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Introduction

La quéte de nouvelles substances antibactériennes issues de sources naturelles et I'exploration des
plantes utilisées en médecine traditionnelle représentent un domaine de recherche florissant depuis
de nombreuses années. Les laboratoires pharmaceutiques demeurent engagés dans la découverte de
composes actifs novateurs, l'analyse et la caractérisation des molécules naturelles, ainsi que le
développement de médicaments dérivés de ces substances naturelles en s'inspirant de leurs structures

moléculaires pour concevoir de nouvelles thérapies.

Les principes actifs présents dans les plantes médicinales, majoritairement des métabolites
secondaires, offrent un potentiel prometteur pour la création de médicaments efficaces. La recherche
actuelle accorde une importance capitale a I'élaboration de nouvelles substances chimiques dotées
d'une action antibactérienne et a I'amélioration des propriétés thérapeutiques des antibiotiques
existants, ainsi qu'a des adaptations pharmacologiques appropriées (Fettah et al., 2018).

La lutte contre les infections bactériennes devient de plus en plus complexe en raison de la
résistance développée par de nombreuses bactéries aux antibiotiques, ce qui représente unprobléme
de santé majeur a I'échelle mondiale. Parallélement, les effets indésirables des moléculessynthétiques
utilisées contre le stress oxydant et les infections bactériennes suscitent des inquiétudes croissantes.
Il est donc essentiel d'explorer des alternatives a l'utilisation d'antioxydants synthétiques et
d'antibiotiques conventionnels (Abdellah et al., 2019).

De nos jours plus de 4000 especes des plantes sont utilisés en médecine traditionnelle et en
médecine moderne. En effet 75% des médicaments ont une origine végétale et 25% d’entre eux
contiennent au moins une molécule active d’origine végétale (Fettah et al., 2018).

Parmi ces especes, I'Opuntia ficus indica (OFI), appartenant a la famille des Cactacées et poussant
dans les régions arides et semi-arides du monde, parmi eux 1’Algérie. Ses différentes parties, comme
les cladodes (ou raquettes jouant le role de tige), la fleur, et le fruit, possedent des constituants et des
activités biologiques intéressantes (Welegerima et al., 2018).

L’OFTI est 1'un des cactus les plus importants pour son usage agronomique et médicinal dans de
nombreux pays, car il représente une source potentielle de divers composés chimiques d'importance
biologique et pharmacologique. Les métabolites secondaires des plantes présentent des avantages
thérapeutiques reconnus. Depuis longtemps utilisés comme médicaments traditionnels pour la
guerison sans connaitre l'origine exacte de leurs actions, la caractérisation de leurs métabolites
secondaires a fait I'objet de nombreuses recherches basées sur des études in vitroet in vivo (Loukili
et al., 2022).
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Introduction

C'est notamment le cas des composés phénoliques, dont les polyphénols et les flavonoides. Ces
composés sont largement utilisés en thérapie en raison de leurs activités anti- inflammatoires,
inhibitrices d'enzymes, antioxydantes et antiradicalaires. Ils sont également utilisés comme additifs
dans l'industrie alimentaire, pharmaceutique et cosmétique. De nombreux chercheurs ont concentré
leurs investigations sur la caractérisation des propriétés des plantes du genre Opuntia afin de
constituer une base de données utile pour la prévention etle traitement des maladies chroniques.

En particulier, les plantes de ce genre sont connues pour leurs propriétés antihyperglycémiques,
inflammatoires, antifongiques, anticanceéreuses, hépatoprotectrices et antidiabétiques (Mariod,
2019).

D’ou notre intérét pour cet axe, ainsi 1’objectif principal de ce travail est d'évaluer l'effet
antibactérien des extraits de raquettes de I'Opuntia ficus indica. Plus précisément, il vise a
quantifier Bcomposés bioactifs présents dans ces extraits obtenus par deux solvants d’extraction
différents, afin de mettre en épreuve l'activité antibactérienne contre différentes souches
bactériennes pathogénes en utilisant plusieurs méthodes, permettant ainsi de vérifier leur efficacité
et spectre d'action. Peu de travaux existent en Algérie sur cela, et plus particuliérement a partir de
plantes de la région de Béjaia.

Le présent mémoire a été structuré en trois parties : la premicre partie est consacrée a 1’étude
bibliographique portant sur des généralités de 1’Opuntia ficus indica et ces composés phénoliques
et sur la technique d’extraction adoptée.

Dans la seconde partie, on décrit en détail les modes opératoires et le matériel utilisés lors de
I’extraction des composés phénoliques, ainsi que les techniques établies qui permettent de tester
I’effet antibactérien des extraits.

La troisiéme et derniére partie est réservée aux resultats expérimentaux obtenus ainsi que leurs

interprétations, qui donnent lieu a une conclusion genérale et a des recommandations futures.
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I.1. Généralités sur Opuntia ficus indica :
1.1.1. Définition :

L'Opuntia ficus indica (L.) Mill, plus connu sous le nom de figuier de Barbarie ou cactus nopal,
fait partie de la famille des Cactacees. Cette plante dicotylédone angiosperme est réputée depuis
I'’Antiquité pour sa capacité a survivre dans des environnements hostiles ou la plupart des autres
végétaux peinent a survivre (Belhadj et al., 2021). Utilisee depuis longtemps comme source de
nourriture, de fourrage et de boisson pour les humains et les animaux, 1'Opuntia ficus indica joue
également un réle crucial dans la prévention de I'érosion des sols et la lutte contre la désertification.

Sur le plan médical, elle est reconnue pour ses propriétés thérapeutiques et sa teneur élevée en

molécules bioactives (Rocchetti et al., 2018).

‘.i:igure 01. un ficus indica (OFI). .

1.1.2. Historique et distribution :

L'Opuntia ficus indica est une plante succulente originaire des régions arides et semi-arides de
I'Amérique tropicale (sud des Etats-Unis et Mexique), ou elle est connue sous le nom de nopal et
figure sur le drapeau Mexicain. Inconnue en Europe avant les voyages de Christophe Colomb, elle
fut décrite pour la premiere fois de maniére précise en 1535 par I'Espagnol Gonzalo Fernandez de
Oviedo y Valdés dans son ouvrage « Histoire des Indes occidentales ».

Le figuier de Barbarie est arrivé en Europe vers 1552, rapporté par les Espagnols, et s'est
rapidement répandu dans tout le bassin méditerranéen. Sa culture s'est étendue au royaume de

Napleset en Sicile.

Au début du XVle siécle, le figuier de Barbarie s'est étendu dans le bassin méditerranéen suite
aux expansions espagnoles ainsi qu’au retour des Maures en Afrique du Nord aprés leur expulsion
par Philippe III en 1610. IIs ont apporté avec eux cette plante « 1’arbre a figue Indien » avec ses
fruits succulents, qu'ils ont rapidement intégrée dans leurs villages la rendant caractéristique du

paysage.
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L'Opuntia se développe dans diverses régions et sous divers climats, principalement dans les
zones tropicales et subtropicales a faible pluviométrie. Sa distribution géographique s'étend
largement de puis son pays d'origine, le Mexique, vers la Sicile, le Chili, le Brésil, la Turquie, la
Corée, I'Argentine, ainsi que la partie ouest de la Méditerranée : le sud de I'Espagne, le Portugal et
I'Afrique du Nord (Tunisie, Algérie et Maroc) (Adjeroud, 2017, Zeghbib, 2023, Mariod, 2019,
Inglese, 2018).

- A o

Figure 02. Répartition mondiale de l’Opuar?tia ficus indica (Buckland et al., 2022).

1.1.3. Taxonomie :

1.1.3.1. Classification:

Les cactus font référence a la famille botanique des Cactaceae, qui comprend environ 1600
especes réparties en 130 genres et divisées en trois sous-familles : Pereskioideae, Opuntioideae et
Cactoideae. Dans l'ordre des Caryophyllales, le genre botanique Opuntia est le plus commun et
regroupe plus de 300 especes (Benattia and Arrar, 2018), dont I'Opuntia ficus- indica (L.), souvent
abrégeé en OFI.

Le nom scientifique de cette espece a été attribué en 1700 par le botaniste francais Joseph Pittonde
Tournefort, du fait de sa ressemblance avec les plantes épineuses qui poussaient dans I'ancienneville
grecque d'Opus (ou Opunte). En raison de sa longue domestication, I'OFI se caractérise par une
grande variabilité génétique. Sa taxonomie est complexe et ses phénotypes varient selon les
conditions environnementales, ce qui augmente la diversité de ses réponses adaptatives (Martinset
al., 2023).
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La classification taxonomique du figuier de Barbarie est la suivante (Harrat, 2020) :
Régne : Plantae
Sous regne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous classe : Caryophyllidae
Ordre : Caryophyllales
Famille : Cactaceae
Sous-famille : Opuntioideae
Tribu : Opuntieae
Genre : Opuntia
Espece : ficus indica

Nom binominal : Opuntiaficus indica (L.) Miller, 1768

Opuntia ficus indica est une plante sans épines. Selon (Kiesling 1998), il n'existe que deuxformes,
toutes deux appartenant a O. ficus indica ; une avec épines : O. amyclae et O. mégacantha, et la
seconde sans épines : O. ficus indica. Les deux formes sont présentes en Algérie (Mahdeb et al.,
2022).

1.1.3.2. Appellation :

L'Opuntia ficus indica (L.) Miller est ’espéce la plus répandue a travers le monde. Néanmoins,
elle peut étre appelée par différents noms selon la langue locale. Ainsi, une seule espéece de nopal
peut étre identifiée par des noms distincts en fonction de la localisation géographique ou du pays de
culture.

» Voici quelques appellations du figuier de Barbarie (Adjeroud, 2017) :

e L’appellation grecque : Opuntia.

e Lenom espagnol : Tunas.

e Lenom anglais : Prickly pear (poire a épines)

e Lenom frangais : Figuier de Barbarie.

e Lenom arabe : EI-Tin-el-choki ; EI-Handi ou Karmouss En-nassara

e Lenom kabyle : Akermousse ; Takermousth.
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1.1.4. Description botanique :

Opuntia ficus indica est une plante xérophyte, succulente qui peut atteindre de 3 a 5 metres de

hauteur, elle est caractérisée par un épais épiderme, un revétement cireux et une tige composéed’une

peau dure qui entoure une couche extérieure de chlorenchyme et un noyau central (parenchyme),

riche en tissus aquifére permettant d’emmagasiner 1’cau de pluie absorbée et de la préserver pendant

les périodes de secheresse et de chaleur. De méme, les tiges sont couvertes d’épines qui sont des

feuilles modifiées. Le Tableau I montre les diverses parties de I’OFI.

Bien que la structure globale de ces plantes est assez complexe et ne correspond pas aux criteres

morphologiques habituels, les cladodes (ou raquettes) prennent le relais des feuilles dans le processus
de photosynthése (Hadj Sadok, 2010., Angulo-Bejarano, 2014).
Tableau I. Caractéristiques morphologiques des différentes parties de 1I’OFI..

Compartiment

Taille

Systéme

racinaire

Cladodes

Descriptions

» Plante arborescente robuste de 3 a 5 métres de
hauteur.

» Les racines de 1’OFI sont peu profondes et
charnues, s'étendant horizontalement.

Elles sont capables de s'adapter efficacement aux
environnements difficiles, développant des racines
secondaires charnues pour atteindre les couches de
sol plus profondes en cas de sécheresse intense (A.
Mazari, 2021).

Appelés aussi raquettes, ce sont des articles
aplatis de forme elliptique ou ovoidale, de couleur
vert mat. 1ls mesurent de 30 @ 50 cm delongueur, de
15 & 30 cm de largeur et de 1,5 &3 cm d'épaisseur,
et sont couverts de petites aréoles, d’épines et de
glochides blancs. Ils assurent la fonction
chlorophyllienne(Souad, 2013, Mahdeb, 2022).

Photographies
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cladodes, sont hermaphrodites, de couleur
jaune et deviennent rougeatres a 1’approche de

la sénescence de la plante (Martins et al.,

2023, Souad, 2013).

Fruits >

jaune, rouge, violet...), de forme (ovoide, ronde,
allongée), d’une pulpe juteuse et de nombreuses

petites graines, dont le poids peut varier de 75 to

» Elles sont marginales sur le sommet des

Une baie charnue de couleur variable (vert,

Synthése bibliographique

200 g (Aragona et al., 2018, Barba et al.,

2020).

1.1.5. Composition d’OFI :

L'Opuntia ficus indica (OFI) est renommeée pour sa richesse en éléments nutritifs (Tableau I1).

Chaque partie de cette plante présente une composition chimique unique, influencée par des facteurs

tels que I'age de la plante, les conditions climatiques et édaphiques, le lieu de culture, le type de sol et

la saison. Par conséquent, les concentrations en éléments nutritifs ne doivent pas étre considérées

comme des valeurs absolues (Kharrassi, 2015).

Tableau I1. Composition chimique, en minéraux et en vitamines des différentes parties de I’OFL.

Partie de figuier de Barbarie

Composition
Cladodes

2 =l 89 - 91
£ Glucides
£ 38 -61,4
cC ©
;% S Protéines 6,7-11.73
O - -
%‘ Lipides 01-216
O

Cendres 14,4 23,05

Potassium (K

< :\o\ (K) 224 £ 74
é % Calcium (Ca) 177 + 31
2 S :
E Gg Sodium (Na) 171+ 0,99
(@]
© Fer (Fe) 0,13

Références
Fruit Graines
84 6,50
12-17 8,1-14
(Silva et al., 2021)
0.21-1.6 11.8 (Dulceetal., 2014)
(Cota-Sanchez, 2016)
0.09-0.7 6.77
0.3-1 1,29-1,71
161 122-275
27.6 92-258
(El-Mostafa et al., 2014)
0,8 <0,8-12
1.5 1,2-12,1
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Magnésium (Mg) 94,10 £28,3 21,7 79-208
Zinc (Zn) 0.37 £0.2 15 1,4-4,2
Vitamine C 177 2672 -
Vitamine B1 0,14 0,35

(ElI-Mostafa et al., 2014)

Vitamine E - 7.9 33  (Zeghbib, 2023)

(mg/1009)

(o -Tocopherol)

Composition en vitamines

Vitamine B2 0,60 7,65 -

1.1.6. Utilisations de figuier de Barbarie :

L'utilisation du nopal au Mexique remonte aux anciennes civilisations mésoaméricaines, qui
récoltaient les cladodes et les fruits a des fins alimentaires et médicinales.

Récemment, la culture de cette plante a suscité un regain d'intérét, compte tenu de
I'accumulation des connaissances sur les bienfaits de la consommation de ces produits pour la santé,
d'une part, et desbénéfices commerciaux substantiels qui peuvent étre tirés de la valorisation des
produits et sous- produits a haute valeur ajoutée, d'autre part.

De méme, divers avantages attribués aux effets des extraits de cactus ont été suggérés pour une
utilisation dans la médecine traditionnelle et méme en cosmétiqgue. Ces avantages ont
progressivementacquis une base scientifique grace a de nombreux modeéles expérimentaux consacrés

a I'évaluation desdivers composés dérives de la plante (Mariod, 2019).

« Domaine agro-alimentaire :

La principale utilisation du figuier de Barbarie est indéniablement la consommation de son fruit
frais. Cependant, les parties végétatives, comme les cladodes, sont souvent utilisées comme
nourriture pour les animaux, fourrage ou simplement éliminées dans les décharges. Il est crucial de
rappeler que sa culture est indispensable dans les milieux arides et semi-arides, car a certaines
périodes de I'année, elle constitue la seule source de nourriture disponible pour le bétail.

Ces dernieres années, toutefois, non seulement les fruits mais aussi les jeunes cladodes ont
commencé a servir de matiére premiere pour la fabrication de divers produits de consommation dans

certains pays (Rocchetti et al., 2018).
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Plusieurs études ont demontré que différentes parties d'Opuntia ficus indica sont riches en
nutriments, comme les minéraux, les vitamines et les composés bioactifs, et peuvent étre utilisées

pour enrichir de nouveaux aliments fonctionnels (biscuits , confiture...etc) (Mariod, 2019).

Le Tableau I11 suivant résume quelques utilisations de différentes parties de cette plante dans le

domaine agroalimentaire :
Tableau I11. Utilisation des différentes parties de 1’OFI dans le domaine agroalimentaire.
Partie d’OFI Utilisations Références

= Fabrication de jus, concentrés, confitures et
Fruits marmelades, etc.
= Utilisation comme colorant naturel et édulcorant
(le carmin :E120).

(Benattia and
Arrar, 2018)

= Production de conserves a base de vinaigre.
= Utilisation en tant que légumes.
= Complément alimentaire pour les bovins et les (Felkai-Haddache et

ovins. al., 2015)
Cladodes = Barriére contre la désertification et I’érosion des  (Inglese, 2018)
sols. (Msdakk, 2018)
= Transformé en farine pour remplacer celle de (E.Cherif, 2016)

blé dans les cookies.
= La poudre utilisée comme agent épaississant
dans les soupes de légumes

= Apiculture (source nutritive trés appréciée par

Fleurs ;
les abeilles).

(Benattia and Arrar,

Graines = Production de farine. 2018)

« Domaine meédical et cosmetique :

Les ingrédients bénéfiques et biologiquement actifs extraits d'Opuntia ficus indica ont fait I'objet
d'une attention considérable dans la prévention et le traitement de plusieurs maladies, notamment
I'nypercholestérolémie, le diabéte, I'nypolipidémie, les douleurs articulaires, le contréle du poids et
certains effets neuroprotecteurs (Mendez et al., 2015, EI-Hawary et al., 2020). La Figure 03 et le
Tableau IV montrent les propriétés médicinales du figuier de Barbarie et les usages cosmétiques et

médicinales, respectivement.
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Ces biomolécules hautement actives sont connues sous le nom de produits phytochimiques (riches
en minéraux, bétalaines, hydrates de carbone, vitamines, antioxydants, polyphénols et taurine) ; on
les trouve principalement dans les fruits et les cladodes, qui sont réputés pour leurs propriétés
bénéfiques pour la santé humaine (Mariod, 2019).

Les polyphénols sont largement présents dans 1’Opuntia ficus indica, il a été démontré qu'ils ont
une aptitude pharmacologique grace a leur capacité anti-inflammatoire, antibactérienne et
antioxydante, ce qui rend 1’OFI appropriée pour une utilisation actuelle et future dans les cosmétiques
dont la fabrication des shampoings, des assouplissants des cheveux, des cremes dermiques et des laits
hydratants (Shoukat et al., 2023).

ANTI
ANTI OBESITE ANTI
HYPERLIPIDEMIE INFLAMMATOIRE

ANTI

ULCEROGENE & CICATRISANT

HYPOGLYCEMIANT ANTIVIRAL

HEPATO
PROTECTEUR

ACTION DE
REDUCTION DU
CHOLESTEROL

NEUROPROTECTEUR ANTICANCER
ANTI PROTECTION
GENOTOXIQUE  de I'ADN

Figure 03. Propriétés médicinales et thérapeutiques du figuier de Barbarie (Inglese, 2018)

Tableau IV. Usage cosmétique et pharmaceutique des différentes parties du figuier de barbarie
(Boutakiout, 2017).
Partie Usage

Les cladodes - Le mucilage : fabrication des shampoings des
créemes dermiques et des laits hydratants.

La poudre : contrdle du sucre et du cholestérol
dans le sang.

Les fruits »  Thé : reméde aux maux des reins
Capsules : régulant diurétique.

Bouilli : reméde aux douleurs gastro
intestinales et aux brulures et coups de soleil.

Les huiles essentielles des graines - Fabrication des cremes dermiques antirides.
- Commercialisation directe apres 1’extraction.
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Ci-dessous quelques formes de 1’exploitation des différentes parties de 1’OFI (Figure 04). Que ¢a
soit en cosmétique avec les diverses préparations (creme hydratante, huile essentielle...) faites a partir du
fruit, des cladodes ou des graines, ou bien en agroalimentaires sous forme de confiture, de jus, ou de plats
a base de cladodes.

| pemsy®
Prickly Pear
Seed Oil

Figure 04. Diverses formes de I’exploitation de I’OFI (Anonyme 1).
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1.2.1. Définition :

Les composés phénoliques, sont des métabolites secondaires caractérisés par la présence d'un
cycle aromatique avec des groupements hydroxyles libres ou liés a un glucide. On les trouve dans
toutes les parties des plantes supérieures, notamment les racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens,
fruits, graines et bois.

lls jouent un role essentiel dans divers processus physiologiques tels que la croissance
cellulaire, la rhizogenése, la germination des graines et la maturation des fruits. Parmi eux, lesplus

courants sont les anthocyanes, les flavonoides et les tannins (Boizot and Charpentier, 2006).

1.2.2. Classification :

Selon leurs caractéristiques structurales, les composés phénoliques se répartissent en une
dizaine de classes chimiques, qui présentent toutes un point commun : la présence dans leur
structure d’au moins un cycle aromatique a 6 carbones, carbone porteur d’un nombre variable de
fonctions hydroxyles (OH). Les phénols simples sont formés d’un seul groupe phénol, les
polyphénols majoritaires sont formés d’au moins 2 groupes phénols.

Les principales classes des polyphénols sont représentées dans la Figure 05 (Santos-Buelga et

al., 2012) :
Polyphenols
l" e ——< e 1
Phenolic acids Flavonoids Non-flavonoids
S == B I |
Hydroxybenzoic acid Hydroxycinnamic acid Stilbenes Lignans Others

Eg. Diaryihepianods

q

00

D S p—
T

HyCO oH o oH
1 s A

A Ol
oH SNF <y H wo N
"0]::1 HD\I/;\I cooH *Oﬁ,v @ ‘ n
| ] i
H H CO’§)\"\H ‘ ~ OCH, HO OH
e e : H On oH % OCH, OCH,
Gallic acid Ferulic acd Resveratrol Secofsolaricitesinol Curcumin
= I ¥ I | == |
Flavonol Flavone Flavanol Fiavanone Isoflavone Anthocyanidin
OoH
OH l' OH OH Glu OH
C/[OH HO O, @ HO@\(’J\ HO ~ O, =
I & X T ; OH
0" o OH O aH O OH OH
Quercstin Apigenn Catachin Naringenn Pusrann Cyanidin

Figure 05 . Les principales classes des composés phénoliques.
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1.2.3. Teneur en composés phénoliques des cladodes :

La caractérisation des divers composés phénoliques des végétaux est une étape clé pour
I’identification des extraits. La composition phénolique des cladodes du figuier de Barbarie est

représentée dans le Tableau suivant :

Tableau V. Teneur en composés phénoliques : polyphénols et flavonoides dans les cladodes de
I’OFI (Kharrassi, 2015b).

Composé phénolique Teneur (mg/100 g)
Acide gallique 0.64-2.37
Acide coumarique 14.08-16.18
Acide 3,4-dihydroxybenzoique 0.06-5.02
Acide 4-hydroxybenzoique 0.5-4.72
Acide férulique 0.56-34.77
Acide salicylique 0.58-3.54
Isoquercétine 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

1.2.4. Effets biologiques des composes phénoliques :
Les composés phénoliques ont une multitude d’activités biologiques dépendant de

leursstructures chimiques (Tableau VI).

Tableau V1. Propriétés biologiques des principaux composés phénoliques.

Composés phénoliques Actions/Effets biologiques Références
) - Propriétés antioxydantes, anti- (Nichols and Katiyar,
Flavonoides inflammatoires, anticancéreuse,antivirales 2010 Barrecaetal.,
(Flavonols, Flavones cardioprotectrices, et des effets anti-obésité, 2020)
Elavanols ) ’ prévient des maladies cardiovasculaires. (Wollenweber, 2017)
(Babazadeh et al.,2016)
» Effet Antioxydants, anti- (Kéhkonen and
tumoral,anti-athérosclérose. Heinonen, 2003)
Anthocyanidines > lIs inhibent 1’agrégation des plaquettes (Yousufetal., 2016)
/anthocyanines sanguines. (Cortez et al., 2017)
> Des propriétés antioxydantes, (Manach et al.,
Acides antiinflammatoires, et 2004)
hydroxybenzoiques antimicrobiennes.
» Anti-inflammatoires, anticancéreux et (Smeriglio et al., 2017)

Tannins hydrolysables antioxydants.

. . L. (Adlercreutz,
Antioxydants, antibactériens, 2007. :Godoyde

Lignanes anticancéreux, hepa'_[o- _ Lima et al., 2018)
protecteurs, cytotoxiques, anti-
inflammatoires.
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1.2.5. Méthodes d’extraction des composés phénolique :

Récemment, un certain nombre de nouvelles techniques d'extraction telles que I'extraction parfluide
supercritique (SFE). , I'extraction assistée par ultrasons (EAU), I'extraction assistée par micro-ondes
(Reda et al.,2020) et I'extraction par fluide sous pression (PFE) ont été utilisées pour I'extraction
des substances phytochimiques bioactives des coproduits. Ces méthodes sont plus protectrices de
I'environnement, réduisent la consommation d'énergie et de solvants et accélérent I'extraction des
composés bioactifs produisent des rendements plus éleves.

Parmi ces nouvelles techniques, I'EAU est relativement peu codteuse et ne nécessite pas
d'instruments complexes. 1l s'agit d'une technologie d'extraction verte et efficace pour les molécules

bioactives d'importance commerciale telles que les composés phénoliques (Vural et al., 2018).

1.2.5.1. Extraction assistée par ultrasons (EAU) :

Le principe de I’extraction assistée par ultrasons implique la formation des cavitations
acoustiques pres de la surface de I’échantillon augmente la pénétration du solvant dans le matériau
végétal et le gonflement de 1’échantillon est encore facilité¢ par un élargissement des pores et,
parfois, la dégradation des parois cellulaires (Bourgou et al., 2016).

L’EAU présente des avantages par rapport a d’autres méthodes d’extractionconventionnelles.
Elle ne requiert qu'un équipement simple (Figure 06) et réduit considérablement le temps
d’extraction et la consommation de solvants. Elle améliore également 1’efficacité de I’extraction
grace a une augmentation de la pression (qui favorise la pénétration et le transport) et de la
température (qui améliore la solubilité et la diffusivité) due aux ondes ultrasonores (formation de
bulles de gaz) dans le solvant (Santos-Buelga et al., 2012). Le gain de temps est primordial en

industrie car ¢a réduit les colts des procédés.

Réservoir en inox

e

Transducteurs

Extrait -

Figure 06. Schéma du dispositif a ultrasons (Carreira-Casais et al., 2021).

Page | 14



Partie 03

Bactériologie



Chapitre | Syntheése bibliographique

1.3.1. Introduction

Les bactéries, micro-organismes omniprésents, tissent un réseau complexe et diversifiéa travers
notre environnement, formant ainsi un écosystéeme bactérien mondial d'une richesse inouie. Leur
interaction subtile et leur diversité étonnante révelent la profondeur et la complexité insoupgonnée du
monde bactérien, offrant un spectacle fascinant de la viemicroscopique qui faconne notre monde de

maniere incroyable.

1.3.2. Définition et morphologie des bactéries :

Les bactéries, en tant que micro-organismes vivants unicellulaires procaryotes, se caractérisent par
leur dimension réduite, mesurant généralement quelques micrométres de long (0,5 & 5 pum de
longueur). Leur morphologie varie, pouvant revétir des formes diverses telles que des configurations
sphériques (coques), des structures allongées ou en batonnets (bacilles) ainsi que des formes plus ou
moins spiralées (spirilles).

Les bactéries sont ubiquitaires et colonisent divers biotopes tels que le sol, I'air, I'eau, lesvégétaux
et les animaux. Cependant, parmi cette multitude d'especes bactériennes, certaines sont pathogeénes et
engendrent des maladies infectieuses graves telles que le choléra, la syphilis et la tuberculose
(Cappelle, 2017).

La structure générale de la cellule bactérienne se compose de cytoplasme entouré de maniere
séquentielle par une membrane et une paroi cellulaire (Figure 07). Il arrive parfois que cette
organisation soit enrichie par I'ajout d'une capsule enveloppant la paroi cellulaire, de fimbriae ou

encore de flagelles.

X e | Fimbriae : structures de fixation situées
B a la surface de certaines bactéries

Nucléoide: région contenant
| ADN de la cellule (elle n"est
pas entourée d’'une membrane)

—— __| Ribosome: organite de
| lIa synthése protéique

- Membrane plasmique: membrane
iiae | entourant le cytoplasme

Chromosome |~ S " Paroi cellulaire: structure rigide
s b ~ ~ N
bactérien | ~ entourant la membrane plasmique

Capsule: substance gélatineuse
N recouvrant de nombreux procaryotes

Flagelles: organites de
locomotion de certaines
bactéries

Figure 07. Vue d’ensemble de la cellule bactérienne (Cappelle, 2017).
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Les bactéries sont classées en fonction de leur réaction a la coloration de Gram, qui permet de
distinguer deux types principaux (Figure 08) :
e Les bactéries & Gram positif : Ces bactéries se présentent en teinte mauve lors de I'observation
microscopique.
elLes bactéries a Gram négatif : Ces bactéries se distinguent par leur coloration rose sous le
microscope.

La différence réside dans la composition de leur paroi cellulaire. Les bactéries a Gram positifont
une paroi cellulaire épaisse composee principalement de peptidoglycane. En revanche, les bactéries a

Gram négatif possédent une paroi cellulaire plus fine, avec une double membrane externe et moins de

peptidoglycane.
(a) Bactéries a Gram positif (b) Bactéries a Gram négatif
] = & |
= : . Bactéries =~ "M‘ T ) gactéries’ , y
ﬁ> R a Gram positif RS & o "‘t .”'r %/ a Gram négatif
< G b/
S| )\ s LG i ﬁ' ﬁ Glucides de la couche
\/ U5 ‘_“r: R’ m \ \ de lipopolysaccharides
v - S"’*\ { Q..” 1 <7 : \
A% N
Paroi Couche de W e - i
cellulaire) Peptido- vt ¥
glycane —

n 4 Membrane - ¥ % i o QL
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Figure 08. Architecture pariétale d’une bactérie a Gram positif (a) et d’une
bactérie & Gram négatif (b) (Cappelle, 2017).

1.3.3. Communautés bactériennes étudiées :
1.3.3.1. Bactéries a Gram (+) :

1. a) Staphylococcus aureus :

C'est un coccus a Gram positif de 0,5 a 1 mm de diamétre, non sporulé, ubiquitaire présente dans
tous les milieux naturels (air, poussiere, sol, eau, égouts, vétements) mais également chez les
animaux et chez les hommes (Clave, 2013). S. aureus est un colonisateur fréquent de la population
humaine et l'un des principaux pathogénes bactériens opportunistes de I'homme, causant une
morbidité et une mortalité majeures dans le monde (Howden et al., 2023). La présence de S. aureus
dans les aliments pose un risque pour la santé humaine, carcertaines souches peuvent produire des
entérotoxines, dont I'ingestion entraine une intoxication. Les entérotoxines agissent sur les nerfs de
I'appareil digestif qui stimulent le centre des vomissements ; douleurs abdominales ; diarrhée ;

crampes (Green, 2012).
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1. b) Bacillus subtilis :

Bacillus subtilis est une bactérie Gram positive mobile en forme de batonnet, aérobie stricte,
productrice d'endospores (Loison, 2013) Elle est couramment utilisée en recherche eten industrie.
Elle est connue pour sa capacité a former des spores qui lui permettent de survivredans des conditions
environnementales difficiles. Bacillus subtilis est également utilisée comme probiotique et dans la
production de certains enzymes et antibiotiques. Son utilisation est trés répandue en raison de sa

sécurité et de son efficacité (Williams and Weir,2024).

1. ¢) Bacillus cereus :

Les membres du groupe Bacillus cereus sont des bacilles a Gram positif sporulés qui sont
géneralement associés a une intoxication alimentaire diarrhéique ou émétique. Cette bactérie produit
des toxines qui peuvent causer des symptdémes gastro-intestinaux tels que nausées, vomissements et
diarrhée. lls sont trés répandus dans la nature et sont fréeqguemment présents dans les produits

alimentaires crus et transformés (Sornchuer et al., 2024)

1. d) Enterococcus faecalis :
E. faecalis membre du genre Enterococcus, est une bactérie anaérobie facultative a Gram
positif, présente dans la flore digestive humaine et animale (Daca and Jarzembowski,2024).

E. faecalis est une bactérie a multiples facettes. D’autre part, elle peut étre un commensal avec un
impact positif sur le fonctionnement de la microflore du tractus gastro- intestinal (entre autres) et un
probiotique assez efficace. D’autre part, elle peut étre responsable de nombreuses infections tres
compliquées, en particulier chez les personnes déjaimmunodéprimées. E. faecalis est I’un des agents
pathogénes nosocomiaux les plus courants de nos jours, avec une résistance croissante aux
médicaments, ce qui rend le traitement plus difficile (Sornchuer et al., 2024, Daca and

Jarzembowski, 2024).
1.3.3.2. Bactéries a Gram (-) :

2. a) Escherichia coli :

Escherichia coli est un bacille a coloration de Gram négative, mobile, aérobie qui appartient a la
famille des Entérobactéries. Cette bactérie est utile parce qu’elle favorise la production de certaines
vitamines et dégrade certains aliments qui seraient autrement impossible a digérer. Certaines souches
peuvent étre pathogenes peuvent provoquera la fois des pathologies extra-intestinales (infections des
voies urinaires, diverses infections intra-abdominales, pulmonaires, cutanées et des tissus mous,
méningite néonatale et bactériémie) et intestinales (diverses formes de diarrhée, y compris le

syndrome hémolytique et urémique (Denamur, 2021).
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2. b) Pseudomonas aeruginosa :

Pseudomonas aeruginosa est un organisme environnemental commun & Gram négatif, connu pour
présenter un métabolisme adaptable et une capacité a coloniser une gamme de niches (Cerqueira
Dos Santos et al., 2024) C’est un agent pathogéne fréquent responsable de nombreuses infections
nosocomiales graves (Ben Haj Khalifa et al., 2011). Il a de nombreux facteurs de virulence
(adhérence, persistance dans un environnement défavorable, formationde biofilms, sécrétion des
enzymes et des toxines) (Rybtke et al., 2015).Cette bactérie est caractérisée par son haut potentiel
d'adaptation au milieu ambiant et par son acquisition rapidede résistances aux antibiotiques (Mérens
etal., 2011).

2. ¢) Salmonella typhi :

Salmonella enterica sous-espéce enterica sérovar typhi,est une bactérie a Gram négatif de la
famille des entérobactéries qui cause la fiévre typhoide chez ’homme, pénétre dans le corps d’hotes
humains sains principalement par voie fécale-orale, souvent par la consommation d'eauou d'aliments
contaminés. Elle infecte I'intestin et peut se propager dans le sang,provoquant dela fievre, des maux

de téte, des nausées, des douleurs abdominales et des selles anormales (Chowdhury et al., 2024).

2. d) Klebsiella pneumoniae :

Klebsiella pneumoniae est un bacille a Gram négatif immobile, diplobacilles généralement
capsulé, non sporulé, anaérobie facultative appartenant a la famille des entérobactéries. Elle est
souvent associée aux infections nosocomiales, provoquant des infections respiratoires, des infections
urinaires et des infections sanguines, en particulier chez les patients immunodéprimés ou souvent
hospitalisées. Cette bactérie peut développer une résistance aux antibiotiques, ce quirend le traitement
parfois difficile (Abbas et al., 2024).

2. e) Acinetobacter baumannii :

Acinetobacter baumannii est une bactérie a Gram négatif, coccobacille aérobie, catalase positive,
omniprésente. Bien qu'ils soient reconnus comme des bactéries non mobiles, ils peuvent étre déplacés
par un processus de contraction, ce qui les rend responsables de diversesinfections communautaires
et nosocomiales. Cette bactérie est identifiée comme un agent pathogéne potentiellement mortel chez
les personnes hospitalisées, en particulier les patients immunodéprimés, dans de nombreux pays. Elle
est également un agent pathogéne important chez les animaux et dans les cliniques vétérinaires
(Karampatakis et al., 2024).
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1.3.4. Les antibiotiques :
Les antibiotiques sont efficaces uniquement contre les bactéries. Depuis leur premiere utilisation au

milieu du 20°™ siécle, ils ont permis de progresser dans le traitement de diverses maladies
infectieuses. Toutefois, leur usage massif et souvent inapproprié et a favorisé I'apparitionde résistances
bactériennes aux antibiotiques, incitant les chercheurs a trouver des solutions alternatives aux

antibiotiques.

1.3.4.1. Définition :
Les antibiotiques sont des substances chimiques qui peuvent inhiber la croissance desbactéries ou

les éliminer. Dans le premier cas elles sont appelées bactériostatiques, dans ledeuxiéme cas
bactéricide. Ces molécules utilisées en médecine sont fabriquées a partir decultures de micro-
organismes (3-lactamines, aminosides, macrolides, polypeptides) par voiebiotechnologique ou sont
des produits de synthese (sulfamides, quinolones) (Opatowski,2020).Le premier d’entre eux (la
pénicilline) a été découvert en 1928 par Alexander Fleming, par hasard, chez le champignon
Penicillium notatum, et utilisé a partir des années 1940 (Veyssiere,2020). Depuis cette date, de

nombreux antibiotiques ont été découverts.

1.3.4.2. Classification :
Les antibiotiques peuvent étre classés selon leur origine (naturelle ou synthétique), leur mécanisme

d'action contre les bactéries, leur spectre d'action et méme leurs propriétés chimiques.

Les principaux mécanismes d’action que 1’on peut rencontrer différent selon la molécule considérée
(Opatowski, 2020). Ils peuvent agir spécifiquement sur des cibles moléculaires perturbant une étape
essentielle du métabolisme des bactéries (synthéses protéiques, synthese des acides nucléiques,

réplication, transcription, transport transmembranaire...) (Figure 09) (Dubey, 2019).
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Figure 09. Modes d’actions des antibiotiques (Dubey, 2019).
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Chapitre 11 Matériels et methodes

I11.1. Cadre de I’étude :

Ce travail expérimental vise a étudier I’effet antimicrobien de 1’extrait de cladode du figuier de
Barbarie (Opuntia ficus indica) vis-a-vis d’un germe pathogene spécifique.

L’objectif est d’évaluer 1’activité antimicrobienne de ces extraits et de déterminer leur potentiel
dans la lutte contre les infections bactériennes. On explore ainsi la capacité de cette plante réputée
pour ses bienfaits dans le domaine de la santé a agir en tant qu’agent antibactérien contre des germes
pathogenes spécifiques.

Notre étude expérimentale a été réalisée a 1’Université Abderrahmane Mira de Béjaia entre le
01/03/2024 et le 30/05/2024 dans les laboratoires suivants :

» Laboratoire du département de biotechnologies de la Faculté des sciences de la nature et de lavie.

» Laboratoire de Biomathématiques, Biophysique, Biochimie et Scientométrie (L3BS).
» Laboratoire de Microbiologie Appliquée

» Laboratoire de Génétique.

11.2. Matériel du laboratoire :

L’ensemble des appareillages, solvants, réactifs chimiques et milieux de culture utilisés est cité

dans I’annexe 01.
11.3. Récolte du matériel vegétal :

Le présent travail s’est concentré sur I’étude des cladodes du figuier de Barbarie, connue
scientifiquement sous le nom d’Opuntia ficus-indica (OFI), provenant de la wilaya de Béjaia en
Algérie. Cette plante, a été récoltée de la région de Merdj-Ouamane, situé au Nord-Est de la wilaya

de Béjaia (Figure 10), au début du mois de Mars de I’année 2024.
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Figure 10. Localisation de I’échantillon (Google Maps) : wilaya de Béjaia (& gauche), Merdj-
Ouamane (a droite).
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11.4. Procede et étapes de préparation de la poudre de cladode :

Les échantillons ont été précautionneusement emballés dans des sacs avant d’étre transportés au
laboratoire. Une fois au laboratoire, des observations détaillées ont été effectuées et les mesures
nécessaires (dimensions et poids des cladodes, nombre d’aréoles, épaisseur...etc)ont été prises.

Par la suite, les cladodes ont été soigneusement nettoyées en les ringant d’abord a 1’eau de robinet,
puis a I’eau distillée afin d’éliminer des taches indésirables et pour garantir une propretéoptimale, puis
ils ont été essuyés avec du papier absorbant pour éliminer I’excés d’eau. Ensuite, a 1’aide d’un
couteau, les cladodes ont été découpées en de minces bandes afin de favoriser un rapide sechage dans
une étuve aérée a une température de 40°C pendant deux jours (= 48 h). Cela permet d’éliminer
I’humidité, évitant ainsi la formation de moisissures et préservant au mieux leurs composants.

Apres séchage, les bandelettes sont broyées a 1’aide d’un broyeur domestique. Ensuite, la poudre
obtenue est tamisée pour obtenir une granulométrie de 250 um. La poudre obtenue a été conservée
dans des bocaux hermétiques et opaques en verre puis stockée a I’abri de la lumiére pour éviter
I’oxydation des polyphénols.

La Figure 11 résume les étapes de préparation de la poudre de cladode.

Lavage & Découpage

Séchage
(40°C, 48h)

Broyage & Tamisage
(250 11m)

Figure 11. Les principales étapes de préparation des poudres de cladodes.
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11.5. Taux d’humidité :

Ce test revét une grande importance car il permet de controler efficacement le processus de
séchage. En plagant 10 g de cladode dans une étuve a 105°C jusqu’a ce qu’elle atteigne une masse
constante, on peut déterminer avec précision la teneur en eau en mesurant la perte de poids subie

pendant le processus de dessiccation.

Le taux d’humidité est calculé selon la formule suivante :
H (%) = (Mo — M1/ Mo). 100

Avec:
Mo : masse en gramme de I’échantillon avant étuvage.
M1 : masse en gramme de I’¢chantillon apres étuvage.

Aussi, le taux de la matiére seche en pourcentage est calculé par la formule suivante :

Matiére séche (%) =100 - H (%)

11.6. Extraction végétale :

L'extraction végétale représente une étape fondamentale dans toute étude portant sur les plantes
médicinales, jouant un role déterminant dans les résultats finaux. Par conséquent, le choix de la
méthode d'extraction est d’une importance capitale pour isoler les composés bioactifs des plantes et
augmenter la précision des tests biologiques.

Notre étude s’est concentrée spécifiquement sur 1’extraction des composés phénoliques totaux
(CPT) a partir de cladodes de I’OFI en utilisant principalement 1'extraction assistée par ultrasons
(EAUV) avec deux solvants d’extraction (le méthanol et 1’éther de pétrole), et une méthoded’extraction
conventionnelle (EC) par extraction solide-liquide sur plaque agitatrice, réalisée par la suite
uniquement pour I’extraction a I’éther de pétrole afin de permettre 1’extraction a partir de plus grands
volumes de ratio (plante/solvant) et d’avoir de plus grandes quantités d’extraits d’étherde pétrole. Afin
de maximiser I'efficacité des extractions, des parametres opératoires tels que le temps de traitement et

le ratio solvant-eau ont été sélectionnés en se basant sur des travaux antérieurs.
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11.6.1. Extraction assistée par ultrasons (EAU) :

Pour ’EAU, a priori nous avons réalise les extractions en utilisant deux solvants différents : un
solvant polaire (le méthanol) et un solvant apolaire (1’éther de pétrole), afin decomparer leurs effets

sur les activités antibactériennes

Pour cela, nous avons utilisé un ratio de 1:10 : une quantité de 10 g de poudre d’OFI est mélangéa
100 mL de solvant d’extraction & 50 % (1 : 1) (solvant :eau distillée): que ¢a soit pour le méthanolou
pour I’éther de pétrole (Mabotja et al., 2021, Semiria et al., 2022). Les mélanges ont ensuite été
exposeés a des ultrasons pendant 40-50 minutes a une température de 60°C, avec une puissanceet une
fréquence respectivement fixées a 100 W et 42 KHz £ 6% (Mahdeb et al., 2021). Les extraits
méthanoliques ont été récupérés apres une centrifugation a 5000 rpm pendant 15 minutes a 40°C +
2. En revanche, pour I'extraction a I'éther de pétrole, un précipité sous forme de gomme s'est formé,

et un surnageant (visqueux/huileux) a été directement récupéré sans centrifugation.

Figure 12. Extraction des CPT par ultrasons. Bain ultrasons (a), récupération de I’extrait d’éther
de pétrole (surnageant) et formation d’une gomme (culot) apres extraction (b).

11.6.2. Extraction conventionnelle (EC) :

Initialement, I'extraction conventionnelle n'était pas envisagée. Cependant, en raison de la faible
quantité de surnageant obtenues lors de I’EAU pour I'extraction a I’aide d’éther de pétrole, nous avons
donc réalisé cette extraction. L’extraction a été menée en respectant le méme ratio utilis¢é en EAU
(1/10) en utilisant cette fois ci des volumes plus importants : 150 g de poudre d’OFI est mélangéea
1500 mL de solvant d’extraction a 50 % (1:1) (solvant : eau distillé). Le mélange a été placé surune
plague agitatrice a température ambiante pendant 24 heures afin de maximiser le rendement

d'extraction.

Aprés D’extraction, nous avons procédé a une filtration en sous vide afin de récupérer les
surnageants.
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11.6.3. Séchage et récupération des extraits par évaporateur rotatif :

Le rotavapor est employé pour évaporer les solvants a basse pression et basse température,
facilitant ainsi la récupération des composés d'intérét sous forme concentrée apres extraction en

éliminant efficacement les solvants.

Apres les extractions réalisées nous avons procédé a la séparation des extraits méthanoliques et
d’éther de pétrole de leurs solvants respectifs par rotavapor pour ainsi les secher et les concentrer
(Figure 13). Le rotavapor a été réglé a 120 tours par minute et a une tempeérature de 40°C pendantpres
d’une heure pour I’extrait méthanolique et environ 4 minutes pour I’extrait d’éther de pétrole.Tous les

extraits sont conservés a 4°C jusqu’a utilisation.

Figure 13. Concentration des extraits a I’aide d’un rotavapor.
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11.7. Dosages colorimétriques :

11.7.1. Dosage des composés phénoliques totaux (CPT) :

La mesure des composés phénoliques totaux a eté effectuée en utilisant la méthode au Folin-
Ciocalteu. Le réactif de Folin-Ciocalteu, est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique

(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (HsPMo012040) (Boizot andCharpentier, 2020)

Ce mélange est stable dans un environnement acide, mais devient instable en solution alcalineavec
I’ajout du carbonate de sodium, L’ensemble des composés phénoliques est ainsi oxydépar le reactif
de Folin-Ciocalteu, ce dernier devient bleu et a une absorbance entre 750-760 nm, la couleur bleue est
proportionnelle & la quantité de CPT présents en extraits Pour déterminer la concentration en
composés phénoliques totaux, le protocole décrit par (Georgea et al., 2005) a été suivi : 250 uL de
I’extrait sec reconstitu¢ dans un solvant d’extraction (10 mg/ml) ont été mélangés avec 1,25 ml de
réactif de Folin-Ciocalteu dilué (1/10) et 1 mL de carbonate de sodium (Na:COs) a 7,5 %. Cette
solution a été incubée a une température de 50°C pendant 15 minutes au bain Marie, puis les
absorbances sont mesurées a une longueur d’onde de 760 nm a I’aide d’un spectrophotométre. La
teneur en composés phénoliques totaux a été exprimée en (mg) équivalent d’acide gallique par (g) de

matiere seche (mg EAG/g MS) en se basant sur une courbe d’étalonnage (Annexe 6.a).

11.7.2. Dosage des flavonoides totaux :

La quantité de flavonoides est mesurée en utilisant la méthode du trichlorure d'aluminium.
Lorsqu'un groupement hydroxyle libre se trouve en position 5, il réagit avec le chlorure d'aluminium
(AICI3) pour former un complexe jaunatre par chélation de l'ion (AI*"). L'intensité dela coloration
jaune obtenue est directement liée a la concentration de flavonoides dans I'extrait, comme

mentionné par (Basil et al., 2012).

Pour évaluer les flavonoides totaux, la méthode décrite par (Djeridane et al., 2006) a été
employee. Un volume de 1 mL d'extrait a été mélangé avec 1 mL d'une solution d'AlCls (2% m/v).
Apreés une incubation de 15 minutes a l'obscurité, la mesure de I'absorbance a été effectuée a 430 nm.
La quantité de flavonoides totaux a eté exprimeée en (mg) équivalent de quercétine par (g) dematiere

seche (mg EQ/g MS) en se basant sur une courbe d'étalonnage (Annexe 6.b).

Pour les deux dosages, le blanc est préparé en substituant I'extrait par le solvant d'extraction.
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11.7.3. Evaluation de P’activité antioxydante par le test de PABTS :

La méthode du radical ABTS+ est largement utilisée pour mesurer les radicaux libres. Elle
implique la neutralisation d'un radical cation formé par oxydation avec du persulfate de potassium,
produisant une solution colorée en vert-bleu. Le pourcentage d'inhibition du radical ABTS+ est
évalué selon la méthode de (Re et al., 1999)

La préparation de la solution d’ABTS radicalaire (7 mM) consiste a mélanger de 'ABTS (38,4
mgq) et du persulfate de potassium (6,62 mg) dans 10 mL d'eau distillée, puis a incuber le mélange
pendant 24 heures a température ambiante.

La solution est diluée jusqu'a ce que la densité optique initiale atteigne 0,7 £ 0,02 a 734 nm.
Ensuite, 200 pL de I'extrait sec reconstitué dans le solvant d'extraction (1 mg/ml) sont ajoutés a 1,8
mL de la solution d'/ABTS (DO 0,7). Aprés une incubation de 6 minutes a l'obscurité, la densite
optique finale (DOs) des extraits est mesurée a 734 nm. La densité optique initiale (DOi) correspond
a I’absorbance de la solution d'ABTS (DO = 0,7) apreés incubation de 6 minutes a 1’obscurité.

Le blanc correspond au solvant d'extraction. Ainsi, le pouvoir antioxydant de I'extrait est quantifié
en pourcentage d'inhibition du radical ABTS+, les taux d'inhibition sont calculés en utilisant la

formule suivante :

Le Taux d’inhibition (%) = (DO; - DO;/ DO;)*100

Ou DO:i : Densité optique initiale
DO+ : Densité optique finale

La capacité antioxydante des extraits est exprimée en (mg) équivalent Trolox par (g) de matiére

séche (mg CAET/g MS), en se basant sur la courbe d’étalonnage du Trolox (Annexe 6.c).
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11.8. Evaluation de I'activité antibactérienne :

Dans le cadre de cette étude visant a évaluer I'activité antibactérienne des extraits de cladodesde
I’OFTI a savoir 1’extrait méthanolique issu de ’EAU, et les deux extraits d’éther de pétrole issus de
I’EAU et de I’EC, quatre techniques ont été réalisées in vitro : La premiére méthode consiste en la
méthode de diffusion par disques, la deuxieme est la diffusion par puits, la troisiemeapproche est la
méthode des spots. Enfin, la quatrieme méthode utilisée est la micro-dilution sur microplaque, qui

permet de déterminer potentiellement la concentration minimale inhibitrice (CMI) et les 1C50.

11.9. Les souches bactériennes testées :

Les souches de référence ATCC sont d'excellents modéles pour étudier I'effet antibactérien des
substances naturelles ou synthétiques. Nous avons ainsi travaillé sur des souches ATCC
majoritairement des bactéries a Gram positif et les bactéries a Gram négatif (Tableau VII).

Tableau VII. Les souches bactériennes testées.

Le Gram Les souches bactériennes

Staphylococcus aureus ATCC 6314
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Bacillus cereus ATCC 10876
Bacillus subtilis ATCC 6633

Escherichia coli ATCC 29522

e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

e Kiebsiella pneumoniae (souche de
diagnostique)

e Salmonella typhi ATCC 14028

e Acinetobacter baumannii ATCC 610

Gram (+)

Gram (-)

Pour s’assurer de la pureté des bactéries, des milieux de culture sélectifs ont été préalablement
utilisés pour identifier les souches bactériennes par Mesdames Bourebaba Yasmina et Mme
Benachour Karima (enseignantes a 1’université de Béjaia) (Annexe 10). Par la suite, les cultures

bactériennes sont conservées a 4°C sur gélose nutritive.
11.9.1. Préparation de I’inoculum :

Pour la réalisation des tests antibactériens, il est important de travailler avec une culture pure et
jeune, agée de 18 a 20 heures en phase exponentielle sur gélose nutritive. Ainsi aprés cette
revivification de 24 heures, on procede a la standardisation des inocula en sélectionnant notamment
3 a5 colonies bien isolées et parfaitement identiques a I'aide d'une anse de platine. Ces colonies sont
transférées dans 9 mL d'eau physiologique stérile a 0,9% pour obtenir une suspension bactérienne

homogeéne dont I'opacité doit correspondre a 0,5 sur I'echelle de McFarland.
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Cela se traduit par une densité optique de 0,08-0,11 lue a 625 nm (correspondant a 107 a 108

UFC/mL), conformément aux normes de I'antibiogramme établies par 'OMS en 1999.

Il est recommandé de procéder a I'ensemencement dans les 15 minutes suivant la préparation de
I'inoculum pour obtenir des résultats précis. Ces suspensions bactériennes standardisées serviront aux
ensemencements du milieu de culture Mueller Hinton (MH) qu’on réalise avant chaque test

antibactérien comme expliqué ci-dessous.

11.10. Les tests antibactériens :

11.10.1. Test de diffusion en disque :

Le test de diffusion en disque repose sur le principe de diffusion d'agents antimicrobiens a partir
de disques dans un milieu de culture bactérien, permettant d'évaluer la sensibilité des bactéries a ces
agents. Pour cela, les suspensions bactériennes en eau physiologique sont d’abord étalées par
écouvillonnage sur gélose Mueller-Hinton. Par la suite, des disques de papier Whatman standard N°1
(6 mm de diametre) préalablement stérilises sont imprégnés des extraits d’OFI reconstitués en
méthanol a 50 % ou de DMSO a 40 % pour ’extrait méthanolique ou d'éther de pétrole,
respectivement. Diverses concentrations des extraits (50, 100, 200, et 400 mg/mL pour I’extrait
métahnolique, et 30, 40 et 100 mg/mL pour I’extrait d’éther de Pétrole) sont alors déposés a raison de
10 pL sur disques (Loukili et al., 2022). Le méthanol & 50% et le DMSO a 40% ont servi de contréles
négatifs a chaque test, et des disques d’antibiotiques standards ont servi de contrdles positifs (Annexe
7).

11.10.2. Test de diffusion par puits :

Ce test évalue la sensibilité des bactéries a divers antibiotiques en mesurant les zones
d'inhibition de croissance autour de puits, lesquels sont créés dans une gélose de 4.0 mm de
profondeur et remplis par la suite d'extraits ou d'antibiotiques a tester. Les suspensions bactériennes

en eau physiologique sont d’abord étalées par écouvillonnage sur gélose Mueller- Hinton.

Puis des volumes de 30 uL d’extraits reconstitués sont déposée dans les puits (formés par des
embouts stériles de 6 mm sur gélose MH) a différentes concentrations (50, 100, 200, et 400 mg/mL

pour I’extrait méthanolique, et 30, 40 et 100 mg/mL pour I’extrait d’éther de Pétrole).

Avant de remplir les puits avec les extraits, on referme les puits avec une petite couche de gélose
MH pour empécher la diffusion prématurée des agents antimicrobiens des extraits dans le milieu
environnant. Cela permet de contrbler la libération des substances testées uniquement dans les

puits, assurant ainsi des résultats plus preécis lors de I'évaluation de la sensibilité des bactéries aux
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extraits testés. Comme pour la méthode précédente, La reconstitution a été faite dans du méthanola
50% et du DMSO a 40% qui ont servi de contrbles négatifs a chaque test, et des disques

d’antibiotiques standards ont servi de contrdles positifs (Annexe 7).

11.10.3. Test des spots :

Le test de diffusion en spot est une méthode utilisée pour évaluer I'activité antimicrobienne des
substances. Dans ce test, les extraits reconstitués a différentes concentrations (50, 100, 200, et400
mg/mL pour I’extrait méthanolique, et 5, 10, 20, 40, 60, 80 et 100 mg/mL pour I’extrait d’éther de
Pétrole) sont déposes sous forme de petites taches (spots) de 5 pL sur la surface de la gélose MH
préalablement ensemencée de suspensions bactériennes par écouvillonnages. Si la substance possede
des propriétés antimicrobiennes, elle inhibera la croissance des micro- organismes autour du spot,
formant ainsi une zone d'inhibition. Cela permet d'évaluer la sensibilité des bactéries aux différents
extraits testés. La reconstitution a aussi été réalisée dans du méthanol a 50% et du DMSO a 40% qui
ont servi de controles négatifs a chaque test, et des disques d’antibiotiques standards ont servi de

controles positifs (Annexe 7).

Apreés les deux premiers tests, les boites de Pétri ont été placées au réfrigérateur (4°C) pendant2 h
pour permettre une pré-diffusion des extraits, puis transférés a I’étuve a 37°C pour 24 h dans le but
de simuler la croissance bactérienne. Pour le test des spots, les boites sont déposées sur paillasse
pour un sechage des dép6ts a la surface avant I’incubation de 24 h a I’étuve (37°C).

Aprés incubation de 24h, les diamétres d'inhibition (cm) sont mesurés afin d'évaluer I'efficacité
de I'échantillon testé, et les souches bactériennes sont classees en sensibles ou résistantes (Tableau
VI11) selon (Hamidi, 2013) et (Moreira et al., 2005).

Tableau VIII. L’échelle d'estimation de 1’activité antimicrobienne

Non sensible (-) ou Résistante <8 mm
Sensible (+) 9a14 mm
Trés sensible (++) 15219 mm
Extrémement sensible (+++) >20 mm
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11.10.4. Concentration minimale inhibitrice (CMI) :
La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) se réfere a la plus faible quantité d'agent
antimicrobien capable d'interrompre entiérement la croissance visible a 1'ceil nu des microorganismes
apres une période d'incubation de 18 a 24 heures (Loukili et al., 2022).

Nous avons procédé a I'évaluation de l'activité antibactérienne des extraits sur les 09 souches
bactériennes mentionnées précédemment en determinant la Concentration Minimale Inhibitrice
(CMI) dans un milieu liquide a I'aide de microplaques de 96 puits stériles en polystyrene en forme de
"U". Le protocole de mise en place du test sur microplaque est expliqué en Figure 14. Pour chaque
extrait, une microplaque a servi a tester 3 bactéries : nous avons donc réalisés 9 tests sur
microplaques afin de tester 3 extraits (extrait méthanolique, et deux extraits d’éther de pétrole issusde
I’EAU et de I’EC). Des volumes de 150 uL des différentes concentrations des extraits sont melanges
a 50 pL de suspensions bactériennes préalablement standardisés. Des blancs des extraits testés et des
blancs du milieu de culture utilisé sont aussi préparés sur microplaque afin de les soustraire des
absorbances des tests faits aprés lecture des absorbances. Les contréles positifs représentent les puits
(marron) contenant les souches bactériennes et le milieu de culture sans les extraits a tester (Figure
14). Les différentes concentrations testées sont de 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 et 200 mg/mL pour
I’extrait méthanolique, et de 5,10, 20, 40, 60, 80 et 100 mg/mL pour lesdeux extraits d’éther de
pétrole (EAU et EC). Les extraits ont été reconstitués dans du méthanol (50%), du DMSO (5 a 32%)
et de I’eau distillée pour I’extrait méthanolique, I’extrait d’éther de pétrole de I’EAU, et I’extrait

d’éther de pétrole issu de I’EC respectivement.

150 uL MH a différentes 150 uL. MH a différentes
Dilutions concentrations de I’extrait concentrations extrait + S0 pL
—— + 50 pL bactéries EP (eau physiologique)
Repel?n\ons
NS —— |
R 123456 7 8 95101112
A.&j; AL OOOOOO (X 150 pL MH
< (000000000 OF ¥
‘ (000000000 06 | °
LA LY X X X X X JOX J
tEoeov000000 O
Fe®ov000000 O
CGRHON0006O6O6S O
HOOO0OO0OOOOO
@ Bactérie 1 @ Bactérie 3 @ Blanc de I'extrait \ |
@ Bactérie 2 # Blanc du milieu de !
culture MIT 150 puL MH + 50 pL
[ bactéries ]

Figure 14. Protocole de détermination des CMI sur Microplaque.
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Ensuite, les microplaques sont incubées a 37 °C pendant 18 a 24 heures. Apres cela, les
microplaques ont été transférées dans un lecteur spécifique pour microplaques afin de mesurer les

absorbances a une longueur d'onde de 630 nm.

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) ont été déterminées en observant I'absence de
croissance visible a I'ceil nu et en réalisant des repiquages sur gélose nutritivea partir de tous les puits
afin de s’assurer des potentiels effets inhibiteurs des extraits sur la croissance bactérienne. Les taux

d'inhibition des extraits sont déterminés a l'aide de la formule suivante :

Le Taux d’inhibition (%) =
[(Absorbance du contréle positif - Absorbance du blanc du milieu de culture) - (Absorbance des
tests — Absorbance du blanc de 1’extrait) / (Absorbance du contrdle positif — Absorbance du blanc
du milieu de culture)] * 100

11.11. Analyse statistique :

Une analyse descriptive des résultats est réalisée a 1’aide du Microsoft office Excel (2010),
afin de déterminer les moyennes et les écarts types. Une analyse de la variance (ANOVA) est
appliquée a 1’aide du logiciel JMP (proces version 10, SAS, USA) afin de mettre en évidence les
différences significatives de rendement d’extraction du mucilage. Le degré de signification des

données est pris a la probabilité p <0 ,05.
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I11.1. Identification de la plante :

Le cactus Opuntia ficus indica, souvent désigné sous lI'acronyme OFI, est couramment surnommé

"plante épineuse™ en raison de son role dans la distinction des sous-espéces. Parmi les diverses

variantes d'Opuntia ficus indica, on distingue celles dépourvues d'épines, telle que la forme ficus

indica. En se basant sur les observations des dimensions et des caractéristiques des raquettes collectées

(Tableau IX), on conclue que notre échantillon correspond a 1’espéce Opuntia ficus indica qui

présente une forme, des dimensions, un nombre et une distance d’aréoles spécifiques, ainsi que

I’absence d’épines qui permet de la distinguer d’autres espéces du genre Opuntia comme O. amyclae,
et O. megacantha (Mahdeb et al., 2021 ; Reyes-Aguero, 2005).
Tableau IX. Caractéristiques des cladodes d’OF1

Paramétres mesurés

Forme
Longueur (cm)
Largeur (cm)
Epaisseur (cm)
Nombre d'aréole
Distance entre aréoles (cm)
Poids (g)
Epines
Longueur des épines (cm)

111.2. Test d’humidité et matiere seche :

Valeurs
Ovoide
37,87 £ 2,96
19,75+ 2,61
1,44 +0.64
135,83 £ 6.99
3,61+0.21
1103,62 + 330.04
Absents ou 1 par aréole
0,7x0.31

Les raquettes d'Opuntia ficus indica (OFI) de la région de Merdj-Ouamane affichent un taux

d'’humidité d'environ 92,94 + 0,5 %. Gréace a ces données, nous avons pudéduire que le pourcentage

de matiere séche était estimé a 7,06 % + 0,5 %. Ces résultats sont cohérents avec ceux rapportés par

(Angulo-Bejarano, 2014) et Valente et al., 2010) dont le taux d’humidité est situ¢ entre 80 et 95 %.

L'eau constitue le principal composant des cladodes du figuier de Barbarie (Angulo-Bejarano,

2014) avec une teneur en eau variant selon le site de culture, I'espéce du genre Opuntia, les saisons et

I'age de la plante.

111.3. Rendements des extractions :

Les poudres issues des raquettes d’OFI ont été soumises a deux techniques d'extraction distinctes

. I'extraction assistée par ultrasons (EAU) et I'extraction conventionnelle (EC), cette derniére étant

specifiqguement utilisée lors de 1’extraction a 1’éther de pétrole afin d’améliorer ses rendements par

rapport a ’EAU. Le Tableau X montre les rendements des extractions calculés par rapport a la

matiére séches (mg) des cladodes.
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Tableau X. Rendement des procédés d’extractions.
Les valeurs avec les lettres différentes (a, b, ¢) sont significativement différentes
(Tukey, p < 0,05) pour chaque type de traitement.

Solvants d’extraction Type d’extraction Rendement (p/p)

Méthanol (50%) Extraction assistée par ultrasons (EAU) 12,99+1,30°?

Ether de pétrole (50%) Extraction assistée par ultrasons (EAU) 0,57 +0.05
Extraction conventionnelle (EC) 1,78+0,17°"

En comparant les rendements des extractions obtenus par I’EAU, on constate une différence
hautement significative entre les deux rendements.

Pour I’extrait d’éther de pétrole, habituellement les méthodes d’extraction innovantes permettent
d’obtenir des rendements plus importants que ceux des méthodes conventionnelles (Mahdeb et al.,
2021), cela n’a pas été observé bien que la différence n’est pas significative. Ceci pourrait étre
expliqué par le fait que I’EC a I’éther apolaire a 50% ((1:1) Solvant : ED) a permis d’obtenir deux
fractions selon les affinités des biomolécules avec la fraction eau distillée ou la fraction d’éther de
pétrole : une fraction apolaire comme observé en EAU et une fraction additionnelle de nature polaire
qui pourrait 1égérement augmenter le rendement.

Ainsi, le rendement élevé est attribuable a l'utilisation de méthanol, tandis quele rendement le plus
faible est issu de l'utilisation d'éther de pétrole par EAU. Ce résultat est conforme a celui de
(Mabotja et al., 2021), ou I'EAU a I’aide de méthanol (50%) a permis d’obtenir les meilleurs
rendements (6,75-26,10 % (p/p)) par rapports a 1’éther de pétrole (0,14-1,88 % (p/p)) pour es
cladodes de I’OFI.

I11.4. Dosages des CPT, FT et évaluation des activites antioxydante :

Les résultats des dosages des composés phénoliques totaux, des flavonoides totaux ainsi que de
’activité antioxydante (a I’ABTS) des deux extraits, méthanolique et 1’éther de pétrole, sont illustrés

dans le tableau suivant :

Tableau XI. Comparaison des taux des CPT, FT et Activité antioxydantes des extraits

CPT FT Activité antioxydante | Taux d'inhibition
(mg EAG/g MS) | (mg EQ/g MS) (mg CAET/g MS) (%)

Extrait méthanolique 35,66 +1,30° 15,18 £ 0.23" 30,06 + 2,56 ° 89,59 +3,43¢
(EAV)

Extrait d’éther de pétrole (EAU) 3,80+0,05° 10,11+0,21°¢ 2553+1,01¢ 83,54 +1,35°
(apolaire)

Extrait d’éther de | apolaire 3,02+0,10° 2,77 £ 0,06 ¢ 0,74 +1,43¢ 51,93 +4,79 ¢
pétrole

(EC) polaire 33,76 £0,83% 33,07+1,26° 39,51+ 4,212 81,63+1,35°¢

EC : extraction conventionnelle, EAU : Extraction assistée par ultrasons
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Comme indiqué auparavant, I’EC a 1’éther de pétrole a permis I’obtention de deux fractions
(polaire et apolaire) qui ont aussi été dosés afin de les comparer a I’extrait méthanolique et d’éther de
pétrole qui était apolaire huileux) obtenue par EAU avant de réaliser les tests antibactériens.

Ces mémes résultats sont représentés en Figure (15, 16 et 17) ci-dessous :

|G
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o 40
=
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1) 30
<
w 20 b
g 10 ¢
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E-Méthanolique  E-Ether (EAU- E-Ether (EC- E-Ether (EC-
apolaire) apolaire) polaire)

Figure 15. Comparaison des teneurs en CPT pour les extraits méthanoliques (EAU) et des
extraits d‘éther de pétrole des deux extraction EAU et EC.
Les valeurs avec les lettres différentes (a, b) sont significativement différentes
(Tukey, p < 0,05) pour chaque type de traitement.

Concernant le dosage des CPT, les résultats indiquent que I'extrait méthanolique présente une
concentration plus élevée (35,66 + 1,30 mgEAG/g MS) en CPT de prés de 10 fois par rapport aux
extraits apolaires d'éther (3,89 + 0,05 mgEAG/g MS en EAU, et 3,02 + 0,10 mg EAG/g MS en EC)
(Figure 15). Cette différence s'explique par la nature des solvants utilisés : le méthanol, en tant que
solvant polaire, a une affinité pour les composés phénoliques polaires, tandis que I'éther de pétrole,en

tant que solvant apolaire, favorise I'extraction de molécules bioactives apolaires (Mahdeb, 2022).

Par ailleurs, I'extrait d’éther polaire obtenu uniquement par EC affiche également une

concentration élevée (33,76 mg EAG/g MS) se rapprochant de celle de 1’extrait méthanolique.

Le solvant d’éther de pétrole est un solvant organique apolaire, idéalement utilisé pour extraire des
molécules bioactives de nature apolaire ou hydrophobique, comme des terpénes, ou des COmMpPOSES
phénoliques apolaires comme les curcuminoides, le resvératrol, les xanthones, les lignanes, et les flavonoides

non polaires,(Awad et al., 2021) il est souvent utilisé pour I’extraction des huiles essentielles.
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Toutefois, la valeur élevée du dosage de 1’extrait d’éther aprés EC s’explique par la fraction importante
polaire qui est constituée par le volume d’eau mélangé au solvant ((1 :1), 50%), ainsi cette fraction formée par
la portion de 1’eau distillée et des molécules bioactives polaires pourrait avoir la méme composition que
I’extrait méthanolique qui est un solvant polaire, ceci expliquerait le rapprochement des dosages obtenus. Le
rendement d’extraction des composés phenoliques non polaires est souvent inférieur a celui des composés
phenoliques polaires, a cause des caractéristiques de solubilité et a la nature des solvants utilisés dans le
processus dextraction. Les solvants polaires sont plus efficaces pour extraire les composés phénoliques
polaires, qui sont généralement plus abondants et plus diversifiés dans les matiéres vegétales. Les solvants non
polaires, tels que I'éther de pétrole, sont moins efficaces pour extraire les composés phénoliques polaires, ce

qui entraine des rendements inférieurs (Khoddami et al., 2013).

La Figure 16 montre les teneurs en flavonoides totaux des extraits méthanoliques et d'éther de

pétrole.
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Figure 16. Comparaison des teneurs en FT pour les extraits méthanoliques (EAU) et des extraits
d‘éther de pétrole des deux extraction EAU et EC.
Les valeurs avec les lettres différentes (a, b, c, d) sont significativement différentes
(Tukey, p < 0,05) pour chaque type de traitement
Les résultats expérimentaux indiquent que I'extraction conventionnelle (EC) s'est réveélée plus

efficace pour I'extrait polaire d'éther avec un rendement de 33,07 = 1,26 mg EQ/g MS.

L'OFI est remarquable pour sa concentration élevée en divers polyphénols (Angulo-Bejarano,
2014, Astello-Garcia et al., 2015). Les flavonoides se démarquent particulierement en tant que

composants prédominants parmi ces composés phénoliques (Djeridane et al., 2006).

Compte tenu de la sensibilité des flavonoides a la chaleur et de leur tendance a se dénaturer, les
données les plus precises ont été obtenues en utilisant la température de séchage la plus basse lorsde

I'extraction conventionnelle par macération (Tiho et al., 2017 ; Mahdeb et al., 2021).
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Ces résultats pourraient étre cohérents avec notre étude, ou I'extraction conventionnelle réalisée a

température ambiante a montré de meilleures performances que I’EAU (& 60°C).

L’extrait méthanolique pourrait contenir d’autres types de composes phénoliques en plus des FT (a
15,18 + 0.23 mg EQ/g MS) qui sont présents a pres de la moitié du taux global des CPT (35,66 + 1,30 mg
EQ/g MS), comme les tanins et les acides phénoliques. Alors que I’extrait d’éther de pétrole de ’EC
semble étre plus riche en FT (33,07 £ 1,26 mg EQ/g MS) par rapport a la fraction des CPT, de méme
pour I’extrait d’éther de pétrole de I’EAU qui est apolaire (Tableau XI).

Les résultats de 1’évaluation antioxydante sont présentés ci-dessous Figure (17). On constate que le
taux le plus élevé est celui de 1’éther de pétrole de I’EC (39,51 + 4,21 mg CAET/g MS) suivit de I'extrait
méthanolique (30,06 £ 2,56 mg CAET/g MS), ensuite 25,53 + 1,01 et 0,74 + 1,43mg CAET/g MS sont
obtenus pour I’extrait d’éther de pétrole apolaires de ’EAU et de I’EC, respectivement (Tableau XI).
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Figure 17. Comparaison de I’activité antioxydante pour les extraits méthanoliques (EAU) et
desextraits d‘éther de pétrole des deux extraction EAU et EC.
Les valeurs avec les lettres différentes (a, b, ¢, d) sont significativement différentes
(Tukey, p < 0,05) pour chaque type de traitement.

On peut conclure que tous les extraits obtenus par les deux méthodesd'extraction EC et E.A.U
montrent la capacité de piéger le radical ABTS+, excepté I’extrait apolaire d’éther de pétrole obtenu
par EC (0,74 £ 1,43mg CAET/g MS). Ce dernier ayant un faible taux de CPT et de FT. Tandis que la
plus forte valeur notée pour 1’éther de pétrole apolaire de I’EAU est certainement reliée au taux élevé

des FT dans cet extrait.

De plus, cette capacité antioxydante est la plus marquée pour l'extrait méthaolique (polaire) et
d'éther de pétrole polaire de de I’EC, qui présente la valeur la plus élevée en raison des forts taux de

CPT et FT uniquement obtenus pour cet extrait.

Le calcul des taux d’inhibition (%) (Tableau XI) permet de constater que les taux d’inhibition

des extraits (E-Méthanolique (89,59 * 3,43 %), E-Ether(EAU-apolaire) (83,54 + 1,35 %)
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et E-Ether (EC2-polaire) (81,63 +1,35 %) sont plus élevés que E-Ether (EC1-apolaire) (51,93 + 4,79
%)) suivent les taux des CPT. Plus la concentration de composés phénoliques totaux est élevée (par
leur capacité a neutraliser les radicaux libres responsables du stress oxydatif), meilleure est I'activité
antioxydante des extraits en général. Cela dit des études de corrélations entre les trois paramétres
(CPT, FT et Activité antioxydante) pourraient confirmer ces constatations.

I11.5. Activités antibactériennes :
I11.5.1. Les tests realisés :

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antimicrobien des extraits obtenus par deux solvants a
travers les méthodes d’extraction correspondantes sur neuf souches bactériennes ATCC en majorité.
Nous avons d’abord réalisé des essais sur gélose Mueller-Hinton (test des disques, puits, et spots),
ensuite nous avons fait des essais par micro-dilutions en milieux liquides sur microplaques de 96

puits.

111.5.1.1. Test des disques et puits :

L'évaluation de I'activité antibactérienne des extraits bruts vis-a-vis des souches a été effectuée en
mesurant les diametres des zones d'inhibition autour des disques de papier Whatman et des puits
contenant les extraits secs reconstitués de I’EAU, a savoir I'extrait méthanolique (50, 100, 200 et 400
mg/mL) reconstitué en méthanol (50%), et I'extrait d’éther de pétrole (apolaire) a 30 , 40 et 100
mg/mL, reconstitué en DMSO (40%). Les résultats sont indiqués en Tableaux XI1 et XII1.,

L'activité antimicrobienne de nos extraits contre les bactéries analysées dans la présente étude a
été évaluée en fonction de la présence ou de I'absence de zones d'inhibition, en comparant les
diametres des zones a ceux de seuils d'estimation de ’activité antimicrobienne (Tableau V111, page
34). Les controles positives par antibiogramme, sont réalisés par dépot de disques d’antibiotiques sur

les mémes bofites de test des extraits.

Le résultat de tous les antibiogrammes réalises est présenté en Annexe 7.
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Tableau XI1. Diamétres des zones d’inhibition des extraits testés par test des disques.

Extrait méthanolique

Extrait d’éther de pétrole

(mg/mL) (mg/mL)
Bactéries 50 100 200 400 30 40 100
Staphylococcus
aureus 0 11+1mm 0 mm 0mm / 0mm 0mm
(ATCC 6314) mm
Enterococcus 951
faecalis (ATCC / 0 mm 0 mm mm / 0 mm 0 mm
29212)
Agmetobac_tgr 0 omm 9mm 0mm 10,33 £ 9 mm 0mm
aumannii mm 057 mm
(ATCC 610) '
Bacillus cereus 0 0 mm 0 mm 0 mm / 0 mm 0mm
(ATCC 10876) mm
Bacillus subtilis 10+1,5
0 0 0 0 ' 0 0
(ATCC 6633) o mm mm mm mm mm mm
Escherichia coli 0 mm 6,5+ 0,57
0 0 mm 0 mm / 0 ' '
(ATCC 29522) mm mm
13,6 +1,5
FEEIEEMENEE 0 9 mm mm 0mm 10,33 £ 10 mm 0 mm
aeruginosa mm 057 mm
(ATCC 27853) '
Klebsiella / 0 mm 0 mm 0 mm / 7 mm 0 mm
pneumoniae
(Souche de
diagnostique)
. / 0 mm 0 mm 0 mm / 0mm 0mm
Salmonella typhi
(ATCC 14028)

Slash (/) : bactérie non testée car non encore disponible.

mm : millimeétre
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Tableau XI11. Diamétres des zones d’inhibition des extraits testés par test des puits

Extrait méthanolique Extrait d’éther de pétrole
(mg/mL) (mg/mL)
Bactéries 50 100 200 400 40 100
Staphylococcus 0 0 mm 0 mm 0 mm 0mm 11 mm
aureus mm
(ATCC 6314)
Enterococcus / 0 mm 0 mm 13+2.8 0mm 15 mm
faecalis (ATCC mm
29212)
Acinetobacter 0 0 mm 10,5+0,7 0 mm 0mm
baumannii mm 10 mm mm
(ATCC 610)
Bacillus cereus 0 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0mm
(ATCC 10876) mm
Bacillus subtilis( 0 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
ATCC 6633) mm
Escherichia coli 0 0 mm 0mm 0mm 0 mm 0 mm
(ATCC 29522) mm
Pseudomonas 0 0 0 mm 0 mm 0 mm 0mm
aeruginosa mm
(ATCC 27853)
Klebsiella / 0mm 0mm 0mm 0mm 0 mm
pneumoniae
(Souche de
diagnostique)
Salmonella typhi / 15 mm 0 mm 11 mm 0 mm 0mm
(ATCC 14028)

Slash (/) : bactérie non testée car non encore disponible.

mm : millimetre
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Les résultats indiquent que I'activité antibactérienne des extraits méthanoliques et d'étherde pétrole
varie selon les extraits, leurs concentrations, et le type de bactérie.

En utilisant la méthode des disques, on a constaté que parmi les neuf souches bactériennestestées
avec I'extrait méthanolique, seules quatre ont été plus au moins affectées.

S. aureus a montré une zone d'inhibition de 11 + 1 mm a une concentration de 100 mg/mL, et de
9,5+ 1 mm a 400 mg/mL pour E. faecalis. Pour A.baumannii, une zone d'inhibition de 9 mm a été
observée a une concentration de 200 mg/mL. De plus, P. aeruginosa a présenté une zone d'inhibition
de 13,6 £1,5 mm a une concentration de 200 mg/mL, mais suggéerant un effet bactériostatique apres
observation de la réapparition d’un léger tapis bactérien a I’intéricur de la zone bien délimitée.

Les autres bactéries telles que B. cereus, B. subtilis, E. coli, K. pneumoniae et S. typhi n'ontmontré
aucun effet aux différentes concentrations testées de 1’extrait méthanolique.

Pour I'extrait d'éther de pétrole, seules quatre souches ont révélé des résultats concernant leszones
d'inhibition. A baumannii a présenté une zone d'inhibition de 9 mm et 10,33 £ 0.57 mm a une
concentration de 30 mg/mL et 40 mg/mL, respectivement, tandis que K. pneumoniae a produit un
diameétre de 7 mm, & une concentration de 40 mg/mL et de 6,5 £ 0,57 mm a 100 mg/mL pour E. coli,
ces deux derniers résultats ne sont pas considérés comme des zones d’inhibition car ils sont inférieurs a
9 mm (Tableau VIII, page 34) selon Hamidi, (2013) et Moreira et al., (2005). Pour P. aeruginosa, la
zone d'inhibition mesurait est de 10,33 £ 0.57 mm a une concentration de 40 mg/mL. Les autres
bactéries n‘ont montré aucun effet.

En utilisant la méthode des puits, on a constaté que parmi les neuf souches bactériennes testées
avec l'extrait méthanolique, seules trois ont pu étre affectées. Pour E. faecalis une zone d'inhibition de
13 + 2,8 mm a été observée a une concentration de 400 mg/mL. A. baumannii a présenté une zone
d’inhibition de 10.5 £ 0.7 mm a 400 mg/mL. S. typhi a présenté une zone d'inhibition de 15 mm et 11
mm a une concentration de 100 et 400 mg/mL, respectivement, mais en remarquant un effet
bactériostatique probable pour le diametre de 15 mm a cause de la présence d’un léger tapis bactérien a
I’intérieur de cette zone.

Avec l'extrait d'éther de pétrole, seules deux souches ont révélées des résultats a une concentration
de 100 mg/mL : S.aureus a présenté une zone d’inhibition de 11 mm tandis que E. faecalis une zone de

15 mm, probablement bactériostatique pour les mémes raisons citées avant.

111.5.1.2 Test des spots :
Ce test est réalise et interprété de la méme facon que les deux méthodes réalisées précédemment,

sauf qu’il consiste en des dépots directs de 5 uL d’extraits sur un tapis bactérien poussant sur gélose
Mueller-Hinton. L'extrait méthanolique (EAU) est testé aux concentrations de 50, 100, 200 et 400
mg/mL, tandis que pour I'extrait d'éther de pétrole (apolaire de I’EC) est testé aux concentrations 5, 10,
20, 40, 60, 80 et 100 mg/mL (Tableau XIV).
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Tableau XIV. Diamétres des zones d’inhibition des extraits testés par test des spots

Extrait d’éther de pétrole Extrait méthanolique
(mg/mL) (mg/mL)
Bactéries 5 10 20 40 |60 |80 100 50 100 | 200 | 400
Staphylococcus 5,5+ 6 6 8,5+
aureus 0 0 0 0 0 0 0 0,7 mm | mm | 35
(ATCC 6314) mm mm
Enterococcus 0 0 0 o |o |o 0 0 0 0 0
faecalis
(ATCC 29212)
Acinetobacter
baumannii 11 12 11 0 0 0 0 0 0 0 0

(ATCC 610) mm mm | mm

Bacillus cereus 8 10 10 | 11 | 12
(ATCC 10876) mm 8mm | 8mm | mm mm!| mm| mm 0 0 0 0
Bacillus
subtilis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(ATCC 6633)
Escherichia 11 10,5#| 115+
coli mm 07| 0,7mm| O 0 0 0 0 0 0 0
(ATCC 29522) mm
Pseudomonas
aeruginosa 9 10 10 0 0 0 0 0 0 0 0

(ATCC 27853) mm | mm o mm

Klebsiella
pneumoniae 10 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0
mm mm
(souche
diagnostique
Salmonellatyphi
(ATCC 14028) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

mm : millimétre
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L'extrait méthanolique démontre une activité antibactérienne uniquement contre S. aureus, avec
des zones d'inhibition allant de de 5,5 + 0,7 mm a 50 mg/mL, de 6 mm & 100 et 200 mg/mL et de 8,5 +
3,5 mm a 400 mg/mL, montrant aussi un effet dose-dépendant.

L'extrait d'ether de pétrole présente une activité notable contre plusieurs bactéries, notamment E.
coli avec des zones d'inhibition de 11 mm a 5 mg/mL, 10,5 + 0,7 mm a 10 mg/mL, et 11,5 £ 07 mm a
20 mg/mL. A. baumannii a montré des zones de 11, 12 et 11 mm aux concentrations de 5, 10 et et 20

mg/mL, respectivement.

Pour B. cereus on remarque la présence de zones d'inhibition dont les diamétres augmentent en
fonction des concentrations testées : de 8 mm entre 5 et 20 mg/mL puis augmentant jusqu'a 12 mm a
100 mg/mL. Pour K. pneumoniae deux zones d'inhibitions de 10 mm ont été observées a 5 et 10
mg/mL. En revanche, P. aeruginosa montre aussi une légere augmentation (9 a 10 mm) avec les

concentrations de 5, 10 et 20 mg/mL

Toutefois, les effets notés antibactériens de ces extraits par test des spots montrent beaucoup plus
des effets bactériostatiques. Aucune activité antibactérienne n'a été observée contre E. faecalis, B.
subtilis, et S. typhi pour les deux types d'extraits.

Les Figures ci-dessous montrent quelques photographies prises des trois tests réalisés sur gélose

Mueller Hinton :

Figure 18. Zones d’inhibition observées suite aux tests des disques de 1’extrait éther de pétrole
(30 mg/mL) sur les souches A. baumannii et P. aeruginosa.
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Figure 19. Zones d’inhibition observées suite aux tests des puits de 1’extrait
méthanolique sur la souche S. typhi et I’extrait d’éther sur la souche S.aureus.

Figure 20. Zones d’inhibition observées suite aux tests des spots de 1’extrait d’éther sur
la souche P. aeruginosa et de I’extrait méthanolique sur la souche S. aureus.

En analysant les résultats de nos tests, il est apparu que les deux extraits ont montré une efficacité
a des concentrations spécifiques et avec des tests particuliers sachant que la sensibilité des souches
est variable a 1’égard de I’extrait testé. L’extrait méthanolique aurait des capacités a inhiber cing
bactériesdont trois a Gram (-) : S. aureus, A. baumannii et S. typhi et deux a Gram (+) : E. faecalis et
P. aeroginosa. Tandis que I’extrait d’éther de pétrole a inhibé septs bactéries dont quatre a Gram(+) :
B. subtilis, B. cereus, P. aeruginosa et E. faecalis et trois a Gram (-) : A.baumannii, E .coli et K.
pneumoniae. Pour les deux extraits les zones observées variant entre 5,5 et 15 mm. On constate aussi
que parmi ces trois tests sur gélose, le test des spots est plus efficace (surtout pour 1’extrait d’éther de
pétrole) que celui des disques et puits, cela est certainement due au contact direct des extraits avec les
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bactéries étalées sur gélose Mueller-Hinton qu’on n’a pas dans les autres méthodes, ou la diffusion a
partir des disques et a travers la gélose pour les puits, pourrait agir comme un frein a 1’action des

extraits.

A partir de ces résultats, nous constatons que les zones d’inhibition sont de diamétres relativement
faibles pour la majorité des bactéries et présentent des effets bactériostatiques probables. Ceci nous a
induit a tester les trois extraits sur milieux liquide par microplaques de 96 puits ou le contact direct

entre les extraits et les souches testées pourrait donner des résultats plus probants.

111.5.2. Microdilution : concentration minimale inhibitrice (CMI) :

L’extrait méthanolique (EAU) et I'extrait d’éther de pétrole (apolaire et polaire de I’EC) ont été
testé sur I'ensemble des souches bactériennes par microplaque afin de confirmer I’effet de nos
extraits.

L’interprétation est faite en premier par observation a 1’ceil nu (présence ou absence d’un trouble
dans les puits), et elle est complétée par repiquage a partir des suspensions de tous les puits sur gélose
suivi d’une incubation dans I’étuve a température 37°C durant 18 a 24 heures. L’absence de la
croissance a I’ceil nu permet de déterminer les CMI, ainsi que de déduire apres repiquage Si cette
concentration inhibitrice a un effet bactéricide (CMB) tuant les bactéries, ou plutét un effet
bactériostatique si les bactéries sont toujours vivantes (viables). En général, plus les CMB sont

faibles plus I’extrait est efficace.

111.5.2.1. Test de microdilution avec extrait Méthanolique :

L’extrait méthanolique (EAU) a été testé par microdilution sur les 9 souches bactériennes a des
concentrations de 3,12, 6,25, 12,5, 25, 50, 100, 200 mg/mL.
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Figure 21. Inhibition des croissances bactériennes en fonction des concentrations de
I'extrait méthanolique.

Généralement les deux premieres bactéries sont inhibées avec 1’augmentation des
concentrations des extraits, pour atteindre des taux d’inhibition de 65,75 % pour E. coli et de 78,57%
pour S.aureus a 200 mg/mL. P. aeruginosa montre un effet contraire ; sa croissance est plutdt activée
par les concentrations croissantes de I’extrait, mais atteint pres de 109,84 % de taux d’inhibiton a 200
mg/mL.

A baumannii, S. typhi et E faecalis ont été inhibées par I’augmentation des concentrations des
extraits pour atteindre 83.32, 109 %., et 134.06 % a 200 mg/mL, respectivement.
K. pneumoniae, B. cereus et B. subtilis ont été inhibées progressivement par 200 mg/mL d’extrait
a61.41, 103.37 et 108.56 %.
Les resultats du repiquage (Figure 22) ont montré que seule la croissance de B. subtilis a été
inhibée 200 mg/mL d’extrait méthanolique, montrant ainsi un effet bactéricide de 1’extrait. Dans ce
cas, la CMI est égale a la CMB qui est de 200 mg/mL. Les autres souches testées sont encore viables

malgreé les taux d’inhibition élevés parfois notés, cela s’explique par des effets bactériostatiques.
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Figure 22. Effet de 1’extrait méthanolique (200 mg /mL) sur la croissance de B. subtilis 100
mg/mL. Les concentrations de 100 et 200 mg/mL correspondent aux lettres B et A,

respectivement

111.5.2.2. Test de microdilution avec extrait éther de pétrole (apolaire) :

L’extrait d’éther de pétrole (apolaire de I’EC) a été testé par microdilution sur les 9 souches

bactériennes a des concentrations de 5, 10, 20, 60 et 80 mg/mL.
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Figure 23. Inhibition des croissances bactériennes en fonction des concentrations de

I'extrait éther de pétrole.
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Comme pour le test précédent, les bactéries sont inhibées proportionnellement aux concentrations
de I’extrait, avec des taux d’inhibition variés selon les bactéries, mais étant les plus faibles pour les

trois derniéres bactéries (entre 80 et 50 %).

Les résultats du repiquage ont montré que P. aeruginosa est entierement inhibées a 60 et 80
mg/mL qui peuvent donc étre considérées comme les CMB. Alors, qu’E. faecalis est partiellement
inhibée dés 20 mg/mL et ne pousse plus a 60 et 80 mg/mL, respectivement (Figure 24), ainsi on peut
considérer que la CMI est de 20 mg/mL et que 60 et 80 mg/mL représentent les CMB. Ainsi, les
valeurs des CMB sont plus faibles que celle observée pour I’extrait méthanolique, ce qui est en

faveur d’une efficacité plus accentué de cet extrait. Les autres souches testées sont encore viables

malgré les taux d’inhibition €levés parfois notés, cela s’explique par des effets bactériostatiques.

80 ma/mL 60 mg/mL
/

80 ma/mL 60 ma/mL

20 ma/mL

ST

Figure 24. Effet des concentrations de I’extrait d’éther de pétrole (EC-apolaire)
sur P. aeruginosa (a gauche) et E. faecalis (a droite).

111.5.2.3. Test de microdilution avec extrait éther de pétrole (polaire) :

L’extrait d’éther de pétrole (apolaire de ’EC) a été testé par microdilution sur les 9 souches

bactériennes a des concentrations de 5, 10, 20, 40, 60, 80 et 80 mg/mL (Figures 25).
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Figure 25. Inhibition des croissances bactériennes en fonction des concentrations
de I'extrait d'éther de pétrole (EC-Polaire).

Les taux d’inhibition augmentent progressivement pour E. coli pour atteindre 94,1 %, a 100 mg/mL,
tandis que pour P. aeruginosa les taux d'inhibition sont principalement négatifs a toutes les
concentrations sauf a 100 mg/mL avec un taux de 28,30 %. Cela indique une stimulation de la
croissance bactérienne pour cette souche a la plupart des concentrations testées. La méme observation
est notée pour S. aureus entre 5 et 40 mg/mL, a 100 mg/L, mais le taux d’inhibition est de 93,16 %.

Pour E. faecalis et S. typhi nous observons une augmentation proportionnelle des taux d’inhibition
avec les concentrations testées, qui est plus importante a toutes les concentrations d’extrait pour E.
faecalis.

Cela dit, la croissance d’A. baumannii est stimulée par I’extrait et atteint le plus faible taux
enregistré de 19,41 % a 100 mg/mL d’extrait.

Pour K. pneumoniae et B. subtilis nous notons un effet inverse des taux d’inhibition qui indique une
croissance stimulée par 1’augmentation des concentrations de I’extrait, mais un taux d'inhibition est
atteint (114,72 %) a 100 mg/mL. La croissance de B. cereus est inhibée a partir de 40, 60,80 et 100
mg/mL, avec des taux d’inhibition de 77,7 ; 97,1 ;78,9 ; 115.8 %, respectivement.

Les resultats du repiquage (Figure 26) ont montré que seule la croissance de S. aureus est
complétement inhibée a 100 mg/mL d’extrait, montrant ainsi un effet bactéricide de I’extrait (avec un

taux d’inhibition dépassant les 100 %). Dans ce cas, la CMI est égale & la CMB qui est de 100 mg/mL.
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Les autres souches testées sont encore viables malgré les taux d’inhibition élevés parfois notés, cela

s’explique par des effets bactériostatiques.

Figure 26. Effet des concentrations de 1’extrait d’éther de pétrole (EC-
polaire) de 40, 60, 80 et 100 mg/mL correspondants a D, C, B et A respectivement
sur la croissance de E. coli (1) et P. aeruginosa (. Effet des concentrations de 0, 5,
10, 20, 40, 60, 80 et100 mg/mL correspondent aux lettres H, G, E, F, C, D, Bet A

pour S. aureus (3 et 4) respectivement.

Les résultats du repiquage (Figure 27) ont montré que seule la croissance de E. faecalis est
completement inhibée a 100 mg/mL d’extrait, montrant ainsi un effet bactéricide de I’extrait. Ainsi,
la CMI est égale a la CMB qui est de 100 mg/mL. Les autres souches testées sont encore viables

malgré les taux d’inhibition élevés parfois notés, cela s’explique par des effets bactériostatiques.

Figure 27. Effet des concentrations de I’extrait d’éther de pétrole (EC-polaire) de 40,
60, 80 et 100 mg/mL correspondants a D, C, B et A respectivement sur la croissance
de A. baumannii (1) et E. faecalis (2 et 3). Les concentrations de 0, 5, 10 et 20
mg/mLcorrespondent aux lettres H, G, E et F, respectivement.
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Le repiquage des trois souches (B cereus, K. pneumoiniaa et B. subtilis) ne montre pas d’effet

bactéricide (Figure 28) mais plutét bactériostatique.

Figure 28. Effet des
concentrations de I’extrait
d’éther de pétrole (EC-
polaire) de 0, 5, 10, 20,
40, 60, 80 et 100 mg/mL
correspondants a H, G, E,
F,C,D,BetA,
respectivement pour B.
cereus (1 et 2), K.
pneumoniae (3 et 4) et B.
subtilis (5 et 6).

Concernant I’'IC50, qui est la concentration inhibitrice médiane (CI50, ou IC50 en anglais), c’est
est une mesure de l'efficacité d'un composé donné pour inhiber une fonction biologique ou
biochimique spécifique. Cette mesure quantitative indique quelle quantité d'une substance (inhibiteur)
est nécessaire pour inhiber a moitié un processus biologique donné. Cette valeur de I’'IC50 calculée a
partir des taux d’inhibition obtenus par microplgaue (Annexe 8 et 9) pour E. faecalis qui a été
complétement inhibée avec I’extrait éther de pétrole, est égale a 3,51 mg/mL. Alors que son IC50 avec
extrait méthanolique est de 7,21 mg/mL ou la bactérie montre a été inhibée par effet bactériostatique.
Cela indique qu’il faut une concentration relativement élevée de I’extrait méthanolique pour inhiber

50% de I'activité biologique de cette bactérie.
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D'aprés nos résultats des essais in vitro antibactériens sur gélose et sur microplague, on constate que
les extraits méthanolique et d’éther de pétrole des cladodes d'OFI (obtenu par EAU et EC) montrent des
effets antibactériens globalement bactériostatiques mais aussi bactéricide particulierement remarquée
sur microplaques contre B. subtilis (extrait méthanolique EAU), contre E. faecalis et P. aeruginosa
(extrait éther de pétrole apolaire-EC), et contre E. faecalis et S. aureus (extrait éther de pétrole polaire-
EC).

Plusieurs auteurs, tels que (Shafiei et al. 2013) et (Wasnik et Tumane 2016) ont confirmé que les
extraits de diverses especes d’OFI, dans une variété de solvants polaires et apolaires, ont démontré une
activité contre des souches bactériennes telles que Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,

Escherichia coli, Salmonella spp, Klebsiella pneumoniae, et Bacillus subtilis.

Divers travaux (Marwa et al., 2020 ; EI-Mostafa et al., 2014, ; Perucini-Avendano et al., 2021),
attestent de la présence d'une variété de métabolites secondaires tels que les tanins, les terpénoides, les
alcaloides et les flavonoides posséde des propriétés antimicrobiennes efficaces, augmentant ainsi la
toxicité des extraits envers les microorganismes. (Marwa et al., 2020) a expliqué que cette activité est
probablement due a la capacité de ces métabolites a former des complexes avec des protéines
extracellulaires et solubles, ainsi qu'a se lier aux parois cellulaires bactériennes, entrainant ainsi une

rupture des membranes microbiennes.

Une croissance significative avec des concentrations croissantes d’extrait a été constatée pour certaines
bactéries (P aeruginosa et A. baumannii). Cette observation peut s'expliquer par la richesse des
cladodes d'OFI en carbone, en azote, en phosphore et en sources minérales favorisant la croissance de
différentes especes bactériennes et de champignons (Reda et al., 2020).

D'apres I'étude menée par (Semiria et al., 2022), I'extrait méthanolique de cladodes d’OFI a
démontré une activité antibactérienne significative contre une variété de bactéries, notamment
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et Enterococcus
faecalis, couvrant ainsi les bactéries a Gram négatif et a Gram positif. 1ls suggérent son potentiel d’étre
utilisé comme un agent antibactérien efficace dans divers domaines. Il est intéressant de noter que les
observations de notre étude concordent avec ces résultats, montrant que nos extraits ont également une
activité contre les deux types de bactéries, a la fois Gram positif et Gram négatif, en particulier avec

les souches mentionnées.

D’un autre c6té, d’aprés nos résultats, les extraits d’éther de pétrole de I’EC (apolaire et polaire)
pourraient étre plus efficaces que I’extrait méthanolique montrant deux effets bactéricides sur trois
bactéries (E. faecalis, S. aureus et P. aeruginosa) par microdilution. Ces effets pourraient étre reliés
aux forts taux des flavonoides totaux notés dans notre étude pour I’extrait polaire (EC), et de la forte

activité antioxydante aussi (Tableau VI). Quant a I’extrait apolaire (EC) il pourrait contenir des
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composés phenoligues apolaires ou bien des terpenes potentiellement connus pour étre actifs contre les
bactéries (Bassolé et al., 2012).

De la méme facon, (Mabotja et al., 2021), les extraits d'éther de pétrole présentaient une activité
antibactérienne plus puissante par rapport aux extraits de méthanol a 50% de cladode d’OFI. Cette
difference d'efficacité est principalement due a la différente polarité des solvants utilisés avec les

molécules bioactives.

Conformément aux conclusions de I'étude menée par (Welegerima et al., 2018), les extraits de
cladodes d’Opuntia ficus indica ont démontré des propriétés antibactériennes significatives a la fois
contre les bactéries a Gram positif et a Gram négatif. De plus, ces travaux de recherche de
(Welegerima et al., 2018) et ceux de (Aruwa et al., 2019) ont mis en évidence que les extraits de
cladodes d’OFI sont une source riche en divers composés phytochimiques, notamment les substances
phénoliques, les tanins, les glycosides, les alcaloides, les flavonoides, les saponines, lesstéroides et les
alcaloides. Ces composés pourraient étre responsables de I'activité inhibitrice observée contre les

bactéries

De plus (Boizot and Charpentier, 2020) soulignent que I'activité antibactérienne observée peut étre
attribuée a la présence de ces composeés qui sont reconnus pour leurs propriétés bactéricides et/ou

bactériostatiques.

Les souches qui n'ont présenté aucune zone d'inhibition a différentes concentrations de nos extraits
peuvent étre expliquées par divers facteurs. Parmi ces éléments, on peut évoquer le probléeme de

diffusion de I'extrait, tel que mentionné dans (Fettah et al., 2018).

Plusieurs auteurs justifient I'absence de zone d'inhibition pour les extraits testés par la méthode des
disques en soulignant plusieurs facteurs, notamment la charge du disque lors de I'imprégnation, la
capacité de I'extrait a se diffuser correctement, ainsi que la polarité et la solubilité des produits évalués.
Dans notre étude, l'extrait d'éther a montré deux phases, polaire et apolaire, qui se reformaient
continuellement apres chaque vortex avant la réalisation de chaque test, en accord avec larticle
mentionnant I'importance de la polarité et de la solubilité de I'extrait. Comme souligné par (Klané¢nik
et al., 2011) I'absence de zone d'inhibition ne signifie pas nécessairement que le composeé est inactif,

en particulier pour les composés moins polaires qui diffusent plus lentement dans le milieu de culture.
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Conclusion

La diversité des composés bioactifs présents dans les plantes suscite un intérét croissant en
recherche pour leur potentiel bénéfique. Notre étude s'est spécifiqguement concentrée sur Opuntia ficus
indica, une plante appartenant a la famille des Cactaceae. Cette plante, présente un potentiel
prometteur pour diverses applications thérapeutiques, notamment en raison de ses propriétes
antioxydantes et anti-inflammatoires. Son utilisation traditionnelle dans la médecine populaire

mexicaine souligne son importance culturelle et ses bienfaits potentiels pour la santé.

Notre recherche s'est focalisee sur les extraits de cladodes, explorant ainsi leur potentiel et leurs
applications comme agents antibactériens. Deux extraits obtenus par 1’usage du méthanol et de 1’éther
de pétrole comme solvants d’extraction en extraction assiettée par ultrasons (EAU) et en extraction
conventionnelle (EC) ont été évalués pour leurs efficacité antibactérienne.

Cette évaluation a été réalisée a l'aide de diverses méthodes telles que la méthode des disques, des
puits, des spots, et la microdilution contre les bactéries suivantes Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Klebsiella pneumonia, Escherichia coli, Enterococcus

faecalis, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, et Acinetobacter baumannii.

Les résultats obtenus ont montré que les deux extraits ont présenté un effet bactériostatique en
majorité sur toutes les souches testées a différents degrés quel que soit la méthode utilisée, mais le
résultat du test des spots avec I’extrait d’éther de pétrole (EC apolaire), favorisant un contact direct, a
montré des effets plus notables sur les bactéries testées en plus de 1’effet dose-dépendant observe pour
certaines souches. Toutefois, un effet bactéricide est observé grace a la méthode des micro dilutions
sur quatre souches bactériennes (B. subtilis avec 1’extrait méthanolique de ’EAU, et trois bactéries
inhibées avec 1’éther de pétrole de I’EC : E. faecalis, S. aureus et P. aerugniosa), comme en témoigne
I’absence de poussée bactérienne sur microplaques. La capacité antibactérienne la plus efficace a été
donc observée avec l'extrait d'éther de pétrole (avec les deux fractions polaire et apolaire) montrant les
CMB les plus faibles.

Cette activité des deux extraits peut s'expliquer par la présence de divers composés tels que les
tanins, les glycosides, les alcaloides, les flavonoides, les saponines, les stéroides et les alcaloides, ainsi
que d'autres composés phénoliques polaires ou apolaires ou des terpenes, connus pour leur forte
activiteé antibactérienne.

En somme, il apparait que la plante étudiée est riche en métabolites secondaires aux propriétés
thérapeutiques et médicinales prometteuses. Cependant, cette étude reste exploratoire et ne permet pas
de conclure sur le mécanisme d'action de la plante. Elle constitue néanmoins une premiére étape dans

la recherche des substances naturelles biologiquement actives.
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Les résultats de cette étude offrent un apercu du potentiel antibactérien des extraits de la plante
étudiée. Ainsi, il est essentiel de poursuivre les recherches sur ces extraits pour :

- Purifier et isoler les composés bioactifs pour des tests individuels visant a les identifier et a
1dentifier le mécanisme d’action ;

- Tester I'activité antibactérienne des divers extraits sur d'autres souches bactériennes.

- Approfondir I'étude des activités biologiques des espéces du genre Opuntia en vue de
développer des antibiotiques a partir de ces extraits végétaux ;

- Entreprendre des recherches supplémentaires sur I'activité antibactérienne d'autres parties de
la plante, car chaque partie posséde une composition spécifique riche en divers composeés, ce qui
peut influencer leur efficacité sur des souches bactériennes spécifiques ;

- Explorer d'autres activités telles que I’activité anti-inflammatoire et anticancéreuse pour
confirmer ou infirmer les propriétés biologiques attribuées a cette plante ;

- Etudier d'autres méthodes d'extraction et leur impact sur la composition chimique et les
activités biologiques.

Page | 54



Réferences
bibliographiques



A. MAZARI,. 2021. Importance nutritionnelle et agro-économique des produits issus du figuier de
barbarie : revue de la littérature. 19, 43-63.

ABBAS, R., CHAKKOUR, M., ZEIN EI DINE, H., OBASEKI, E. F., OBEID, S. T., JEZZINI A.,
GHSSEIN, G. & EZZEDDINE, Z. 2024. General Overview of Klebsiella pneumonia : Epidemiology
and the Role of Siderophores in Its Pathogenicity. Biology (Basel), 13.

ADEROUD, N. 2017. Wastewater treatment by Electrocoagulation-Electroflotation technique. Case
study: Aqueous extract of the plant pad Opuntia ficus indica. Phd Doctorat, Université
Abderrahmane Mira De Bejaia.

ANGULO-BEJARANO, O.MARTINE-CRUZ.,0.PAREDES-L06pez. 2014. Phytochemical Content,
Nutraceutical Potential and Biotechnological Applications of an Ancient Mexican Plant: Nopal
(Opuntia ficus-indica). Current Nutrition & FoodScience, 196.

ARAGONA, M., Lauriano, E. R., Pergolizzi, S .,Faggio ,C. 2018. Opuntia ficus-indica (L.) Miller as
a source of bioactivity compounds for health and nutrition. Nat Prod Res, 32,2037-2049.

BARBA, F. J.,, GARCIA, C., FESSARD, A, MUNEKATA, P. E. S., LORENZO, J. M., ABOUDIA,
A., OUADIA, A. & REMIZE, F. 2020. Opuntia Ficus Indica Edible Parts: A Food and Nutritional
Security Perspective. Food Reviews International, 38, 930-952.

BELHADJ SLIMEN, I., NAJAR, T. & ABDERRABBA, M. 2021. <bioactive-compounds-in-
underutilized-vegetables-and-legumes-.pdf>. Springer Nature Switzerland AG.

BEN HAJ KHALIFA, A., MOISSENET, D., VU THIEN, H. & KHEDHER, M. 2011. [Virulence
factors in Pseudomonas aeruginosa: mechanisms and modes of regulation]. Ann Biol Clin(Paris), 69,
393-403.

BENATTIA, F. K. & ARRAR, Z. 2018. Antioxidative and Antiradical Activities of Bioactive
Compounds of Extracts From Algerian Prickly Pear (Opuntia ficus-indica.L) Fruits. Current
Nutrition& Food Science, 14, 211-217.

BOIZOT, N. & CHARPENTIER, J.-P. 2006. Méthode rapide d’évaluation du contenu en composés
phénoliques des organes d’un arbre forestier.

BOUTAKIOUT, A. 2017. Etude physico-chimique, biochimique et stabilité d’'unnouveau produit :
jusde cladode du figuier de Barbarie marocain (Opuntia ficus-indica et Opuntia megacantha).
BUCKLAND, C. E., SMITH, A. & THOMAS, D. S. G. 2022. A comparison in species distribution
model performance of succulents using key species and subsets of environmental predictors.Ecol
Evol, 12, e8981.

CAPPELLE, C. 2017. Maitrise de la contamination dans un secteur de remplissage aseptique.
Sciencespharmaceutiques.

CARREIRA-CASAIS, A., OTERO, P., GARCIA-PEREZ, P., GARCIA-OLIVEIRA, P., PEREIRA,
A. G.,, CARPENA, M., SORIA-LOPEZ, A., SIMAL-GANDARA, J. & PRIETO, M. A.
2021.Benefits and Drawbacks of Ultrasound-Assisted Extraction for the Recovery of Bioactive
Compounds from Marine Algae. Int J Environ Res Public Health, 18.

CERQUEIRA DOS SANTOS, S., ARAUJO TORQUATO, C., DE ALEXANDRIA SANTOQOS, D.,
ORSATO, A., LEITE, K., SERPELONI, J. M., LOSI-GUEMBAROVSKI, R., ROMAO PEREIRA,
E., DYNA, A. L., LOPES BARBOZA, M. G., FERNANDES ARAKAWA, M. H.PIRES
BITENCOURT, J. A.,, DA CRUZ SILVA, S., DA SILVA SA, G. C., DIAS RODRIGUES, P.,
QUINTELLA, C. M. & FACCIN-GALHARDI, L. C. 2024. Production and characterization of
rhamnolipids by Pseudomonas aeruginosa isolated in the Amazon region,and potential antiviral,
antitumor, and antimicrobial activity. Sci Rep, 14, 4629.

CHOWDHURY, A. R., MUKHERJEE, D., CHATTERJEE, R. & CHAKRAVORTTY, D. 2024.
Defying the odds: Determinants of the antimicrobial response of Salmonella Typhi and theirinterplay.
Mol Microbiol, 121, 213-229.

CLAVE 2013. Compte rendu 131 Bactériologie.



COTA-SANCHEZ, J. H. 2016. Nutritional Composition of the Prickly Pear ( Opuntia ficus-indica )
Fruit. 691-712.

DACA, A. & JARZEMBOWSKI, T. 2024. From the Friend to the Foe-Enterococcus faecalis
Diverse Impact on the Human Immune System. Int J Mol Sci, 25.

DUBEY, A. 2019. Machine learning model for analysis of critically important antimicrobials for
human medicine. International Journal of Molecular Biology : Open Access, 3, 287-293.

DULCE, M., JIMENEZ-AGUILAR, MUJICA-PAZ, H. & WELTI-CHANES, J. 2014.
Phytochemical Characterization of Prickly Pear (Opuntia spp.) and of its Nutritional and Functional
Properties: A Review. Current Nutrition & Food Science, 10, 57-69.

E.CHERIF 2016. Agroline. In: E.CHERIF (ed.) Agrolingne.

EL-HAWARY, S. S., SOBEH, M., BADR, W. K., ABDELFATTAH, M. A. O., ALI, Z. Y., EL-
TANTAWY, M. E., RABEH, M. A. & WINK, M. 2020. HPLC-PDA-MS/MS profiling of secondary
metabolites from Opuntia ficus-indica cladode, peel and fruit pulp extracts and their antioxidant,
neuroprotective effect in rats with aluminum chloride induced neurotoxicity. Saudi Journal of
Biological Sciences, 27, 2829-2838.

EL-MOSTAFA, K., EL KHARRASSI, Y., BADREDDINE, A., ANDREOLETTI, P., VAMECQ,
J.,ELKEBBAJ, M. S., LATRUFFE, N., LIZARD, G., NASSER, B. & CHERKAOUI-MALKI,

M. 2014. Nopal cactus (Opuntia ficus-indica) as a source of bioactive compounds for nutrition,health
and disease. Molecules, 19, 14879-901.

FELKAI-HADDACHE, L., REMINI, H., DULONG, V., MAMOU-BELHABIB, K., PICTON, L.,
MADANI, K. & RIHOUEY, C. 2015. Conventional and Microwave-Assisted Extraction of Mucilage
from Opuntia ficus-indica Cladodes: Physico-Chemical and Rheological Properties.Food and
Bioprocess Technology, 9, 481-492.

FETTAH, DJOUAMAA & LAMARA 2018. Evaluation in-vitro de D’activité antibactérienne
desextraitsnaturels d'une sous-espece de Teucrium polium L. cultivée dans la région de BeniSouik,
Biskra.

GREEN, K. 2012. Mise a jour sur le Staphylococcus aureus résistant & la méthicilline. Bacterial
Diseases Network, 4, 1-4.

HADJ SADOK, T. 2010. Composition chimique des jeunes cladodes d’Opuntia ficus indica et
possibilités de valorisation alimentaire. Ecole Nationale Supérieur Agronomique.

HOWDEN, B. P., GIULIERI, S. G.,, WONG FOK LUNG, T., BAINES, S. L., SHARKEY, L. K.,
LEE,J. Y. H.,, HACHANI, A., MONK, I. R. & STINEAR, T. P. 2023. Staphylococcus aureus host
interactions and adaptation. Nat Rev Microbiol, 21, 380-395. INGLESE, P. 2018. Ecologie, culture et
utilisations du figuier de barbarie.

KARAMPATAKIS, T., TSERGOULI, K. & BEHZADI, P. 2024. Pan-Genome Plasticity and
Virulence Factors: A Natural Treasure Trove for Acinetobacter baumannii. Antibiotics (Basel),13.
KHARRASSI, Y. E. 2015a. Mise en évidence de la diversité des populations de cactus (Opuntia
spp.)au Maroc et de la modulation du métabolisme lipidique par des extraits naturels et de
phytostérols issues de cactus ou d huile d’Argan dans les cellules microgliales BV2. Phd, Université
de Bourgogne.

LOISON, P. 2013. Etude de la spore de Bacillus subtilis : caractérisation des structures impliquées
danssa résistance. Université de Bourgogne.

MABOTJA, M. B., VENTER, S. L., DU PLOOQY, C. P.,, KUDANGA, T. & AMOO, S. O.
2021.Phytochemical Content, Antioxidant, Alpha-Glucosidase Inhibitory and Antibacterial Activities
of Spineless Cactus Pear Cultivars. Plants (Basel), 10.

MAHDEB, A. 2022. Evaluation des teneurs en polyphénols totaux d’un sous-produit (poudre de
cladode) des ecotypes identifiés du figuier de barbarie conduits en monoculture dans deuxrégions de
[’Est algérien (Bejaia, Souk Ahras). Doctorat, Université Mohammed Seddik Benyahia- de Jijel.



MARIOD, A. A. 2019. Wild Fruits: Composition, Nutritional Valueand Products.

MARTINS, M., RIBEIRO, M. H. & ALMEIDA, C. M. M. 2023. Physicochemical, Nutritional, and
Medicinal Properties of Opuntia ficus-indica (L.) Mill. and Its Main Agro-Industrial Use: A Review.
Plants (Basel), 12.

MENDEZ, L. P., FLORES, F. T., MARTIN, J. D., RODRIGUEZ RODRIGUEZ, E. M. & DIAZ
ROMERO, C. 2015. Physicochemical characterization of cactus pads from Opuntia dillenii and
Opuntiaficus indica. Food Chem, 188, 393-8.

MERENS, A., DELACOUR, H., PLESIAT, P., CAVALLO, J.-D. & JEANNOT, K. 2011.
Pseudomonas aeruginosa et résistance aux antibiotiques. Revue Francophone des Laboratoires,

2011, 49-62.

MSADDAK, L. 2018. Propriétés techno-fonctionnelles et substances bioactives de deux ingrédients
alimentaires : cladodes du figuier de barbarie et feuilles de vigne. Doctorat, Ecole Doctorale,
Sciences, Ingénierie et Société.

OPATOWSKI, M. 2020. Résistance bactérienne aux antibiotiques, apport du systeme national des
données de santé. Doctorat, Université de Versailles -Saint-Quentin-en-Yvelines.

REDA, T. A, MUSSIE, E. H., EJIGU, M. C., AYELE, A. K. & TEAME, H. B. 2020. Analysis of
Chemical Composition of Cactus Pear (Opuntia ficus-indica L.) Cladode Extract as Natural
Preparationfor Fungal Culture Media. Journal of Medicinal Chemistry, 2, 1-15.

ROCCHETTI, G., PELLIZZONI, M., MONTESANO, D. & LUCINI, L. 2018. Italian Opuntia ficus-
indica Cladodes as Rich Source of Bioactive Compounds with Health-Promoting Properties.

Foods, 7.

RYBTKE, M., HULTQVIST, L. D., GIVSKOV, M. & TOLKER-NIELSEN, T. 2015. Pseudomonas
aeruginosa  Biofilm  Infections: Community  Structure, Antimicrobial Tolerance and
ImmuneResponse. JMol Biol, 427, 3628-45.

SANTOS-BUELGA, C., GONZALEZ-MANZANGO, S., DUENAS, M. & GONZALEZ-PARAMAS,
A. M. 2012. Extraction and isolation of phenolic compounds. Methods Mol Biol, 864, 427-64.
SEMIRIA, AMMAM, A., KADDA, H. & REDA, B. 2022. Polyphenol Content, Antioxidant and
Antibacterial Activity of The Aqueous Extract of Opuntia ficus-indica Cladodes. Egyptian Academic
Journal of Biological Sciences. C, Physiology and Molecular Biology, 14, 465-474.

SHOUKAT, R., CAPPAI, M., PIA, G. & PILIA, L. 2023. An Updated Review: Opuntia ficus indica
(OFI) Chemistry and Its Diverse Applications. Applied Sciences, 13, 7724.

SILVA, M. A, ALBUQUERQUE, T. G., PEREIRA, P.,, RAMALHO, R., VICENTE, F., OLIVEIRA,
M. & COSTA, H. S. 2021. Opuntia ficus-indica (L.) Mill.: A Multi-Benefit Potential to BeExploited.
Molecules, 26.

SORNCHUER, P., SANINJUK, K., AMONYINGCHAROEN, S., RUANGTONG, 1,
THONGSEPEE,N., MARTVISET, P., CHANTREE, P. & SANGPAIROJ, K. 2024. Whole

Genome Sequencing Reveals Antimicrobial Resistance and Virulence Genes of Both Pathogenic and
Non-Pathogenic B. cereus Group Isolates from Foodstuffs in Thailand.Antibiotics (Basel), 13.
SOUAD, N. 2013. Etude de [’effet de ['dge des plantations de figuier de Barbarie(Opuntia ficus
indica (L. Miller) sur la variation des ressources naturelles (sol et végétation) des steppes
algériennes de /’Est. Cas de Souk- ahras et Tébessa. Doctorat, BADJI MOKHTAR ANNABA
A.2020. La résistance aux antibiotiques des bactéries les plus communément rencontrées dans les
infections communautaires état des lieux en 2019. DOCTEUR EN PHARMACIE, Université de
Bordeaux, France.

VURAL, N., ALGAN CAVULDAK, O. & ANL1, R. E. 2018. Multi response optimisation of
polyphenol extraction conditions from grape seeds by using ultrasound assisted extraction(UAE).
Separation Science and Technology, 53, 1540-1551.

WILLIAMS, N. & WEIR, T. L. 2024. Spore-Based Probiotic Bacillus subtilis: Current Applications
inHumans and Future Perspectives. Fermentation, 10, 78.



ZEGHBIB, W. 2023. Etude des propriétés physico-chimiques et biologiques de fruits de deux
especescultivee et sauvage d’Opuntia de la région de Bejaia. Doctorat, Université A.MIRA-BEJAIA.
ARUWA, C. E.,, AMOO, S. O. & KUDANGA, T. 2019. Extractable and macromolecular
antioxidants of Opuntia ficus-indica cladodes: Phytochemical profiling, antioxidant andantibacterial
activities. South African Journal of Botany, 125, 402-410.

ASTELLO-GARCIA, M. G., CERVANTES, I., NAIR, V., SANTOS-DIAZ, M. D. S., REYES-
AGUERO, A. GUERAUD, F., NEGRE-SALVAYRE, A., ROSSIGNOL, M., CISNEROS-
ZEVALLOS, L. & BARBA DE LA ROSA, A. P. 2015. Chemical composition and
phenoliccompounds profile of cladodes from Opuntia spp. cultivars with different domestication
gradient. Journal of Food Composition and Analysis, 43, 119-130.

CLEMENT, O. E. L. 2014. Etude Phytochimique, Activités Antimicrobiennes et Antioxydantes de
QuelquesPlantes Aromatiques et Médicinales Africaines. Doctorat, Ouagadougo.

DJERIDANE, A., YOUSFI, M., NADJEMI, B., BOUTASSOUNA, D., STOCKER, P. & VIDAL,
N.2006. Antioxidant activity of some algerian medicinal plants extracts containing
phenoliccompounds. FoodChem, 97, 654-660.

EL-MOSTAFA, K., EL KHARRASSI, Y., BADREDDINE, A., ANDREOLETTI, P., VAMECQ, J.,
ELKEBBAJ, M. S., LATRUFFE, N., LIZARD, G., NASSER, B. & CHERKAOUI-MALKI,

M. 2014. Nopal cactus (Opuntia ficus-indica) as a source of bioactive compounds fornutrition, health
and disease.Molecules, 19, 14879-901.

FETTAH, DJOUAMAA & LAMARA 2018. Evaluation in-vitro de ’activité antibactérienne des
extraits naturels d'une sous-espéce de Teucrium polium L. cultivée dans la région de BeniSouik,
Biskra.

GNANAKALAI, K. & GOPAL, R. 2016. In Vitro Antibacterial Activities Of Opuntia Ficus Indica
Stem And Fruit Extracts Using Disc Diffusion Method International Journal of Current
Pharmaceutical Research,8.

KLANCNIK, A., PISKERNIK, S., JERSEK, B. & MOZINA, S. S. 2011. Evaluation of diffusion
anddilution methods to determine the antibacterial activity of plant extracts. Journal of
Microbiological Methods, 81, 121-126.

MARWA, H. F., EL-MASRY, R. A. A., AM.GOMAA & AWAD, A. E. 2020. EVALUATION OF
ANTIOXIDANT AND ANTIMICROBIAL PROPERTIES OF Opuntia ficus-indica, SEEDS AND
PEELS EXTRACTS. 47, 587-596.

PERUCINI-AVENDANO, M., NICOLAS-GARCIA, M., JIMENEZ-MARTINEZ, C., PEREA-
FLORES, M. J., GOMEZ-PATINO, M. B., ARRIETA-BAEZ, D. & DAVILA-ORTIZ, G.2021.
Cladodes: Chemical and structural properties, biological activity, and polyphenolsprofile. Food Sci
Nutr, 9,4007-4017.

REDA, T. A, MUSSIE, E. H.,, EJIGU, M. C., AYELE, A. K. & TEAME, H. B. 2020. Analysis of
Chemical Composition of Cactus Pear (Opuntia ficus-indica L.) Cladode Extract as Natural
Preparation for Fungal Culture Media. Journal of Medicinal Chemistry, 2, 1-15.

SEMIRIA, AMMAM, A., KADDA, H. & REDA, B. 2022. Polyphenol Content, Antioxidant and
Antibacterial Activity of The Aqueous Extract of Opuntia ficus-indica Cladodes. EgyptianAcademic
Journal of BiologicalSciences. C, Physiology and Molecular Biology, 14, 465-474.

CLEMENT, O. E. L. 2014. Etude Phytochimique, Activités Antimicrobiennes et Antioxydantes de
Quelques PlantesAromatiques et Médicinales Africaines. Doctorat, Ouagadougo.

GEORGEA, S., BRAT, P., ALTER, P. & AMIOT, M. J. 2005. Rapid Determination of Polyphenols
and Vitamin C inPlant-Derived Products. J.Agric.Food Chem, 53, 1370-1373

LOUKILI, E. L. H.,, BOUCHAL, B., BOUHRIM, M., ABRIGACH, F., GENVA, M., ZIDI, K.,
BNOUHAM, M., BELLAOUI, M., HAMMOUTI, B., ADDI, M., RAMDANI, M., FAUCONNIER,
M.-L. & TAYEL, A. A. 2022. Chemical Composition, Antibacterial, Antifungal and Antidiabetic
Activities of Ethanolic Extracts of Opuntia dillenii Fruits Collected from Morocco. Journal of Food
Quality, 2022, 1-15.



RE, R., PELLEGRINI, N., PROTEGGENTE, A., PANNALA, A., YANG, M. & RICE-EVANS, C.
1999. Antioxidant Activity Applying An Improved ABTS Radical Cation Decolorization Assay. Free
Radical Biology & Medicine,26, 1231-1237.

VALENTE, L. M. M., DA PAIXAO, D., DO NASCIMENTO, A. C., DOS SANTOS, P. F. P,
SCHEINVAR, L. A, MOURA, M. R. L., TINOCO, L. W., GOMES, L. N. F. & DA SILVA, J. F. M.
2010. Antiradical activity,nutritional potential and flavonoids of the cladodes of Opuntia monacantha
(Cactaceae). Food Chem, 123, 1127-1131.

WELEGERIMA, G., ZEMENE, A. & TILAHUN, Y. 2018. Phytochemical composition and
antibacterial activity of Opuntia Ficus Indica cladodes extracts. Journal of Medicinal Plants Studies,
243-246.

AWAD, A. M., KUMAR, P., ISMAIL-FITRY, M. R., JUSOH, S., AB AZIZ, M. F. & SAZILI, A. Q.
2021. Green Extraction of Bioactive Compounds from Plant Biomass and Their Application in Meat
as Natural Antioxidant. Antioxidants (Basel), 10.

KHODDAMI, A., WILKES, M. A. & ROBERTS, T. H. 2013. Techniques for analysis of plant
phenolic compounds. Molecules, 18, 2328-75.

MSADDAK, L. 2018. Propriétés techno-fonctionnelles et substances bioactives de deux ingrédients
alimentaires : cladodes du figuier de barbarie et feuilles de vigne. Doctorat, Ecole Doctorale
Sciences, Ingénierie et Sociéte.

REDA, T. A., MUSSIE, E. H., EJIGU, M. C., AYELE, A. K. & TEAME, H. B. 2020. Analysis of
Chemical Composition of Cactus Pear (Opuntia ficus-indica L.) Cladode Extract as Natural
Preparation for Fungal Culture Media. Journal of Medicinal Chemistry, 2, 1-15.

Webographie :
> Anonyme 1:

1. https://www.terroirdumaroc.gov.ma/marketplace/seller/location/shop/Flora?loc=Bejaad,%20Khouribg
a,%20Maroc

2. https://olico.it/fr/124-confiture-extra-de-figues-de-barbarie-250-gr.html

3. https://app.samsungfood.com/recipes/101fl116ea2ech2ccd5b66b906ealaf81d251b367142

4, https://xprsnutra.com/products/organic-nopal-cactus-

powder? pos=1& psg=organic+nopal& ss=e& v=1.05

5. https://www.weleda.fr/produit/creme-hydratante-24h-g006446

6. https://boyaskincare.en.made-in-china.com/product/hFjTKEplgLfz/China-Pure-Herbal-Anti-

Wrinkles-Brightening-Prickly-Pear-Seed-Face-Oil-for-Dry-Skin.html



https://www.terroirdumaroc.gov.ma/marketplace/seller/location/shop/Flora?loc=Bejaad%2C%20Khouribga%2C%20Maroc
https://www.terroirdumaroc.gov.ma/marketplace/seller/location/shop/Flora?loc=Bejaad%2C%20Khouribga%2C%20Maroc
https://www.terroirdumaroc.gov.ma/marketplace/seller/location/shop/Flora?loc=Bejaad%2C%20Khouribga%2C%20Maroc
https://olico.it/fr/124-confiture-extra-de-figues-de-barbarie-250-gr.html
https://app.samsungfood.com/recipes/101f116ea2ecb2ccd5b66b906ea1af81d251b367142
https://xprsnutra.com/products/organic-nopal-cactus-powder?_pos=1&_psq=organic%2Bnopal&_ss=e&_v=1.05
https://xprsnutra.com/products/organic-nopal-cactus-powder?_pos=1&_psq=organic%2Bnopal&_ss=e&_v=1.05
https://www.weleda.fr/produit/creme-hydratante-24h-g006446
https://boyaskincare.en.made-in-china.com/product/hFjTKEplgLfz/China-Pure-Herbal-Anti-%20Wrinkles-Brightening-Prickly-Pear-Seed-Face-Oil-for-Dry-Skin.html
https://boyaskincare.en.made-in-china.com/product/hFjTKEplgLfz/China-Pure-Herbal-Anti-%20Wrinkles-Brightening-Prickly-Pear-Seed-Face-Oil-for-Dry-Skin.html
https://boyaskincare.en.made-in-china.com/product/hFjTKEplgLfz/China-Pure-Herbal-Anti-%20Wrinkles-Brightening-Prickly-Pear-Seed-Face-Oil-for-Dry-Skin.html

AnNnexes



Annexe 01 : Appareillage utilisés

« Bain a Ultrasons (BRASONIC-UI Trasonic cleaner, Mexique).
» Bain marie (Memmert).

« Balance analytique (RADWG, Algérie).

« Centrifugeuse (Benchtop low speed).

» Etuve (MMM Medcenter Ecocell)

» Autoclave

« Plaque agitatrice (VELP Scientifica, France).

« Reéfrigérateur ( IRIS)

« Spectrophotométre UV-Visible de marque : Shimadzu Corporation
« Vortex (VELP Scientifica, France)

» Hotte (Poste de sécurité microbiologique (PSM) classe Il )

» Evaporateur rotatif

» Lecteur microplaque

« Mixeur PHILIPS (400w HR2108)

« Tamiseur vibrant (Retsch As200)

Annexe 02 : Logiciels utilisés

- Endnote (logiciel de gestion des références bibliographiques)
- JMP

Annexe 03 : Produits et réactifs chimiques

- DMSO (Diméthylsulfoxyde) - Acétone

: Acide gallique C7HsOs - Alcool

- Ether de pétrole - Methanol

- Carbonate de sodium Na2COs - Trolox

- Chlorure d’aluminium AlCl3 - Folin-Ciocalteau
- Chlorure de Sodium NaCl - Quercitaine

- Eau distillée - Eau Javel

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



=  Annexe 04 : Matériels utilisés

Verrerie Autres
Béchers Couteau Micropipette
Tubes a essais Regle Embouts bleus
Flacons Planche en plastique Embouts jaunes
Erlenmeyers Spatule Eppendorf
Eprouvette (1L , 50ml, 10ml) Pince Papier Whatman
Cristallisoir Gants Bec Bunsen
Boites Pétri Masque Cuves
Bocal Anse de platine Micropipette

=  Annexe 05 : Composition des milieux de cultures et solutions utilisées

» Milieu Mueller Hinton Agar (MH) :
— Infusion de viande bovine (29)

— Hydrolysat acide de caséine (17,09)
— Amidon soluble (1,59)

- Agar (179)

- pH=7,4+0,2425°C

> Mueller Hinton Bouillon (méme composition que le Mueller Hinton mais sans Agar).
> Bouillon nutritif (Loukili et al.) :

- Peptone de Gélatine (5,0 g)

—  Extrait de betterave (3,09)

-  pH=6,8+0.2a25°C

> Gélose Nutritive (GN)
—  Extrait de viande (1,09)
—  Extrait de viande (2,59)
—  Peptone (5,09)
—  Chlorure de sodium (5,09)
— Agar (15,09)
- pH=70

» Eau physiologique stérile :
Chlorure de sodium (NaCl) (9g) et [I’cau distillée (100ml).



= Annexe 06 : Courbes d’étalonnages

6.a. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique
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Annexe 07 : Antibiogramme des souches utilisées

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

Laboratory Standards Institute (CLSI) et European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST).

Antibiogramme

Souches bacteriennes Gram Diamétre de la zone Résistance
(mm)
AUG 30:31
AMC 30:22
VA 30:20
Staphylococcus aureus . TE 30: 27 Sensible
(ATCC 6314) FA 10: 40
CD2:29
K30: 29
AMC 30=18 Sensible/intermédiaire
Enterococcus faecalis AML 10 =45 Sensible
+ DO 30=33 Sensible
(ATCC 29212) S10=13 Résistante
AUG 30=35 Sensible
AMC 30=25 Sensible
+ TE 30=22 Sensible
(ATCC 10876) DA2=23 Sensible
Ch2=29 Sensible
AUG30=31 Sensible
AMC 30 =27 Sensible
Bacillus subtilis VA 30 =28 Sensible
+ TE30=21 Sensible
(ATCC 6633) DA2=21 Sensible
Ch2=22 Sensible
AMC 30=20 Sensible
Escherichia coli TE 30 =15 Résistante
CRO30=10 Résistante
ATCC 29522 -
(ATCC 29522) K30=25 Sensible
S10=20 Sensible
Pseudomonas aeruginosa .
- AMC 30=20 Résistante
(ATCC 27853)
AUG 30 =25 Sensible
Klebsiella pneumoniae K30 =20 Sensible
- DO 30 =21 Sensible
S10=18 Sensible
AUG 30 =30 Sensible
- AML 10 =23 Sensible
(ATCC 14028) DO 30 =15 Intermédiaire
S10=17 Sensible




AUG 30 =23 Résistante
Acinetobacter baumannii AMC 30=20 Résistante
(ATCC 610) - TE30=15 Sensible
CRO30=19 Intermédiaire

» Abréviations des antibiotiques standards utilisés :
AUG 30 : Amoxicilline + acide clavulanique
AMC 30 : Amoclave (amoxicilline + acide clavulanique )
VA 30 : Vancomycine
TE 30 : Tetracycline
FA 10 : Acide fusidique
CRO 30 : Ceftriaxone
DA2/ CD2 : Clindamycin
K 30 : Kanamycin
AML 10 : Amoxicilline
FOX 30 : Cefoxitine
DO 30 : Doxycycline
S 10 : Streptomycine
P 10 : Pénicilline G

=  Annexe 08 : 1C50 pour E. faecalis en microplaque avec extrait éther de pétrole (EC-
polaire)
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https://www.humeau.com/tetracycline-te-30-ug-lf9043-50-disques-245835.html

= Annexe 09 : IC50 pour E. faecalis en microplaque avec extrait méthanolique
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Annexe 10 : Les bactéries testees et les milieux sélectifs correspondants

1. Escherichia coli ATCC 29522 Milieu EMB (Eosin Methylene Blue) ou Mac
Conkey

2. Staphylococcus aureus ATCC 6314 Milieu Agar Mannitol Salt (MSADDAK)
(Chapman)
3. Acinetobacter baumannii ATCC 610 | CHROM-Agar Acinetobacter

4. Pseudomonas aeruginosa Agar Cétrimide/ King’s A and King’s B Media
ATCC 27853

5. Bacillus cereus ATCC 10876 TSA (Tryptic Soy Agar) avec antibiotique

6. Bacillus subtilis ATCC 6633 Mannitol Egg Yolk Polymyxin (MYP) Agar

7. Salmonella typhi ATCC 14028 XLD Agar (Xylose Lysine
Deoxycholate)/Hektoen Enteric Agar (HE
Agar)

8. Enterococcus faecalis ATCC 29212 Gélose Slanetz and Bartley

9. Klebsiella pneumoniae (souche de MacConkey Agar/Eosin Methylene Blue

diagnostique) (EMB) Agar/Hektoen Enteric (HE) Agar/

Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) Agar.
ATCC = American Type Culture Collection



Résumé

L'Opuntia ficus indica (OFI), également connu sous le nom de "figuier de Barbarie”, est un
cactus emblématique des régions arides et semi-arides du Mexique. Sa richesse en molécules
bioactives en fait une ressource précieuse pour diverses applications. Cette étude vise a évaluer
I'efficacité antibactérienne d’extraits obtenus a partir de cladodes d'Opuntia ficus indica, par
extraction assistée par ultrasons et par extraction conventionnelle a I’aide de deux solvants
différents : le méthanol et I'éther de pétrole. Un panel de neuf souches bactériennes, incluant des
Gram positifs et des Gram négatifs, a été testé pour explorer les variations d'activité
antimicrobienne en fonction des solvants utilisés et des types de bactéries. L'évaluation de I'effet
antimicrobien in vitro a été realisée a l'aide de trois méthodes de diffusion sur gélose : diffusion
par disques, par puits et par spots. La technique de micro-dilution a également été utilisée. Les
deux extraits ont montré un effet bactériostatique relativement variable sur toutes les souches
testées, ainsi qu'un effet bactéricide par microdilution sur trois souches : Bacillus subtilis,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa. L’extrait d'éther de
pétrole a démontré une activité antimicrobienne plus prononcée que l'extrait méthanolique, étant
actif avec de plus faible concentrations bactéricides (20, 60 et 80 mg/mL) que I’extrait
méthanolique (200 mg/mL) et ayant la plus importante activité antioxydante. Les résultats obtenus
confirment le potentiel inhibiteur des extraits testées, qui pourrait étre principalement attribué a
I'abondance des composes phénoliques totaux et des flavonoides totaux quantifiés, permettant
leurs utilisations futures a des fins thérapeutiques.

Mots-clés : Opuntia ficus indica, cladodes, extrait méthanolique, extrait d’éther de pétrole, activité

antibactérienne.

Abstract

Opuntia ficus indica (OFI), also known as "prickly pear”, is an emblematic cactus of the arid and
semi-arid regions of Mexico. Its richness in bioactive molecules makes it a valuable resource for
various applications. This study aims to evaluate the antibacterial effectiveness of young cladodes
extracts of Opuntia ficus indica, by ultrasound-assisted extraction and by conventional extraction
(CE) using two different solvents: methanol and petroleum ether. A panel of nine bacterial strains,
including Gram-positive and Gram-negative strains, was tested to explore variations in
antimicrobial activity depending on the used solvents and the types of bacteria. The in vitro
evaluation of the antimicrobial effect was carried out using three agar diffusion methods: disk
diffusion, well diffusion and spot diffusion. The micro-dilution technique was also used. both
extracts showed a relative variable bacteriostatic effect on all the strains tested, as well as a
bactericidal effect by microdilution method on three strains: Bacillus subtilis, Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa. The petroleum ether extract
demonstrated more pronounced antimicrobial activity than the methanolic extract, being active
with lower bactericidal concentrations (20, 60 and 80 mg/mL) than the methanolic extract (200
mg/mL) and exhibiting the most important antioxidant activity. The obtained results confirm the
inhibitory potential of the tested extracts, that could mainly attributed to the abundance of
quantified total phenolic compounds and total flavonoids, and which could be used for futur
therapeutic purpose.

Key words: Opuntia ficus indica, cladodes, methanolic extract, petroleum ether extract,
antibacterial activity.



