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Résumé

Le cladode du figuier de barbarie est largement consommeé dans certains pays, compte
tenu de sa richesse en composants bioactifs qui présentent divers effets bénéfiques pour la
santé.

L’objectif de la présente étude est I’analyse et 1’évaluation des propriétés et activités
biologiques a savoir I’activité antioxydante, antimicrobienne et antifongique de certains
constituants de cladodes de I’Opuntia ficus indica a différents stades de maturité provenant de
deux régions : Bouhinoune et Larbaa Nath Irathen. Le contenu en polyphénols totaux est
estime par la méthode de Folin Ciocalteu. D’aprés les résultats, la teneur en polyphéenol totaux
ne varie pas en fonction de 1’age ou de la provenance du cladode. Afin d’évaluer ’activité
antioxydante des extraits éthanoliques, deux tests ont été réalisés: test de I’activité
antiradicalaire avec 1’acide 2, 2-Azinobis 3-éthyle-Benzo Thiazoline-6-Sulphonique (ABTS)
et le 2,2 Diphenyl -1- Pycryl Hydrazyl (DPPH). Les résultats de 1’extrait éthanoliques du
jeune cladode de la région de Bouhinoune exprime une importante activité antiradicalaire
avec une valeur IC50 de 605 pg/ml. L’activité antibactérienne démontre que seuls les extraits
a ’acétate d’éthyle des deux cladodes jeune et adulte de la région de Bouhinoune présentent
une légére activité sur Bacillus cereus. L activité antifongique a eu comme résultats que seule
Aspergillus niger présente une sensibilité qui se traduit par une décoloration du mycélium.
L’aptitude du mucilage des cladodes a former un emballage a été également testeée. Bien que

ce dernier soit correctement réalise il nécessite cependant une optimisation.

Mots clés: cladodes du figuier de barbarie, polyphénols, mucilage, activité

antioxydante, activité antimicrobienne, activité antifongique.



Abstract

Prickly pear cladode is widely consumed in some countries, given its richness in
bioactive components that exhibit various beneficial health effects.

The objective of this study is the analysis and evaluation of the properties and
biological activities, namely the antioxidant, antimicrobial and antifungal activity of certain
constituents of cladodes of Opuntia ficus indica at different stages of maturity from two
regions. : Bouhinoune and Larbaa Nath Irathen. The content of total polyphenols is estimated
by the method of Folin Ciocalteu. According to the results, the total polyphenol content does
not vary according to the age or the origin of the cladode. In order to evaluate the antioxidant
activity of the ethanolic extracts, two tests were carried out: test of the antiradical activity
with the acid 2, 2-Azinobis 3-ethyl-Benzo Thiazoline-6-Sulphonic (ABTS) and the 2, 2
Diphenyl-1-Pycryl Hydrazyl (DPPH). The results of the ethanolic extract of the young
cladode from the Bouhinoune region expresses significant antiradical activity with an 1C50
value of 605 pg/ml. The antibacterial activity shows that only the ethyl acetate extracts of the
two young and adult cladodes from the Bouhinoune region show a slight activity on Bacillus
cereus. The antifungal activity has resulted in only Aspergillus niger showing sensitivity
which results in discoloration of the mycelium. The ability of cladode mucilage to form
packaging was also tested. Although the latter is correctly done, it nevertheless requires

optimization.

Key words: prickly pear cladodes, polyphenols, mucilage, antioxidant activity,
antimicrobial activity, antifungal activity.
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Introduction générale

De nos jours, la consommation des aliments d’origine végétale constitue un enjeu de
santé publique du fait de la prise de conscience de la relation entre la qualité des aliments et la
santé. Les plantes contenant les principaux groupes de molécules bioactives a savoir les
polyphénols, vitamines et caroténoides, les quelles présentent une forte activité antioxydante,
manifestent un grand intérét pour 1’étude de ces composantes.

Le cactus de figuier de barbarie, Opuntia ficus indica est une plante tropicale qui est
cultivé dans des climats arides ou semi-arides, tels que les zones méditerranéennes et
d’Amérique centrale (Ginestra et al., 2009). Le domaine de la recherche scientifique a permis
la redécouverte de cette plante et ses propriétés. Des études scientifiques récentes menées sur
cette derniere ont pu déterminer son immense richesse, de sa raquette (cladode) jusqu’aux
graines, en molécules bioactives d’intérét pour la médecine et la santé humaine (Guo et al.,
2003).

En effet, les composés phytochimiques, présents dans cette plante a laquelle sont
attribués des avantages en matiere de soins de santé et de prévention des maladies, ont montré
différentes activités a effet pharmacologique, cicatrisant, inhibiteur d’ulcération d’estomac et
des effets neuroprotecteurs par le billet des activités antioxydantes et anti-inflammatoires
(Ginestra et al., 2009). Le mucilage du cactus présente également des intéréts variés qui sont
mis a profit dans 1’industrie agroalimentaire, cosmétique et pharmaceutique.

L’ Algérie représente I’endroit idéal pour cultiver les figuiers de barbarie du fait qu’elle
englobe toutes les conditions idéales pour assurer un bon développement de la plante avec un
meilleur rendement. Plus de quarante variétés de figuiers de barbarie qui pousse en Algérie
dont six sont a fruits comestibles réputées par leur golt succulent et sucré. Elles sont
caractérisées aussi par une grande quantité de graines contenues dans ce fruit comparée a
celles de la Tunisie ou du Maroc.

Au vue des vertus innombrables démontrées par diverses études, une valorisation de
celle plante s’impose. Les industries algériennes devraient se pencher sur cet axe afin de
développer ce secteur qui s’avére prometteur avec une valeur éeconomique importante (Cherif,
2016).

Dans cette étude on s’intéresse au genre Opuntia de la famille des cactacées, plus
précisément aux cladodes de 1’espece ficus indica. L’objectif de ce travail est d’évaluer in
vitro quelques activités biologiques des extraits phénoliques des cladodes et de leur mucilage,

ainsi que I’aptitude de ce dernier pour formuler un emballage.



Introduction générale

Le contenu de ce mémoire est présenté en trois chapitres : le premier est consacré a
I’étude bibliographique décrivant avec détails la composition chimique (sucres, protéines,
polyphénols...etc.) et une documentation sur la valorisation biotechnologique des cladodes de
1I’Opuntia ficus indica. Le second concerne le matériel et les méthodes utilisés dans ce travail.

Enfin, le dernier chapitre englobe les résultats obtenus et leurs discussions.
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I. Synthése bibliographique

1.1 . Opuntia ficus indica (figuier de barbarie)

Opuntia ficus-indica (L.) Mill, appelé figuier de Barbarie est une plante tropicale cultivée
dans des climats arides et semi-arides (Ginestra et al., 2009)., elle est originaire du Mexique et
s'est ensuite répandue dans de nombreuses régions du monde, comme I'Amérique du Sud et
du Nord puis le Sud de I'Afrique durant le 16éme et le 17éme siecle (EI Mannoubi et al.,
2008) En raison d'un contexte climatique favorable et d'un solide bagage culturel, le Mexique
a toujours accueilli les plus grandes cultures, avec une superficie couverte d'environ 50 000 a
70 000 ha, L'ltalie suit avec 7000 a 8300 ha de plantations intensives.

Opuntia ficus-indica a toujours été caractérisé par un impact économique et social élevé.
D’autres parties comme les cladodes (ou simplement le nopal), qui en dehors des Amériques
latines ont été généralement sous-évaluées, étant considérées comme des déchets de taille a
exploiter au maximum pour l'alimentation du bétail.

Le mucilage d'Opuntia ficus-indica est un polymere naturel produit dans les cellules du
parenchyme, a l'intérieur des tissus de différents organes (fruits et cladodes) ayant pour réle
principal la rétention d'eau qui est le composant majeur du cladode (91%) (Timparano et al.,
2014). C’est un hétéropolysaccharide de haut poids moléculaire qui se compose de 4.5% de
sucres (arabinose, galactose, rhamnose, xylose, acide uronique et acide galacturonique), Les
autres composants sont des protéines (1,5%), des lipides (0,2%), cendres (1,3%), et
spécialement du calcium (0,090%). De plus, 11 mg de vitamine C par 100 g et 30 ug de

caroténoides ont été détectés (Saenz, C et al., 2013).

Taxonomie
D’aprés Wallace et Gibson. (2002), leur classification systématique est

rappelée ci-dessous :
Reégne : Plantae
Sous regne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous classe : Caryophyllidae
Ordre : Caryophyllales
Famille : Cactaceae
Sous-famille : Opuntioideae
Tribu : Opuntieae
Genre : Opuntia
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Espéce : Opuntia ficus indica (L.) Mill

1.1.1 Description de la plante

Opuntia ficus indica (Figure 1) a plusieurs appellations qui différent selon les régions :
I’idiome local en Espagne (Tuna), dans les pays francophones du bassin mediterranéen elle
est surnommé (figuier de barbarie), Angleterre (Prickly pear), en Egypte (EI choki) et en
Algérie, plus précisément en Kabylie elle est surnommée (Akermous).

C’est une plante arborescente qui peut atteindre 3 a 5 metres de haut, sa tige est
constituée de cladodes appelés aussi « raquettes » unis les uns aux autres, ils sont sous forme
aplatie d’une épaisseur de 1 a 3 cm et de 30 a 40 cm de long et d’une largeur de 15 a 25 cm. A
I’age adulte, les cladodes qui forment la base de la plante se lignifient pour former un
véritable tronc a partir de quatre ans.

L’appareil racinaire est superficiel, il se concentre dans les 30 premiers centimetres du

sol, mais en revanche il est tres étendu (Mulas M., et Mulas G, 2004).

Fruit

Cladode

Figure 1. Figuier de barbarie (Photographie prise a
Bouhinoune en 2022).
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1.L1.1.1 Cladodes
Ils sont de forme charnue et ovale (Figure 2), de couleur verte mate assurant la fonction
chlorophyllienne a la place des feuilles. Ils sont protégés par une cuticule qui limite la
transpiration tout en assurant la fonction de protection contre les prédateurs (Nobele, 2002 ;

Schweizer., 1997). Les cladodes peuvent étre sans ou avec épines selon leur race.

Cladode

Figure 2. Cladodes de figuier de barbarie (photographie prise a Bouhinoune en
2022)

1.L1.1.2 Epines
Elles sont sous forme conique et ont seulement quelque millimetre de long (Figure 3),
elles sont éphémeres et rudimentaires a leurs bases se trouve les aréoles. Elles produisent des
épines blanchatres avec une surface rude qui ont pour réle la protection contre les prédateurs
tout en limitant la transpiration. A leurs bases on trouve les glochides qui sont de fines épines
de couleurs brunatres qui se décrochent facilement une fois touchées par le vent, en contact
avec la peau elle cause des irritations.
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Glochide Epines

Figure 3. Glochides et épines de 1’Opuntia ficus indica (anonyme 1 et 2)

1.L1.1.3 Fleurs
Les fleurs sont a ovaires inferes et hermaphrodites, avec de grandes corolles latérales
jaunes, oranges ou rouges (Schweizer., 1997 ; Reyas-aguero et al., 2006). Un cladode fertile
peut porter jusqu'a une trentaine de fleurs. Ce nombre varie selon la position du cladode sur la

plante et les facteurs physiologiques (Reyes-aguero et al., 2006), elles ont une taille de 4 cm a
10 cm (Figure 4).

Pétales

Figure 4. Fleurs d’Opuntia ficus indica (anonyme 3 et 4)

Une fois les fleurs développées, elles donnent naissance a des fruits sous forme ovoide,
allongée, ronde et elliptique (Figure 5) de couleurs variables (vert, jaune, rouge, violet)
couverte de petites épines. Le fruit pese de 100 a 150 g, selon l'origine, le cultivar et les
conditions édaphiques, il est composé de pulpe, de graines et de peau.
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Les épines

Figure 5. Fruit d’Opuntia Ficus Indica (anonyme 5)

1.2 Compositions chimique de la plante
1.2.1 Le cladode
Le cladode est composé essentiellement de mucilage, selon (Saenz et al., 2004) il est
défini comme un polysaccharide neutre contenant environ 55 sucres composés d'arabinose,
rhamnose, galactose et xylose (Tableau 1). Différentes quantités de sucres neutres tels que le
L-arabinose, le D-galactose, le L-rhamnose et le D-xylose ont été obtenues a partir du
mucilage de nopal, des fractions neutres de glucanes, de glycoprotéines et d’'acide
galacturonique constituent le polysaccharide hydrosoluble d'Opuntia ficus-indica (Séenz et
al., 2004). Les techniques de chromatographie sont utilisées pour déterminer la structure

moléculaire et la composante en sucres (Forni et al., 1994).

Tableau 1. Compositions en monosaccharides des extraits de différentes parties d'Opuntia
ficus indica (Majdoub et al., 2001).

Monosaccharides (%) Extrait du mucilage Extrait de peau

Glucose 1.9 0

Acide galacturonique 10.2 46.3
Arabinose 15.0 0

Rhamnose 46.0 53.7
Xylose 9.1 0
Mannose 4.1 0
Galactose 11.0 0
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Pour les minéraux, le potassium est le principal élément, il occupe 60% de la teneur
totale en cendres (166 mg /100g de poids frais), suivie par le calcium (93 mg /100 g de poids
frais), sodium (2 mg /100 g de poids frais) et le fer (1,6 mg/100 g de poids frais) tandis que le
magnésium n'a pas été détecté (Munoz de chaves et al., 1995). Des études récentes ont
démontré que la composition minérale est de 18-57 mg /100g de poids secs pour le potassium,
11-17 mg /100 g pour le calcium et magnésium, suivie du manganése (62-103 ug /g), du fer
(59-66 pg /g), du zinc (22 a 27 pg /g) et du cuivre (8-9 ug /g). Ces valeurs doivent étre
considérées comme approximatives puisque les teneurs en minéraux varient avec les especes,
le site de culture et I'état physiologique du tissu de cladode. Il est a noter que le calcium joue
un role crucial dans la rétention d'eau dans les tissus succulents (Stintzing et al., 2005).

Le cladode est composé aussi d’acides organiques (Tableau 2), acides gras (Tableau 3),
acides aminés (Tableau 4), vitamines et caroténoides (Tableau 5), chlorophylles, composés

phénoligues (Tableau 6) et les composeés de haut poids moléculaires (Tableau 7).

Tableau 2. Composition des cladodes en acides organiques a deux différents temps de récolte
(Abidi et al., 2009).

Acides organiques 6h (matin) 18h (aprés-midi)
Poids frais (mg/100g)
Acide oxalique 35 35
Acide malique 985 95
Acide citrique 178 31
Acide malonique 36 Traces
Acide succinique Traces Traces
Acide tartrique Traces Traces

Tableau 3. Composition en acides gras dans les cladodes du figuier de Barbarie (Abidi et al.,

20009).
Acides Gras Matiere séche (g/1009)
Cl2:0 1,33
Cl4:0 1,96
Cl6:0 13,87
Cl6:1 0,24
Ci18:0 3,33




Suite tableau 3:

Tableau 4 . Composition en acides aminés dans les cladodes du figuier de Barbarie (Bruckner

I. Synthése bibliographique

Acides Gras Matiere seche (g/100g)
Cl18:1 11,16
C18:2 34,87
C18:3 33,23
C20:0 -
C22:0 -
C22:1 -
C24:0 -

et al., 2003).

Acides aminés Poids frais (mg/100g)
Alanine 0,6
Arginine 2,4

Asparagine 1,5
Acide asparaginique 2,1
Acide glutamique 2,6
Glutamine 17,3
Glycine 0,5
Histidine 2,0
Isoleucine 1,9
Leucine 1,3
Lysine 2,5
Meéthionine 1,4
Phénylalanine 1,7
Serine 3,2
Thréonine 2,0
Tyrosine 0,7
Tryptophane 0,5
Valine 3,7




Tableau 5 . Composition en vitamines dans les cladodes du figuier de Barbarie (Stintzing et

I. Synthése bibliographique

al, 2005).
Vitamines Pour 100 g de poids frais
Vitamine C totale 7-22 mg
Niacine 0,46 mg
Riboflavine 0,60 mg
Thiamine 0,14 mg
p-Carotene 11,3 -53,5 ug

Tableau 6 . Composition en polyphénols des cladodes de I'Opuntia ficus-indica (EI-Mostafa

etal., 2014).
Polyphénols Matiére seche (mg/ 100 mg)

Acide gallique 0,64-2,37
Coumarique 14,08-16,18

3,4- dihydroxybenzoique 0,06-5,02

4-hydroxybenzoique 0,5-4,72
Acide ferulique 0.56-34,77
Isoquercetine 2,29-39,67
Isorhamnetin-3-O-glucoside 4,59-32,21
Nicotiflorine 2,89-146,5
Rutine 2,36-26,17
Narcissine 14,69-137,1

Tableau 7 . Composants a haut poids moléculaire des cladodes de I'Opuntia ficus-indica.

Composants a haut poids

B Matiére seche Références
Cellulose 11% (Ben-Thlija., 2002).
Hémicellulose 8% (Ben-Thlija., 2002).
Lignine 3.9% (Ben-Thlija., 2002).
Amidon 85-171 mg/g (Retamal et al., 1987).
Hydrocolloids 36% VTC (Sutton et al., 1981)
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VTC : volume totale du cladode

1.2.2 Le fruit
Selon Séenz, C et al, le fruit d’Opuntia ficus indica se présente sous différentes formes
et tailles telles que : ovoide, ronde, elliptique et allongée avec des bords plats, concaves ou
convexes et a une large gamme de couleurs comme le rouge, I'orange, le violet, le jaune et le
vert avec de la pulpe ayant le méme couleur. Le fruit pese de 100 & 150 g, selon l'origine, le
cultivar et les conditions édaphiques. La pulpe est la partie comestible du fruit et ses
principaux composants sont l'eau (84 a 90%) et les sucres réducteurs (10 a 15 %). Dans le

tableau (Tableau 8) la composition chimique de la pulpe du fruit d'Opuntia est résumée.

Tableau 8. Composition chimique de la pulpe du fruit d’Opuntia ficus-indica (Piga., 2004).

Composant Teneur (%)
Eau 84-90
Glucide 12-17
Cendre 0,3-1,0
Fibre 0,02-3,15
Protéine 0,21-1,60
Lipide 0,09-0,70
Solides solubles 12-17
Pulpe 43-57
Graines 2-10
Epluchure 33-55
Acidité (acide citrique) 0.05-0.18

1.3 Activités biologiques des cladodes d’Opuntia ficus indica
1.3.1 Radicaux libres
Un radical libre (Figure 6) est une espéce chimique, atbme ou molécule, contenant sur
sa couche externe un électron célibataire (non apparié), conduisant a une grande instabilité de

la molécule ce qui donne des espéces réactives a durée de vie courte.

11
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Electron Manquant

Radical Libre
(molécule instable)

Figure 6 . Radical libre (anonyme 6)

Les radicaux libres sont des agents oxydants causant I’oxydation d’autres molécules par
arrachement d’un électron afin d’acquérir leur stabilit¢ (Gilgun-Sherki et al., 2001). Une
réaction en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche en
lui volant son électron, et la molécule attaquée devient alors elle-méme un radical libre
(Fotsing., 2005) (Figure 7).

Electron scul

Antioxydant Radscal hibee

Figure 7. Neutralisation d'un radical libre par un antioxydant (anonyme 7)

e Meécanisme d’action
Les acides gras polyinsaturés des membranes constituent une cible privilégiée par le OH-
qui arrache un hydrogéne sur les carbones situés entre deux doubles liaisons, la réaction est

appelée peroxydation lipidique. Cela se résume en quatre principales étapes :

12
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- Attaque des deériveés lipidiques par un radical libre ;

- Le radical forme subit un réarrangement interne, d a une tautomérie liée au
déplacement et la double liaison la plus proche de 1’électron célibataire ;

- En présence de ’oxygéne, il se forme un radical peroxyde (ROOQO) qui
déstabilise une deuxieme molécule d’acide gras polyinsaturé et conduit a un hydroperoxyde
lipidique (ROOH) et un nouveau radical.

Cette auto-oxydation se propage et s’amplifie d’un acide gras a I’autre (Favier., 2003).

1.3.2 Antioxydants
Les antioxydants sont des substances endogénes ou exogenes capables de retarder,
prévenir ou inhiber la génération d’un oxydant toxique (radical libre), d’arréter ceux qui sont
déja produits et de les inactiver (Tang et Halliwell., 2010). Les polyphénols sont des supports
majeurs de l'activité antioxydante (Bathaie et al., 2013) permettant la protection contre le

stress oxydant et le vieillissement cellulaire.

1.3.3 Activité antioxydante des cladodes d’Opuntia ficus indica

L’activité antioxydante est définie comme étant I’habilit¢ d’un composé (dit
antioxydant) a inhiber la dégradation oxydative d’un substrat telle que la peroxydation
des lipides et des protéines. Cet antioxydant a pour réle d'empécher les radicaux libres
d'atteindre leurs cibles biologiques, d'ou leur fonction de protecteur chimique (Pincemail
et al,. 1998 ; Gramza et al., 2005). Grace a la mobilité de I’hydrogéne phénolique, les
composés phénoliques sont capables de piéger les radicaux libres oxygénés en particulier les
radicaux peroxydes (ROO-), superoxydes (O-2) et les hydroxyles (OH) (Madhan et al., 2007).
Cela est mis en évidence soit par le dosage des produits formés (en particulier des
hydroperoxydes) par des techniques photométriques plus ou moins directes, soit par la mesure

de I'efficacite du composeé a piéger des radicaux libres (Tilahun et al., 2018).

1.3.4 Activité antimicrobienne
Différents travaux ont été réalisés afin de faire face aux résistances des
microorganismes vis-a-vis des antibiotiques, de ce fait I’é¢tude de ’activité antimicrobienne

des extraits de cladodes a était réalisee (Tableau 9).
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Tableau 9. Activité des extraits de cladodes de 1’Opuntia ficus indica contre certaines
souches bactériennes (Rocchetti et al., 2018)

) Cladodes
Bactéries testés Zone d’inhibition
Types d’extractions
Méthanolique +
E.coli (ATCC 25922) Chloroformique +
Ethanolique *
E.coli (ATCC 35218) Meéthanolique -
Staphylococcus aureus ) )
Méthanolique i
(ATCC 29213)
Streptococcus pneumonia ) _
Méthanolique +
(ATCC 49619)
Pseudomonas aeruginosa ) )
Méthanoique -
(ATCC 27853)

1.4 Valorisation biotechnologique
Cette plante a de nombreux usages dans différents domaines tels que 1’agroalimentaire,

médical et cosmétique.

1.4.1 Usages agroalimentaires

Les cladodes sont utilisés pour 1’alimentation humaine mais aussi pour 1’alimentation
animale, les jeunes cladodes sont consommés comme légumes et les adultes servent a la
production de confitures de cladodes en saumure, de farines qui pourraient remplacer celle du
blé dans différentes préparations. Dans le cas de 1’alimentation animale, ils sont utilisés pour
I’alimentation des bovins et ovins en produisant des fourrages a base de cladodes, les fleurs
servent comme source nutritive tres appréciée par les abeilles (Arba., 2009). Le mucilage
isolé trouve des applications dans la purification de 1’eau potable (Rebah et al., 2017)

Le fruit est comestible, mais il sert a la fabrication de confitures, marmelades et des
huiles et autant que colorant naturel et édulcorant (Stintzing et al., 2005). Dans certains pays
comme le Mexique, il est consommé en fruits frais ou en conserve ou alors transformé en
sirop, caramel ou fromage de figue de Barbarie (Filannino et al., 2016). Quant aux graines,

celles-ci sont utilisées pour la fabrication de farines ou des huiles (Mulas M et al., 2004).
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1.4.2 Utilisation médicale et pharmaceutique

Les différents intéréts medicaux et pharmaceutiques sont résumés dans le tableau 10.

Tableau 10. Intéréts médicale et pharmaceutique d'Opuntia ficus indica.

Partie de la
plante utilisée

Intérét médicale

référence

Prévention de maladies : diabéte, trouble cardio-
vasculaire, infection de I’appareil urinaire et

troubles digestifs.

(Arba., 2009)

le fruit
Activité anti-inflammatoire grace au [3-sitostérol. (Park etal.,
1998)
remede contre le disfonctionnement de la prostate et
. : . (Rabemanantsoa.,
contre les insuffisances rénales. 2010)
La fleur
. ) (Ennouri et
remede contre aux brulures et coups de soleil. al.2005)
réductions des risques de maladies cardio-
SNl vasculaire et maladies coronariennes.
Activité antiulcéreuse (activité protectrice contre (Galati et al.,
Le mucilage 1y . 2002)
’ulcere gastrique.
inhibe la réplication intracellulaire de certains virus
a ADN et a ARN ( virus de I'herpés simplex de type
La tige 2, virus de I'nerpes equin, virus de la pseudorage, (Ahmad et al.,
virus de la grippe, virus de la maladie respiratoire =
syncitiale et le VIH-1).
Les flavonoides (la quercétine, la (+)-
dihydroquercétine et la quercétine 3-méthyléthe),
sont neuroprotecteurs antioxydants actifs action ( Dok-Go et al.,
Le cladode . - .
protectrice contre les lésions oxydatives chez les 2003)

rats.
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Suite Tableau 10 :

Partie de la Intérét médicale référence
plante
utilisée
inhibe la prolifération des lignées cellulaires du (Loroetal.,
cancer du col de l'utérus, de I'ovaire et de la vessie in | 1999; Sreekanth
vitro, et supprime la croissance tumorale chez la et al., 2007)
souris nue modele de cancer de I'ovaire in vivo.
Le cladode
atténue les symptomes de la gueule de bois comme (Wiese et al.,
les nausées, la bouche seche et I'anorexie. 2004)

Contro6le du tot de sucre et du cholestérol dans le

sang.

(Fernandez et al.,
1990)

1.4.3 Cosmétique
Le mucilage extrait des cladodes est utilisé dans la fabrication des shampoings, créemes

dermiques, des laits hydratants ainsi que des crémes capillaires (Ennouri et al., 2006).

1.4.4 Autres utilisations

En plus des intéréts précédemment cités, les Opuntia ficus indica possédent d’autres

intéréts comme la fabrication de structure d’assainissement des eaux usées et peuvent aussi

servir de barriére contre la désertification et 1’érosion du sol. Dans le domaine énergétique,

elle est utilisée dans la production de biodiésel et la production d’éthanol par le billet de la

fermentation microbienne (Del-Valle et al., 2005 ; Hadj Sadok., 2010).
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» Objectif de I’étude
Le présent travail a été effectué au niveau du laboratoire de recherche Biochimie
Analytique et Biotechnologie de 1’Universit¢é Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou, faculté des
Sciences Agronomiques et des Sciences Biologiques, durant la période comprise entre mis
Mars et fin Juin de 1’année universitaire 2022. Cette étude porte sur la valorisation des
différentes parties du cladode du figuier de barbarie par 1’évaluation de quelques activités
biologiques d’extraits issus de différents échantillons collectés de deux régions différentes de

la wilaya de Tizi-Ouzou.

I1.1 Matériel
.11 Matériel biologique
Deux échantillons de cladodes du figuier de barbarie (Opuntia ficus-indica) ont été
récoltés dans deux régions différentes de la wilaya de Tizi-Ouzou (Figure 8) a savoir Larbaa
Nath Irathen et Bouhinoune au mois de Mars de I’année 2022. Les différents échantillons

récoltés ont éte utilisés a 1’état frais afin d’éviter toute altération du produit.
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Figure 8. Carte de localisation des lieux de la récolte des cladodes (Google maps, consulté en 2022)
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expérimental

Les appareils utilisés,

Il Matériel et méthodes

Appareils, produits chimiques et milieux de culture utilisés lors du travail

les différents milieux de culture, les produits chimiques,

solvants organiques et sels utilisés sont résumés dans les tableaux 11,12 et 13 ci-dessous.

Tableau 11. Appareilles utilisés

Spectrophotometre UV-

visible

BIOTECH ENGINEERING MANAGEMENT
CO.LTD(UK),VIS7220G

Balance de précision

Sartorius,BP121S

Balance DENVER INSTRUMENT, MXX-612
Autoclave Pbi International
Etuve37°C et 105°C memmert 854 Schwabach, memmert

Four a moufle

NABERTHERM Controller B170

Centrifugeuse Réfrigérer

Hettichzentrifugen D-7200 tuttingen

Bain-marie

WiseBath (Fuzzy control system)

Agitateur magnétique

VELP SCIENTIFICA, VARIOMAG electronictihrer polyl5

NETEZ
Rota-vapeur Stuart
Vortex VELP SCIENTIFICA (Zx3)
Congélateur et Réfrigérateur ENIEM

Tableau 12. Différents milieux culture utilisés

Milieux de cultures

Gélose Nutritive (GN) (HIMEDIA).

Mueller Hinton Agar (MHA) (HIMEDIA).

Agar a Extrait de malte (EM)

Extrait de pomme de terre agar “Potato Dextrose Agar (PDA)”
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Tableau 13 . Réactifs, produits chimiques, solvants organiques et sels utilisés

L Solvants Produits
Réactifs Sels . .
organiques chimiques
(F:Qig?:(;tlltzse(;?grll;l A Persulfate de Ethanol (Biochem | Acide
potassium (K2S;0g) chemopharma) ascorbique
ALDRICH),
2,2-Diphenyl-1- Carbonate de sodium | 2xe¢tate d’éthyle . .
picrylhydrazyl, (Na,CO3) (Fluka) (Biochem Acide gallique
(DPPH) 2Vs chemopharma)
o Diméthylsulfoxide
220 BTG S Chlorure de sodium (DMSO)
ethylbenzothiazoline- (NaCl) (Biochem
6-sulfonate, (ABTS) chemopharma)

1.2 Méthodes et protocoles expérimentaux

11.2.1

L'extraction a été réalisée selon la méthode d’Espino-Diaz avec quelque modifications

Extraction de la peau et du mucilage

(Espino-Diaz et al., 2010). Les épines des cladodes ont été enlevées a 1’aide d’une pince
ensuite les cladodes ont été lavées et rincées a 1’eau distillé puis découpées. La peau fut
séparée du mucilage a I’aide d’un scalpel. Les différentes étapes sont récapitulées dans la

figure 9.
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Nettoyage des
cladodes.

N

Pesage des cladodes
sur une balance

:

i

Séparation a 1’aide
d’un couteau.

Mucilage Peau
) U |
— Vv
Lavage avec ’éthanol + Sans lavage Utilisée pour I’extraction des
I’eau distillée phénols totaux afin d’étudier les

différentes activités biologiques

! \ ! 7

v
Production d’un Tests d’activités Activités antimicrobiennes,
emballage comestible antioxydantes antifongiques et antibactériennes

Figure 9. Etapes de séparation entre le mucilage et la peau des différents cladodes

11.2.2.1 Mode opératoire
Des morceaux de cladodes ont était prélevés afin d’évaluer la tencur en eau de la
biomasse entiere. La peau fut ensuite séparée du mucilage pour déterminer sa teneur en eau et
en cendres. Les échantillons ont été placés dans une étuve a 105°C jusqu’a obtention d’un

poids sec constant.
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11.2.2.2 Expression des résultats

Le taux d’humidité est exprimé en (%) selon la formule suivante :

H9% = (E1-E2/E1)*100

- H% : Taux d’humidité exprimé en pourcentage.
- E1 : Poids de I’échantillon frais (g).
- E2 : Poids de I’échantillon aprés séchage (g).

Calcul de matiere seche :

Matiére seche % = 100-H%

11.2.3 Teneur en cendres et en matiere organique
La matiere séche obtenue de la peau et du mucilage a été déposée dans des capsules en
porcelaine puis placées dans un four @ moufle a 550°C pendant 3 heures jusqu’a destruction
totale de toute particule charbonneuse (couleur grise claire ou blanchatre). Ensuite, les
capsules sont retirées du four et mises dans un dessiccateur pour les refroidir avant de

procéder a la pesé (Bruneton., 1999).

11.2.3.1 Expression des résultats

La teneur en matiere organique est calculée comme suit :

MO% = (M1-M2)/P

- MO : matiere organique.
- M1 : masse des capsules + prise d’essais M2 : masse des capsules + cendre.
- P : la masse de prise d’essais.

La teneur en cendre est donnée par la formule suivante :

Tc =100-MO%

11.2.4 Extraction des polyphénols totaux
Aprés avoir séparé la peau du mucilage, elle a éte découpée en petits morceaux puis
séchée dans une étuve a 50°C pendant 24h. La matiére ainsi obtenue est broyée afin d’obtenir
une poudre fine qui va servir a I’extraction des polyphénols totaux avec deux Ssolvant

difféerents, a savoir 1’éthanol et I’acétate d’éthyle, cette démarche est décrite sur la figure 10.
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Figure 10. Protocole d'extractions des phénols totaux de la peau des cladodes.

22




Il Matériel et méthodes

11.2.5 Dosage des polyphénols totaux
11.2.5.1 Principe
Le principe de la méthode est basé sur I’oxydo-réduction. Le réactif de Folin Ciocalteu
est un acide de couleur jaune, constitue de polyhétérocycles, acides contenant du molybdéne
et du tungstene (Gervaise., 2004). La méthode consiste a réduire le mélange d’acide
phosphotungstique (H3PW1,P40) et d’acide phosphomolybdique (HsPMo01,040) lors de
I’oxydation des phénols en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe (Ws0O,3) et de molybdéne

(MogO23). La présence de carbonates de sodium rend le milieu Iégérement alcalin.

11.2.5.2 Mode opératoire

Le contenue en phénols totaux des extraits est déterminé en utilisant le protocole de Yap
et al. (2009) (figure 11) en y rajoutant quelques modifications. Différentes dilutions de nos
échantillons ont été préparées pour y ajouter 40ul du réactif Folin-Ciocalteu. Apres cing
minutes d’incubation, un volume de 200ul de la solution aqueuse de carbonate de sodium
(Na2CO3) a 20% est additionné au milieu réactionnel, puis le mélange est incubé a
température ambiante pendant 20 min a I’obscurité. Les absorbances sont mesuré a 750 nm au
spectrophotomeétre contre un blanc sans extrait, la quantification des composés phénoliques
est réalisée en fonction d’une courbe d’étalonnage linéaire de la forme (y= a X) a base d’acide

gallique (0 a 90pg/ml) comme référence (Annexe 01)

1 ml d’échantillon

|
\/
40 pl du réactif Folin-Ciocalteu.

| < ' Incubation 5 min !
\/ RPN,
200 pl de la solution aqueuse de

carbonate de sodium (Na;CO3) @ 20%. | |- -
Incubation 20 min a

| |
| |
| < . température ambiante & |
A4 i I’obscurité. i
Lecture de la densité optique & I |
750nm.

e o o - ——

Figure 11. Protocole de dosage des phénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu.
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La concentration des polyphénols a été déterminée par la formule suivante :

*V*D
Ps

T=C

T : teneur en phénols totaux.

C : concentration des polyphénols en équivalent d’acide gallique déduit de la courbe.

V : Volume de I’extrait.
D : facteur de dilution.
Ps : poids de la matiere séche.

11.2.6 Test de P’activité antioxydante

Afin d’évaluer ’activité antioxydante des composés phénoliques des échantillons

étudiés, deux tests in vitro ont été réalisés pour chaque échantillon (le test de réduction des

radicaux ABTS et DPPH.

11.2.6.1 Activité « Scavenger » du radical ABTS

La formation du radical cation ABTS+ résulte de 1’arrachement d’un électron de ’un

des atomes d’azote de la molécule ABTS par un oxydant (le persulfate de potassium). En

présence d’antioxydants donneurs de protons, ce radical ABTS+ de coloration bleu-vert est

réduit en ions ABTSH+ incolore (Figure 12). Le suivi de cette décoloration a 734 nm permet

d’évaluer le potentiel antiradicalaire de 1’extrait (Re et al., 1999). Le controle positif est

représenté par une solution d’un antioxydant standard a savoir 1’acide ascorbique dont

I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons.

{ Poatssium Persulfate

1e-
ABTS S
R
-&(D:?_”_N#;U.\ 1 :e
= = "ANTIOXIDANT"

B g

(Y 5-€ § N

W S -
" L ™ |

o]

Figure 12. Processus de réduction du radical ABTSe+ en ABTS en présence d’un
antioxydant (RE et al., 1999).
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e Mode opératoire :
Le mode opératoire est résumé par la Figure 13.

Solution ABTS Solution
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‘_ 0.7+0.02a 734
Solution Des extraits phenoliques a
d’ABTS différentes concentration
v
Incubation
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Y

Mesure de

I’absorbance a
734 nm

Figure 13. Protocole d’étude de I’activité « scavenging » avec le radical ABTS<+ (RE et al.,
1999).
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e Expression des résultats
Pour déterminer les IC50, différentes concentrations d’extrait ont été testées. Le

pourcentage de réduction du radical ABTSe+ a été calculé par la loi suivante:

%ABTSe+ inhibé = Absorbance blanc — Absorbance échantillon / Absorbance blanc x100

11.2.6.2 Test DPPH
L’activité antiradicalaire est estimée en utilisant le 2,2 Diphenyl -1- PycrylHydrazyl

(DPPH), qui est un radical libre et stable, de couleur violette intense due a la délocalisation de
son électron célibataire autour de la molécule. La mesure de l'efficacité d'un antioxydant
(capaciteé a fixer des radicaux libres) se fait en mesurant la diminution de la coloration violette
a 517 nm. La présence d’un antioxydant dans le milieu engendre la libération d’un proton qui

se fixe avec le DPPH d’ou la diminution de I’intensité de la couleur (Gulcin et al., 2003).

e Mode opératoire
Le test du pouvoir antiradicalaire est réalisé selon la méthode de (Brand williams et al.,

1995). La solution du DPPH est préparée par solubilisation de 0.02mM de DPPH dans 100mL
d’éthanol. Un volume de 50ul d’extraits phénoliques ou standards sont ajoutés almL de
DPPH et un contrdle est préparé avec 50 ul du solvant utilisé avec 1 ml de DPPH, Apres
homogénéisation au vortex le mélange est laissé a I’obscurité pendant 30min. Les densités
optiques sont mesurées a 517nm. Le témoin positif est représenté par une solution d’acide
ascorbique avec des concentrations allant de 0 a 200ug/ml comme antioxydant standard
(annexe 2)
e Expression des résultats
L’activité anti radicalaire, qui exprime la capacité de piéger des radicaux libres, a été

estimée par le pourcentage d’inhibition du DPPH selon la formule suivante (Wang et al.,
2002) :

1% =AC - AE/AC x 100

| % : pourcentage d’inhibition
AC : I’absorbance de la solution DPPH.

AE : I’absorbance de I’échantillon.
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Le pourcentage d’inhibition permet de calculer le paramétre 1C50, définit comme étant
la concentration efficace de I’extrait nécessaire pour réduire de 50% la concentration de
DPPH initiale. Ces IC50 sont déterminées graphiquement par la droite de régression dont
I’abscisse représente la concentration des échantillons et 1’ordonné I’activité antiradicalaire en
pourcentage. La capacité antioxydante d'un composeé est d'autant plus élevée si son 1C50 est
petite (Molyneux., 2004 ; Huang et al., 2005).

11.2.7 Evaluation de I’activité antibactérienne (Antibiogramme)

L'activité antibactérienne est évaluée par la méthode de 1’antibiogramme qui permet de
déterminer la sensibilité des différentes especes bactériennes vis-a-vis des extraits. Cette
méthode repose sur la diffusion du compose a effet antibactérien en milieu solide dans une
boite de pétri préalablement ensemencée par une suspension bactérienne. Selon Cavallo et al
(2007), l’activité antibactérienne sur la cible est appréciée par la mesure de la zone
d’inhibition aprés un certain temps de contact et en fonction du diamétre d’inhibition. Des
disques en papier whatman de 5 mm de diametre, sont alors placés en surface de la gélose,
puis imprégnes des extraits a testés (Wilkinson., 2006). Les différentes souches bactériennes
testées représentées dans le tableau 14 ont été fournies par le laboratoire de recherche de la

faculté (LABAB). Elles comprennent des espéces Gram+ et Gram-.

Tableau 14. Souches bactériennes testées et 1’antibiotique utilisé pour chaque souche.

Souche Etat frais Gram Antibiotique caractérisant
chaque souche
Bacillus cereus Bacille Gram + Erythromycine
ATCC 14579
Staphylococcus aureus Coque Gram + Erythromycine
MU 50
Staphylococcus aureus Coque Gram + Erythromycine
ATCC 25923
Escherichia coli Coccobacille Gram - Erythromycine
ATCC 25922
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e Milieux de culture
La gélose nutritive est utilisée pour 1’isolement des souches, c¢’est un milieu adéquat
pour la majorité des bactéries. Pour les tests de sensibilité des bactéries aux différents extraits,

la gélose Mueller Hinton est utilisée.

e Préparation des disques
Des disques de papier Whatman n°3 de 6 mm de diamétre, sont stérilisés par

autoclavage a 120°C pendant 20 minutes.

e Preéparation des pré-cultures bactériennes
Les souches bactériennes sont ensemencées dans une gélose nutritive par la méthode

des stries et incubées a 37°C pendant 18h.

e Standardisation et préparation de I’inoculum

Les suspensions bactériennes utilisées sont issues de cultures jeunes agées de 18h. Pour
cela, aprés I’incubation les colonies bactériennes des souches a tester sont raclées et bien
isolées a 1’aide d’une anse a boucle de platine. Ensuite, elles sont déchargées dans de 1’eau
physiologique stérile. Aprés une bonne homogeénéisation, les bactéries en suspension ont été
diluées jusqu’a I’obtention de 1’opacité de Mac Ferland de 0,5 equivalent & une DO de 0.08 a
0.10 a 625 nm. L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit I’eau physiologique stérile si
la DO est supérieur a 0,10 ou bien des colonies microbiennes si la DO est inferieur a 0,08.

Une fois dans la bonne longueur d’onde la suspension bactérienne peut-étre utiliser.

e Mode opératoire

Pour la réalisation d’un tapis bactérien la technique d’écouvillonnage est utilisée, elle
consiste a tremper un écouvillon dans la suspension préalablement préparé puis 1’essorer en
pressent fermement contre la paroi interne du tube. L’écouvillon est frotté sur la totalité de la
surface gélosée, de haut en bas en stries serrées. L’opération est répétée trois fois en tournant
la boite de 45° a chaque fois. L’ensemencement est fini en passant 1’écouvillon une derniére
fois sur tout le diametre gélosé. Le méme écouvillon est utilisé pour ensemencer plusieurs
boites de Peétri avec la méme souche.

Des disques stériles sont déposés délicatement sur la surface de la gélose inoculée a
I’aide d’une pince stérile. Un volume de chaque extrait (récupéré avec du DMSO ou de
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I’éthanol) est dépose sur les disques. Des antibiotiques caractérisant chaque souche sont
utilisés comme témoin positif et un volume de DMSO est déposé sur un disque sert de
témoin négatif. Finalement, les boites de Pétri sont incubées pendant 18 a 24 heures a 37°C.

« Expression des résultats
La lecture des antibiogrammes a été faite par la mesure des diameétres des zones
d’inhibition autour des disques et les résultats sont exprimés par la mesure du diameétre
de cette derniere et peuvent étre symbolisé par des signes d’apres la sensibilité des souches

vis-a-vis des extraits (Ponce et al., 2003).

11.2.8 Evaluation de ’activité antifongique
L'activité antifongique est évaluée par la méthode de confrontation directe entre les
extraits et les especes fongiques afin de déterminer la sensibilité de ces dernieres vis-a-vis des
extraits. Cette méthode repose sur la diffusion du composé a effet antifongique en milieu
solide dans une boite de pétri ensemencer par une espéce fongique. L’activité antifongique sur
la cible est appréciée par 1’observation d’une zone d’inhibition de la croissance du
champignon autour de I’extrait aprés un certain temps de contact et du développement de

I’espece fongique.

e Milieux de cultures
La gélose a I’extrait de pomme de terre “potato dextrose agar“ (PDA) est utilisée pour le
repiquage des souches fongiques et la gélose agar a extrait de malt (EM) est utilisée pour les

tests de sensibilité des souches fongiques aux différents extraits.

e Lessouches fongiques
Les souches utilisées dans cette étude sont : Aspergillus niger, Aspergillus flavipes,
Penicillium sp, Fusarium sp. Elles ont été fournies par le laboratoire Biomasse et
environnement et le laboratoire de mycologie de 1’universitt ABDERAHMANE Mira de
Bejaia.
e Repiquage des souches fongiques
A I’aide d’un écouvillon stérile des fragments et spores du mycélium sont récoltés, puis
frottés sur la totalité de la surface de gélose PDA de haut en bas et en stries. L’opération est
répéetée trois fois en tournant la boite de 45° a chaque fois. L’incubation des cultures est

effectuée a 28°C pendant 4 a 5 jours.
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e Mode opératoire
Un disque de 8mm de diameétre d’une jeune culture mycélienne est déposé au centre de
la boite de pétri contenant la gélose EM. Trois puits de 8 mm de diamétre ont été creusés sur
la gélose autour du disque mycélien précédemment dépose, puis remplit d’un volume de 50ul
des extraits. Les boites sont incubées dans une étuve a 28°C et observées quotidiennement
pendant 10 jours, les témoins sont des monocultures réalisees pour chaque champignon et

sont ensemencés dans un milieu a base d’extrait de malt.

e Expression des résultats

La lecture des résultats est faite par la comparaison de I’état du développement
entre les témoins et les boites contenant les champignons en confrontation direct avec les
extraits. Si une anomalie ou une inhibition est observée dans le développement du
champignon le résultat est considéré positif et ’extrait posséde une certaine activité
antifongique. Si aucune anomalie ou inhibition du développement du champignon est
apercgue vis-a-vis du témoin le résultat est donc négatif et 1’extrait ne posséde pas d’activité

antifongique.

11.3 Extraction des polysaccharides du mucilage du cladode et essaie de formulation
d’un emballage comestible

L’extraction des polysaccharides a été réalisée avec de I’éthanol (96%) (Volume
/volume) aprés broyage et chauffage du mucilage a 80°C pendant 40min.

Des centrifugations a 4000 g/min ont été effectuées pour récupérer le culot qui a
subi des lavages avec de 1’éthanol et de I’eau distillée pour assurer la dépigmentation du
polymére. Suite a cette procédure en résulte une poudre blanchatre apres séchage. La poudre
(polysaccharides) est ensuite solubilisée dans de 1’eau distillée puis additionnée avec un
volume de glyceérol. La solution est déposée dans une boite de pétri pour son séchage, les
différentes étapes de fabrication de 1’emballage sont résumées dans le schéma ci-dessous
(figure 14).
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Solubiliser 0,2 g dans
de I’eau distillé

. Agitation pendant
| 24h

A

Ajout d’un volume de
glycérol

A

Couler le mélange dans une
boite de pétri et laisser sécher
48h dans une étuve a 45°C

Figure 14. Protocole de fabrication d'emballage comestible a base de polysaccharides.
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I11. Résultats et discussion

I11.1 Teneur en humidité

Les résultats obtenus pour les teneurs en matiéres seches et en eau sont resumes dans la
figure 15.

120
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Echantillons

Figure 15. Teneur en humidité des échantillons

MCAL : mucilage de cladode adulte de Larbaa Nathe Irathen,
MCAB : mucilage de cladode adulte de Bouhinoune,

PCAL : peau de cladode adulte de Larbaa Nathe Irathen,
PCAB : peau de cladode adulte de Bouhinoune.

Il est constaté que les échantillons des cladodes sont riches en eau et en matiéres
volatiles, ce qui procure a celle-ci une grande résistance face aux sécheresses.
Les résultats ont révélé un taux de matiére séche compris entre 5.13 + 0.16 % et 14.01

+ 0.41. Cela signifie que la quasi-totalité du cladodes est constitué¢ d’eau (85.99 + 0.12 % a
94.87 £0.16 %).

I11.2 Teneurs en cendres
Le taux de cendres renseigne sur la quantité totale en sels minéraux presents dans un
échantillon de peau ou du mucilage des cladodes, ces derniers n’étant pas volatil a haute
température contrairement aux matiéres organiques, par déduction le taux de la matiere
organique present dans le méme échantillon est ainsi déterminé. Les résultats obtenus pour le
cladode de la région de Bouhinoune sont illustrés dans la figure 16.
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Figure 16. Teneur en cendres des échantillons.

MCAB : mucilage cladode adulte de Bouhinoune,
PCAB : peau cladode adulte de Bouhinoune.

111.3 Rendement d’extraction en polyphénols
Les rendements d’extraction des polyphénols des différents échantillons sont exprimés
en pourcentage (%) de masse d’extrait par rapport a la masse de la poudre de la peau de

cladode (4g). Les valeurs sont regroupées dans la (figure 17).
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Figure 17. Rendements d'extraction en phénols totaux

MCAL : mucilage de cladode adulte de Larbaa Nath Irathen,
MCAB : mucilage de cladode adulte de Bouhinoune,
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PCAL : peau de cladode adulte de Larbaa Nath Irathen,
PCAB : peau de cladode adulte de Bouhinoune.

Les rendements des extractions est de 1.07% jusqu’a 1.39% pour les différents
échantillons en utilisant 1’éthanol (96%). Les rendements sont nettement plus faibles par
rapport a ceux des travaux de Brahmi F et al (2022) ou I’extraction des phénols totaux est
effectuée avec différentes concentrations d'éthanol (20 %, 40 %, 60 %, 80 % et 100 %) pour
déterminer 1’effet des variations sur I'efficacité d'extraction des composés phénoliques. La
teneur en phénols totaux a augmenté avec I'éthanol concentré (de 20% a 40%) allons de 26 a
29 mg EAG/g MS, puis progressivement diminuée (de 29 a 4 mg EAG/g MS) quand la
concentration d'éthanol a augmenté (de 40% a 100%). Par conséquent, la teneur phénolique
la plus élevée a été obtenue avec 40% d'éthanol alors que la valeur la plus faible était obtenue
avec de I'éthanol pur. Ce comportement était attendu car les phénols sont plus solubles dans le

solvant polaire, I'eau étant plus polaire que I'éthanol.

Cela s’explique par la présence de groupement hydroxyle dans les composés
phénoliques, ce qui les rend facile a extraire a I'aide de solvants polaires. En ce qui concerne
le solvant, Brahmi F et al (2022) ont déduit que les conditions optimales pour 1’extraction des

phénols se fait a une concentration de (36%) pour 1’éthanol & 53°C pendant 60 min.

I11.4 Teneur en polyphénols totaux

La mesure de I’absorbance d’une solution d’acide gallique, pris comme standard, a
différentes concentrations, nous a permis de tracer une courbe d’étalonnage (annexe 1).
L’analyse quantitative des polyphénols est déterminée a partir de I’équation de la régression
linéaire de la courbe d’étalonnage exprimée en milligramme équivalent d’acide gallique par
gramme de matiere séche (mg EAG/g MS).

Des concentrations de 11.39 + 0.2 mg EAG/g MS pour I’extrait EPAL et de 10.7
0.07 mg EAG/g MS pour I’extrait d’EPJB en phénols totaux ont était deduites, comparées aux
deux autres échantillons qui possedent des concentrations supérieures, 13.962 + 0.3 mg
EAG/g MS pour EPCIL, et de 13.73 mg EAG/g MS pour EPCAB comme résumé dans la
figure 18.
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Figure 18. Teneurs en polyphénols totaux des différents extraits.

EPAL : extrait de peau de cladode adulte de Larbaa Nathe Irathen,
EPJL : extrait de peau de cladode jeune de Larbaa Nathe Irathen,
EPAB : extrait de peau de cladode adulte de Bouhinoune,

EPJB : extrait de peau de cladode jeune de Bouhinoune.

Les résultats de EI-Hawary et al (2020) réalisé avec une extraction méthanolique ont
donné des valeurs plus importantes 236.5 mg EAG/g d’extrait sec, la teneur en phénols est
bien plus supérieure aux présents résultats, une extraction a base de méthanol a donné un
meilleurs rendement par apport a la présente étude, ceci peut étre di a la différence de
protocole et de solvant utilisé.

I11.5 Test des activités antioxydantes
I11.5.1  Activité Scavenger au radical ABTS
Les résultats obtenus sont résumés la figure 19. La valeur IC50 désigne la

concentration en polyphénols (mg/ml) nécessaire pour inhiber 50% du radical ABTSe+.
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Figure 19. Les IC50 des différents extraits phénoliques et standard donnés par le test a
I’ABTS

EPAL : extrait de peau de cladode adulte de Larbaa Nath Irathen,
EPJL : extrait de peau de cladode jeune de Larbaa Nath Irathen,
EPAB : extrait de peau de cladode adulte de Bouhinoune,

EPJB : extrait de peau de cladode jeune de Bouhinoune.

Les extraits de cladodes du figuier de barbarie présentent des activités anti-
radicalaires moins importantes que celles rapportées par BOUTAKIOUT (2015), estimé par
une valeur d’IC50 de 0,048mg/ml. Cette différence de ’activité antiradicalaire pourrait étre
attribuée au fait que nous avons utilisé des solvants de polarités différentes de celle du solvant
utilisé par I’auteur (méthanol). L’acide ascorbique présente aussi une meilleure activité que
celle des échantillons avec une valeur de 0.19 mg/ml comparé a 1’échantillon EPJB qui
présente une IC50= 2.35+0.09 qui a le meilleurs taux d’inhibition et EPAB= 3.04+0.128 qui

présente le taux d’inhibition le plus faible.

I11.5.2  Test antiradicalaire avec le radical DPPH
Les absorbances mesurées servent a calculer le pourcentage d’inhibition du radical
DPPH. Les valeurs obtenues sont représentées dans 1’annexe 8. Les valeurs des IC50 des

différents extraits ont été déterminées graphiquement, il s’agit des concentrations qui
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réduisent 50% des radicaux libres. Une valeur faible d’IC50 indique une activité antioxydante
forte.

L’extrait EPAB atteint presque son maximum d’activit¢é a 0.97mg/ml avec un
pourcentage d’inhibition (PI) de 48,33+ 3%. Quant aux extraits EPJB, EPAI, EPCIL, leur
Pl sont plus importants et sont respectivement de 1’ordre de 64 +1% ; 68,66+ 0,5% et
69+1% correspondant aux concentrations de 0.75 mg/ml, 0.95 mg/ ml et 0.98 mg/ml
(figure 20).

L’acide ascorbique utilis¢é comme référence a inhibé de 97.71 £ 0.32 % le radical
DPPH a 0.2 mg/ ml. Pour mieux estimer et comparer les résultats il est important de
déterminer graphiquement la concentration correspondante a 50 % d’inhibition (IC50), qui

constitue l'efficacité et I’activité antioxydante des différents extraits étudiés.

EPAL EPJL EPAB EPJB A ascorbique

1,2 +

1C50 (mg/ml)
o o o
=Y (=)} o4} =

o
L]

o

Les differents échantillons et standard

Figure 20. Les IC50 des différents extraits phénoliques et standard donnes
par le test DPPH

EPAL : extrait de peau de cladode adulte de Larbaa Nath Irathen.
EPJL : extrait de peau de cladode jeune de Larbaa Nath Irathen.
EPAB : extrait de peau de cladode adulte de Bouhinoune.

EPJB : extrait de peau de cladode jeune de Bouhinoune.

L’EPJB présente 1’activité antiradicalaire la plus élevée avec une IC50 de
0.605+0.012 mg/ml suivie de celles des extraits EPAL et EPJL avec des valeurs de 0.680+
0.005 mg/ml, 0.688+0.010 mg/ml. Tandis que 1’extrait EPAB présente 1’activité
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antiradicalaire la plus faible avec une 1C50 de 0.997 +0.047 mg/ml. Les extraits présentent
une activité antioxydante faible comparativement a I’IC50 de 1’acide ascorbique qui est de
0.13 mg/ml

Selon les résultats enregistrés, les extraits de cladodes du figuier de barbarie ont
montré des valeurs des 1C50 plus importantes que celle retrouvée par HALMI (2015) qui est
de I’ordre de 0.309 mg/ml et donc une activité antioxydante plus faible. Cette différence
d’activité pourrait étre attribuée a I’utilisation de solvants différents de celui utilisé par
I’auteur (méthanol). De plus, dans la présente etude seule la couche externe (peau) fut
analysée pour sa teneur en polyphénols et 1’activité antioxydante de ces derniers.

Par ailleurs, il est a préciser que I’extrait de mucilage non lavé (brut) présente une
activité anti radicalaire a 19%, alors que celui qui a subi un lavage ne démontre aucune
activité, cette activité est probablement liée aux pigments.

Les meilleurs résultats sont obtenus avec le test au radical libre DPPH, avec des
concentrations inhibitrices plus inférieures que celles obtenues par le test ABTS , cela peut
étre due au faite que le DPPH implique seulement le transfert d’électrons tandis que I’ABTS
a pour avantage le transfert de protons H (Boutakiout., 2015).

Des études montrent que I’activité antiradicalaire est corrélée avec le taux des
polyphénols et des flavonoides dans les extraits des plantes médicinales (Mariod et al,.
2009). Ceci mene a suggérer que l'effet antioxydant de différents extraits peut étre di a un

synergisme entre les polyphénols avec d’autres composants.

I11.6 Activités antimicrobienne
11.6.1  Evaluation de I’activité antibactérienne

La méthode de I’antibiogramme est utilisée pour évaluer I’activité antimicrobienne des
différents extraits de la peau de cladodes vis-a-vis de quatre souches : Bacillus cereus ATCC
14579, Staphylococcus aureus MU 50, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli
ATCC 25922. La présence ou non de I’activité antimicrobienne se manifeste par 1’apparition
ou non d’une zone d’inhibition (zone claire autour du disque), le diametre de cette dernicre est
estimé en millimétre (mm).

Les résultats obtenus sont représentes dans les tableaux 15 et 16, respectivement pour

I’extrait a base d’éthanol et celui extrait a base de 1’acétate d’éthyle.
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Tableau 15. Diamétres des zones d’inhibition en mm (moyenne + écart type) exercées par les
extraits éthanoliques vis-a-vis des souches testées.

Souche Bacillus cereus | Staphylococcus | Staphylococcus | Escherichia coli
ATCC 14579 aureus MU 50 aureus ATCC ATCC 25922
Extraits 25923
éthanoliques
Antibiotique 32+2mm 23+2mm 36+4mm 6mm

EPAL emm emm 6mm 6mm
EPJL 6mm 6mm 6mm 6mm
EPAB 6mm emm 6mm 6mm
EPJB 6mm emm 6mm 6mm

EPAL : extrait de peau de cladode adulte de Larbaa Nath Irathen,

EPJL : extrait de peau de cladode jeune de Larbaa Nath Irathen,

EPAB : extrait de peau de cladode adulte de Bouhinoune,

EPJB : extrait de peau de cladode jeune de Bouhinoune

Tableau 16. Diamétres des zones d’inhibition en mm (moyenne + écart type) exercées par les
extraits a base de l'acétate d'éthyle vis-a-vis des souches testées.

Souche Bacillus cereus | Staphylococcus | Staphylococcus | Escherichia coli
Extrai ATCC 14579 aureus MU 50 aureus ATCC ATCC 25922
d’acétate 25923
d’éthyle

Antibiotique 341+3mm 272=4mm 32+4mm 18+=1mm
EPAL 6mm 6mm 6mm 6mm
EPAB 7E=1mm 6mm 6mm 6mm
EPJB 8F=1mm 6mm 7+1mm 6mm

A partir des deux tableaux, certains extraits de peau de cladodes présentent une

activité antibactérienne, vis-a-vis des souches de référence testées a savoir Bacillus cereus
ATCC 14579, Staphylococcus aureus MU 50, Staphylococcus aureus ATCC 25923,

Escherichia coli ATCC 25922. Cependant, I’analyse des résultats obtenus démontre que les

extraits a base d’acétate d’éthyle présentent une activité antibactérienne contrairement aux

extraits éthanoliques qui n’exprime aucune activité vis-a-vis de ces souches.

Cependant, Rocchetti et al., (2018) ont pu démontrer des activités positives pour des

extraits éthanoliques et/ou méthanoliques vis-a-vis d” E.coli ATCC 25922 et Staphylococcus
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aureus ATCC 29213. De méme, Gebrekidan et Aragaw (2017) ont affirmé que les extraits de
cladodes et de fruits obtenus avec le chloroforme, le méthanol et 1’éthanol, possédent une
grande activité antibactérienne contre les bactéries a Gram positif et a Gram négatif.

Bacillus cereus ATCC 14579 est la souche qui présente une sensibilité aux extraits a
base d’acétate d’éthyle en présentant des zone d’inhibition de diamétre 8+1mm pour I’EPJB
et 7£1 mm pour ’EPAB. Concernant I’EPAL, il ne présente aucune activité antibactérienne
contre Bacillus cereus ATCC 14579. Ce test & montrer aussi que Staphylococcus aureus
ATCC 25923 présente une légere sensibilité a 1’extrait EPJB avec une zone d’inhibition de
7+1 mm de diamétre, mais elle n’a montrée aucune sensibilité vis-a-vis des deux autres
échantillons (EPAB, EPAL).

En ce qui concerne Staphylococcus aureus MU 50 et Escherichia coli ATCC 25922
celles-ci ne présentent aucune sensibilité aux extraits testés. De méme, Benattia (2017) a
observé que tous les extraits de raquettes se sont averés inactifs contre Escherichia coli et
Pseudomonas aeruginosa testées, car ces bactéries possedent un potentiel de résistance trés
élevé, alors que la bactérie staphylococcus aureus a manifesté une résistance relative vis-a-vis

des extraits.

111.6.2 Evaluation de I’activité antifongique
Le pouvoir antifongique est obtenu par la mesure des diamétres des zones d’inhibition
(mm) selon I’échelle cité par Mutai et al. (2009) ou par observation d’un changement dans le
développement de 1’espece fongique. Les effets des extraits de la peau a base d’acétate
d’éthyle sur les souches fongiques : Aspergillus niger, Aspergillus flavipes, Penicillium sp.,

Fusarium sp. aprés une semaine d’incubation a 28°C sont représentés dans le tableau 17.

Tableau 17. Résultats des tests des activités antifongiques des extraits a base d’acétate
d’éthyle sur les champignons ciblés aprés une semaine d’incubation a 28°C

Champignon Aspergillus Aspergillus Penicillium sp. Fusarium sp.
Echantillo niger flavipes
EPAL - - - -
EPAB - - - -
EPJB - - - -

EPAL : extrait de peau de cladode adulte de Larbaa Nath Irathen,
EPAB : extrait de peau de cladode adulte de Bouhinoune,
EPJB : extrait de peau de cladode jeune de Bouhinoune.
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A partir du tableau 17 qui représente les résultats obtenus aprés incubation pendant
une semaine a 28°C. Les extraits ne présentent aucune activité antifongique vis-a-vis des
souches testées (Aspergillus niger, Aspergillus flavipes, Penicillium sp, Fusarium sp) car
aucune zone d’inhibition n’a été observée, mis a part pour Aspergillus niger ou on n’observe
pas de zone d’inhibition, mais une décoloration remarquable du myceélium (figure 21). Ceci
peut étre expliqué par une certaine activité non identifiée qui induit ’apparition de cette
anomalie lors du développement.

Figure 21. Résultat du test des extraits vis-a-vis de la souche d’Aspergillus niger

111.7 Production d’emballage comestible a base de polysaccharides extrait du
mucilage de cladodes
L’extraction des polysaccharides avec 1’éthanol (96%) a eu pour rendement 0.134%
soit 1’équivalent de 1.34 gramme de matiére séche. Le test de production d’emballage
comestible a base de polysaccharide extrait du mucilage de cladode a été réalisée par le
mélange de ce dernier avec du glycérol afin que le mélange se polymérise. La figure 22,
représente le résultat obtenu aprés séchage et polymérisation du mélange.
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Figure 22. Emballage obtenu aprés polymérisation du mélange

(Polysaccharide extrait de mucilage et glycérol).

Le travail réalisé en suivant le protocole précédemment définie dans la figure 14 a permis
I’obtention d’un emballage cassant et friable contrairement au résultat souhaité ayant comme
caractéristiques la flexibilité et 1’élasticité. Le résultat obtenu peut étre di a la présence de
molécules contaminantes tels que les lipides, les protéines...etc, empéchant ainsi la
polymérisation entiere des polysaccharides extrait du mucilage.

Afin d’aboutir a un résultat optimal a savoir un emballage flexible et élastique, un
perfectionnement du protocole d’extraction et de purification des polysaccharides contenus
dans le mucilage des cladodes est nécessaire pour 1’obtention d’un extrait pure. Il faudra peut-

étre essayer 1’utilisation d’un autre agent de polymérisation autre que le glycérol tel que les
ions de calcium “Ca”" (Seyed., 2019).
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Le figuier de barbarie 1’Opuntia ficus indica est une plante de la famille des Cactacées,
elle est largement connue dans le monde. Ce végétale a fait I’objet de plusieurs études dans le
monde entier ce qui lui confére une valeur intéressante dans divers domaines. De nos jours, la
recherche scientifique, s’intéresse de plus en plus aux composés biologiquement actifs extraits
des plantes, lesquelles sont considérées comme importantes source de composé chimique dont
il faut en tirer profit afin d’y remédier a plusieurs pathologies causées par 1’usage intensif des
produits synthétiques.

A ce propos, nous nous sommes intéressées a I’¢tude des différentes propriétés
antioxydantes, antibactériennes, antifongiques des polyphénols et aptitude technologique du
mucilage de cladodes de I’espéce Opuntia ficus indica provenant de régions différentes a
savoir Bouhinoune et Larbaa Nath Irathen a de stades de maturité distincts. C’est une plante
qui a le pouvoir de vivre avec une quantité d’eau assez faible et de supporter de longue
période de sécheresse ce qui explique la haute teneur en eau H% allant de 85,99+ 0,4% a
94,87+ 0.16% retrouvee dans tous les extraits. La teneur en cendres totale a été plus
importante pour le mucilage extrait des cladodes adultes des deux régions précédemment
citées. La teneur en composes phénoliques ne varie pas significativement entre les extraits
dont la provenance et le stade de maturité sont différents.

L’activité antioxydante des extraits a eté évaluée par deux méthodes distinctes: le
pouvoir antiradicalaire a I’ABTS et au radical DPPH. Les résultats ont montré que I’extrait
éthanolique du cladode jeune de la région de Bouhinoune présente une meilleure activité
antiradicalaire pour I’ABTS et le DPPH avec une IC50 de 2,35 mg/ml et de 0.605 mg/ml,
respectivement pour les deux tests.

L’activité antimicrobienne a été évaluée sur 4 souches bactériennes, selon la méthode
de diffusion sur gélose. Les extraits des cladodes adultes et jeunes de la région de Bouhinoune
expriment une légére activité antimicrobienne vis-a-vis de la souche Bacillus cereus, tandis
qu’ils n’expriment aucun effet vis-a-vis des trois autres souches. Quant a D’activité
antifongique, parmi les souches testées, seule Aspergillus niger a subi une décoloration du
mycelium en présence des extraits. Enfin pour 1’essaie de production d’un emballage a base
de polysaccharides extraits du mucilage des cladodes, celui-ci a permis I’obtention d’un
résultat assez prometteur, qui reste a améliorer afin d’obtenir le résultat souhaité.

Les résultats obtenus lors de cette étude sont tres encourageants sur le plan des
activités anti-radicalaires. lls affirment que les cladodes du cactus Opuntia ficus indica

peuvent étre une source potentielle de composés naturels bioactifs. Cependant des études et
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travaux complémentaires seraient alors nécessaires pour améliorer les résultats et pouvoir
isoler et identifier les molécules bioactives responsables des activités testées, sans oublier de
prendre en considération les différents stades de maturation de la plante.
I serait alors recommandé de :

» Purifier et procéder a la séparation des composés phénoliques afin de
pouvoir les tester séparément pour identifier ceux qui sont actifs ;

» Tester d’autres protocoles d’extraction et mettre en évidence leur influence
sur la composition chimique et les activités biologiques ;

» Etudier d’autres activités biologiques des différentes parties de cette plante.

» Améliorer le protocole d’extraction et de purification des polysaccharides

afin d’obtenir un meilleur rendement et avoir un extrait pur.
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Annexe 4. Résultats obtenus des tests d'activité antiradicalaire DPPH des extraits de peau du
cladode adulte des deux régions BOUHINOUNE et LARBAA NATH IRATHEN
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Annexe 5. Résultats obtenu des tests d'activité antiradicalaire DPPH des extraits de peau du
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Annexe 7. Résultats obtenus des tests d'activité antiradicalaire ABTS des extraits de peau du
cladode jeune des deux régions BOUHINOUNE et LARBAA NATH IRATHEN
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Annexe 8. Le pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction des concentrations de différents
extraits d’Opuntia ficus indica

Annexe 9. Dosage des phénols totaux des extraits de la peau
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Annexe 10. Résultats des tests de I'activité antimicrobienne des extraits éthanoliques de la
peau du cladode

Annexe 11. Résultats des tests de I'activité antimicrobienne des extraits a base d'acétate
d'éthyle de la peau du cladode
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Annexe 12. Extrait de mucilage avant et aprés chauffage

Annexe 13. Résultats obtenus aprés passage des échantillons de peau et mucilage au four a
moufle



