ; MACHEIX et al., 2006),
allant de molécules phénoliques simples de bas poids moléculaire tels que, les acides
phénoliques a des composés hautement polymérisés comme les tannins (AKOWAUH et al.,
2004). TAO et LAMBERT (2014) rapportent qu’a I’heure actuelle, plus de 8000 molécules ont
été isolées et identifiées et font selon MARTIN et ANDRIANTSITOHAINA (2002) partie

intégrante de I’alimentation humaine et animale.

D’aprés GRESELLE et al. (2011), ils sont présents dans les vacuoles des tissus,
participent aux réactions de défense face a différents stress biotiques ou abiotiques (pathogénes,
rayonnement UV...) et contribuent a la qualité organoleptique des aliments issus des végétaux
(couleur, astringence, arome et amertume), d'un point de vue thérapeutique, ces molécules
constituent la base des principes actifs que I'on trouve dans les plantes médicinales (MACHEIX
et al., 2005). Leur répartition tant qualitative que quantitative dans la plante varie selon les
espéces, les organes, les tissus ou encore les différents stades de développement (GRESELLE
etal., 2011).
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE CHAPITRE I

1.2 Principales sources alimentaires
Les polyphénols sont répartis de fagon ubiquitaire dans les fruits et les Iégumes qui en

constituent les principales sources alimentaires, avec de fortes variations selon les espéces.
Ainsi, la concentration en polyphénols totaux peut varier de 140 mg/kg de poids frais (PF) pour
la pomme de terre a 5,5 g/kg de PF pour la cerise (SCALBERT et al., 2005).

Le tableau ci-dessous regroupe les principales sources alimentaires des polyphénols.

Tableau | : Tableau récapitulatif des principales sources alimentaires des polyphénols

Références

Classe de polyphénols Sources alimentaires bibliographigues

- le raisin et son jus ;

- les baies, le chou rouge, les épinards

et certaines Plantes médicinales ; (CASSIDY et al., 2000).
- les cacahuetes et le beurre de (CROZIER et al., 2009).
cacahueétes ;

- vin rouge.

Les stilbéenes

- persil, céleri et le poivron rouge ;
- les glycosides de flavones sont
également présents dans les céréales
(mil, blé) ;
- sous forme glucuronidée, la lutéoline
Les flavones 7- diglucuronide est présente dans (MANACH et al., 2004).
I’infusé de verveine odorante ;
- la peau des agrumes ;
- des huiles essentielles (huile
essentielle de mandarine).

- ’oignon, le chou frisé, le poireau, le
Les flavonols vin rouge, le thé noir et le thé vert. (MANACH et al., 2004).

- les rutinosides de flavanones dans

les citrons, les mandarines, les

oranges ;

- les pamplemousses et les oranges
Les flavanones ameres ;

- les glycosides de flavanones dans le

jus d’orange ;

- la tomate et certaines plantes

aromatiques comme la menthe.

(TOMAS-BARBERAN
et CLIFFORD, 2000).
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- soja (les graines, la farine, le lait de
soja) ;
- le processus de fermentation
Isoflavones hydrolysant les glycosides, ces (CASSIDY et al., 2000).
composés seront principalement
retrouvés sous forme d’aglycones
stables dans ces aliments.

Chalconesdihydro- - la tomate (la peau, le ketchup) ;
chalcones - la pomme (peau, chair et pépins).

- I’abricot et la cerise, les peches, les
prunes, les fraises, les pommes et les

(BRUNETON, 2009).

- e . D’ARCHIVIO
(épi) cathéchine poires ; et al. 2007)
- le chocolat ; v '
- le thé vert ;
- le raisin, les peches, les kakisou les ~ (SANTOS-BUELGA et
Proanthocyanidines  pommes ; SCALBERT, 2000).
- le vin, le cidre, le thé et la biere. (GERHAUSER, 2008).

- baies comme le cassis ou les mures ;
- fruits rouges comme les myrtilles,

Les anthocyanes fraise ou la cerise ;

- les vins. (MANACH et al, 2004).

- graines de lin ;

- céreales (le triticale et le blé) ;

- fruits (les poires et les prunes) ; ADLERCREUTZ
- certains légumes (ail, asperge et et MAZUR, 1997).
carottes) ;

- légumineuses comme les lentilles.

Les lignanes

1.3 Classification des composés phénoliques
MOTILVA et al. (2013) expliquent qu’il n’existe pas de classification universelle de

polyphénols. Par contre, selon DUFOUR et DANGLES (2005), la classification des
polyphénols est basée essentiellement sur la structure, le nombre de noyaux aromatiques et les
éléments  structuraux qui  lient ces noyaux. On peut distinguer deux
catégories : les composés phénoliques simples et les composés phénoliques complexes que le

tableau Il met bien en évidence.
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Tableau I1 : Les principales classes des composés phénoliques (BRUNETON, 2009)

[B]
c
S  Squelette d Struct d
= queletie de Classe Exemples ructures de Plantes
S base base
S
4
Catéchol,
© Cs Phénols simples HOOOH Busserole
hydroquinone
Acide gallique,
Acides Phénols o
g Acide salysalique, “°@—(OH Artichaut
Ce-C1 benzoiques
Vanilline Saule
3-acétyl6-
/
o Méthoxybenzaldehyde
Ce-C2 Acétophénones Saule
Gallacetophénone
Acide ;
Acide
. Ce-C2 hvd henvlacéti / /
phénylacétique phydroxyphenylacétique
Acide coumarique, Romarin
Acide "o o
o Cs-Cs Acide caféique Q_V Marronnier
hydroxycinamique o
d’inde
Carotte
- o) \
o Cs-C3 Coumarines Esculétine - /C]\/olo _
Coriandre
S Cs-Cs Naphtoquinones Shikonine Drosera spp
Racine de
Bellidifoline,
™ Ce-C1-Cs Xanthones / gentiane,
- Mangoctine
Centaurée
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Hydrangénol, . ) o
< C6-C2-Cs Stilbénes (™ Raisin, pin
— Pinosylvine L
N Ginkgo
Flavonoides Quercétine ) o
o C6-C3-Cs e & Thym
- Isoflavonoides Roténoide LY o
Camomille
® (Ce-C3)2 Lignanes Matairésinol Chardon
(Ce-Cs- Amentoflavone Carcinia
o Bi flavonoides /
@ Cs)2 Hinokiflavone Hypericum
Tanins condensés ;
— Marronnier
> (Ce-C3-Ce)n Aesculitanins $inde.vi
proanthocyanidols / Inde,vigne

1.3.1 Polyphénols simples.
1.3.1.1 Les acides phénoliques

Selon BELYAGOUBI-BENHAMMOU (2011), le terme acide phénolique peut

s’appliquer a tous les composés organiques possédant au moins une fonction carboxylique et

un hydroxyle phénolique. En phytochimie, I’emploi de cette dénomination est réservé aux seuls

dérivés des acides benzoique et cinnamique ils sont incolores et plutdt rares dans la nature

(HASLAM, 1994).

1.3.1.1.1 Dérivés de I’acide hydroxybenzoique (Cs - C1)

Cette catégorie est abondante dans les végétaux et les aliments, notamment les épices,

les fraises, certains fruits rouges et I'oignon dans lesquels les concentrations peuvent atteindre

plusieurs dizaines de milligrammes par kilogramme de fruits frais (figure 2) (MACHEIX et al.,

2006 ; LU et al., 2008).
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R1 R2
H H
"
R2 R1 H OH
H OCH3
R3 COOH
H OH
H OCH3
R4 OH H
OH H

R3

o

OH

OH
OH
OH

jurigey

OCH3

OH

H
OH

Acides phénoliques
Acide benzoique
Acide p hydroxy

benzoique
Acide
protocatechique
Acide vanillique
Acide gallique
Acide syringique
Acide salicylique

Acide gentisique

Figure 2 : Principaux acides hydroxybenzoiques (SARNI-MANCHADO et CHEYNIER,

2006)

1.3.1.1.2 Dérivés de ’acide hydroxycinnamique (Cs-C3)

Les acides hydroxycinnamiqgues représentent une classe trés importante dont la structure

de base Ce-C3 dérive de celle de 1’acide cinnamique. Le degré d’hydroxylation du cycle

benzénique et son éventuelle modification par des réactions secondaires sont un des eléments

importants de la réactivité chimique de ces molécules (figure 3) (MACHEIX et al., 2005).

R1

R1 OOH H
H
OH
R2 OCHS3

R3 OCH3

R2
H
OH
OH
OH

OH

R3
H
H
H
H

OCHS3

Acides phénoliques
Acide cinnamique
Acide p coumarique
Acide caféique

Acide férulique

Acide sinapique

Figure 3 : Principaux acides hydroxycinnamiques (SARNI-MANCHADO et CHEYNIER,

2006)

a) Lescoumarines

Présentes dans de nombreux végétaux, les coumarines ont une structure de base (Cs- C3)

dérivant des acides hydroxycinnamique par cyclisation interne de la chaine latérale. Elles sont

produites en grande quantité en réponse a une attaque biotique ou abiotique et semblent

constituer un moyen de défense de type phytoalexique (COLLIN et al., 2011). D’apres la méme

source ces composés sont connus pour leurs propriétés anti-coagulantes. Dans la cellule, les

coumarines sont principalement présentes sous forme glycosylée. Cette glycosylation serait une

forme de stockage permettant d’éviter les effets toxiques des coumarines sur la cellule et la

croissance.
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b) Les stilbénes

D’aprés PERRET (2001), les stilbénes (figure 4) sont des composés phénoliques
contenant au minimum deux noyaux aromatiques reliés par une double liaison. Les membres
de cette famille possédent la structure Ce-C2-Ce comme les flavonoides, ce sont des
phytoalexines, composés produits par les plantes en réponse a l'attaque par les microbes
pathogénes fongiques, bactériens et viraux (CROZIER et al., 2009).

oH
HO [ = O

OH

Figure 4 : Structure chimique d’un Stilbene (BAHAZ et RACHDI, 2010).
1.3.1.2 Les flavonoides
D’aprés (PIQUEMAL, 2008), le nom flavonoide proviendrait du terme flavedo,
désignant la couche externe des écorces d'orange, cependant d'autres auteurs supposaient que
le terme flavonoide a été plutdt prété du flavus ; (flavus = jaune) (MALESEV et KUNTIC,
2007).

Selon STOCKIGT et al. (2002) c’est le groupe le plus représentatif des composés
phénoliques, ces molécules ont des structures chimiques variées et des caractéristiques propres,
on denombre prés de 6500 flavonoides répartis en 12 classes et leur nombre ne cesse d’accroitre.
D’aprés (BRUNETON, 2009 ; COLLIN et al., 2011), ils interviennent dans la pigmentation
des fleurs et dans les processus de défense contre le rayonnement UV et les attaques

microbiennes

Structuralement les flavonoides ont un squelette de base commun constitué de 15
atomes de carbone assemblés en trois cycles nommeés A, B et C (Figure 5) (GRAHAM, 1998).

Figure 5 : Structure chimique de base des flavonoides (KRISHNA et al., 2001).
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D’aprés le méme auteur, la structure du cycle intermédiaire (cycle C), les flavonoides

se répartissent en plusieurs classes de molécules dont les plus importantes sont les flavones, les
flavonols, les flavanones, les dihydroflavonols, les flavan-3-ols et les flavan-3,4 diols

(figure 6).

1 o = Naringsine
= desperitine
OH .
= anine I I o .
=Butecine ot I
flavanones f
= A pIZEemime

< O | a™Nobilétine

chalcones flavones

3
1 B
7 2 Qo 1 5 o
=Quercetine @ f'e 2 6° = Pelargonidine
=Morine & 3 = Cyanidine
5 &
o " &
AIOH : OH

o e ™~

flavonols O o
I-I | cyanidines
>~ OH 0OM

Iy

OH -
T | - I_,cucocyanidinﬂ-l
- ;;f::::lg;'l‘:i-np flavane- flavane-
| " pies 3-oles 3.4-dioles

Figure 6 : Les différents types de flavonoides a partir du squelette flavane. (LOUIS, 2004).

1.3.1.3 Alcools phénoliques
LEDERER et LEIPZIG-PAGANI (1996) ; PIEL et al. (2004) ; MACHEIX et al.(2006) ;

JULLIAN et al. (2007) et ALTIOK et al. (2008) ont défini 1’alcool phénolique comme étant un
composé organique possédant au moins un alcool aliphatique et un hydroxyle phénolique. Le
tyrosol (4-hydroxyphenylethanol) et hydroxytyrosol (3,4 dihydroxyphenylethanol) (Figure 7)
sont les principales molécules de cette classe. Ces composés sont trés abondants dans 1’olive

(fruit et feuille), libres ou associés a I’acide élénolique.
i OH
i .OH : IIE
OH OH
(a) (b)
Figure 7 : Structures de I’hydroxytyrosol (a) et du tyrosol (b) (MALPEZZI et al., 2004).

1.3.2 Polyphénols complexes

1.3.2.1 Tanins
D’aprés KAMRA et al. (2006) les tanins sont des composés phénoliques complexes,

hydrosolubles ayant un poids moléculaire compris entre 500 et 3000 Da, et représentent une
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classe trés importante de polyphénols localisés dans les vacuoles (YAO et al., 2004 ; YAO et

al.,2010). GHESTEM et al. (2008) expliquent qu’ils sont trés répandus dans le régne végétal,
mais qu’ils sont particulierement abondants dans certaines familles comme les Coniferes, les

Fagacée, les Rosacées.

Selon KHANBABAE et REE (2001), ils peuvent exister dans divers organes : I'écorce,
les feuilles, les fruits, les racines et les grains. En général, ils sont subdivisés en deux groupes
distincts en fonction du type de 1’acide phénolique et du type de liaisons qui déterminent la

taille et la réactivité chimique de la molécule.

a) Tanins hydrolysables : D’aprés LEINMULLER et al. (1991), ce sont des hétéro polyméres
posseédant un noyau central constitué d'un polyol, il s'agit souvent d'un D-glucose ; comme
leur nom l'indique, ces substances s'hydrolysent facilement en milieux acides et alcalins ou
sous l'action d'enzymes (telle que la tannase), pour donner des glucides et des acides
phenoliques.

b) Tanins condensés : YAO et al. (2004) ; YAO et al. (2010) expliquent qu’ils sont
dénommeés aussi tanins catéchiques ou proanthocyanidines, et différent fondamentalement
des tanins hydrolysables car ils ne possedent pas de sucre dans leur molécule et leur
structure est voisine de celle des flavonoides. Contrairement aux tanins hydrolysables, ils
sont résistants a I’hydrolyse et seules des attaques chimiques fortes permettent de les

dégrader

1.3.2.2 Lignines et subérines
Ce sont des précurseurs de polymeres pariétaux des plantes constituants des facteurs de

défense contre les agents pathogénes. Ce sont des polymeres tridimensionnels résultant de la

condensation de trois alcools phénylpropéniques (BRUNETON, 2009).

1.4 Principales voies de biosynthése des composés phénoliques
Les polyphénols sont synthétisés par de deux voies biosynthétiques (Figure 8) :

a) La voie de I’acide shikimique, qui est la voie la plus importante pour la biosynthése des
composés aromatiques dans les plantes et les micro-organismes, y compris les acides
aminés aromatiques : la phénylalanine, la tyrosine et le tryptophane. Ce sont des métabolites
primaires qui servent de précurseurs pour de nombreux de produits naturels (secondaires)
tels que les flavonoides, les acides phénoliques, les coumarines, les alcaloides...

(GHASEMZADEH A. et GHASEMZADEH N., 2011).
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b) La voie de I’acide acétique, conduit a des poly-B-cétoesters (polyacétates) de longueur

variable, qui engendrent par cyclisation ou condensation, des composés souvent

polycycliques : les flavonoides et les tanins condensés (BRUNETON, 2009).

Hydrates de carbone Lipides
Acide gras
Voiedes Pentoses Glycolyse
p-oxydation
Erythrose4 -P P-énolPyruvate
Acide gallique Acide shikimique ;
Acety] CoA
Ny R v
NH) C B
Tyrosine Phénylalanine 3 Malonyl CoA
TANNINS % 7
HYDROLYSABLES N ) Yy N Cyclisation

cidecinnamique . )
A et - Polyéthylcétone

CHALCONES

FLAVONOIDES

ANTHOCYANES

TANNINS CONDENSES

Figure 8 : Représentation des voies de biosynthéese des polyphénols (BRUNETON, 2009).
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1.5 Intéréts et propriétés biologiques des polyphénols

1.5.1 Intéréts des polyphénols
a) Chez les végétaux

D’aprés MACHEIX et al. (2005) ; RENAULT-ROGER et al. (2008) ; BIDEL et al.
(2011), les composés phénoliques peuvent intervenir dans certains aspects de la physiologie de
la plante (lignification, régulation de la croissance, interactions moléculaires avec certains
microorganismes symbiotiques ou parasites...), dans les interactions des plantes avec leur
environnement biologique et physique (relations avec les bactéries, les champignons, les

insectes, résistance aux UV).

b) Chez ’Homme

MACHEIX et al. (2005) ainsi que WATSON et al. (2013) expliquent que le role des
composés phénoliques est largement montré dans la protection contre certaines maladies en
raison de leur interaction possible avec de nombreuses enzymes et de leurs propriétés
antioxydantes, c’est pour quoi, selon MIDDLETON et al. (2000) et KSOURI et al. (2007), les
recherches récentes sur les composés phénoliques en général et les flavonoides en particulier
sont tres poussées en raison de leurs diverses propriétés physiologiques. Les effets biologiques

de quelques composés polyphénols sont récapitulés dans le tableau Ill.

Tableau 111 : Propriétés biologiques des quelques polyphénols dans 1’organisme

Polyphénols

Activités biologiques

Références bibliographiques

Acides phénols
(cinnamiques et
benzoiques)

Antibactériennes, anti-ulcéreuses,

Antiparasitaires, antifongiques,
Antioxydantes.

(SANNOMIYA et al., 2005)

(GURBUZ et al., 2009)

Coumarines

Protectrices vasculaires,
antiinflammatoires, anti parasitaires

analgésiques et anti oedémateuses

(ITO et al., 2005)

(SMYTH et al., 2009)

Flavonoides

Antitumorales, antiparasitaires, vaso,
dilatoires, antibactériennes, anti
carcinogenes, anti-inflammatoires,
analgésiques, hypotenseurs,
antivirales, diurétiques, ostéogene,
antioxydantes, anti-atherogéniques,
antithrombotique, anti-allergique

(WOLGAST et ANKLAM, 2000)
(SHON et al., 2004)
(TRIPOLI et al., 2007)

(HITARA et al., 2009)
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(BRUNETON, 1993 ;
HENNEBELLE et al., 2007 ;
HABAUZIT et HORCAJADA,
2008 ; BONDIA-PONS et al.,2009;
GRESELLE et al., 2011)

Anthocyanes Protectrices capillaro-veineux,

antioxydant

Effets stabilisants sur le collagéene,
Proanthocyanidines antioxydantes, antitumorales, (MASQUELIER et al., 1979)
antifongiques et anti-inflammatoires

(HENNEBELLE et al., 2007 ;

HABAUZIT et HORCAJADA,

Tannins galliques 2008 ; BONDIA-PONS et al.,
et catéchique 2009 ; GRESELLE et al., 2011)

Antioxydantes

Lignanes Anti-inflammatoires, analgésiques. (KIM et al., 2009)

¢) Enindustrie
Compte-tenu du large éventail d’activités biologiques qu’ils présentent, les polyphénols
ont été exploités et trouvent des applications dans de nombreux domaines industriels tels

I’industrie agroalimentaire, cosmétique et pharmaceutique.

D’aprés DAGLIA (2012), il est désormais possible, grace aux propriétés
antimicrobiennes de certains polyphénols comme les flavan-3-ols, les flavanols et les tanins, de
développer des conservateurs alimentaires et de nouvelles thérapies dans de nombreuses
maladies infectieuses en considérant la résistance microbienne face a certains traitements

antibiotiques.

En effet, la capacité antioxydante de composés comme les polyphénols est utilisée dans
I’alimentation pour lutter contre la peroxydation lipidique et ainsi permettre une meilleure
stabilisation des denrées alimentaires (MOURE et al., 2001). Selon le méme auteur, les
polyphénols sont également préconises pour améliorer la stabilité de pigments de jus colorés et

d’arOmes alimentaires.

PELLI et LYLY (2003) rapportent que les polyphénols sont également destinés pour les
applications cosmeétiques : rendus lipophiles par estérification avec des acides gras, les
polyphénols dérivés, libérés par action des estérases, pénétrent 1’épiderme ou ils exercent
I’activité antioxydante et piégent les radicaux libres. Les polyphénols du cacao sont concentrés

en un extrait & 85 % pour des applications cosmétiques.
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1.5.2 Propriétés biologiques des polyphénols

1.5.2.1 Activité antimicrobienne
Selon TIM et ANDREW (2005), il a été rapporté que les extraits de plantes et beaucoup

d’autres préparations phytochimiques riches en flavonoides ont possédé une activité
antimicrobienne. Grace a leur structure caractérisée par la présence de groupe phénolique, et
d’autres fonctions chimiques, les flavonoides sont considérés comme étant de tres bons agents
antimicrobiens (HARBONE et WILLIAM, 2000).

De nombreuses études ont rapporté les activités antimicrobiennes des CP :

= |l aété rapporté par YAKHLEF et al. (2011) que les extraits bruts de Thymus vulgaris et de
Laurus nobilis ont témoigné une forte activité antimicrobienne vis-a-vis de souches
multirésistantes aux antibiotiques. Leur effet inhibiteur sur la levure Candida albicans est
spectaculaire, il est beaucoup plus important que celui de la nystatine (antifongique) ;

= BASLI et al. (2012), dans leur étude ont démontré que tous les flavonoides d’Origanum
glandulosum ont un effet inhibiteur plus prononcé sur les bactéries Gram positif que sur les
Gram négatif.

= |es tanins extraits des feuilles de Marrubium vulgare L. semblent posséder un pouvoir
antibactérien important sur les germes responsables des maladies infectieuses (DJAHRA et
al., 2013) ;

= J’étude faite par GHAZI et al. (2015), a mis en évidence une activité antifongique des
extraits bruts d’Artemisia mesatlantica sur différents souches de Candida albicans ;

* une activité antifongique des extraits de Punica granatum Linn sur Candida albicans et
Rhodotorula spp. a été démontrée par KANOUN et al. (2016) ;

= il a été montré que les catéchines des feuilles du thé inhibent la croissance de
microorganismes en altérant des fonctions membranaires des pathogenes, les détruisant a
plus ou moins long terme (MORAND, 2013).

Le mécanisme d’action des polyphénols est sans doute trés complexe, parmi les hypotheses

avanceées :

* [’inhibition des enzymes extracellulaires microbiennes ;

= laséquestration du substrat nécessaire a la croissance microbienne ou la chélation de métaux
tels que le fer ;

* Dinhibition du métabolisme microbien (MILA et SCALBERT, 1994).
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1.5.2.2 Activité antivirale
La stratégie de recherche d'un composé antiviral consiste a mesurer la réduction de

I'infection virale des cellules en culture, une substance peut donc agir a différents niveaux du

cycle viral :

* au niveau de l'adsorption du virus sur la cellule héte ;

* au niveau de la pénétration du virus dans la cellule héte ;

« au niveau de la de réplication du virus et la synthése des protéines virales ;

* au niveau de l'assemblage et de la sortie du virus hors de la cellule hote (HARRAR, 2012).

A titre d’exemple, le jus de grenade contient des inhibiteurs d’entrée du HIV-1 qui
peuvent étre isolés par adsorption sur de I’amidon de mais. L’¢tude de ce complexe montre
qu’il bloque la liaison du virus avec certains récepteurs cellulaires. L’extrait de grenade pourrait
donc étre utilis¢é pour la production d’un microbicide efficace et bon marché

(NEURATH et al., 2004 ).

D’aprés BYLKA et al. (2004), l'activité antivirale des flavonoides contre le HIV peut
étre directement liée, suite a leurs effets sur les enzymes responsables de sa réplication (HIV-1
reverse transcriptase ou HIV-1 integrase). TAPAS et al. (2008) ont rapporté que la quercétine,
I’apigénine, la catéchine et I’hesperédine sont parmi les flavonoides caractérisés par leurs

propriétés antivirales contre onze types de virus.

1.5.2.3 Activité antioxydante
Les antioxydants d’origine alimentaire contribuent vraisemblablement a la défense de

I’organisme contre le stress oxydant et ses conséquences. A ce titre, les polyphénols,
particulierement abondants dans une alimentation riche en produits végétaux, pourraient jouer
un role protecteur important (PELLI et LYLY, 2003 ; MEDART, 2009).

D’aprés BLOIS (1958) ; BRAND-WILLIAMS et al. (1995) et MAATAOUI et al.
(2006), une étude marocaine évalue I’activité anti-oxydante des jus de fruits de figuier de
barbarie, in vitro, par le test au DPPHe. Les résultats obtenus ont montré que les composés
phenoliques, flavonoides et pigments de types bétalaines, possédent des activités anti-
radicalaires plus importantes que celle de la vitamine C. Les jus bruts présentent des activités

plus élevees que celles des composes qui les constituent. Les jus issus de couleur pourpre
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possédent des activités anti-oxydantes plus élevées que ceux issus des fruits de couleur jaune
orange (MAATAOUI et al., 2006).

1.5.2.4 Activité anticancéreuse
PINCEMAIL et al. (1998) expliquent que le cancer se présente habituellement comme

une tumeur formée d'une masse cellulaire qui est I'aboutissement d'une série de transformation
pouvant se dérouler pendant plusieurs années, donc la cancérogénése est un processus complexe
multi-séquentiel menant une cellule de I'état sain a un état précancéreux et finalement a un stade

précoce de cancer.

Depuis longtemps, on associe le cancer et le type d'alimentation, de nombreux
chercheurs ont étudié le réle des nutriments dans le développement des cancers. Plus récemment
des recherches expérimentales suggérent que les flavonoides sont parmi les substances
susceptibles de retarder voire d'empécher l'apparition de certains cancers, tout en réduisant
d'une maniére spécifique les risques d'en avoir chez les sujets humains (DECLOITRE, 1993 ;
HERTOG, 1996).

Les travaux realisés par MAHMOUD et al. (2000) in DEPEINT et al. (2002) montraient
que la curcumine permet de prévenir la formation des tumeurs spontanées induites
génétiquement, ce méme flavonoide réduit I'apparition des tumeurs de la peau induites
chimiquement. La quercétine et la rutine sont les deux flavonoides les plus conseillés pour
prévenir l'apparition du cancer de l'appareil gastro-intestinal tandis que l'apigénine avec la
quercétine ont la capacité a inhiber la phase de métastase. Toutefois, CALTAGIRONE et al.
(2000) in DEPEINT et al. (2002) signalaient que I’inhibition des différents stades de

développement de cancer est plutét assurée par tous les flavonoides.

L'activité anticancéreuse des flavonoides est assurée par l'intervention de plusieurs

mécanismes :

* Pié¢geage des radicaux libres ;

* Inhibition du métabolisme d'acide arachidonique ;

« Formation d'un complexe inactif avec le carcinogéne (HERTOG, 1996).
* Prévention de 1'activation des métabolites carcinogenes ;

* Inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses ;
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* Arrét du cycle cellulaire des cellules cancéreuses ;

* Induction de I'apoptose ;

* Inhibition des processus d'angiogenése (REN et al., 2003).
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2 Chapitre Il : Stress oxydatif

2.1 Stress oxydatif
MORELLE et ISRAEL (2003) définissent le stress oxydatif comme étant un état au

cours duquel les substances oxydantes interviennent sur la capacité de défense antioxydative de

la cellule. Conséquemment, il peut s’en suivre un déséquilibre induit non seulement par une
production excessive de radicaux libres mais aussi par une diminution de defenses
antioxydantes ; on parle alors de stress oxydant a I’origine bien souvent d’altérations
moléculaires source d’une physiopathologie incluant I’athérosclérose, 1’inflammation, la

fibrose, la dégénérescence neuronale... (BAUDIN, 2006).

2.2 Définition d’un radical libre
LESGARDS (2000) explique que I’oxygene est un élément essentiel pour les organismes

multicellulaires parce qu’il permet de produire de 1’énergie en oxydant la mati¢re organique.
Mais nos cellules convertissent une partie de cet oxygene en métabolites toxiques : les radicaux

libres organiques.

MORELLE et ISRAEL (2003) ont défini les radicaux libres comme étant des particules
chimiques (molécules ou atomes) ayant un électron non apparié dans leur périphérie. Cet
¢lectron cherchera a se lier avec un autre €lectron, en s’arrachant a une autre molécule qui
devient alors déséquilibrée donc instable. Selon les mémes auteurs, un tel mécanisme peut
enclencher une réaction en chaine conduisant a la dégradation des molécules et a leur

désintégration en plus petites molécules.

Cependant, PEYNET et al. in DELATTRE et al. (2005) ont rapporté qu’ils jouent un
role essentiel dans le bon déroulement de la réaction immunitaire ; la phagocytose et la
communication cellulaire. Selon ANDERSON et al. (1996), bien que le terme de radical libre
ait souvent éte assimilé a une espece réactive ou un oxydant, il est important de signaler que
tous les radicaux libres ne sont pas forcément des oxydants. De méme que tous les oxydants ne

sont pas des radicaux libres.

2.3 Especes réactives de I’oxygéne (ERO)
Notre organisme a besoin d’énergie pour fonctionner correctement. Les cellules

transforment les nutriments apportés par 1’alimentation en énergie et en eau. Cette

transformation génere environ 2% de molécules d’oxygene (EDEAS, 2005).

D’aprés HYNES et O’COINCEANAINN (2004), nos cellules convertissent une faible

partie d’O2 en métabolites potentiellement toxiques : les espéces réactives de 1I’oxygene (ERO).
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Selon NOVELLI (1997), I’appellation « espéces réactives de 1’oxygéne » (ERO) se rapporte

aux radicaux libres de I’oxygéne (radicaux primaires) :

o Radical superoxyde (¢O2) ;
o Radical hydroxyl (*OH)
Il existe d’autres radicaux appelés « secondaires » et pouvant étre retrouvés dans les

especes biologiques. Il s’agit en particulier :

o Des radicaux alkyle (R") ;
o alkoxyle (RO ;
o alkyle peroxyle (ROO").
LINARD et al. (1976) rapportent qu’il existe plusieurs types d’ERO, radicalaires ou

non-radicalaires (tableau 1V).

Tableau IV : Les espéces réactives de 1’oxygeéne et de 1’azote selon VALKO et al. (2007).

Radicaux libres Non radicaux libres
Superoxyde (027) Oxygene singulet (102)
Radical Hydroxyle (OH") Peroxyde d’hydrogéne(H205)
Monoxyde d’azote (NO") Ozone (O3)
Dioxyde d’azote (NO2") Acide hypochloreux (HOCI)
Peroxyle, alkoxyle (ROO’, RO") Peroxynitrite (ONOO")
Peroxyle lipidique (LOQO") Peroxyde lipidique (LOOH)

2.4  Principales sources des ERO
Il a été rapporte par HALLIWELL et GUETTERRIDGE (1989) que les espéeces

radicalaires sont naturellement synthétisées dans les organismes vivants. Cette synthése peut
étre morbide et elle va généralement de pair avec le métabolisme cellulaire de 1’oxygene ainsi
que les réactions d’oxydoréduction ; en outre elle est susceptible de s’avérer endogéne ou

exogeéne (Figure 9).

Selon SUMAYA-MARTINEZ (2004), I’environnement et le mode de vie sont
¢galement responsables de la création et de I’accumulation de radicaux libres dans 1’organisme.
Ces facteurs environnementaux incluant des agents cancérogenes non génotoxiques peuvent

directement, ou indirectement, étre impliqués dans la génération de radicaux libres
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(xénobiotiques, activation des leucocytes.). Les rayonnements UV induisent la synthése de O2™
, OH’, O2 et d’H20..

L’oxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO2) presents dans notre mode de vie
(tabagisme, radiations ionisantes, champs électriques, polluants industriels..), ainsi qu’une
alimentation chimique (raffinée, riche en graisses saturées et en sucre, consommation

d’alcool...), sont autant d’éléments favorisant la genése de radicaux libres (MENA et al.,
2009).

Inflammation Facteurs environnementaux

Cytokines & Métaux e
Facteurs de croissance Fe. Cu, Zn Radiations

Pathogénes

Xénobiotiques

P-450 (9
Monooxygénase @

Phagocytes

A
b\ 7 : .
p=t— Métabolisme
Lipooxygénase

Peroxysome

Mitochondrie

Membrane
‘u" cytoplasmique

Physiologie/Pathologie

Figure 9 : Schéma représentant 1’origine extra- et intracellulaire des radicaux libres oxygenés
(RLO) (XO : xanthine oxydase ; P-450 : cytochrome P-450) (GHOSH et SCHEEPENS,
2009).

2.5 Cible des agents oxydants
D’apres ALEXANDROVA et BOCHEV (2007) la rupture de 1’équilibre entre les

systemes de défense antioxydants et la production des ERO entraine des Iésions biochimiques
au niveau cellulaire du fait de leurs effets sur le plan moléculaire. Cette rupture peut étre due

soit a la surproduction des radicaux libres (oxydants) et/ou par un déficit en antioxydants.

2.5.1 Les lipides
Pour cause de stress oxydatif, certains radicaux deviennent tellement incontrélables

qu’ils risquent d’attaquer les cibles cellulaires, sans discernement SOmmes-nous tentés
d’ajouter. Ces particules au demeurant tres réactives provoquent la peroxydation des lipides

membranaires, endommageant du coup la perméabilité des membranes ainsi que la structure
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des lipoprotéines. De plus, les radicaux libres provoquent aussi une augmentation de la
perméabilité cellulaire en la rendant moins flexible (VERGELY et ROCHETTE, 2003).

2.5.2 Les protéines
VERGELY et ROCHETTE (2003) expliquent que 1’¢lectron libre des radicaux libres

peut reagir avec la structure de certaines protéines, celles notamment qui sont dotées d’un
groupement sulfhydrile (-SH). Il peut s’agir par exemple de nombreuses enzymes cellulaires et
des protéines de transfert qui vont alors subir une oxydation, le résultat étant soit la formation
de ponts entre protéines, soit simplement une désagrégation. Ces réactions peuvent finalement
modifier tres sensiblement le métabolisme cellulaire en changeant la fonction biologique de ces

protéines.

2.5.3 L’acide désoxyribonucléique (ADN)
VERGELY et ROCHETTE (2003) ont rapporté que les acides nucléiques sont tres

sensibles aux radicaux libres et que 1’action de ces derniers dans la molécule d’ADN peut
entrainer des disjonctions de brins et des mutations ponctuelles. Ces altérations risquent
d’affecter le processus de synthése des protéines et de transmission du patrimoine génétique

dans son ensemble.

Ces derniers temps, 1’action nuisible des radicaux libres sur les acides nucléiques est
souvent incriminée dans de nombreux troubles pathologiques : cancers, maladies cardio-
vasculaires, maladie de Parkinson etc. (MORELLE et ISRAEL, 2003).

2.6 Maladies engendrées par le stress oxydant
Selon NEGRE-SALVAYRE et SALVAYRE (2005), 1’équilibre pro/antioxydants est

primordial pour I’homéostasie de la cellule : une toxicité maximale favorise I’effet morbide du

stress oxydant sur la cellule.

FAVIER (1997) et BAUDIN (2006) rapportent que d’innombrables maladies sont
imputées au stress oxydant : cancer, cataracte, sclérose latérale amyotrophique, vieillissement
accéléré. Il est un des facteurs déterminant dans 1’apparition de maladies plurifactorielles telles

la maladie d’ Alzheimer, Parkinson, diabéte, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires.

2.7 Les antioxydants
D’aprés ANTOLOVICH et al. (2002), un antioxydant peut étre défini comme toute

substance, qui présente a faible concentration par rapport au substrat oxydable, est capable
d’atténuer 1’oxydation de ce substrat. HALLIWELL (1990) rappelle que le terme de substrat

oxydable inclut toutes sortes de molécules in vivo.
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Selon VERGELY et ROCHETTE (2003), on distingue :

1) (selon leur cible et leur mécanisme d’action) : les antioxydants primaires et les
antioxydants secondaires.
2) (selon leur origine) : les antioxydants naturels (synthétisés dans 1’organisme ou

amenés par 1’alimentation) ou synthétiques.

2.8  Défenses antioxydantes
Au-dela de I’'importance du dioxygeéne dans les processus vitaux (respiration par

exemple) des milieux biologiques, cette molécule peut s’avérer dangereuse par ses dérivés
activés lesquels sont physiologiquement inevitables. Néanmoins, cette toxicité est controlee par
la présence de systémes de défenses efficaces veillant & minorer la concentration en radicaux
libres (VERGELY et ROCHETTE, 2003).

2.8.1 Antioxydants endogénes

2.8.1.1 Antioxydants enzymatiques
D’aprées MATES et al. (1999) et SHARMA et al. (2012), les principaux systémes

enzymatiques antioxydants (Figure 10) les plus efficaces chez I’homme ainsi que chez les

plantes sont la superxoyde dismutase, la catalase et le glutathion peroxydase.

GSSG ZHZO
2GSH
TN 0, GPX
20, SOD > H.0,
o, Catalase
3 2H.0

Figure 10 : Réaction de détoxification du radical-anion superoxyde et du peroxyde
d’hydrogene (HENNEBELLE, 2006).

o Le rble majeur du superoxyde dismutase ou SOD est de catalyser la dismutation des
ions superoxydes en peroxyde d’hydrogene et en oxygene moléculaire.
o La catalase, essentiellement présente dans les peroxysomes et dans les érythrocytes, est

capable de transformer le peroxyde d’hydrogene en eau et en oxygene moléculaire.
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o L’activité du glutathion peroxydase, ou GPx, est de détoxifier le peroxyde d’hydrogéne

et d’autres hydroperoxydes d’origine lipidique en couplant la réduction de
I’hydroperoxyde avec 1’oxydation d’un substrat réducteur (DELATTRE et al., 2005).

2.8.1.2 Antioxydants non-enzymatiques
L'action protectrice enzymatique est renforcée par celle de différents composés

réducteurs d’origine métabolique. Ces composes antioxydants sont produits dans les cellules de
I’organisme et parmi lesquels on peut citer le glutathion, 1’acide lipoique, L-arginine,

ubiquinone, 1’acide urique, la mélatonine, la transferrine etc. (PHAM-HUY et al., 2008).

De tous ces composes endogenes synthétisés par les cellules, le plus important est sans
doute le glutathion qui protege, non seulement contre les radicaux oxygénés, mais aussi contre

les peroxydes ou le monoxyde d’azote (FAVIER, 2003).

2.8.2 Antioxydants exogenes
En plus des substances propres a l’organisme, I’alimentation et les plantes sont

¢galement d’importantes sources d’antioxydants (PHAM-HUY et al., 2008 ; KALAM et al.,
2012). D’apres LEGER (2006), les antioxydants d’origine alimentaire sont multiples :

o Certains sont liposolubles : tocophénols, B- caroténe, lycopéne ... ;
o d’autres sont hydrosolubles : acide ascorbique ;

o et d’autres sont plus hydrosolubles que liposolubles : polyphénols.

2.8.2.1 Tocophénols (Vitamine E)
La vitamine E appartient a la famille des tocophénols, molécules naturelles lipophiles,

apportées par 1’alimentation TOUSSAINT et al. (2003), et existe sous quatre formes a, f3, y et
- tocophénols (CAUSSE, 2005).

D’aprés CAUSSE (2004), 1’alpha-tocophérol est la forme majoritaire dans le sang
humain. Mais le gamma-tocophérol est la forme que 1’on trouve le plus souvent dans
I’alimentation. Le méme auteur a rapporté que cette vitamine est un antioxydant qui protége
toutes les graisses du rancissement. Elle protege ainsi les membranes et notamment la paroi des
vaisseaux sanguins diminuant ainsi le risque de maladies cardiovasculaires. Elle diminue aussi
les inflammations en s’opposant a la production de composés inflammatoires ; elle fluidifie le

sang et stimule 'immunité.
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2.8.2.2 Acide ascorbique (Vitamine C)
VERGELY et ROCHETTE (2003) affirment que la vitamine C (ou acide ascorbique)

est considérée presque a I’unanimité comme I’antioxydant hydrosoluble le plus efficace dans
le plasma humain. D’aprés FAIN (2004), la vitamine C est sensible a la chaleur, aux ultraviolets
et a I’oxygeéne. Apres ingestion, elle passe rapidement dans le sang puis diffuse de facon
variable dans tous les tissus. Un apport quotidien minimal d’origine alimentaire est donc

nécessaire, celui-ci provient essentiellement des fruits et Iégumes frais.

La vitamine C est nécessaire pour de nombreuses fonctions physiologiques de la
biologie humaine (NAIDU, 2003). CARR et FREI (1999) ainsi que CESARINI (2004)
expliquent qu’elle est un antioxydant puissant hydrosoluble, capable de piéger / neutraliser a
des concentrations trés faibles les espéces réactives de l'oxygene. Selon HALLIWELL et
GUETTERRIDGE (1986) et GREFF (2012) elle est un réducteur susceptible de limiter la
peroxydation lipidique et intervient dans la régénération des autres antioxydants tels que les a-

tocophénols.

2.8.2.3 Antioxydants phénoliques
Les composés phénoliques sont capables d'agir comme des antioxydants qui peuvent

neutraliser les radicaux libres en donnant un électron ou un atome d’hydrogéne (LAUGHTON
et al., 1989 et APAK et al., 2007). D’aprées MACHEIX et al. (2005), les sources les plus
intéressantes sont les épices et les herbes aromatiques telles que le thym, le clou de girofle, le
gingembre, le romarin et la sauge. On y reléve des teneurs importantes en acides phénoliques
(notamment en acide rosmarinique). Leurs huiles essentielles sont riches en monophénols et

sont par ailleurs dotées de propriétés antiseptiques.

2.8.2.4 Sélénium
GREFF (2012) définit le sélénium comme un oligo-élément essentiel qui joue un réle

clé pour la santé de 1’organisme, il est réputé pour son action antioxydante, indispensable a la
protection des défenses naturelles de 1’organisme. Il interviendrait ¢galement dans le processus
de fabrication des hormones thyroidiennes et jouerait, a cet effet, un réle pour la santé de la
glande thyroide

CAUSSE (2005) rapporte gque cet oligo-élément est plus efficace lorsqu’il est associé a
d’autres antioxydants comme la vitamine E. L’étude NPC (Nutritional Prevention of Cancer) a

montré qu’une supplémentation en sélénium réduit la mortalité par le cancer de 50%.
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2.8.25 Zinc
Le zinc est un oligo-élément qui joue un réle essentiel dans de nombreux processus

vitaux : synthese de I'ADN, coagulation sanguine, défenses immunitaires, croissance,
régulation de I'numeur... (MEDART, 2009).

D’aprés GREFF (2012), le zinc exerce une action antioxydante par le biais de plusieurs

mécanismes :

o il protége de I’oxydation les groupes sulfihydryls de certaines protéines (enzymes) ;

o il peut avoir un effet antioxydant direct en captant les radicaux OHe ;

o ilauneaction antioxydante directe en entrant en compeétition avec le fer et le cuivre;

o 1l joue aussi un role fondamental dans la structure d’enzymes antioxydantes comme
la superoxyde dismutase. Le zinc associé au cuivre fait partie du site actif de cette

enzyme.

2.9 Mécanismes d’action d’un antioxydant
Les principaux mécanismes d’activité antioxydante (BOUZID et al., 2011) sont :

o le piégeage direct des EOR ;
o I’inhibition des enzymes impliquées dans le stress oxydant et la chélation des traces
métalliques responsables de la production des EOR ;

o la protection des systemes de défense antioxydants.
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3 Chapitre I11 : Résistance aux antibiotiques

3.1 Géneralités
Dés la naissance, I'homme se trouve en contact avec des micro-organismes qui vont

progressivement coloniser son revétement cutanéomuqueux. Pour résister a ces micro-
organismes de nombreux moyens sont mis en jeu (KAUFMANN, 1997). BILLING et
SHERMAN (1998) rapportent que la thérapeutique des infections bactériennes se base
principalement sur 1’usage des antibiotiques.

Les antibiotiques ont été la révolution du vingtieme siecle pour le traitement des
maladies infectieuses bactériennes. lls sont indispensables et personne ne songerait a discuter
leurs indications pour le traitement des infections (GASTMEIER-PETRA et al., 2000). Selon
CARBON (2000), les antibiotiques figurent parmi les médicaments les plus prescrits et
constituent une des sources majeures de dépenses de santé liée aux médicaments. Leur
utilisation a donc des incidences économiques qui dépassent largement la médecine humaine.
En effet, on admet que 50% du tonnage antibiotique utilisé de par le monde sont liés aux
prescriptions chez ’homme, les autres 50% étant liés a 1’utilisation dans le domaine animal.
S’agissant des prescriptions humaines, il est généralement admis que 20% sont liés a

I’utilisation hospitaliere, les 80% restants représentant les prescriptions dans la communauté.

Or, d’aprés GASTMEIER-PETRA et al. (2000) il est clair que leur facilité d’utilisation,
I’habitude de traiter des maladies supposées infectieuses a conduit a la généralisation de ['usage
des antibiotiques dans des circonstances cliniques qui ne se justifient pas. VANDAELE (2012)
explique bien que si I’utilisation d’antibiotique n’est pas le facteur déclenchant 1’apparition des
résistances, c’est bien elle qui permet de sélectionner les souches résistantes et qu’une
utilisation bonne ou mauvaise est a 1’origine de cette sélection et que les antibiotiques les plus

utilises présentent les plus grands taux de résistances.

3.2 Les antibiotiques des médicaments pas comme les autres.
3.2.1 Qu’est-ce qu’un antibiotique ?

En 1941, WAKSMAN, découvreur de la streptomycine, a proposé le mot antibiotique
pour désigner toute substance produite par un micro-organisme et qui a le pouvoir d’inhiber la
croissance d’autres micro-organismes et méme de les détruire. Par extension, toute substance
naturelle ou synthétique susceptible d’empécher le développement des microorganismes est

appelée antibiotiqgue (MAZRI, 2015).
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3.2.2 Classification et mécanismes d’action des antibiotiques

Les différents antibiotiques exploités en médecine thérapeutique peuvent étre classés
par famille chimique et par leurs modes d’action. Les cibles décrites jusqu’a présent sont la
paroi, la membrane, 1’acide nucléique et les ribosomes des micro-organismes que la figure 1
met bien en évidence (ABOYA-MOROH, 2013).

—_— N
Inhibiteurs de i1a synthése d:
la paroi bactérienne -

les 3-lactamines

la fosfomycine

les glycopeptides

Destructeurs de la membrane
cyloplasmique :
les polymyxines

Inhibiteurs du fonctionnement ‘

Inhibiteurs de la synthase
de I'ADN : ! des protéines :
les guinolones les aminosides
les imidazolés les macrolides
les sulfamides les tétracyclines
le trimethoprime la rifampicine

Figure 11 : Schéma représentatif des mécanismes d’action des principales familles
d’antibiotiques sur une bactérie & Gram positif (gauche) et a Gram négatif (droite). EP :
espace périplasmique ; ME : membrane externe ; MC : membrane cytoplasmique ; PG :

peptidoglycane (TANDE, 2005 in : « GAUDY et BUXERAUD, 2005 »).

3.3 Résistance aux antibiotiques : le revers de la médaille.

3.3.1 Résistance bacterienne

De nombreux auteurs a savoir GARCIA-RUIZ et al., 2008 ; KEMPF et ZEITOUNI,
2009, affirment que 1’utilisation des antibiotiques conduit dans la trés grande majorité des cas
a la sélection de populations microbiennes résistantes.
3.3.1.1 Notion de résistance

La résistance bactérienne aux antibiotiques est un phénomeéne aussi ancien que leur
apparition. L’ANSM (2012), définit la résistance bactérienne comme ¢étant la capacité des

bactéries a résister aux effets des antibiotiques ou des biocides censés les contréler ou les tuer.

L’ANSM (2012) explique alors que pour étre efficace, un antibiotique doit pénétrer

dans la bactérie sans y étre détruit ni modifié mais doit aussi se fixer a sa cible et perturber ainsi
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la physiologie bactérienne. Si 1’'une des conditions n’est pas remplie, 1’antibiotique, méme

correctement administré, se révele inefficace. Ce phénomene est appelé « résistance ».

TORTORA et al. (2011) suggerent a leur tour qu’un micro-organisme est considéré
résistant, lorsque sa concentration minimale inhibitrice CMI est plus élevée que celle qui inhibe

le développement de la majorité des autres souches de la méme espece.

3.3.1.2 Types de résistance
Comme indiqué précédemment, I’antibiorésistance est une réponse physiologique de la

bactérie. Cette réponse peut donc étre naturelle ou acquise au cours du temps.

3.3.1.2.1 Reésistance naturelle

Certaines bactéries sont résistantes a des antibiotiques de maniére innée. On parle de
résistance « naturelle » (DEMORE et al., 2012). La résistance naturelle ou intrinséque d’une
espece ou d’un genre est une caractéristique innée, stable appartenant a I’ensemble des souches
de cette espéce ou de ce genre. Elle est transmissible a la descendance car portée par le
chromosome (transmission verticale) mais n’est pas ou peu transmissible sur un mode
horizontal (d’une bactérie a une autre au sein d’'une méme espece ou entre especes différentes)
(FRENEY et al., 2007), a ce titre, elles constituent un critére d’identification (DEMORE et al.,
2012).

3.3.1.2.2 Resistance acquise.

Plus inquietante, la résistance acquise entraine la résistance a un ou plusieurs
antibiotiques auxquels la bactérie était sensible auparavant. Cette résistance peut survenir via
une mutation (directement sur le chromosome bactérien) ou plus fréquemment par acquisition
de matériel génétique mobile (plasmide, transposon, intégron ... etc) permettant dans les deux
cas de contourner I’effet délétére de 1’antibiotique (SCOTT, 2009).

Elle ne concerne que quelques souches d’une méme espéce mais peut s’étendre a
d’autres bactéries : sa fréquence varie dans le temps mais aussi dans l'espace (région, ville,
hopital ou méme service). Elle constitue un marqueur épidémiologique (CALGAGNO et
LACROIX, 2011).

3.3.1.3 Supports géenétiques de la résistance acquise
Le cas qui nous intéresse ici est celui de la résistance acquise. Ces géenes de réesistance
peuvent provenir de chromosomes d’autres especes, ou €tre portés par des €¢léments mobiles

(transposons, plasmides, intégrons) et étre acquis par conjugaison surtout, mais également par
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transformation, transduction, transposition. L’acquisition de la résistance peut également étre

la conséquence d’une mutation chromosomique (CALGAGNO et LACROIX, 2011).

3.3.1.3.1 Résistance par mutation chromosomique

LAVIGNE et al. (2007) désigne la résistance par mutation chromosomigue comme étant
un événement rare : il s’agit d’'une mutation chromosomique occasionnant le remplacement
d’une base de I’ADN par une autre et conférant une résistance spontanée a une famille
d’antibiotique. Cette mutation aura pour conséquence la modification ou la perte d’un géne
pouvant entrainer soit une modification de la permeéabilité & un ou plusieurs antibiotiques, soit
une modification de la cible pariétale ou intracellulaire de 1’antibiotique (CALGAGNO et
LACROIX, 2011). Il est cependant a noter que cet événement est stable c¢’est-a-dire que cette
résistance va passer aux générations suivantes de bactéries, donc a la descendance. On parle

alors de transmission verticale.

3.3.1.3.2 Reésistance par acquisition de genes de résistance

D’apres BAUDRY et BREZELLEC (2006), il s’agit ici de la résistance par un gain
d’ADN extra-chromosomique le plus souvent un plasmide. A travers ce mécanisme, on se
trouve face a une facilité d’acquisition de résistance et méme de multi-résistance contrairement
a celle acquise par mutation d’ADN chromosomique. Ce mode d’acquisition de résistance peut
se faire selon trois mecanismes différents dont la transduction (avec un bactériophage comme
vecteur), la transformation (capture d’ADN par la bactérie) et la conjugaison (transfert de
plasmide d’une bactérie a une autre qui peut étre d’espéce différente). La figure 12 illustre

différentes voies d’acquisition de résistance aux antibiotiques.
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Figure 12 : Voies d’acquisition de résistance aux antibiotiques

(ALEKSHUN et LEVY, 2007).

3.3.2 Reésistance aux antifongiques

PFALLER (2012) rapporte que la résistance aux antifongiques continue a croitre et a
évoluer, compliquant ainsi la prise en charge des malades. Différents mécanismes de résistance
aux antifongiques azolés peuvent coexister au sein d’un méme isolat chez Candida spp.
(COSTE et al., 2007), les principaux sont : diminution de la concentration intracellulaire en
antifongique, modification ou surproduction de la cible, contournement (by-pass) métabolique

et altérations chromosomiques.

Parmi les stratégies proposées pour pallier a la résistance des champignons, on peut citer
la recherche de nouvelles molécules, I’étude approfondie de la relation champignon-hote et
I’étude génomique. Ceci peut mettre en évidence de nouvelles possibilités de traitements, et

permet par la méme occasion la détection de nouvelles cibles (VANDEPUTTE et al., 2011).

3.3.3 Résistance aux antiviraux

Pour les agents antiviraux, le traitement qui est déja de longue durée crée un climat
favorable pour le développement des résistances et conduit le plus souvent a 1’échec des
thérapies. Un moyen pour pallier a cette éventualité est la pratique de test de sensibilité avant
la prescription des traitements ou lorsqu’on constate 1’absence d’amélioration aprés
I’administration d’un traitement donné. Une autre solution pour vaincre la résistance est
’association de plusieurs molécules antivirales efficaces et dirigées contre des cibles cellulaires

différentes.
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Ces résistances sont plus ¢€lucidées lorsqu’il s’agit de virus impliqués dans des maladies

endémiques. Par ailleurs, ’HIV-1 reste le virus ou la résistance est un défi pour I’intelligence
humaine. Des chercheurs signalent que parmi les risques majeurs induits par I’émergence de la
résistance est celui lié a la continuation dans un traitement de premiere ligne qui a échoué. Il
s’agit de I’accumulation des mutations virales qui vont méme compliquer la prise en charge par

les thérapies de deuxieme ligne (SIGALOFF et al., 2012).

3.4 Résistance aux antibiotiques : stratégies de lutte

Dans cette partie il est question d’aborder les solutions mises en place pour tenter de
freiner le phénoméne d’antibiorésistance menant a la multiplication des situations pouvant
conduire a des impasses thérapeutiques, et ce en proposant différentes alternatives aux

antibiotiques actuels.

3.4.1 Promouvoir la recherche de nouvelles cibles

Selon ANDREMONT et TIBON-CORNILLOT (2007), la recherche en antibiothérapie
n’est plus un investissement compétitif car, les cibles moléculaires au sein d’une bactérie
deviennent de plus en plus difficiles & identifier. En attendant le développement et
I’optimisation d’autres voies de lutte contre les pathogenes, il est clair qu’anticiper sur
’adaptation des bactéries ne peut se définir que par le renouvellement de ’arsenal thérapeutique

des molécules antimicrobiennes (ABOYA-MOROH, 2013).

TAYGAT et al. (2009), affirment que les biologistes caractérisent sans cesse de
nouveaux géenes ou enzymes essentiels a la survie des bactéries ou a leur virulence, et que c’est
a partir de ces cibles moléculaires que les laboratoires de recherche envisagent les antibiotiques
du futur, qu’il s’agisse des modifications de molécules actuelles ou de molécules radicalement

nouvelles.

FALCONER et BROWN (2009) expliquent que I’exploration des processus
métaboliques essentiels des bactéries et la caractérisation des enzymes qui les catalysent
constituent donc des voies importantes pour la recherche de nouveaux points d’attaque
potentiels. Cela permet d’espérer la mise au point de nouveaux antibiotiques contre lesquels les

bactéries n’ont encore développé aucune résistance.
3.4.2 Promouvoir la recherche de composés non antibiotiques

KIPNIS et al. (2012) assurent qu’une des stratégies efficaces permettant de limiter

I’apparition de la résistance serait d’utiliser des composés «attaquant» les bactéries
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différemment. C’est I’exemple des anticorps mono puis polyclonaux qui représente une piste

thérapeutique majeure avec le développement d’anticorps dirigés contre les systemes de
virulence spécifiques. La modulation du quorum-sensing (QS) et des facteurs de virulence en
dépendant est une approche en plein développement en pathologie aigué comme dans les
infections chroniques. RUIMY et ANDREMONT (2004) expliquent qu’a la différence des
antibiotiques, I’inhibition du QS n’a pas d’action directe sur la croissance bactérienne, mais sur
la virulence. Il est ensuite nécessaire que le systeme immunitaire du patient élimine les

microorganismes rendus moins virulents (GEDDES, 2005).
3.4.3 Plantes médicinales et lutte contre la résistance aux antibiotiques

Il est connu que le traitement des infections bactériennes se base principalement sur
I’utilisation des antibiotiques. Hélas, la consommation a grande échelle de ces « médicaments »

a entrainé la sélection de souches multirésistantes (ALI-SHTAYEH et al., 1998).

Ces résistances ont conduits a chercher de nouveau agents antimicrobiens possédant
une efficacité plus importante que les drogues synthétiques d’une part et bien accepté par
I’organisme d’autre part (sans exercer des effets déléteres sue la santé humaine) (GARCIA-
RUIZ et al., 2008 ; KEMPF et ZEITOUNI., 2009). D’aprés JURGEN et al. (2009), beaucoup
de groupes de recherches ont étudié I’activité antimicrobienne des extraits de plantes
médicinales telles que fennel (Foeniculum vulgare), peppermint (Mentha piperita), thyme
(Thymus vulgaris), ils ont trouvé que ces extraits sont actifs non seulement contre les bactéries

mai aussi contre les champignons, les levures et les virus.

HUANG et al. (2008) rapportent que d’autres groupes de chercheurs ont franchi une
étape plus loin, ils ont isolé et identifi¢ les métabolites responsables de 1’activité
antimicrobienne des extraits de plantes. Selon le méme auteur cette étape constitue une
plateforme pour plusieurs implications incluant I’industrie pharmaceutique, la médecine
alternative, et la thérapie naturelle. En effet, MACHEIX et al. (2005) expliquent que ces
métabolites agissent selon plusieurs mécanismes a savoir, la formation de complexes avec des
macromolécules telles que les protéines et les polysaccharides inhibant ainsi leurs fonctions
(polyphénols), la rupture de membranes microbiennes (flavonoides lipophiles, terpénoides,
défensines) et [D’inhibition de [’adhésion de protéines microbiennes aux récepteurs

polysaccharidiques de 1’hote (polypeptides).
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4 Chapitre IV : Le figuier de barbarie : Opuntia ficus indica

4.1 Généralités

Les cactacées sont des angiospermes dicotylédones dialypétales caliciflores de 1’ordre
des caryophyllacées (WALLACE et GIBSON, 1997). D’aprés SALGADO et MAUSETH
(1997), elles font parties des plantes xérophytes et succulentes. Le méme auteur explique que
les xérophytes sont des plantes qui ont réussi a développer une aptitude a se contenter de peu
d’eau et qui peuvent donc survivre a de longues périodes de sécheresse, telles que celles que
I’on rencontre dans les régions arides et péri-deésertiques. Ces adaptations se présentent sous
diverses formes morphologiques et physiologiques. L’une d’entre elles réside dans la faculté
d’emmagasiner de 1’eau dans les tissus végétatifs qui prennent un aspect spongieux. Ce

phénomeéne est appelé « succulence » (succus = seve)

GUZMAN et al. (2003) in REYES-AGUERO et al. (2006), rapportent que la famille des
Cactacees renferme environ 1600 especes avec le centre de la diversité maximale au Mexique
qui abrite 669 espéces. La tribu des Opuntieae comprend le genre Opuntia, subdivisé a son tour
en quatre sous-genres : Platyopuntia, Cylindropuntia, Tephrocactus et Brasiliopuntia. Le sous
genre Platyopuntia comprend 150 a 300 espéces, parmi lesquelles figure Opuntia ficus indica.
Cette espéce est la cactée qui a la plus grande importance agronomique, tant pour les fruits
comestibles que pour les raquettes qui peuvent étre utilisées comme fourrage ou comme
Iégumes (DUBEUX et al., 2006).

4.1.1 Position systéematique du figuier de barbarie

D’aprés la Classification de VON LINNE et MILLER en 1768, la position systématique
du figuier de barbarie est la suivante :

Régne : Plantae
Sous regne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Caryophyllidae
Ordre : Caryophyllales
Famille : Cactaceae
Sous-famille : Opuntioideae
Tribu : Opuntieae
Genre : Opuntia
Sous-genre : Platyopuntia
Espéce : Opuntia ficus indica
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Figure 13 : Différentes parties du figuier de barbarie : A) la plante entiere, B) les cladodes, C)
la fleur, D) le fruit. (NEKRASOV, 2011)

4.2 Biologie d’Opuntia ficus indica

Selon SUTTON et al. (1981) et LEUTTGE (1993), le figuier de barbarie est une plante
robuste, qui peut mesurer jusqu’a 5 métres de hauteur (Figure 13-A), avec un tronc épais et
ligneux. Ses articles aplatis sous forme de raquettes (cladodes) (Figure 13-B) de couleur vert
mat, ayant une longueur de 30 a 50 cm et une largeur de 15 a 30 cm. D’aprés les mémes
auteures, les cladodes assurent la fonction chlorophyllienne et sont recouvertes d’une cuticule

cireuse (la cutine) qui limite la transpiration et les protége contre les prédateurs.

Les feuilles sont de forme conique et ont quelques millimetres de long, éphémeéres,
apparaissant sur les cladodes jeunes. A leur base, se trouvent les aréoles (environ 150 par
cladodes) qui sont des bourgeons axillaires modifiés, typiques des Cactacées. Il a été rapporté
par REYES-AGUIRO et al. (2006) que leurs méristémes produisent des épines, des glochides,
des racines adventives, de nouvelles cladodes ou des fleurs. Les épines sont blanchatres,

sclérifiées, solidement implantées et longues de 1 a 2 cm.
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Ses fleurs, marginales sur le sommet des cladodes, sont hermaphrodites, de couleur

jaune et deviennent rougeatres a 1’approche de la sénescence de la plante (Figure 13-C). Ses
fruits sont des baies charnues ovoides ou piriformes pourvus d’épines (Figure 13-D). lls sont
généralement verdatres ou jaunes a maturité. La pulpe est toujours juteuse, de couleur jaune-
orangeé, rouge ou pourpre, parsemée de nombreuses petites graines (SUTTON et al., 1981 et
LEUTTGE, 1993).

4.3 Origine et distribution géographique d’Opuntia ficus indica

ORWA et al. (2009) rapportent que le genre Opuntia est originaire du Mexique. Sa
distribution géographique est trés large (Figure 14) : Mexique, Sicile, Chili, Brésil, Turquie,
Corée, Argentine et Afrique du Nord (BARBERA et al., 1992 et NERD et MIZRAHI, 1994).

D’apres LE HOUEROU (1996), il a ét¢ introduit d’abord en Espagne et plus tard au
16°™ siecle au Nord et au Sud de I’ Afrique. 11 est par essence développé sur la partie Ouest de
la Méditerranée : Sud de I’Espagne, le Portugal et 1’ Afrique du Nord (Tunisie, Algérie et Maroc)
(BEN SALEM et al., 2002), au point de devenir un élément caractéristique du paysage.

Figure 14 : Distribution géographique du figuier de Barbarie (ORWA et al., 2009).
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4.4 Ethnopharmacologie d’Opuntia ficus indica

Le figuier de barbarie appartient depuis toujours aux plantes médicinales les plus
utilisees. La recherche médicale moderne redécouvre avec un intérét grandissant la plante et
ses propriétés. Elle étudie les molécules actives qui la composent et lui permettent de lutter
efficacement contre quelques-unes des affections les plus graves de notre temps : réduire le taux
de sucre et de cholestérol dans le sang (FERNANDEZ et al., 1990).

D’aprés PIMIENTA-BARRIOS et al. (1993), utilisée comme régulant diurétique et
comme reméde au disfonctionnement de la prostate, cette plante a aussi un effet comme reméde
aux douleurs gastro-intestinales, a 1’angoisse, 1’artériosclérose, la spasmophilie, le stress, les
bralures et coups de soleil. Selon la méme source, les scientifiques ont récemment observé les
effets anticancéreux de la bétanine isolé d’Opuntia ficus-indica sur la lignée de cellules K562

de la leucémie myéloide chronique et sur des mélanomes (cancer de la peau) chez la souris.

COSKUNER et TEKIN (2003) ainsi que ENNOURI et al. (2005) ont rapporté que
I’huile essentielle des graines des fruits du cactus est riche en acides gras polyinsaturés, en
stérols et en vitamines, elle est utilisee comme antiride naturel et pour la fabrication des crémes

dermiques antirides.
4.5 Utilisation du figuier de barbarie

45.1 Utilisation du fruit

Selon ASKAR et EL SAMAHY (1981) et STINTZING et al. (2001), les fruits du
figuier de barbarie sont plus ou moins gros (30 a 150g), bacciformes ou piriformes (4-9 cm),
verdatres et deviennent jaune a rouge a maturité, a pulpe molle juteuse, sucrée, contenant dans
un mucilage de nombreuses petites graines.

Récemment, dans certains pays (Italie, Mexique, Chili,...), le fruit est conditionné
industriellement et stabilisé par différentes méthodes (froid, séchage, chaleur) ou transformé en
jus, miel (miel de tuna), boissons alcoolisées, confiture, colorant alimentaire (pourpre de
barbarie) (DOMINGUEZ, 1995 ; MOHAMED-YASSEEN et al., 1996 ; HAMDI, 1997).

e Production du jus et autres produits

Les fruits sont appréciés et donnent lieu a plusieurs produits, dont quelques-uns sont
connus et d’autres sont récemment développés ou en cours de recherche. La pulpe et le jus sont
les utilisations les plus communes et domestiques du figuier de barbarie (SAENZ, 2000).

D’aprés le méme auteur, plusieurs études ont été faites sur le jus et ont montré que ce produit a
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un godt et un parfum agréables. Une autre possibilité est la production des jus concentrés qui

manifestent une bonne stabilité microbiologique. La pulpe peut étre utilisée pour préparer des
gels comme les gels de pomme et cognassiers. La confiture est un autre produit qui peut étre
préparé a partir du fruit. Elle présente une bonne qualité sensorielle et une stabilité
microbiologique. Les fruits déshydratés sont une autre forme comestible du produit, ils peuvent
étre aussi conservés en boites ou congelés. ESPIRAD (2002) rapporte, que le figuier de barbarie

est également utilisé dans la préparation des boissons alcoolisées a partir de la pulpe tamisée.

e Colorant alimentaire
La couleur des figues de barbarie est due a des bétalaines et aux pigments azotés de
couleur rouge ou jaune. Ces pigments peuvent étre extraits et utilisés comme additifs dans les

préparations alimentaires, dans les domaines pharmaceutiques et cosmétiques (PIGA, 2004).

D’aprés FERNANDEZ-LOPEZ et al. (2002), les pigments naturels rouges ou
bétacyanines extraites a partir des plantes sont d’un intérét croissant comme substituant des
teintures rouges synthétiques dans 1’industrie agro-alimentaire et pharmaceutique. De plus,
selon CASTELLAR et al. (2003), les bétacyanines sont reconnues comme colorants
alimentaires naturels et contrairement aux autres pigments rouges naturels, elles sont stables
dans un large domaine de pH variant de 4 a 7. Cette propriété en fait des pigments idéaux pour

la coloration des denrées alimentaires a acidité faible

Il a été rapporté par FERNANDEZ-LOPEZ et al. (2002) que dans I’industrie agro-
alimentaire, la betterave rouge est la seule source des bétalaines exploitée pour I’obtention des
colorants naturels des denrées alimentaires, produisant plusieurs nuances du rouge violet.
Cependant, d’aprés la méme source, les préparations de la betterave rouge sont obtenues a partir
des racines. De ce fait, des caractéristiques défavorables du go(t peuvent affecter leur
commercialisation. L’utilisation de figuier de barbarie comme source de bétalaines est trés
intéressante, ceux-ci sont fortement parfumés et montrent des propriétés nutritives meilleures

que les racines de betterave rouge.
4.5.2 Utilisation des raquettes

e Utilisations médicinales

En Australie et en Afrique du sud, I’effet hypoglycémique des « Nopalitos » est utilisé
dans le traitement des diabetes non dépendants de I’insuline. Le mucilage isolé des raquettes
permet de réduire le cholestérol total dans le sang (PIMIENTA-BARRIOS, 1993).
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e Utilisations culinaires

Les raquettes sont peu utilisées en consommation humaine, excepté les jeunes
raquettes tendres qui sont consommeés comme légumes depuis des siécles au Mexique. Les
raquettes sont préparés sous différentes formes : comme composantes de salades, cuites avec
de la viande et des ceufs. La valeur nutritive des Nopals est similaire & de nombreux légumes a
feuilles tels la laitue et les épinards. Ils sont considérés comme une source importante de

vitamines et de minéraux principalement le calcium et le fer (PNTTA, 2000).

e Source de mucilage

D’aprées SAENZ et al. (2004), la famille des cactacées est caractérisée par sa
production de mucilage. Le mucilage est un hydrate de carbone complexe, faisant partie de la
fibre diététique. Pour ceci, c’est un composant avec d’excellentes perspectives comme additif

non seulement pour I’industrie alimentaire, mais également pour d’autres usages industriels.

e Colorant

Les femelles des cochenilles Dactylopins coccus costa ou Dactylopius opuntiae
cockerell, qui proliférent sur des raquettes de 1’Opuntia ficus indica, sont utilisées pour la
production d’un colorant rouge « le carmin » ou I’acide carminique (PIMIENTA-BARRIOS,
1993). Le méme auteur explique que ce colorant (E-120), est trés utilisé par les industries
alimentaires, cosmétiques et médicinales. Récemment au Mexique et en Afrique du Sud, des
producteurs ont adopté des systémes de production intensifs en micro-tunnels pour la culture

des cochenilles.

4.5.3 Utilisation des fleurs

PIMIENTA-BARRIOS (1993) rapporte, qu’avec un calendrier apicole qui dure 7 mois
(mars-septembre), I’activité des abeilles a lieu sur les fleurs de 1’Opuntia ficus indica pendant
3 mois (avril-juin), ce qui permet de développer 1’apiculture en parall¢le. Les rendements des

ruches sont de 1 a 4 litres de miel.

Les fleurs sont aussi utilisées a des fins médicinales. En effet, les capsules des corolles
des fleurs séchées sont utilisees comme remeéede au dysfonctionnement de la prostate
(hypertrophie bénigne de la prostate), et aussi comme régulant diurétique. En Sicile, le thé
préparé avec les fleurs de I’Opuntia ficus indica est utilisé¢ comme traitement contre les douleurs
rénales (PARK et al., 2001).
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1 Matériels et méthodes
La partie expérimentale de notre étude a eté reéalisée au sein des laboratoires communs

I et IT d’analyses physico-chimiques ainsi qu’au niveau du laboratoire pédagogique de
microbiologie de la facult¢ des sciences biologiques et agronomiques de ['université
MOULOUD MAMMERI de Tizi-Ouzou, et ce durant la période allant du mois de Février au
mois de Juillet de I’année 2017.

1.1 Matériels

1.1.1 Matériel végétal
Les fruits de 1’Opuntia ficus indica étudiés ont été collectés dans la ville de Sousse située

a 143km au sud de Tunis (Tunisie) en Décembre 2016. Ces échantillons ont été conservés a
I’abri de la lumiére, dans un endroit sec et aéré et a température ambiante pendant 30 jours afin
de préserver au maximum I’intégrité de leur composition chimique, et ce en vue d’utilisations

ultérieures.

Ecorce

Pulpe

Figure 15 : Fruit de I’Opuntia ficus indica

1.1.2 Produits de laboratoire
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Produit

Tableau V : Produits et réactifs chimiques

Référence

Utilisation

Ethanol Sigma Aldrich Extraction des polyphénols
. Allemagne
= 5 : — :
S Méthanol Slgrlrlla Aldrich Solubilisation et conservation
= emagne des extraits
Ml diméthyle sulfoxyde Sigma Aldrich Diffusion des extraits sur le milieu
(DMSO) Allemagne de culture
. Sigma Aldrich
Folin-Ciocalteu Allemagne Dosage des
Carbonate de Sodium Sigma Aldrich Polyphenols totaux
(Na.COg) Allemagne
Acide gallique Biochem Chemopharma .
C-HeOs Québec Polyphénol standard
Acide trichloracétique | Biochem Chemopharma C
C,HCLO, Québec Activité antioxydante
Acide ascorbique Biochem Chemopharma Antioxydant standard
Québec
1-1-diphenyl-2- . .
. picrylhydrazyl S'gw:rgd;fh Activité antioxydante
s (DPPH) g
E Tampon phosphate | --------—--- Activité antioxydante
<
E Chlorure de Sodium Fluka Analytical , ) r
- (NaCl) Allemagne Prepara‘glon Qe eau
8 Physiologique
2
Chlorure ferrique Biochem Chemopharma Activité antioxydante
FeCls France
Chlorure daluminium |
(AICI3)
Nitrite de sodium
NaNO, | 7T Dosage des Flavonoides totaux
Hydroxyde de sodium |
NaOH
Quercétine | ,
C1sH1007 Dosage des Flavonoides standard
Ferncyan_ure de Prolabo (France) Activité antioxydante
potassium
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Tableau VI : Milieux de cultures utilisés

Produit Référence Utilisation
. . HIMEDIA Revivification des
o Brain Heart Infusion Broth (BHIB) M210 (Inde) souches
=2 ) . HIMEDIA Repiquage des
= Gélose nutritive (GN) MO001 (Inde) souches
3 . HIMEDIA -
§ Mueller-Hinton Agar (MH) M173 (Inde) Antibiogramme
= Repiquage des
S HIMEDIA
Sabouraud dextrose Agar MO063 (Inde) 1:souc_:hes
ongiques
Isolement d’
Sabouraud + Chloramphénicol MMDEC A. Niger et
Tizi-Ouzou ?
C.albicans
» , MMDEC Isolement de
= Gelose Chapman Tizi-Ouzou Staphylococcus
(<3}
3 o g HIMEDIA Isolement de
X Geélose Cétrimide MO024 (Inde) Pseudo.monas
L aeruginosa
= Milieu Mossel BK COND.A Iso_lement de
pronadisa Bacillus cereus
. MMDEC Isolement
el ek Tizi-Ouzou des GRAM négatif

Tableau VII : Antibiotiques et antifongique

Nom Abréviation compagnie
Rifampicine RA
Imipineme I
sulfamétoxazole-triméthoprime SXT
Neomycine N
Céfoxitine FOX Bioanalvse
Antibiotiques Céfotaxime CTX y
PNTTT (Inde)
Benzylpénicilline P
Colistine CS
Céfazoline CZ
Ampicilline AM
Oxacilline OX
. . Amphotéricine B Haupt Pharma
Antifongique Fﬁngizone@ / AI|IOemagne
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1.1.3 Appareillage

Tableau VIII : Appareils utilisés.

Appareillage Marque Provenance

Spectrophotometre Vis-7220G. Biotech Royaume-
Engineering Management Unis
CO.LTD

Etuve BINDER-MEMMERT Allemagne
Balance de précision KERN 770 Allemagne
Centrifugeuse HettichUniversal / K2S. Allemagne
Autoclave WEBECO Allemagne
Four Pasteur BINDER Allemagne
Bain Marie MEMMERT Allemagne
Agitateur a barreau magnétique non chauffant GERHARDT Allemagne
Broyeur électrique KRUPS 75 Allemagne

Reéfrigérateur ENIEM Algérie

1.1.4 Microorganismes testés

humaine regroupées dans le tableau IX.

Le choix des microorganismes s’est porté sur dix souches fréquentes en pathologie

Tableau 1X: Souches microbiennes utilisées.

La souche Provenance
Escherichia coli Gram
(ATCC 25922) négatif
Staphylococcus aureus Gram Laboratoire pédagogique de microbiologie
(ATCC 43300) positif de la FSBSA de Tizi-Ouzou
@ Pseudomonas aeruginosa Gram
S (ATCC 27853) négatif
E Escherichia coli (?ra”.‘
3 négatif
ﬁ Staphylococcus aureus Gra}m
@ positif
S . . Gram Laboratoire d’analyse microbiologique
>
k= Klebsiella pneumoniae négatif CHU Tizi-Ouzou
Acinétobacter baumannii C?ra”.‘
négatif
Bacillus Cereus Gram
(ATCC 10876) positif
o . . - Laboratoire pédagogique de microbiologie
é § Aspergillus niger Moisissure de la ESBSA de Tizi-Ouzou
O .=
>0 D
o c . . Laboratoire de parasitologie
(9]
=) Candida albicans Levure CHU Tizi-Ouzou
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1.2 Méthodes

1.2.1 Extraction des composes phenoliques
La préparation des échantillons est d’une importance capitale pour toute analyse fiable.

C’est pourquoi selon STALIKAS (2007), il existe de nombreuses €tapes permettant d’extraire
les substances bioactives d’un végétal, comme la mouture, le broyage, I’homogénéisation et
I’extraction. Parmi ces derniéres, 1’extraction est la principale étape permettant la récupération
et I’1solement des substances phytochimiques provenant des matériaux végétaux.

Pour ce faire le matériel végétal est broyé, ainsi sous cette forme la plante présentera
une plus grande surface de contact avec les solvants extracteurs, ce qui permet d’améliorer le

rendement des extractions.

Dans le but d’extraire les composés phénoliques (CP) des fruits d’Opuntia ficus indica,
nous avons opté pour la méthode de macération décrite par MAHMOUDI et al. (2013) en y
apportant de légeres modifications : 20g de matiere végétale broyée ont été introduits dans un
erlenmeyer et macérés sous agitation magnétique pendant 3h a température ambiante (25°C)
dans 100 ml d’eau distillée et d’éthanol 70% V/V, séparément. Le mélange est filtré une
premiére fois sur tissu mousseline, les filtrats obtenus sont centrifugés pendant 20 min a
4000rpm a température ambiante, et ainsi filtrés une seconde fois sur papier filtre N°1 puis

conservés a 4 °C, et enfin reconstitués dans de I’eau distillée juste avant utilisation.

Le rendement de D’extraction désignant la masse de I’extrait déterminée apres
évaporation du solvant, est exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante

soumise a I’extraction selon la formule décrite par (MAHMOUDI et al., 2013) :

[ R (%) = (Mext/ Méch) x 100 ]

Ou :
R désigne le rendement en % ;

Mext : La masse de ’extrait aprés évaporation du solvant en mg ;

Meégch : La masse de la matiére végétale broyée en mg.
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1.2.2 Analyse quantitative des composés phénoliques

1.2.2.1 Dosage des polyphénols totaux
Le dosage des polyphénols totaux (PPT) est effectué pour les deux extraits de figues de
barbarie, éthanolique et aqueux selon le protocole décrit par (TALBI et al., 2015) auquel

quelques modifications ont été apportées.

Dans des tubes a essai nous introduisons successivement 1 ml du réactif de Folin-
Ciocalteu (10 fois dilué), 200 pl d’extrait végétal ou standard (préparés dans de 1’eau distillée)
avec des dilutions convenables. Apres 4 min, 800 pl d’une solution de carbonate de sodium
(Na2.COz) a 75 mg/ml sont additionnés au milieu réactionnel. Aprés 2h d’incubation a

température ambiante et a I’obscurité 1’absorbance est mesurée a 760 nm.

La teneur en polyphénols totaux des extraits d’Opuntia ficus indica a été déterminée a
partir de 1’équation de la régression linéaire déduite de la courbe d’étalonnage obtenue en
utilisant I’acide gallique comme standard a différentes concentrations (20- 160 pg/ml), dans les
mémes conditions et les mémes étapes que le dosage. Les résultats sont alors exprimés en
milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g extrait). Il est a
noter que toutes les mesures sont réalisées en triplicata.

La formule suivante permet le calcul de la teneur en phénols totaux

[ T=C.VI/M ]

Ou:

T : Total des composés phénoliques (mg EAG / g d’extrait sec de la plante) ;

C : Concentration de I’extrait équivalente a 1’acide gallique, obtenue a partir de la courbe
d'étalonnage (mg/ml) ;

V : Volume de I’extrait (ml) ;

M : Poids sec de I'extrait de la plante (g).

1.2.2.2 Dosage des flavonoides totaux

L’estimation de la teneur en flavonoides totaux contenus dans les extraits éthanoliques

et aqueux d’Opuntia ficus indica est réalisée par la méthode de ZHISHEN et al. (1999).

1 ml de I’échantillon ou standard (convenablement dilués dans le méthanol) est introduit

dans une fiole jaugée de 10 ml contenant au préalable 4 ml d’eau distillée. A un temps t=0, on
y introduit 0,3 ml de nitrite de sodium (NaNO;) a 5% (P/V). Aprés 5 minutes on y ajoute 0,3
ml de trichlorure d’aluminium (AICl3z) a 10%. Finalement apres 6 minutes, 2 ml de NaOH sont
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a 1M sont incorporés et le volume total a ét¢ amené jusqu’a 10 ml avec de 1’eau bi distillée (soit

2,4 ml d’eau bi distillée sont ajoutés). La solution de couleur rose est agitée vigoureusement et
son absorbance est mesurée a une longueur d’onde de 510 nm contre un blanc a 1’aide d’un

spectrophotometre.

La teneur en flavonoides totaux des extraits de figues de barbarie a été déterminée a
partir de I’équation de régression linéaire déduite de la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant
la quercétrine comme standard a différentes concentrations (20-100 mg/ml), dans les mémes
conditions et les mémes étapes que le dosage. Les résultats sont alors exprimés en milligramme
d’équivalent de quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g extrait). Toutes les mesures sont

réalisées en triplicata.

1.2.3 Activités biologiques
1.2.3.1 Evaluation in vitro de I’activité antioxydante des extraits d’Opuntia ficus indica

L’activité antioxydante est évaluée en utilisant deux méthodes différentes : la méthode
du test DPPH et la méthode du test FRAP.

1.2.3.1.1 Mesure du pouvoir anti radicalaire par piégeage du radical DPPH
Le Diphényle picryl-hydrazyle (DPPH), un radical stable, violet en solution et

présentant une absorbance caracteéristique a 517 nm. Cette couleur disparait rapidement lorsque
le DPPH est réduit en diphényle picryl-hydrazine par un composé a propriété antiradicalaire,
entrainant ainsi une décoloration (I’intensité de la coloration est inversement proportionnelle a
la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons) (SANCHEZ-
MORENO, 2002). On peut résumer la réaction sous la forme de I’équation :

DPPH*+ (AH)n  ———— DPPH-H+ (A*) n
Ou : (AH) représente un composé capable de céder un hydrogéne au radical DPPH (violet)

pour le transformer en diphényle picryl hydrazine (jaune) (BRAND-WILLIAM et al., 1995)

DPPH Violet DPPH Jaune

Figure 16 : Réduction du radical DPPH par un antioxydant (BRAND-WILLIAM et al., 1995)
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L’activité antioxydante a été évaluée selon la méthode de BLOIS (1958), en y apportant

de légéres modifications.

Iml de la solution méthanolique de DPPH (0,1 mM) est ajouté a 50ul de la solution
d’extraits et standard, le mélange est vigoureusement agité, puis les tubes sont incubés a
température ambiante et a 1’obscurité pendant 30 minutes. Le blanc est représenté par le
méthanol, le témoin négatif est composé de 1 ml de la solution méthanolique de DPPH. Le
témoin positif est représenté par une solution méthanolique d'un antioxydant standard : 1’acide
ascorbique. Il est cependant a noter que durant cette expérimentation seuls les extraits aqueux

sont testés et ce en raison de la quantité infime de DPPH mise & notre disposition.

Les résultats obtenus pour 1’extrait aqueux testé sont comparés a ceux obtenus pour
I’acide ascorbique. L’activité est définie par I’indice de la réduction de I’activité antiradicalaire
en pourcentage % RSA (Radical Scavenger Activity) et est estimée selon 1’équation décrite par

(TALBI et al., 2015) :

% RSA = (Abs contrdle - Abs échantillon / Abs contréle) x 100

Ou : « Abs » est I’absorbance des échantillons a 517 nm.

Les résultats sont la moyenne de deux mesures séparées + écart type.

Pour s’affranchir de I’influence de la concentration, dans la majorité des études, la
réactivité est estimée par 1’ICso (Concentration inhibitrice 50), appelée également ECso
(Efficient concentration 50), qui correspond a la concentration de 1’échantillon testé nécessaire
pour réduire 50 % du radical DPPH. Les ICso sont calculées graphiquement par des
pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des extraits testés et du

standard (TORRES et al., 2006).

1.2.3.1.2 Mesure du pouvoir réducteur du fer (Test FRAP : Ferric Reducing
Antioxidant Power)
En paralléle au test de piégeage du radical DPPH, le pouvoir réducteur du fer (Fe®")

dans les extraits éthanoliques et aqueux de figues de barbarie a été évalué en utilisant la méthode
FRAP suivant le protocole décrit par OYAIZU (1986). Ce test est un essai simple, rapide et
reproductible (BENZIE et STRAIN, 1996), il est selon LI et al. (2008) universel et peut étre
appliqué aussi bien chez les plantes que les plasmas et dans les extraits organiques et aqueux,

il est basé sur la réaction chimique de réduction du fer ferrique Fe (111) en fer ferreux Fe(ll).
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Cette réduction est observée par le passage de la couleur jaune du fer ferrique (Fe*®) au

bleu vert du fer ferreux (Fe*?), dont I’intensité mesurée a 700 nm, est proportionnelle au pouvoir
réducteur des extraits testés (JAYAPRAKASH et al., 2001).

Le mélange réactionnel est composé de 400 pl d’extrait aqueux ou éthanolique, 400 ul
de tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 400ul de ferricyanure de potassium KsFe(CNs) a 1%.
Une fois incubé pendant 20 minutes a 50°C, ce dernier est additionné de 400ul d'acide
trichloracétique TCA a 10% puis centrifugés 10 minutes a 3000 rpm. Par la suite, 400ul du
surnageant sont récupérés et complétés de 400ul d’eau distillée et de 80ul de chlorure ferrique
FeCls a 0,1%. Et enfin, la lecture de I’absorbance se fait a 700nm.

Les lectures de la densité optique a700 nm, des solutions ainsi préparées ont permis de

tracer la courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique (Vitamine C).

1.2.4 Evaluation in vitro de P’activité antimicrobienne d’Opuntia ficus indica

1.2.4.1 Activité antibactérienne
1.2.4.1.1 Préparation des milieux de culture
La préparation des milieux de culture appropriés a cette étude est mentionnée dans la

section réservée aux annexes.

1.2.4.1.2 Stérilisation du matériel
L’eau distillée, les tubes a essai utilisés dans la préparation des solutions bactériennes

et les disques en papier Wattman enrobés dans du papier aluminium ont été stérilisés a

I’autoclave pendant 15 minutes a 120°C.

1.2.4.1.3 Préparation des dilutions des extraits d’Opuntia ficus indica
Les différents extraits d’Opuntia ficus indica ont été dissous dans le diméthyle

sulfoxyde (DMSO). La concentration de chaque extrait est de 10000 pg/ml (10mg/ml).

1.2.4.1.4 Repiquage et purification des souches
Avant la réalisation des tests antibactériens, trois repiquages consécutifs sont effectués

pour chaque souche. En premier lieu, dans le but d’évaluer I’activité antibactérienne réalisée
sur une culture jeune de 18 a 24h (phase exponentielle de croissance), nous avons effectué une

revivification des souches en bouillon BHIB pendant 24h a 37°C.

Le second repiquage est ensuite effectué sur milieu sélectif afin de permettre la

dominance absolue et la croissance d’un seul et unique germe microbien.
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Apres incubation a 37°C pendant 24h, la coloration de Gram et I’examen microscopique

au grossissement x1000 ont été réalisés. Ils permettent 1I’observation du mode de regroupement,
la forme des cellules bactériennes ainsi que le type de Gram.
La coloration de Gram a été effectuée selon la méthode décrite par DELARRAS (2007)
- Préparer un frottis de la souche a tester ;
- Recouvrir le frottis de violet de gentiane, laisser agir 1 minute puis rincer a ’eau distillée ;
- Verser du lugol et laisser agir pendant 1 minute, rincer a I’eau distillée ;
- Décolorer a I’alcool a 95°, entre 15 et 30 secondes, rincer a 1’eau distillée ;
- Recolorer avec de la fuchsine pendant 10 a 30 secondes, rincer a 1’eau distillée ;
- Sécher au-dessus de la flamme d’un bec bunsen ;
- Observation au microscope optique a 1I’objectif x 100 a I’'immersion.
Les bacteries colorées en violet sont des bactéries a Gram positif, et celles colorées en rose sont
des bactéries a Gram négatif.
Le troisieme et dernier repiquage est effectué sur milieu solide (Gélose nutritive) la
veille de la réalisation du test antibactérien. L’ensemble a été incubé a 37°C pendant 18h pour

avoir des cellules bactériennes a leur phase exponentielle de croissance.

1.2.4.1.5 Préparation de I’inoculum
Les suspensions bactériennes sont préparées a partir des souches préalablement

repiquees sur Gélose Nutritive.

On racle a I’aide d’une anse de platine quelques colonies bien isolées et identiques de
chacune des souches bactériennes a tester, on décharge ensuite 1’anse dans 10 mL d’eau distillée
stérile. Aprés homogénéisation des suspensions, la densité optique est mesurée a 1’aide d’un
spectrophotométre réglé a une longueur d’onde de 625nm. Cette densité optique doit étre
comprise entre 0.08 et 0,1 soit équivalente a 0,5 Mc Farland, ce qui correspond a une
concentration de 10° & 107 germes/ml. 11 est a noter que I’inoculum peut étre ajusté en ajoutant,

soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de 1’eau physiologique stérile s’il est trop fort.

1.2.4.1.6 Ensemencement et dépot des disques
L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites Pétri (figurel7), un

écouvillon est trempé dans la suspension bactérienne, puis essoré en le pressant fermement sur
la paroi interne du tube afin de le décharger au maximum de la suspension. Ce dernier est étalé
sur la totalité de la surface gélosée, de haut en bas en stries serrées. L’opération est répétée deux

fois en tournant la boite de 60° a chaque fois. L’ensemencement est fini en passant I’écouvillon
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une derniére fois sur toute la surface gélosée, il est rechargé a chaque fois qu’on ensemence

plusieurs boites de Pétri avec la méme souche.

Des disques stériles en papier Wattman de 6 mm de diametre ont été imprégnés
respectivement avec 15 pL des différents extraits d’Opuntia ficus indica (extraits aqueux et
¢thanoliques préalablement reconstitués dans de I’eau distillée) puis déposés délicatement au
centre de la gélose MH a I’aide d’une pince stérile, chaque essaie est répété trois fois.

Un disque de papier Wattman imprégné de 15uL de DMSO a 5% a servi de témoin
négatif.

Le témoin positif est représenté par les différents antibiotiques standards utilisés.

Les boites de Pétri sont maintenues pendant 2 h a 4 °C pour une meilleure diffusion des

substances bioactives, puis incubées a 37 °C/ 24 heures.

Disque de papier . B
imbibé d’extraits Tapis bactérien
phénoliques
40 .
Incubation a 37°C
Inoculum
i pendant 24 heures
bactérien '
“ >
Boite de Pétri Diamétre
avec la gélose MH d'inhibition

Figure 17 : lllustration de la méthode d’antibiogramme (ZAIKA, 1988).

1.2.4.1.7 Lecture des résultats
L’activité antibactérienne est mesurée par la mesure des diamétres des zones claires (en

millimétres) qui se forment autour des disques. Le diamétre de ces zones d’inhibition incluse le
diamétre du disque.

D’aprées MOREIRA et al. (2005), la sensibilité des bactéries cibles envers les différents
composés est classée selon les diameétres des halos d’inhibition : @ < 8 mm : bactérie non
sensible ; 9 < @ < 14 mm : bactérie sensible ; 15 < @ < 19 mm : bactérie tres sensible et @ > 20

mm : bactérie extrémement sensible.
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1.2.4.2 Activité antifongique
La méme technique a été entreprise pour Candida albicans et Aspergillus niger avec

I’utilisation du milieu Sabouraud + Chloramphénicol. La standardisation de 1’inoculum
fongique a été effectuée en utilisant une cellule de comptage (cellule de Mallassez).

L’incubation est faite a 28 °C pendant 24 a 48 h pour Candida et 7 jours pour Aspergillus niger.

1.2.5 Analyse statistique
Les résultats ont été présentés par la moyenne suivie de 1’écart-type (n=2) ou (n=3) pour

chaque extrait en utilisant le test de Student pour échantillons appariés et de Student pour
échantillons indépendants.
L’analyse statistique a été réalisée par le logiciel Statistica version 7.1 en utilisant le test
de I’analyse de la variance (ANOVA) a un facteur. Ce test nous permet de vérifier si les
échantillons sont issus de la méme population ou présentant des différences significatives.
S’il existe une différence significative, le test de ’ANOVA est suivi par le test
complémentaire de Newman-Keuls afin d’établir les différents groupes homogenes. Le niveau

de signification était de 5 %.
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2 Rendement d’extraction des composés phénoliques

L’étude quantitative des extraits bruts des fruits d 'Opuntia ficus indica au moyen des
dosages spectrophotométriques avait pour objectif la détermination de la teneur en polyphénols
et en flavonoides totaux. Notre choix d’étude s’est porté sur ces substances du fait que la

majorité des propriétés antioxydantes et antimicrobiennes des plantes leur sont attribuées.

Les figues de barbarie broyées ont été soumises a deux types d’extraction selon la
méthode décrite par MAHMOUDI et al. (2013) en y effectuant quelques légeres modifications.

Cette extraction a permis d’obtenir deux extraits : aqueux (Aq) et éthanolique (Et-OH).

Il est & noter que chaque essai a éte répété trois fois ainsi, chaque valeur rapportée dans
ce tableau est une moyenne. Les différents rendements de 1’extraction (en moyenne + Standard
Errors « SD ») obtenus en pourcentage (%), la couleur ainsi que 1’aspect des deux extraits sont

mis en évidence dans le tableau X.

Tableau X : Aspect, couleur et rendement des deux extraits d’Opuntia ficus indica. (n=3)

Rendement
Extrait Couleur Aspect D’extraction
(%)
Pate
Aq Pourpre collante 6,20 + 1,47
Pate
Et-OH Pourpre collante 5,33+0,58
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Figure 18 : Rendement d’extraction en (%) des deux extraits d’Opuntia ficus indica

De ces résultats illustrant les rendements d’extraction en figure 18, nous constatons que
les solvants utilisés dans le présent travail ont été capables d’extraire les composés phénoliques
de notre échantillon. En effet I’extraction a 1I’eau montre un meilleur rendement avec une valeur

moyenne de 6,2 + 1,47 % contre 5,33 £ 0,58 % pour I’extrait d’éthanol.

Le test de Student pour échantillons appariés a donné une p-value < 0,05, donc il existe
une différence significative, ce qui veut dire que le solvant utilisé influence le rendement

d’extraction.

Nos résultats semblent &tre en contradiction avec les travaux menés par DO et al. (2013),
démontrant I’effet du solvant d’extraction sur la teneur en polyphenols et en flavonoides totaux
ainsi que sur ’activité antioxydante de Limnophila aromatica. Cela implique d’une part que
I’augmentation de la concentration en eau dans les solvants améliore le rendement d’extraction.
D’autre part, des composés autres que les composes phénoliques peuvent avoir été extraits et
contribueraient ainsi a un rendement plus élevé. D’aprés ZIELINSKI et KOZEOWSKA (2000),
cela peut étre attribuable a une grande solubilité des protéines et des hydrates de carbones dans

I’eau et le méthanol plutdt que dans I’éthanol et d’acétone.

Toutefois, il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie, car le
rendement n’est que relatif, et semble étre lié a bon nombre de parametres tels que : 1’origine
géographique, les propriétés génetiques, la période de récolte, les conditions et la durée de

conservation, la taille des particules des échantillons, la nature chimique des particules
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bioactives, la nature du solvant utilisé, les méthodes d’extraction appliquées et enfin la présence

de substances interférentes.

3 Teneur en polyphénols totaux des extraits de figue de barbarie
Le dosage des PPT des fruits d’Opuntia ficus indica a été effectué par la méthode

spectrophotométrique au réactif de Folin-Ciocalteu décrite par TALBI et al. (2015). Le réactif
est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3sPW12040) et d’acide
phosphomolybdique (HsPMo012040) de coloration jaune. Il est réduit, lors de 1’oxydation des
phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe (WsO23) et de molybdéne (Mo0gO23)
(RIBEREAU-GAYON, 1968). La coloration bleue produite possede une absorption maximale
aux environs de 760 nm et est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les

extraits végétaux.

La teneur en polyphénols totaux des fruits d’Opuntia ficus indica est estimée a partir de
I’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec ’acide gallique (Annexe 2)
(y=0,0116x + 0,0204). Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique
par un gramme de matiére seche (mg EAG/g MS). Ces derniers ont permis de donner des
estimations sur les quantités des polyphénols totaux contenus dans les figues de barbarie
(fractions éthanoliques et fractions aqueuses). Chaque essai a été répéte trois fois ainsi que,

chaque valeur reportée dans le tableau XI est une moyenne (moyenne + Standard Errors « SD
»).

Tableau XI : Teneurs en polyphénols totaux des différents extraits exprimées en mg EAG/g

MS (n=3)
Extrait Teneur des polyphénols mg EAG/g MS
Aq 6,05 + 0,06
Et-OH 2,86 + 0,59

Le test de Student pour échantillons appariés a donné une p-value < 0,05, ce qui révele
une différence significative : le type de solvant utilisé influence la teneur en polyphénols totaux

des différents extraits.

L’histogramme représenté en figure 20 illustre les teneurs en PPT des différents extraits

d’Opuntia ficus indica.
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Figure 19 : Teneur en polyphénols totaux des deux extraits étudies

Les résultats du dosage des PPT (tableau XI et figure 19) montrent que les teneurs
varient entre 6,05 = 0,06 et 2,86 + 0,59 mg EAG/g MS et que les taux les plus élevés ont été
détectés dans I’extrait aqueux (6,05 £ 0,06 mg EAG/g MS)) tandis que, les teneurs les plus
basses sont attribuées a 1’extrait éthanolique (2,86 £ 0,59 mg EAG/g MS).

Notons que la teneur en composes phénoliques des deux extraits varie dans le méme sens que
leurs rendements.

Il apparait dans cette étude que la grande majorité des polyphénols sont hydrosolubles.
Cependant, les travaux de certains auteurs ne semblent pas €tre de cet avis. C’est le cas des
travaux conduits par JUN et al. (2013) sur les raquettes d’Opuntia ficus indica indiquant que
I’extrait d’acétate d’éthyle renferme la plus grande teneur en polyphénols totaux.

Les teneurs rapportées par MABROUKI et al. (2015) dans leur étude portant sur
I’évaluation de la capacité antioxydante et du contenu en polyphénols et en flavonoides
d’Opuntia streptacantha et d’Opuntia ficus indica sont tres basses par rapport aux résultats
obtenus au cours de notre étude.
Ces mémes auteurs ont signalé une différence significative quant au contenu des composes
phénoliques appartenant aux deux espéces. En effet, I’extrait méthanolique de la pulpe
d’Opuntia ficus indica présentait 54,33 + 2,51 mg EAG/100 g d’extrait (soit 0,543 mg EAG/g
d’extrait) tandis que la teneur en PPT était estimée a 106,66 = 1,52 mg EAG/ 100 g d’extrait
(soit 1,066 mg EAG/ g d’extrait) pour Opuntia streptacantha.

Les résultats obtenus dans la présente étude suggérent que la teneur en PPT de notre

extrait peut attribuer un potentiel antioxydant aux fruits d’Opuntia ficus indica. Or, comme
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déclaré précédemment les solvants d’extraction jouent un réle clé dans la dans la détermination

de la teneur en composes phénoliques, et ce soit en augmentant ou en diminuant la teneur de
ceux-ci. Ajouté a cela, la faible spécificité du réactif de Folin-Ciocalteu est l'inconvénient
principal du dosage colorimétrique. D’aprés GOMEZ-CARAVACA et al. (2006), le réactif est
extrémement sensible a la réduction de tous les groupes d’hydroxyles non seulement celles des
composés phénoliques, mais également de certains sucres et de protéines.

Par consequent, afin d’obtenir des fractions plus riches en polyphénols, il est préférable
d’employer des mélanges solvant(s) organique(s)/eau a des proportions bien définies, car

I’addition d’eau aux solvants organiques augmente la solubilité¢ des composés phénoliques.

3.1 Teneur en flavonoides totaux des extraits de figue de barbarie

Notre choix s’est orienté vers I’étude de cette classe de polyphénols, du fait que les
flavonoides constituent la classe polyphénolique la plus importante, avec plus de 5000
composés déja décrits (GOMEZ-CARAVACA et al., 2006).

La détermination quantitative des flavonoides a éte effectuée selon la méthode de
trichlorure d’aluminium (AlClz) décrite par ZHISHEN et al. (1999), celle-ci est la plus
employée car elle se base sur la formation d’un complexe flavonoide-ion d’aluminium ayant
une absorbance maximale a 510 nm

La teneur en flavonoides totaux est calculée a partir de I’équation de régression de la
gamme d’étalonnage (y = 0,0018x + 0,0173) établie avec différentes concentrations de la
quercétine, un flavonoide tres connu dans la famille des flavonols (Annexe 2). Les résultats
sont exprimés en milligramme équivalent de quercétine par un gramme de matiere seche (mg
EQ/g MS). Ces résultats ont permis de donner des estimations sur les quantités des flavonoides
totaux contenus dans les fruits d’Opuntia ficus indica (extraits éthanoliques et extraits aqueux).
Il est a noter que chaque essai a été effectué en triplicata ainsi que, chaque valeur exprimée dans

le tableau XII est une moyenne (moyenne + Standard Errors « SD »).

Tableau XI1 : Teneurs en flavonoides totaux des différents extraits exprimées en mg EAG/g

MS (n=3)
Extrait Teneur des Flavonoides mg EQ/g MS
Aq 2,75+0,03
Et-OH 1,00 £ 0,08
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Le test de Student pour échantillons appariés a donné une p-value < 0,05, ce qui révéle

une différence significative : le type de solvant utilisé influence la teneur en flavonoides totaux

des différents extraits.

L’histogramme représenté en figure 22 illustre les teneurs en FVT des différents extraits
d’Opuntia ficus indica.
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Figure 20 : Teneur en flavonoides totaux des extraits d’Opuntia ficus indica

Les résultats obtenus lors du dosage des FVT (tableau XII et figure 20) montrent que
les teneurs balancent entre 2,75 = 0,03 mg EAG/g MS pour les fractions aqueuses et 1,00 +
0,08 mg EAG/g MS pour les fractions éthanoliques. En comparant les teneurs en flavonoides a
celles des composés phénoliques dans les deux extraits, nous remarquons qu'elles sont toutes
plus faibles, ce qui suggére que les extraits contiennent dautres composés phénoliques
possédant d’autres structures chimiques que celles des flavonoides (acides phénoliques,
tanins...).

Les teneurs en flavonoides totaux rapportées par MABROUKI et al. (2015) sur les
extraits méthanoliques d’Opuntia streptacantha (34,75 = 1,89 mg ER/100 g d’extrait soit 0,347
mg ER/100 g d’extrait) étaient supérieurs a 1’extrait méthanolique d’Opuntia ficus indica, et
sont & leur tour nettement inférieurs aux résultats obtenus au cours de notre étude.

Cependant, dans 1’étude conduite par YEDDES et al. (2014), portant sur la comparaison
du pouvoir antioxydant, des polyphénols, des flavonoides et de bétacyanines de la pelure et de
la pulpe de de trois formes d’Opuntia tunisiennes, il a été démontré d’une part que la majeure

partie des flavonoides est concentrée dans la pelure du fruit plutot que dans la pulpe.
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D’autre part, les extraits méthanoliques de la pelure des fruits d’Opuntia ficus indica dépourvus

d’épines renferment plus de flavonoides que les fruits d’Opuntia ficus indica pourvus d’épines.
Et enfin, la teneur en flavonoides totaux de 1’espéce Opuntia ficus indica est supérieure a celle
d’Opuntia streptacantha.

En comparant les résultats de cette étude aux notre nous constatons que la teneur de nos
extraits aqueux est Iégérement supérieure aux teneurs des extraits méthanoliques de la pulpe et
de la pelure des fruits d 'Opuntia ficus indica pourvus d’épines (0,60 mg ER/g d’extrait et 1,30
mg ER/g d’extrait, respectivement), mais également supérieure a ceux d’Opuntia streptacantha
(0,90 mg ER/g d’extrait et 1,40 mg ER/ g d’extrait) et aux extraits méthanoliques de la pulpe
d’Opuntia ficus indica dépourvue d’épines (0,7 mg ER/g d’extrait). Cependant, 1’extrait aqueux
de notre échantillon présente la méme teneur en flavonoides que I’extrait méthanolique de la
pelure des fruits d’Opuntia ficus indica. Quant a notre extrait éthanolique, il semble renfermer
une quantité en flavonoides légérement supérieure a celle contenue dans la pulpe des deux
espéces étudiees Opuntia streptacantha et Opuntia ficus indica (pourvu et dépourvu d’épines).
Ces résultats nous permettent de constater que cette différence dans les teneurs trouve
probablement son explication dans le choix du standard utilisé pour le dosage des flavonoides

Afin de mettre I’accent sur 1’effet qu’exerce le solvant sur les teneurs en PPT et en FVT,
les différentes fractions (aqueuse et éthanolique) ont été classés par ordre décroissant en teneur
de composés phénoliques. Les différentes valeurs du contenu en polyphénols et en flavonoides

totaux pour chaque extrait sont consignées dans le tableau XIII et I’histogramme ci-dessous.

Tableau X111 : Teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux dans les deux extraits du
fruit d’Opuntia ficus indica

Extrait Polyphénols Flavonoides
(mg/g MS) (mg/g MS)

Aqg 6,05 £ 0,06 2,75 £ 0,03
Et-OH 2,86 £ 0,59 1,00+ 0,08
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Figure 21 : Comparaison de la teneur en polyphénols et en flavonoides totaux dans les deux
extraits du fruit d’Opuntia ficus indica

A la lumiere des résultats des teneurs en polyphénols et en flavonoides rapportés dans
le tableau XII1 et la figure 21, il en ressort que les teneurs en polyphénols et en flavonoides sont
largement supérieures dans les fractions aqueuses, et beaucoup moins importantes dans les
fractions éthanoliques. Ces différences en teneurs peuvent étre expliquées par 1’influence
qu’exercent les standards utilisés dans la calibration, les méthodes d’extraction ainsi que la
nature des solvants utilisés. Toutefois, il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la
bibliographie car I’utilisation de différentes méthodes d’extraction réduit la fiabilité d’une
comparaison entre les études.

A I’issue de ces résultats de la caractérisation quantitative, la figue de barbarie a travers
ces constituants en polyphénols et en flavonoides constitue une source prometteuse en

composés bioactifs bénéfiques a la santé humaine.

3.2 Activité antioxydante des composés phénoliques
Comme déclaré précédemment, la surproduction des radicaux libres dans 1’organisme

et le déficit du systeme de défense endogene peuvent engendrer diverses pathologies dont le
cancer, le vieillissement....etc. Actuellement, les travaux de recherche visent a renforcer ces
défenses endogeénes, et ce par la valorisation de substances naturelles issues de végétaux qui
sont douées des propriétés antiradicalaires. L'intérét croissant porté a ces substances résulte des
effets bénéfiques de leur pouvoir antioxydant sur la santé, ce qui a d’ailleurs mené au

développement d'un grand nombre de procedés expérimentaux visant a determiner leurs
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capacités antioxydantes. C’est notamment le cas du test DPPH et FRAP qui figurent parmi les

tests les plus cités dans la littérature. Les résultats difféerent sensiblement selon le test utilisé.
L’utilisation de tests différents nous a permis d’avoir une meilleure lecture de 1’activité anti-

radicalaire de nos extraits.

3.2.1 Réduction du fer : FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
L’activité antioxydante des deux fractions de fruit d’Opuntia ficus indica (aqueuse et

éthanolique) a été évaluée par la méthode du test FRAP. La présence des réducteurs (AH) dans
les extraits des plantes provoque la réduction de Fe3*/ complexe ferricyanide a la forme ferreux.
Par conséquent, le Fe?* peut étre évalué en mesurant et en surveillant I’augmentation de la
densité de la couleur bleu cyan dans le milieu réactionnel a 700 nm (CHUNG et al., 2002). En
effet, le systeme FeCls/KsFe(CN)es confére a la méthode la sensibilité pour la détermination
«semi-gquantitative» des concentrations des antioxydants, qui participent a la réaction redox
(AMAROWICZ et al., 2004).

Les résultats obtenus lors de cette expérimentation sont illustrés en figure 22.
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Figure 22 : Réduction du fer chez les différents extraits de fruits d’Opuntia ficus indica.
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Figure 23 : Pouvoir réducteur des extraits d’Opuntia ficus indica et du standard

Au vu des résultats obtenus, nous remarquons qu'au niveau de chaque extrait la
réduction du Fe ) en Fe @ est plus importante au fur et & mesure que l'on augmente la
concentration en extrait. A titre d’exemple, a la concentration 500 pg/ml, le pouvoir réducteur
de I’extrait aqueux d’Opuntia ficus indica est légérement supérieur a celui de D’extrait
éthanolique, mais légérement inférieur a celui de 1’acide ascorbique (figure 22 et figure 23).
Nous concluons donc que I’augmentation de 1’absorbance du mélange réactionnel indique une

activité accrue du pouvoir réducteur.

Le test de I’analyse de la variance (ANOVA) a donné une p-value > 0,05.
Statistiquement il n’existe pas de différence significative ce qui implique que le pouvoir

réducteur de I’extrait aqueux est égal au pourvoir réducteur de I’acide ascorbique.

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

inactivateurs des oxydants (SIDDHURAJU et BECKER, 2007).

Plusieurs études se sont intéressées au pouvoir réducteur du fer, dont les travaux
conduits par CHAALAL et al. (2012) ayant pour objet I’extraction des composés phénoliques
et la capacité antioxydante in vitro des graines d’Opuntia ficus indica, dans cette étude il était
question de déterminer les meilleures conditions d’extraction. Ces auteurs ont alors constaté

que chaque parameétre étudi€ variait en fonction des conditions expérimentales, c¢’est notamment
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le cas du pouvoir réducteur de fer (FRAP) de I’extrait d’acétone des graines d’Opuntia ficus

indica ayant exprimé une capacité réductrice maximale de 237 mg EAA/100 g soit 2,37 mg/g.

Dans leur étude sur les propriétés phytochimiques, nutritionnelles et antioxydantes de
deux cultivars de figues de barbarie ayant poussé en Arabie Saoudite, ABD EL-HAMEED et
al. (2014), ont rapporté que les jus d’écorce et de pulpe du cactus rouge présentaient une forte
pouvoir réducteur de fer de 1’ordre de 149,49 et 123,23 mg EAA/ 100ml de jus soit 1,494 et
1,232 mg EAA/ ml de jus, respectivement, comparés aux jus d’écorce et de pulpe du cactus
jaune (83,12 et 81,38 mg EAA/100ml de jus soit 0,831 et 0,813 mg EAA/ ml de jus,

respectivement).

Les résultats obtenus dans la présente étude illustrant le pouvoir réducteur en mg/ g MS

sont mis en évidence dans le tableau ci —dessous.

Tableau X1V : Pouvoir réducteur des extraits d’Opuntia ficus indica et du standard

Extrait Pouvoir réducteur (mg /g MS)
Aq 0,163 + 0,003
Et-OH 0,154 + 0,006

Standard (Acide

: 0,165 + 0,002
ascorbique)

Ces résultats sont largement inférieurs a ceux trouvés dans des travaux antérieurs, cette
différence trouve probablement son explication dans le choix de la procédure expérimentale, le
standard utilis¢ ainsi que le choix du matériel végétal qui différe d’une région a une autre c'est-
a-dire les différences de teneurs en polyphénols sont en relation avec les conditions
pédoclimatiques. 1l semblerait également que nos résultats ne concordent pas avec ceux trouvés
par CHAALAL et al. (2012) et ABD EL-HAMEED et al. (2014), car les fractions aqueuses et

éthanoliques des figues de barbarie, ont montré un pouvoir réducteur relativement plus bas.

3.2.2 Pouvoir anti radicalaire par piégeage du radical DPPH

La méthode de piégeage du radical libre (DPPH) a été retenue pour évaluer I’activité
antioxydante des extraits des plantes, car elle est reconnue comme étant simple, rapide et

efficace en raison de la grande stabilité du radical (BOZIN et al., 2008).
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La mesure de [’absorbance (ou densit¢ optique DO) a ¢été effectuée par

spectrophotométrie a 517 nm. A partir des valeurs obtenues, nous avons calculé les

pourcentages d’inhibition (RSA) en utilisant la formule donnée auparavant.

La figure 26 regroupe les différents pourcentages de piégeage du radical libre DPPH
aprés une heure d’incubation pour différentes concentrations de 1’extrait d’Opuntia ficus indica

et de I’acide ascorbique utilisé comme standard.
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Figure 24 : Pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction des concentrations du standard et

de I’extrait aqueux d’Opuntia ficus indica (n=2)

Le test de Student pour échantillons indépendants a montré une p-value < 0,05, donc
statistiquement il n’existe pas de différence significative. Le pourcentage RSA de I’extrait
aqueux est égal a celui du standard.

L’activité anti radicalaire de notre extrait et du standard est exprimée en ICso. Pour
chaque extrait I’'ICsp est déduite de la droite d'étalonnage correspondante. Notons qu’une valeur
d’ICso faible correspond a une activité antioxydante élevée. Le pouvoir antiradicalaire des

différents extraits et du standard est illustré dans la figure ci-dessous :
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Figure 25 : Valeurs d’ICsp de I’extrait aqueux et du standard

Comme illustré dans la figure ci—dessus I’antioxydant standard (Acide ascorbique) a
montré une activité antioxydante puissante avec une ICso de I’ordre de 104,31ug/ml contre
143,59 ug/ml pour I’extrait aqueux.

I a été démontré que les molécules antioxydantes telles que 1’acide ascorbique,
tocophérol, flavonoides et les tanins réduisent et décolorent le DPPH en raison de leur capacité
a céder I’hydrogéne (DE POOTER et SCHAMP, 1986). Les polyphénols contenus dans les
extraits d’Opuntia ficus indica sont probablement responsables de 1’activité antioxydante de
ces extraits. (ALIMI et al., 2013), cela est en accord avec les travaux menés sur les extraits de
S. montana, espece riche en composés phénoliques qui sont responsables de nombreuses
activités biologiques notamment 1’activité antioxydante et antimicrobienne (CETKOVIC et al.,
2007).

En comparaison des résultats d’autres études les notre sont relativement bas, c’est le cas
des travaux dirigés par LEE et al. (2002). Ces auteurs se sont intéressés a I’activité antioxydante
des extraits éthnoliques du tronc d’Opuntia ficus indica, leurs résultats ont montré que cet
extrait inhibe significativement 1’activité du radical DPPH et que la concentration requise pour
obtenir une réduction de 50% du radical DPPH (ICso) calculée a 1’aide de la courbe du
pourcentage d’inhibition était estimée a 9,3 ug/ml contre 3,2ug/ml pour I’acide ascorbique. A
I’issu de ces résultats ces auteurs ont conclu que 1’Opuntia ficus indica est un puissant
antioxydant naturel.

La comparaison de nos résultats a ceux rapportés dans la littérature nous permet de
constater que la valeur d’ICso trouvée par ALIMI et al. (2013) de I’extrait méthanolique, pour
la variété inerme d’Opuntia ficus indica (0,68 + 0,49mg/ml soit 680 pg/ml) est largement plus
élevée que la nbtre (0,143 + 0,004 mg/ml soit 143,59 + 0,004 pg/ml), ce qui nous meéne a
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conclure que notre extrait aqueux a montre une activité antioxydante plus puissante que I’extrait
méthanolique testé par (ALIMI et al., 2013).

Le mécanisme de la réaction entre l'antioxydant et le radical DPPH dépend de la
conformation structurale de l'antioxydant (KOURI et al., 2007). Ce dernier réagit avec le radical
DPPH en réduisant un nombre égal des groupements hydroxyles portés par la molécule de
I’antioxydant (BONDET et al., 1997).

Des études montrent que D’activité anti-radicalaire est corrélée avec le taux des
polyphénols et des flavonoides dans les extraits des plantes médicinales (MARIOD et al., 2009
; LOCATELLI et al., 2010). Ceci mene a suggérer que I'effet antioxydant de différents extraits

de notre plante peut étre dd a un synergisme entre les polyphénols et d’autres composants.

3.3 Activité antimicrobienne
Les plantes contiennent de nombreux composés doués d’une action antimicrobienne,

ces constituants comprennent les composés phénoliques, les flavonoides, les huiles essentielles
et les triterpenoides ROJAS et al. (1992), le pouvoir antimicrobien des extraits de plantes est
tributaire de leurs compositions chimiques. D’aprés BASLI et al. (2012), 1’effet antibactérien
des polyphénols est I’'une des activités biologiques les plus étudiées.

Ce travail a pour objectif de mettre en évidence la présence ou 1’absence d’un potentiel
antimicrobien dans les extraits de fruits d’Opuntia ficus indica, notre choix d’étude s’est porté
sur dix souches microbiennes étant donné que chacune d’elles posséde des structures cellulaires
et un métabolisme particulier. Il s’est en suivi et d’'une comparaison entre le potentiel
antimicrobien des extraits et celui des antibiotiques standards utilisés. Dans ce dernier, la
sensibilité des souches se traduit par ’apparition d’une zone d’inhibition autour des disques.

La sensibilite des bactéries aux extraits est déterminée selon le diamétre du halo
d’inhibition autour de chaque disque. Ainsi le degré de sensibilité des souches bactériennes
testées est déterminé par comparaison de leurs diamétres d’inhibition aux diamétres référencés

(tableaux XV, XVI).
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Tableau XV : Antibiogramme des germes étudiés en présence des différents antibiotiques

(Diameétre de la zone d’inhibition en mm)

ATB
Souche
bactériennes RA
E. coli 99

(ATCC 25922)
) E. coli 20
= :
o | P.aeruginosa 18
£| (ATCC 27853)
.'_E Staph.aureus 54
E (ATCC 43300)
£ Staphylococcus 49
= aureus
=
:‘_é' K. pneumoniae | 20
=
£ Acinétobacter 13
': baumannii
2 | Bacillus Cereus 20
| (ATCC 10876)
é’ Amphotéricine B
;__j Souche fongique
g Fungizone®
=
= ; ;
» | Aspergillus niger 10
=)

Candida albicans 15
NT : Non testé ; R : Résistante
RA : Rifampicine ; I : Imipineme SXT : Sulfamethoxazole-trimethoprim ; N : Neomycine ;

FOX : Céfoxitine ; CTX : Cefotaxime ; P : Benzylpénicilline ; CS : Colistine ;
CZ : Céfazoline ; AM : Ampicilline ; OX : Oxacilline.

Les observations effectuées sur les effets des extraits de fruits d’Opuntia ficus.indica

sur la croissance des souches microbiennes testées sont représentées dans le tableau XV1 et la

figure 31. Les deux extraits d’Opuntia ficus indica se sont révelés actifs sur toutes les souches

bactériennes testées mais avec des degrés différents.
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Tableau XVI : Activité antimicrobienne des extraits bruts d’Opuntia ficus indica (diamétre
des zones d’inhibition en mm) (n=3)

Opuntia ficus indica

Microorganismes 10 mg/mL
Agueux Ethanolique
Escherichia coli (ATCC 25922) 16.33 + 3.21 10.33 + 0.58
Staphylococcus aureus (ATCC 43300) 13.33 + 2 59 1267 +231

Pseudomonas aeruginosa (ATCC

27853) 15,33+ 4,51 11,00 + 1,00
Escherichia coli 12,00 + 1,00 11,33 £ 0,58
Staphylococcus aureus 13,33+ 3,21 19,67 + 13,32
Klebsiella pneumoniae 14,00 + 7,00 13,00 + 2,00
Acinetobacter baumannii 13,33 +£1,53 09,67 £ 0,58
Bacillus Cereus (ATCC 10876) 1400 + 6.93 1233+ 231
Aspergillus niger 10,00 % 0,00 06,00 + 0,00
Candida albicans 10,00 + 0,00 13,67 + 2,31

Notons que les valeurs exprimées dans le tableau ci-dessus représentent la moyenne de
3 mesures + Standard Errors « SD ». 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 :
- @ <8 mm : bactérie non sensible ;
-9 <@ < 14 mm : bactérie sensible ;
- 15 <@ <19 mm : bactérie trés sensible ;
- @ > 20 mm : bactérie extrémement sensible (MOREIRA et al., 2005).

Onze (11) antibiotiques standards sont testés sur huit souches bactériennes Gram (+) et
Gram (-), nous avons observé que les différentes souches réagissent difféeremment aux
antibiotiques étudiés (figure 26). En plus des onze antibiotiques testés s’ajoutent deux

antifongiques testés sur les deux souches fongiques (figure 27).
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Klebsiella pneumoniae

Figure 26 : A) Témoins positifs réalisés avec les antibiotiques : RA : Rifampicine, I :
Imipeneme, SXT : sulfamétoxazole-triméthoprime, N : Néomycine, FOX : Céfoxitine, CTX :
Céfotaxime, P : Colistine, CS : Céfazoline, AM : Ampicilline, OX : Oxacilline sur A.

baumannii, B. cereus ATCC 10876 et K. pneumoniae.
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staphvlococcus aureis

Figure 26 : B) Témoins positifs réalisés avec les antibiotiques : RA : Rifampicine, I :
Imipeneme, SXT : sulfamétoxazole-triméthoprime, N : Néomycine, FOX : Céfoxitine, CTX :
Céfotaxime, P : Colistine, CS : Céfazoline, AM : Ampicilline, OX : Oxacilline sur P.

aeruginosa ATCC, S.aureus ATCC et S. aureus.
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Escherichia coli

Escherichia coli ATCC 25922

Figure 28 : C) Témoins positifs réalisés avec les antibiotiques : RA : Rifampicine, I :
Imipenéme, SXT : sulfamétoxazole-triméthoprime, N : Néomycine, FOX : Céfoxitine, CTX :
Céfotaxime, P : Colistine, CS : Céfazoline, AM : Ampicilline, OX : Oxacilline sur E. coli
ATCC 25922 et E. coli.

o pee

Candida albicans
Figure 27: Témoins positifs réalisés par I’antifongique (Amphotéricine B) sur les deux
souches fongiques testées.

Aspergi//us niger
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Acinétobacter baumannii Bacillus cereus ATCC 10876

Escherichia coli Escherichia coli ATCC 25922

Figure 28 : A) Témoins négatifs réalisés avec le méthanol sur Acinétobacter baumannii,
Bacillus cereus ATCC 10876, Escherichia coli et Escherichia coli ATCC 25922.
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staphylococcus aureus staphylococcus aureus ATCC 43300

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Klebsiella pneumoniae

Figure 28 : B) Témoins négatifs réalisés avec le méthanol sur Staphylococcus aureus,
Strapylococcus aureus ATCC 43300, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Klebsiella

pneumoniae.
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Aspergillus niger Candida albicans

Figure 28 : C) Témoins négatifs réalisés avec le méthanol sur A. niger et C. albicans.

La figure 29 met en évidence les différents diamétres des zones d’inhibition obtenus
avec les deux extraits a une concentration de 1’ordre de 10mg/ml pour les différentes souches

microbiennes testées.
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Figure 29 : Représentation graphique des diamétres des zones d’inhibition en (mm)
exprimées par les extraits d’Opuntia ficus indica a la concentration de 10 mg/ml.
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Au vu des résultats obtenus, il en ressort que tous les extraits de fruits d’Opuntia ficus

indica se sont avérés actifs sur la plupart des microorganismes testés. En effet, ces derniers
semblent présenter une sensibilité modérée vis-a-vis des deux extraits d’Opuntia ficus indica
(aqueux et éthanolique) et ce, a une concentration estimée a 10 mg/ml.

Ces résultats montrent également que ’extrait éthanolique s’est avéré inactif contre
Aspergillus niger ce qui suggére que cette moisissure posséde un potentiel de résistance trés
élevé (figure 30). En revanche, une sensibilité importante est détectée chez quelques
microorganismes dont :

- Staphylococcus aureus avec une zone d’inhibition de 19,67 + 13,32 mm pour ’extrait
éthanolique (figure 31), ce diamétre de la zone d’inhibition est supérieur a celui obtenu
avec 1I’un des antibiotiques testés N : Néomycine (@ = 16 mm) ce résultat est en accord
avec les résultats illustrant I’activité antimicrobienne des extrait de solvants de la pelure
de fruits d’Opuntia stricta obtenus par KOUBAA et al. (2015), montrant que l'activité
la plus importante a été détectée contre Staphylococcus aureus.

- Escherichia coli (ATCC 2592) avec une zone d’inhibition de 16,33 + 3,21 mm pour
I’extrait aqueux (figure 32), ce diamétre de la zone d’inhibition est supérieur a 1’un des
antibiotiques testés CS : Colistine (@ = 14 mm).

- Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) avec une zone d’inhibition de 15,33 + 4,51
mm pour I’extrait aqueux (figure 33), ce diamétre de la zone d’inhibition est supérieur

a I’un des antibiotiques testés CS : Colistine (& = 14 mm).

Figure 30 : Effet de I’extrait éthanolique sur Aspergillus niger
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Figure 31 : Effet de I’extrait aqueux sur Staphylococcus aureus

Figure 32 : Effet de 1’extrait aqueux sur E. coli (ATCC 25922)

Figure 33 : Effet de I’extrait aqueux sur P. aeruginosa (ATCC 27853)
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Le test de Student pour échantillons appariés a donné une p-value < 0,05, donc

statistiquement il existe une différence significative, ¢’est-a-dire que la nature du solvant utilisé
n’influence pas le diamétre des zones d’inhibition en I’occurrence 1’activité antimicrobienne.

A P’issu de ces résultats il semble que tous les extraits ont réagi positivement sur au
moins une des souches microbiennes testées, ce qui confirme que le fruit d’Opuntia ficus indica
est doué de propriétés antimicrobiennes.

Au vu des résultats de ’activité antimicrobienne des extraits d’hexane des fleurs d’OFI
rapportés par ENNOURI et al. (2014), il apparait qu’a I’exception de Bacillus subtilis (CTM
50077) et de Candida lipolytica (CTM 30027), tous les microorganismes testés auraient
présenté une sensibilité variable aux extraits d’hexane d’Opuntia ficus indica (pleine et post-
floraison) et que les diametres d’inhibition enregistrés lors de cette étude semblent I€égerement
supérieurs aux diamétres enregistrés au cours de notre étude, et ce pour les deux extraits, aqueux
et éthanolique. Cependant, notre extrait aqueux & une concentration de 10 mg/ml a montré une
activité modérée vis-a-vis de Staphyloccus aureus (13,33 + 3,21 mm) inférieur a celle de
I’extrait « pleine floraison » d’hexane (15,7 & 0,4) mais supérieur a celle de 1’extrait d’hexane
« post-floraison » (12,9 £ 0,7 mm).

Plusieurs travaux ont mis en évidence la grande sensibilité des bactéries Gram (+) par
rapport aux Gram (-) (TURKMEN et al., 2007 ; FALLEH et al., 2008), ceci peut s’attribuer a
la différence dans les couches externes des bactéries Gram (-) et Gram (+). Les bactéries Gram
(), indépendamment de la membrane des cellules, possédent une couche additionnelle, la
membrane externe, qui se compose de phospholipides, de protéines et de lipopolysaccharides,
cette membrane est imperméable a la plupart des molécules. Néanmoins, la présence des
porines dans cette couche permettra la diffusion libre des molécules avec une masse moléculaire
en-dessous de 600 Da. Cependant, l'inhibition de la croissance des bactéries Gram (-) a été
rapportée, particuliérement en combinaison avec les facteurs qui peuvent déranger 1’intégrité
de la cellule et/ou la perméabilité de la membrane, telle que les basses valeurs du pH et les
concentrations accrues en NaCl (GEORGANTELIS et al., 2007).

La zone d’inhibition augmente considérablement avec la concentration des extraits, ce
qui a ete constaté aussi par DORDEVIC et al. (2007). Les auteurs ont revélé des zones
d’inhibition de I’ordre de (20,5 £ 1,8 mm), (12,8 £ 0,5 mm) et (16,3 £ 0,5 mm), respectivement
pour les souches Staphylococcus aureus ATCC, Escherichia coli ATCC, Pseudomonas
aeruginosa ATCC pour une dilution au 2%, ces zones sont augmentées de 1’ordre de : (21,8 £

0,9 mm), (13,5 £ 0.5 mm) et (19,3 £ 0,5 mm) pour une dilution au 4%.

76 |Page



RESULTATS ET DISCUSSION ‘ CHAPITRE Il

La charge du disque influe I’activité antimicrobienne, RASOOLI et al. (2008) ont

remarqué que l’inhibition de la croissance est forte lorsque le disque est plus chargé. Nous
avons employé une quantité moyenne de 15 ul d’extrait par disque, par rapport a BARI et al.
(2012) qui ont employé des fractions plus riches : 100 pl par disque.

La méthode utilisée pour 1’évaluation de ’activité antibactérienne influe aussi sur les
résultats. NATARAJAN et al. (2005) et FAZELLI et al. (2007) ont constaté que la méthode de
diffusion a partir des puits sur gélose est plus adaptée pour étudier ’activité des extraits aqueux
et organiques que la méthode de diffusion en milieu gélosé.

BRANTNER et al. (1996) rapportent que les composés phénoliques, les flavonoides et
les stéroides a une certaines concentration peuvent inhiber la croissance des microorganismes.
Selon FALLEH et al. (2008), I’activité antimicrobienne ne dépend pas seulement de la présence
des composes phénoliques, mais également de la présence de divers métabolites secondaires,

de I’emplacement et le nombre des groupes d'hydroxyles.
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Conclusion

Les plantes médicinales demeurent a ce jour la source la plus fiable des principes actifs
connus pour leurs propriétés thérapeutiques, pharmacologiques, cosmétologiques et agricoles.
Au cours de ces derniéres années, de nombreux chercheurs se sont intéressés aux composés
biologiquement actifs isolés des extraits de plantes, qui sont considérés comme de véritables
usines chimiques dont il faut tirer le maximum de profit afin de pallier aux composés d’origine
synthétique.

Cette étude pouvant étre percue comme une ebauche a une étude a venir plus
approfondie, avait pour objectif 1’estimation de la teneur en polyphénols et flavonoides totaux
ainsi que les activités in vitro antioxydante et antimicrobienne des extraits aqueux et
¢thanolique des fruits d’Opuntia ficus indica.

La determination des rendements en extraits a montré une rentabilité qui différe en
fonction des solvants utilisés : 6,20 + 1,47% pour I’extrait aqueux contre 5,33 + 0,58% pour
I’extrait éthanolique.

L’estimation quantitative des polyphénols totaux a été réalisée par le réactif de Folin-
Ciocalteu et a montré que I’extrait aqueux est considéré comme 1’extrait le plus riche en
polyphénols comparé a 1’extrait éthanolique, les valeurs respectives étaient comme suit : 6,05
+ 0,06 et 2,86 + 0,59 mg EAG/g de matiére séche.

La teneur en flavonoides totaux a été determinée par la méthode du trichlorure
d’aluminium (AICl3), pour I’extrait aqueux et éthanolique les valeurs respectives étaient comme
suit : 2,75 £ 0,03 et 1,00 + 0,08 mg EQ/g de matiére seche.

L'activité antioxydante in vitro des deux extraits d’Opuntia ficus indica a été évaluée
par deux méthodes distinctes, a savoir la méthode de piégeage des radicaux 2,2-diphényl-1-
pycrylhydrazyle (DPPH) et la méthode pouvoir réducteur du fer (FRAP).

A T’issu des résultats obtenus nous avons constaté que la fraction aqueuse renferme de puissants
composés actifs capables de réduire ce radical libre, puisqu’ils agissent a des faibles
concentrations, néanmoins, cette valeur demeure largement inférieure a celle enregistrée pour
I’acide ascorbique (standard). Les valeurs les plus basses des ICso ont été enregistrées et sont
de ’ordre de 143,59 + 0,004 ug/ml pour I’extrait aqueux contre 104,31 + 0,012 pg/ml pour le
standard (acide ascorbique).

Les résultats obtenus pour la mesure de I’activité antioxydante en utilisant la méthode du

pouvoir réducteur du fer (FRAP) ont montré une fois de plus que I’extrait aqueux est plus actif
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que I’extrait éthanolique 163,21 + 0,003 pg/g d’extrait sec contre 154,00 + 0,006 pg/g d'extrait
sec, cependant légerement moins actif que 1’acide ascorbique utilisé en guise de standard
(165,5 + 0,002 pg / g d'extrait sec)

L’activité antimicrobienne a ét¢ déterminée sur huit souches bactériennes et deux
souches fongiques, selon la méthode de diffusion sur milieu gélosé. Les résultats indiquent que
les deux extraits possédent une activité antimicrobienne au moins sur une souche microbienne,
ce qui laisse penser qu’Opuntia ficus indica est doué de propriétés antimicrobiennes.

Au vu des résultats obtenus au cours de cette étude, des perspectives a venir s’imposent :

- élargir le spectre d’étude en étudiant la plante d’autres régions a des fins comparatives ;

- réaliser un screening phytochimique complet afin de révéler la présence ou I’absence de
certains métabolites secondaires (flavonoides, tanins, saponosides, cires...etc) ;

- caractériser les composés actifs dans les différents extraits (étude qualitative) en vue
d’identifier les différentes molécules responsables des différentes activités biologiques
de cette plante ;

- effectuer une étude a I’échelle moléculaire afin de déterminer d’une part les composés
des fruits d’Opuntia ficus indica (notamment ce qui concerne I’identification et la
purification des composés phénoliques) qui peuvent étre responsables de tels effets et
d’autre part, le mécanisme absolu par lequel ces composés accomplissent leurs effets
antioxydants.

- réaliser une étude toxicologique de cette plante ;

- etendre I'éventail des tests antioxydants et antimicrobiens et pourquoi pas tester les

activités anti-inflammatoire, antidiabétique, anticancéreuses et antivieillissement. . .etc.
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ANNEXES



Annexe 1 : Composition des solutions et milieux de culture utilisés

Eau physiologique stérile

Chlorure de sodium (NaCI) ... e 99
BaUu diStillEe. .. .o 1000ml
pH=7

Milieu Brain Heart Infusion Broth (BHIB)

EXtrait Coeur-CerVelle. ... ..o 17.5g

Peptone pancréatique de gélatine..............ccooouiiiiii i 10.0g
Chlorure de SOIUM. ... e 05.0g
Phosphate di SOQIQUE. .........einiii e 02.59
GlUCOSE. et 02.0g
BaU diStillBe. ... .o QST
pH=74

Milieu Mueller Hinton Agar (MH)

Infusion de viande DOVINe. ... ... i, 39
Hydrolysat acide de Cas€ine...........cooiiiniiitiiiiit i, 17,59
AmIdon SolUDIe. ... 1,5¢
YN0 - | PP 18,09
BaU diStIlIB. ... e QST
pH=7,4

Gélose Nutritive

Extrait de VIande. ........o.oiiiiii e 1,0g
) 25 ¢ Y s (o (1720 1 ¢~ P 2,59
POPLONE. ..o e 5,0g
Chlorure de SOAIUIML. .. .. ettt e et et e et et e e e e aaeanaas 50¢g
N2 15,0g



Gélose de Sabouraud + Chloramphénicol

T 0] (0] TP TPRTPRTRR 109
GIUCOSE MASSE......eoeiceieiie ettt ettt e e s b et e e s e e se e st e et e e seeste e e e areenteeneesneens 20 ¢
N0 =T Lo | OO OPRPPR 159
BaU diStillBe. .. o e QST

vitamines et facteurs de croissance
Chloramphénicol ...... ..o 0,59
pH=6,0

Milieu de Mossel

T 0] (0] T SRR PRP PRSI 10,09
EXIFait d& VIANUE .. .eceeeceiecie ettt ste et e eare e saeeeeere e 109
[ 4 g o USROS 10,09
(O 0] Lo T =N [SIEYo Lo [ 182 10,09
ROUGE € PRENOIL ...t 25,0 mg
Emulsion stérile de jaune d U ..........cccooiiiiiiiiiien e 100,0 mL

Sulfate de POlymyXine B........c.ooiiiiiiiiiii s siee e 0,010
N - T PO PRSP PP PPPPTROPPPTRPPRPTRPPRPRN! RS Mo X o
pH=7,2+0,2.

40 g par litre. Le jaune d'ceuf est ajouté apres stérilisation du milieu a I'autoclave

Gélose Chapman

PEPIONE ... 10,0 ¢
Extraitde viande de boeuf ... ..o ——— 10g
Chlorure de SOIUM ... .o e s 75,09

Mannitol ... ... e 10,0 O
Rouge de phénol ... ... 0,025

F N0 L o - OSSP 1509
o U [T (11 TSROSO QST
pH=7,4

111 g par litre


https://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Glucose
https://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar
https://fr.wikipedia.org/wiki/Eau
https://fr.wikipedia.org/wiki/Vitamine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chloramph%C3%A9nicol
https://fr.wikipedia.org/wiki/Potentiel_hydrog%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Extrait_de_viande
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Mannitol
https://fr.wikipedia.org/wiki/Rouge_de_ph%C3%A9nol
https://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar
https://fr.wikipedia.org/wiki/Eau_distill%C3%A9e

Gélose au Cétrimide

Peptone de GEIALINE. ..o s 16,09
PEPLONE A8 CASEINE......eiveeiieiieieie ettt ettt sttt e e s e e s et e eesaentenreas 10,0 ¢
Bromure de tétradonium (CELHMIAE).........cooieiieie e 0,29
ACIAE NAITAIXIQUE. ..ottt ettt ettt et et nre e sreenas 15,0 mg
Sulfate de POTASSTUM.......cviiiiiiiie et 10,0 ¢
ChIOrure de MagnBSIUM..........oiiiieieiese ettt steste st nreareereeneenens 149
F N0 - RSP PPTR 10,0¢g
pH=7,1

24,2 g par litre. Dans certaines compositions le cétrimide est présent avant autoclavage. Dans
d'autres il est ajouté avec I'acide nalidixique qui est parfois absent.

Gélose Hektoen

PrOTEOSE-PEPIONE. ...t sttt ettt e e e e e e e e e 12,09
Extrait de levure (facteur de CroiSSanCe).........ovueiuiinietitiai ettt e e, 300
Lactose ( critére de différenciation).............c.oviiiiiiiiii i 120¢g
Saccharose ( critere de différenciation).............ooovieiiiiiiiiiiiii e, 120g¢
Salicine (critere de différenciation)............oouiviniiiiiiii e e 20¢g
Citrate de fer III et d’ammonium révélateur d’H2S.............cooiiiiiiiii 15¢g
Sels biliaires (INhIDItEUT). .....o.iiti e e 90¢g
Fuchsine acide (Inhibiteur)...........oooiiiiii i e e 0,lg
Bleu de Bromothymol ( indicateur de pH)..........ccooiiiiiii e 0,065 ¢
Chlorure de sodium ( maintien de la pression 0SMOtIQUE)...........cevvieriniiniirininiannn.. 50g
Thiosulfate de sodium (précurseur d’HaS)......ooooiiiiiiiiii e, 50g
N . P 140¢g
pH=7,6

759 par litre
*ne pas Autocalver



Annexe 2 : Courbes d’étalonnage

Absorbance a 760 nm

Absorbance (510 nm)

1,8
1,6
1,4
1,2
0,8
0,6

0,4
0,2

0,25

0,2

0,15

0,1

0,05

y =0,0116x + 0,0204

R?=0,9881
.--®
.'....
o..
.'....
e
.'..
K 2
[ 28
20 40 60 80 100 120 140 160 180
concentrations en Acide gallique (ug / ml)
Figure 1 : Courbe d’étalonnage a 1’acide gallique.
y =0,0018x + 0,0173
R?=0,9709
.",
I B
o . ®
o
20 40 60 80 100 120

Concentration en Quercétine (ug/mL)

Figure 2 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.



Annexe 3 : Courbes de régression de I’activité antioxydante qui ont servi au calcul de 1’ICsg.
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Figure 3 : Activité antioxydante de I’acide ascorbique
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Figure 4 : Activité antioxydante de 1’extrait aqueux



Annexe 4 : Courbes de régression de I’activité antioxydante qui ont servi au calcul du pouvoir
réducteur en (mg/ml).
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Figure 5 : Pouvoir réducteur du standard (mg/ml)
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Figure 6 : Pouvoir réducteur de I’extrait aqueux (mg/ml)



y = 0,0016x + 0,4837
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Figure 7 : Pouvoir réducteur de I’extrait éthanolique (mg/ml)

Annexe 5 : Résultats des tests statistiques

Test t pour des Echantillons Apparnies (Feuille de données1)
Différences significatives margquées a p < 0,05000

Moyenne | Ec-Type |N| Differ. | Ec-Type t dl p
Variable Differ.

aquewux 6,200000 1,473092
ethanolique | 5,333333 0,577350) 3| 0,666667 1,266228 1,165436 2 0,357584

Figure 8 : Table de Student pour échantillons appariés pour les résultats du rendement
d’extraction des polyphénols

Test t pour des Echantillons Appanés (Feuille de données1)
Différences significatives marquées a p <0 ,05000

Moyenne | Ec-Type [N | Différ. |Ec-Type | t |d| p
Variable Différ.

aqueux 6,053333 0,061101
ethanolique | 2860000 0,589237| 3| 3,193333 0647868 8537253 2 0,013444

Figure 9 : Table de Student pour échantillons appariés pour les résultats du dosage des
polyphénols totaux



Test t pour des Echantillons Appariés (Feuille de données11)
Diftérences significatives marquées a p < 05000

Moyenne Ec-Type |N| Differ. |Ec-Type t di| p
Variable Différ.
aqueux 1.3?666?![].[]152?5
ethanolique | 1,057667 0056620 3 0.319000 0,070661 7619346 2 0,015965

Figure 10 : Table de Student pour échantillons appariés pour les résultats du dosage des
flavonoides totaux

Tt pour des Echantlons lndependants (Feulle oe données )
Note - Varables tratées comme des échantllons independants

Moyenng

Groupe 1 s, Groupe? |Groupe 1 | Groupe 2

Moyemne | valurt

d 7

N Acts | NActfs | EcType | EcType | RatoF |
Groupe 1 |Groupe 2 Groupe 1 | Groupe 2 | Vanances |Vanances

Vit Cvs. Aquew | 6016563 4613563 1363226 22 () focelf

12 %60 081175 156041 028108

Figure 11 : Table de Student pour échantillons indépendants pour les résultats du pourcentage

de piégeage de DPPH par I’extrait aqueux et le standard

Effet

Tests Univaniés de Significativite pour antioxydante (Feuille de donnéesb)
Parametrisation sigma-restreinte

Décomposition efficace de 'hypothése

ord. origine | 16.01780

extrait

1,83146

SC  |Degr. de MC F p
Liberté
1/ 16,01780| 131,1885  0,000000
0,57899 2 0,28950 23710 0127421
15 012210

Figure 12 : Table de I’ANOVA pour les résultats du pouvoir réducteur de fer par les extraits
et le standard



Test t pour des Echantillons Appariés (Feuille)
Différences significatives marquées a p < 0,05000

Moyenne | Ec-Type

N | Differ. | Ec-Type t dl p

Variable Différ.
aqueux 13,16500 2,043207
ethanolique | 11,36700 4,862960( 10 1,798000 4644643 1224158 9 0,251970

Figure 13 : Table de Student pour échantillons appariés pour les résultats de 1’activité
antimicrobienne des extraits aqueux et éthanolique d’Opuntia ficus indica



