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Résumé

Le figuier de barbarie, Opuntia ficus indica, est une plante utilisée en médecine traditionnelle
depuis longtemps, et la recherche sur cette plante en vue de sa valorisation est en plein
progrés. Le présent travail est une synthese de six articles portant sur la composition
phytochimique et I’étude des activités antibactérienne, antifongique, anti-biofilm et I’effet
cicatrisant des plaies cutanées, par les composes volatils et des extraits alcooliques ou du
mucilage préparés a partir des différents organes de la plante. Les résultats obtenus indiquent
la présence de composés phytochimiques, principalement des polyphénols, responsables de
I’activité antimicrobienne. L’activité antibactérienne des différents extraits a montré un
niveau de sensibilité trés élevé des souches bactériennes testées, surtout des espéces a Gram
positif par rapport a celles a Gram négatif, et confirme par les valeurs des CMI. Les extrais
d’OFI ont présenté une activité antifongique modérée vis-a-vis des especes fongiques et sans
activité vis-a-vis de la levure. Ces extraits ont montré une inhibition remarquable de la
formation du biofilm et un effet bénéfique sur la réparation cutanée a été observé par I’extrait
de mucilage, évalué par l'accélération de la contraction et de la fermeture de la plaie. Ces
résultats suggerent que les extraits d'Opuntia ficus indica ont un potentiel en tant que source
de phyto-composes et pourraient étre utilisés comme additifs antimicrobien naturels pour la

sécurité alimentaire et en tant qu’agents cicatrisants des plaies cutanées.

Mots clés: Opuntia ficus indica, Extraits alcooliques, Mucilage, Polyphénols, Activité

antimicrobienne, CMI, Biofilm, Cicatrisation des plaies.



Abstract

The prickly pear, Opuntia ficus indica, is a plant used in traditional medicine for a long time,
and research on this plant with a view to its development is in full progress. The present work
is a synthesis of six articles relating to the phytochemical composition and the study of the
antibacterial, antifungal, anti-biofilm activities and the healing effect of skin wounds, by
volatile compounds and alcoholic extracts or mucilage prepared from different organs of the
plant. The results obtained indicate the presence of phytochemicals, mainly polyphenols,
responsible for the antimicrobial activity. The antibacterial activity of the different extracts
showed a very high level of sensitivity of tested bacterial strains, especially Gram-positive
species compared to Gram-negative ones, and confirmed by the MIC values. OFI extracts
showed moderate antifungal activity against fungal species and no activity against the yeast.
These extracts showed remarkable inhibition of biofilm formation and a beneficial effect on
skin repair was observed by the mucilage extract, assessed by the acceleration of contraction
and wound closure. These results suggest that Opuntia ficus indica extracts have potential as a
source of phyto-compounds and could be used as natural antimicrobial additives for food

safety and as skin wound healing agents.

Keywords: Opuntia ficus indica, Alcoholic extracts, Mucilage, Polyphenols, Antimicrobial

activity, MIC, Biofilm, Wound healing.
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Introduction

L'utilisation d'agents antimicrobiens en santé humaine et animale a grandement amélioré
les conditions de vie des populations et des productions animales. Mais, elle a aussi contribué
a la sélection de microorganismes résistants a différents antimicrobiens. Cette résistance est
d'une importance économique considérable, et en combinaison avec les effets secondaires
indésirables de certains composés synthétiques, il devient nécessaire et impératif de
rechercher de nouvelles molécules plus efficaces, avec peu d'effets secondaires (Amgad et
al., 2012).

Les bactéries pathogénes impliquées dans les diverses maladies sont souvent capables
d'adhérer et de former des biofilms. Les bactéries au sein des biofilms sont plus résistantes
aux antibiotiques que les cellules planctoniques en suspension et leur tolérance accrue aux
agents antimicrobiens réduit I'efficacité du traitement des infections, ce qui peut entrainer de
graves problemes sanitaires et des pertes économiques (Di Ciccio et al., 2015 ; Satpathy at
al., 2016).

La cicatrisation des plaies est une réaction corporelle naturelle conduisant a la restauration
de lintegrité structurelle et fonctionnelle des tissus blessés. En raison de la résistance
croissante aux medicaments de synthese actuellement utilisés dans les traitements de
cicatrisation des plaies, une attention croissante a été accordée a la recherche d'agents
cicatrisants alternatifs d'origine naturelle. En effet, plusieurs plantes médicinales
traditionnelles et parties de plantes se sont avérées efficaces dans le traitement des plaies
cutanées (Roy et al., 2012).

Parmi les sources potentielles de nouveaux agents antimicrobiens, les plantes qui ont été
longtemps étudiées ; elles contiennent de nombreux composés bioactifs qui peuvent présenter
un intérét thérapeutique. En raison de leur faible toxicité, il existe une longue tradition
d'utilisation des plantes médicinales dans le traitement des maladies infectieuses en médecine
traditionnelle (Djeussi et al., 2013).

D'un intérét particulier, le figuier de barbarie (Opuntia ficus indica), est une espece de
cactus qui pousse dans les régions arides et semi-arides du monde. Il est doté d’énormes
propriétés biologiques et pharmacologiques, et a longtemps été utilisé a diverses fins
médicinales. Toutes les parties de la plante ont des propriétés biologiques intéressantes et
peuvent étre utilisées pour la production de composés bioactifs prometteurs et de produits a
valeur ajoutée. La plante produit des fruits comestibles riches en nutriments qui ont des
propriétés intéressantes pour le traitement de plusieurs maladies et troubles de la santé (Galati
et al., 2003).

27K




Introduction

C’est dans cette optique, et vu la situation sanitaire mondiale actuelle, et les mesures de
protection contre la dissémination de la pandémie du Covid-19, I’objectif du présent travail
est une synthése de six articles portant sur 1’étude des propriétés antimicrobiennes
(antibactérienne, antifongique et anti-biofilm) et cicatrisante du figuier de barbarie : Opuntia
ficus indica.

La plante a été choisie pour toutes les vertus médicinales et les propriétés biologiques que
possedent ses différentes parties végétales, se traduisant par le nombre important d’articles de
recherches scientifiqgues menés pour son étude : « un trésor sous les épines ».

Le travail est divisé en plusieurs parties : une partie bibliographique décrivant la plante
Opuntia ficus indica, ses substances bioactives et les domaines de ses applications ; une partie
expérimentale presentant les différents matériels et méthodes utilisés, et enfin la partie

résultats et discussion qui présente les principaux résultats obtenus.




Premiere partie :

Synthese bibliographique




Synthése bibliographique
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Chapitre | : Généralités sur le figuier de

barbarie ”Opuntia ficus indica”




Synthese bibliographique

I. Généralités sur le figuier de barbarie ”Opuntia ficus indica”
I.1. Historique et origine :

Opuntia ficus indica appelée communément figuier de barbarie ou le nom commun est le
cactus qui vient du grec « kaktos », qui signifie : plante épineuse (Defelice, 2004). Le terme
Opuntia a probablement un rapport aux « Opuntes », ou « Opunces » peuple de la Gréce
antique, de la région de Béotie (Anaya-Perez, 2001). C’est une plante succulente originaire
des régions arides et semi arides d’Amérique Tropicale (sud des Etats-Unis et Mexique) d’ou
son appellation « Nopal » dans la vallée de Tuhuacan (Puebla — Mexique) (Hadj Sadok,
2010).

Il était inconnu en Europe avant les voyages de Christophe Colomb et fut décrit de facon
précise pour la premicre fois en 1535 par ’Espagnol Gongalo Hernandez de Oviedo y Valdés
dans son « Histoire des Indes Occidentales » (Nefzaoui et Bensalem, 2000). Il s’est propage
dans le bassin méditerranéen a partir du 16éme siecle (Australie, Afrique du nord, Sardaigne,
Sicile ...) avant d’atteindre 1’ Afrique du sud (Hadj Sadok, 2010). La plantation du figuier de
barbarie a eté considerablement développée dans la région du sud des Philippines en 1695, la
Chine en 1700, I’ Afrique en 1772, I’'Inde en 1780, et I’Indochine en 1790 (Le Houérou,
2000), ainsi que dans d’autres aires géographiques. Au 18°™ siécle, la Sicile prit une grande
extension (Maataoui et Hilalli, 2004). Ce dernier a été introduit dans le nord du Brésil au
19%™ sjecle (Falcao, et al., 2013).

C’est grace a I’homme que le Nopal doit d’avoir traversé¢ les océans. Dans notre partie du
monde, on trouve donc maintenant la plante a I’état subspontané en Afrique du Nord jusqu’au
sud de la France méridionale et les vallées suisses du Tessin et du Valais (Ben attia, 2017).
Sa distribution géographique est trés large : Mexique, Sicile, Brésil, Chili, Inde, Corée,
Turquie, Erythrée, Portugal, Espagne, Italie, Algérie, Tunisie, Libye, Maroc, Soudan,
Argentine et Afrique du Nord, Uganda, Ethiopie, Tanzanie, Kenya. (Figure 1).
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Opuntia ficus- indica

Figure 1 : Répartition géographique d’Opuntia ficus indica (Barbera, 1992).

1.2. Systématique

La famille des Cactacées renferme environ 1600 espéces avec le centre de la diversité
maximale au Mexique qui comprend 669 especes. (Guzman et al, 2006).

Le genre Opuntia est le plus important et le plus répandu de la famille des cactacées
(Habibi, 2004). 1l est subdivisé a son tour en quatre sous-genres en raison de la forme des
cladodes : Platyopuntia, Cylindropuntia, Tephrocactus et Brasiliopuntia. Le sous genre
Platyopuntia comprend 150 a 300 espéces, parmi lesquelles figure Opuntia ficus-indica.
(Dubeux, 2006).

La position systématique du figuier de barbarie est comme suit : (Wallace, Gileson, 1997).

Reégne : Plantae

Sous régne : Tracheobionta

Embranchement : Phanérogames
Sous Embranchement : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous classe : Caryophyllidae
Ordre : Opuntiales
Famille : Cactaceae

Sous-famille : Opuntioideae

Tribu : Opuntieae
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Genre : Opuntia
Sous-genre : Platyopuntia

Espéce : Opuntia ficus indica (L.)

Nom commun : Figuier de Barbarie
Nom latin : Opuntia ficus-indica

Autres noms : Figue du désert, figuier des Indes, figuier d'Espagne, nopal, semelle du pape.

1.3. Description botanique

Opuntia ficus indica est une plante arborescente, robuste, xérophyte, qui présente une
grande capacité d’adaptation aux conditions les plus hostiles (Arba, 2000), il est toujours vert
(Louhaichi et al., 2018), et peut mesurer de 2 a 6 m de haut possédant un tronc épais et
ligneux. C’est un arbuste formé de raquettes (ou cladodes), les fruits a la périphérie des
cladodes terminaux sont pulpeux et de couleur jaune-orange, et sont cueillis de fin juillet a
septembre (Ben Attia, 2017). (Figure 2).

SO
Figure 2 : Plante d’Opuntia ficus-indica (Jose et al., 2018).
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1.3.1. Systéme racinaire

L’appareil racinaire est superficiel, se développe quand les aréoles sont en contact avec le
sol. Elles sont généralement fasciculées. La racine principale est courte, mais les racines
latérales ont une tres grande extension qui sont des caractéristiques Xxéromorphiques
permettant a la plante de survivre a des périodes prolongées de secheresse pour I’absorption
d’eau (Prat et Franck, 2018).

Des études au Mexique ont montré que les racines de plusieurs espéces d’Opuntia sont

colonisées par des mycorhizes (Kenny, 2002).

1.3.2. Systéme caulinaire
1.3.2.1. Les raquettes (cladodes)
Les raquettes, appelées aussi « Nopalitos » (Tamer et al., 2014), sont des tiges modifiées
de forme aplatie et ovales, de couleur verte, de 30 a 40 cm de long sur 15 a 25 cm de large et
une épaisseur de 1,5 a 3 cm (Neffar, 2012) (Figure 3).

Figure 3 : Raquette (cladode) d’Opuntia ficus indica (Ben Attia, 2017).

Elles possédent une grande capacité d’emmagasiner I’eau surtout au niveau des tissus
(Pinkava et Miller, 2004) et remplacent les feuilles dans leur fonction photosynthétique et
dont la surface est parsemée d’alvéoles (Boudjellaba et Yassa, 2012).

Les cladodes d'Opuntia ficus indica (nopal) sont comestibles (Santos-Zea et al., 2011), ils
sont utilisés dans le domaine alimentaire (comme fourrage pour les bétails et comme légumes
frais ou transformee pour la consommation humaine), et pharmaceutique (Tamer et al.,
2014).

27X
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1.3.2.2. Les feuilles

Les feuilles sont de forme conique apparaissant sur les cladodes jeunes, mesurant
seulement quelques millimétres (3 mm) de long, transformées en épines, portant a leur base

des aréoles (environ 150 par cladodes) qui sont des bourgeons axillaires modifiés (Neffar,
2012). (Figure 4).

Figure 4 : Feuilles d’Opuntia ficus indica
(Photo personnelle, région de Ong Jmal, Tlemcen)

1.3.2.3. Les fleurs

Les fleurs solitaires et sessiles émergent de leur réceptacle avec sépales verts possedant de
nombreux pétales épais (Schweizer, 1997). La couleur des fleurs est trés variée, mais seul le

bleu est absent et deviennent rougeatres a 1’approche de la sénescence de la plante (Habibi,
2004). (Figure 5).

Figure 5 : Fleur d’Opuntia ficus-indica (Photo personnelle, région de Ong Jmal, Tlemcen).
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Elles sont hermaphrodites et actinomorphes ; elles se développent sur la partie supérieure

d’un cladode ou sur la face la plus exposée au soleil (Prat et Franck, 2018).

1.3.2.4. Les fruits
Les Fruits sont des baies charnues ovoides, elliptiques ou rondes pourvues d’épines,
présentent une variabilité de qualité et de couleur mais ils sont généralement verdatres ou
jaunes a maturité (Figure 6). La pulpe est juteuse et sucrée, de couleur jaune-orange, rouge ou

pourpre qui contient de nombreuses petites graines (Habibi, 2004).

Figure 6 : Différentes variétés des fruits d’Opuntia ficus-indica (Saenz, 2018)

Ils sont une bonne source de minéraux, fournissant des acides aminés essentiels et des
vitamines, et présentant une forte activité antioxydante, grace a leur teneur élevée en

caroténoides et en composés phénoliques. (Barba et al., 2020).

1.4. Ecophysiologie d’Opuntia ficus indica

Sur le plan physiologique, Opuntia ficus-indica est une plante de type CAM (Crassulacean
Acid Metabolism). Elle ouvre ses stomates pendant la nuit pour fixer du CO2, libérer de
I’oxygéne, accumuler du malate et le stocker dans les vacuoles des cellules du chlorenchyme
au processus photosynthétiques (Inglese, 2018) (figure 07). Une telle stratégie permet de
réduire la perte d’eau par évapo-transpiration pendant les heures les plus chaudes. (Habibi,
2004). En effet, le mince appareil pileux des racines, peut étre recouvert d’un mince film
impermeéable ou étre rapidement éliminé pour éviter les pertes d’eau. (Mulas et Mulas,
2004).
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Figure 7 : Cycle journalier de la photosynthése chez les plantes succulentes de type CAM
(Michel, 1998)

Du point de vue écologique, Opuntia ficus indica présente des adaptations morphologiques
et physiologiques qui lui permettent de résister a la chaleur torride, a la sécheresse, aux vents
violents et aux tempétes de sable (Mulas et Mulas, 2004).

Il existe trois mécanismes principaux qui permettent aux Cactaceae de tolérer la
sécheresse : (Sudzuki Hills, 1995)

- en réduisant la surface des racines et la perméabilité a 1’eau ;

- en absorbant rapidement la petite quantité d’eau qui tombe lors des pluies éphémeres, grace
a la capacité de produire en tres peu de temps des racines, elles disparaissent une fois que le
sol sec ;

- en négativisant davantage le potentiel hydrique. Dans ce cas, on peut parler de mécanismes

de drought-resistance. (Mulas et Mulas, 2004).

I.5. Composition chimique

La composition chimique dépend de nombreux facteurs: I’espéce, le cultivar ou la
variété ; les facteurs environnementaux, tels que les conditions climatiques et édaphigues, la
gestion des cultures, y compris la fertilisation et le traitement post-récolte et 1’état de maturité.
(Méndez, 2015).
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1.5.1. Composition nutritionnelle
La pulpe de figue de barbarie est essentiellement caractérisée par une forte teneur en eau et
en sucres (Bouzoubad, 2016; El-Beltagi, 2019). La composition nutritionnelle des

différentes parties d’Opuntia ficus-indica est reprise dans le tableau 1.

Tableau 1 : Composition nutritionnelle d’Opuntia ficus indica (L) Mill (Silva et al., 2021).

Composants Teneur de la pulpe Teneur des pelures
(9/100 g) (9/100 g)

Humidité 90.66 £ 2.32 88.92 £1.98
Protéines 0.15+£0.02 0.17 £ 0.02
Lipides 0.05+£0.00 0.04 £ 0.00
Glucides 92.57 £ 0.99 -

Cendres 0.24 £0.03 0.38 £0.03
Fibres totaux 0.43+£0.03 0.65£0.05

1.5.2. Minéraux

La figue de barbarie est considérée comme une bonne source de minéraux, a savoir le
potassium, le magnésium, le calcium et le sodium (Ghazi, 2015 ; Albuquerque, 2016). La
présence de magnésium et de calcium rend la figue de Barbarie utile dans la prévention de
I’ostéoporose. (Sunyecz, 2008 ; Castiglioni, 2013). Le contenu minéral détaillé des

différentes parties d’Opuntia ficus-indica est fourni dans le tableau 2.

Tableau 2 : Teneur en minéraux des différentes parties d’Opuntia ficus indica (L) Mill

Eléments minéraux Teneur de la pulpe Teneur des pelures Teneur du Cladode
(mg/100g)* (mg/100g)* (mg/100g)**
Mg 1.74 141 94.10 £ 28.3
Na 0.07 0.20 1.71+£0.99
K 38.36 60.83 224 + 74
Ca 4.58 2.93 177 £ 31
Mn 0.10 0.13 0.78+0.24
Fe 0.30 0.47 0.13+0.05
Zn 0.07 0.13 0.37+0.21
P 0.26 0.53 0.09 + 0.00 ***

* (El-Beltagi, 2019) ; ** (Méndez, 2015) ; *** (Astello-Garcia, 2015).
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1.5.3. Vitamines

Les vitamines sont les constituants nutritionnels importants du figuier de barbarie (Tableau

3). Les concentrations des vitamines présentes dans Opuntia ficus-indica varient entre les

différents tissus de la plante. La peau de la figue de barbarie est riche en vitamine E,

principalement en tocophérol. (Ramadan et Mdrsel, 2003 a).

Tableau 3 : Teneur en vitamines des différentes parties d’Opuntia ficus-indica (L) Mill

Vitamines

Teneur de Phuile de

Teneur de ’huile de

Teneur de pelure

pulpe (mg/100 g) * graines (mg/100 g) * (mg/100 g des lipides

totaux) **

Vitamine E total 527.40 £ 36.00 40.30 +4.00 2180 + 198
Vitamine K 53.20 £8.00 525 + 60 109 + 32

a-Tocophérol 84.9+9 5.60 +0.30 1760 + 155
B-Tocophérol 12.60 £1.00 1.20+£0.20 222 + 45
d-Tocophérol 422 + 17 0.50£0.10 26 +12
y-Tocophérol 7.90 £0.60 33+3 174 £ 31

Vitamine C

109.69 £ 19.90 (mg acide
ascorbique eg/100 g) ***

* (Ramadan, Mdrsel, 2003 b) ; ** (Ramadan, Mdorsel, 2003 a) ; *** (Cano et al., 2017).
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I1. Substances bioactives et domaines d’applications

11.1. Molécules bioactives

Opuntia ficus indica est une source importante de substances bioactives qui sont utilisés

pour des préparation nutraceutiques et d'aliments fonctionnels. L'utilisation de ses métabolites

secondaires dans les industries, et leur étude en termes de composition nutritionnelle et de

composeés bioactifs devient extrémement importantes (Silva et al., 2021) (Tableau 4).

Tableau 4 : Les différentes molécules bioactives et leurs caractéristiques.

Molécules Caractéristiques
Teneur €levée en acides gras mono- et poly-insaturés identifiés dans les
fruits et leurs peaux et dans les cladodes. (Andreu Coll et al., 2019).
Niveau élevé en acide linoléique (oméga-6) dans I'huile de graine

_ d’Opuntia fucus indica (El-Beltagi et al. (2019), reconnue par ces
_ACId_e gr?_s propriétés hypocholestérolémiantes, et inhibant ’apparition des cellules
(acides linoléique, | mgastatiques du cancer du colon (Afify et al., 2018 ).
oléique et
palmitique, L'acide linolénique (oméga-3) est connu pour ses effets bénéfiques sur les

linoléniques, etc.)

maladies cardiovasculaires, inflammatoires, les troubles auto-immuns et le
diabete (EI-Mostafa et al., 2014).

L’acide oléique (oméga-9) posséde une activite anti-inflammatoire
(Koshak et al., 2020).

Acides aminés

La proline et la taurine sont les acides aminés prédominants la figue de
barbarie d’une teneur respective d’environ 46% et 16% de la composition
en acides aminés (Fernandez-Lopez et al., 2010) suivie par L'acide
glutamique (15,73-20,27 %), et de l'arginine (4,81-14,62 %) (El-Mostafa
et al.,2014).

La taurine possede une activité antioxydante également impliquée dans la
régulation de la pression artérielle (Aruwa et al.,2018).

Polyphénols
(acides hydroxy-
cinnamiques et

hydroxy-
benzoiques,
flavonoides,

lignines

et stilbénes).

Leur potentiel antioxydant impliqué dans la prévention de l'inflammation,
du déreglement cardiovasculaire et des maladies neuro-dégénératives (El-
Mostafa et al., 2014 ; Jakobek, 2015). Ils ont également une activité
anticancéreuse avérée (EI-Mostafa et al., 2014).

Les flavonoides réduisent le risque d’atteinte de maladies chroniques, et
ont des propriétés antioxydantes, antibactériennes (Kozlowska et Szostak-
Wegierek, 2014), et antivirales (ciblant les protéases du SRAS-CoV-2,
protéines, RNA polymérases RNA-dépendant, ...) (Mouffouk et al.,
2021).

Les fruits violets d’O. ficus-indica contiennent des niveaux plus élevés de
composés phénoliques que les fruits orange (Diaz et al., 2017).
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Toutes les parties de la plante sont riches en polyphénols (flavonoides et
acides phénoliques), mais il semble que les fleurs sont la source la plus
importante (EI-Mostafa et al., 2014).

Stérols
(Campstérol,
Stigmastérol

Lanostérol,
B-Sitosteérol, etc.)

Le B-sitostérol est le principal stérol extrait de différentes parties des huiles
de fruits : pulpe, peau et graines (Ramadan et Morsel, 2003a ; 2003c)

Les phytostérols possédent une activité anti-inflammatoire surtout le f-
sitosterol (Koshak et al., 2020).

Bétalaines

Ce sont des pigments, il existe deux classes : bétacyanines (rouge-violet) et
les bétaxanthines (jaune), et leurs concentrations varient en fonction de la
couleur du fruit (Silva et al., 2021).

Eliminateurs des radicaux libres et agissent comme des antioxydants
(Fernandez-Loépez et al., 2012).

Caroténoides
(Lutéine, pB-
carotene et -
criptoxanthine, etc)

Possedent des avantages liés a la prévention et a la réduction du
développement de certaines maladies, comme les maladies
cardiovasculaires, le cancer et la dégénérescence maculaire (de Quirds et
Costa, 2006).

I1.2. Importance et domaines d’applications

Le figuier de Barbarie est « un trésor sous les épines » garce a ses multiples avantages,

dont certains étaient peu connus jusqu’a aujourd’hui (Saenz, 2018).

Sa valorisation est faite grace a ses métabolites secondaires tels I’acide ascorbique, les

vitamines, les caroténoides, les fibres, les acides aminés, les composés antioxydants
(flavonoides, bétaxanthine, bétacyanine et alcanoides) présents dans les différentes parties de
la plante : cladodes, fruits, peau et fleurs du cactus (Aragona et al., 2017).

De méme, sa viscosité et sa gélification, ont permis d'envisager son utilisation dans des

domaines alimentaires ou pharmaceutiques (Salehi et al., 2019).

11.2.1. Domaine alimentaire
Depuis des décennies, les différentes parties du figuier de Barbarie ont été consommés
traditionnellement. Le fruit, la fleur et méme les cladodes tendres (nopalitos) étaient
consommés au Mexique (Saenz, 2018). Ils ont contribué dans I’alimentation humaine et
animale grace a leurs propriétés nutritionnelles et leurs activités bénéfiques (Pérez- Torrero
et al.,, 2017).
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La valeur nutritionnelle du fruit repose principalement sur sa teneur en vitamine C et E, des
caroténoides, des fibres, des acides aminés, et sur de grandes quantités de glucose et de
fructose. Les figues de Barbarie sont également riches en phénols, flavonoides, qui possédent
une activité hypoglycémique et antioxydante (Valente et al., 2010 ; EI-Mostafa et al., 2014).

Parmi les différents extraits d'Opuntia, I'un des plus importants pour l'industrie alimentaire
est la pectine, célébre pour ses propriétés gélifiantes et stabilisantes (Lefsih et al., 2017), et le
chitosane qui sont utilisés comme emballage pour la conservation alimentaire (Kurek et al.,
2021).

Les phénols, les flavonoides, les bétalaines et les pigments ont une activité anti-radicalaire
supeérieure a celle de la vitamine C (Mouas et al., 2021).

Les deux pigments de bétaine : notamment en bétaxanthines (jaune-orange), et moins en
bétacyanines (rouge-violet) (Khan, 2016) ont un potentiel colorant, mais sont aussi une
excellente source d'antioxydants alimentaires qui peuvent avoir des effets benéfiques sur la
santé des consommateurs (Fernandez-Lopez et al., 2012), et comme conservateurs (Vergara
et al., 2014).

Les cladodes sont aussi industriellement valorisés gréce a leurs propriétés gélifiantes
(Sepulveda et al., 2007), et leur teneur en fibre, de plus ils sont utilises comme colorants
alimentaires (Ayadi et al., 2009). Le mucilage est un polysaccharide provenant des cladodes
et de la peau du fruit, est utilisé en tant qu’enrobage comestible pour conserver les aliments
(Saenz et al., 2004 ; Allegra et al., 2017).

Une production de farine de cladode est possible et peut étre incorporée aux pates, biscuits,
soupes ou desserts, augmentant ainsi la teneur en fibres (Msaddak et al., 2017).

Hernandez-Urbiola et al., (2011) ont considéré les figues de Barbarie mires comme une
importante source de calcium pour les populations ayant une faible disponibilité de produits
laitiers et pour les personnes ayant des difficultés a digérer.

Une étude de Hadj sadok el al., (2014) a montré que le jus de cladode possede un effet
intéressant au cours d’une fermentation lactique grace a la stimulation et au maintien de la
survie des bactéries lactiques et probiotiques. De plus son addition accélere la cinétique de

fermentation (Barbara et al., 2020).
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11.2.2. Domaine pharmaceutique
En plus d'étre consommées comme aliments ou boissons, la plupart des parties d'Opuntia
ficus indica ont été utilisées comme médicaments. Selon différentes études, le cladode
possede différentes activités pharmacologiques (Tilahun et Welegerima, 2018).
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Figure 8 : Applications pharmaceutiques d’Opuntia ficus indica.

11.2.2.1. Propriétés antimicrobiennes

L'activité antimicrobienne des extraits de la figue de barbarie et de sa pelure dépend des
especes de bactéries, des champignons testés et des solvants utilisés (EI Baltagui et al.,
2019).

a. Activité antibactérienne

Des extraits d'Opuntia ficus indica ont montré des effets bactéricides vis-a-vis de
Campylobacter jejuni et Campylobacter coli, responsables de gastroentérites d'origine
alimentaire. De plus, son extrait méthanolique était efficace contre le Vibrio cholerae, en
provoquant une rupture de la membrane, entralnant I’augmentation de sa perméabilité et donc
une diminution du pH et de I'ATP. Ces données suscitent I’intérét pharmacologique d'Opuntia
ficus indica dans la prévention de la contamination des aliments par Campylobacter et Vibrio
cholerae et dans le traitement des troubles du tractus intestinal associés a ces bactéries (El-
Mostafa et al., 2014).
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Le pouvoir antibactérien de la pelure de la figue de barbarie est di a la présence de
nombreux composés puissants tels que les stérols, les flavonoides, les tanins, les composés
phénoliques et les alcaloides (EI Baltagui et al., 2019).

Les alcaloides ont démontré une activité antibactérienne contre les trois espéces
bactériennes : Serratia marcescens, Escherichia coli et Streptococcus thermophilus. Ces
composés actifs dans ces plantes pourraient trouver place dans le traitement de diverses
infections bactériennes chez la volaille ou ils peuvent étre utilisés comme alternative aux les
medicaments antibactériens conventionnels (Belay et al., 2015).

De plus, les flavonoides agissent avec les protéines extracellulaires et la paroi bactérienne ;
tandis que les tanins inactivent les adhésions microbiennes, enzymes et enveloppe cellulaire.
En outre, les composés phénoliques ont démontré leur capacité a inhiber les enzymes en

réagissant avec les groupes sulfhydryles des acides aminés (Cowan,1999).

b. Activité antifongique

En aquaculture deau douce, les champignons appartenant aux Saprolegniaceae sont
responsables d’épidémies et de perte de spécimens de poissons. Les effets antifongiques
d'Opuntia stricta (en substitut du vert malachite a effets toxiques, cancérigénes et mutagenes),
vis-a-vis de Saprolegnia spp., et établies par des méthodes in vitro et in vivo, ont été
démontrées, probablement par sa teneur en phénols : flavonoides, bétalaines et tanins. Les
extraits d'Opuntia pourraient donc étre utilisés pour le traitement des infections fongiques

courantes chez les poissons (Khemis et al. 2016).

c. Activité antivirale

Les extraits de cladode d’OFI ont montré des effets antiviraux contre les virus végétaux a
ARN. (Aragona et al., 2017).

Rasoulpour et al., (2017) ont isolé et caractérisé I'Opuntine A, une protéine anti CMV
(virus mosaique du concombre), ayant une activité ribonucléase.

La protéine Opuntine B extraite des cladodes d’Opuntia ficus-indica se lie et interagit avec
les ARN viraux, les résultats suggeérent que cette protéine peut perturber le génome du CMV
(virus mosaique du concombre) (Rasoulpour el al., 2020).

L'Opuntine B inhibe le CMV sur les plants de féverole et de courgette. La protéine
antivirale isolée possede une activité inhibitrice contre le virus de la mosaique jaune de la
courgette (ZYMV), le virus de la mosaique de la courge (SqQMV) et le virus de la mosaique du
tabac (TMV) (Figure 9) (Rasoulpour et al., 2018).
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11.2.2.2. Autres activités

Le figuier de barbarie a été traditionnellement utilisé en médecine populaire dans plusieurs

pays du monde a des fins médicinales en raison de son réle dans le traitement d'un certain

nombre d'affections et de maladies. Le tableau 5 résume ces principales activités.

Tableau 5 : Utilisations medicinales du figuier de barbarie, Opuntia fucus indica.

Activité biologique

Propriétés

Référence

Le mucilage des cladodes d'Opuntia ficus indica

(Maataoui et

Anti-ulcer est le principal composé de l'action anti-ulcéreuse | al., 2018)
L'huile de graines d'Opuntia ficus indica extraite | (Khémiri et
présente de puissants potentiels prophylactique et | al., 2019)
thérapeutique contre l'ulcére gastrique aigue.
Anti-inflammatoire et | Le tocophérol a une activité antioxydante et anti- | (Berraaouan
antioxydants inflammatoire, une capacité  antioxydante | et al., 2015)
plasmatique et réduit les LDL.
OFI peut réduire la glycémie et les taux sériques
Anti-diabétique d'AST, d'ALT et de triglycérides (Joetal.,
2021)

OFI empéche l'effet diabétogene du type 1 et 2,
ce qui est di probablement a la présence de
composes antioxydants.

La pectine agit dans I'absorption des lipides et

(Fernandez et

Hypolipidemique réduit le taux de cholestérol. al., 1992 ;
et OFI provoque une diminution des niveaux de | Fernandez et
Hypocholestérolémique | cholestéerol, de LDL et de glucose sérique al., 1994 ;
(Saleh et al.,
2020)
L’acide linoléique (oméga-6) présent dans l'huile | (Afify et al.,
de graine d’Opuntia fucus indica inhibe | 2018)
Anti-cancer I’apparition des cellules métastatiques du cancer
du colon
L'effet anticancéreux de l'extrait éthanolique est | (El-Beltagi et
dd a la présence de polyphénols qui jouent un | al., 2018)

role important dans l'activité antioxydante
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Figure 9 : Activité inhibitrice d'Opuntine B contre le virus de la mosaique du tabac
(Rasoulpour et al., 2018).

11.2.3. Utilisation en cosmétique

Récemment, I'huile de graines de cactus (Opuntia ficus-Indica L.) a été présentée comme
un nouvel ingrédient capable de trouver rapidement sa place dans le domaine des cosmétiques
de grande valeur, principalement en raison de sa composition chimique idéale pour les
applications cosmétiques (Guillaume et al., 2015 ; Taoufik et al., 2015).

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

L'huile de graine encore extraite en quantité limitée, est utilisée dans plusieurs produits
cosmétiques pour le traitement de la peau et des cheveux en les hydratants. (Ciriminna et al.,
2017 a), car I'huile de cactus contient de grandes quantités de phytostérols et de tocopheérols
(Ciriminna et al., 2017 b).

11.2.4. Domaine écologique

Les sociétés humaines profitent du bien et des services essentiels des écosystemes naturels
fournis par les figuiers de Barbarie comme le contrdle des sols et de 1’érosion hydraulique et
éolienne, son utilisation contre la propagation des incendies du fait de sa résistance au feu ; la
régulation du climat via la séquestration du carbone, la conservation de la biodiversité des
habitats pour la faune sauvage, en plus de leur beauté esthétique comme plante toujours verte.
(Louhaichi et al., 2018).

Les Opuntia, en association avec d’autres espéces ligneuses ont été utilisés avec succes

dans un programme de fixation des dunes de sable (Neffar, 2012).
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I. Récolte et préparation du matériel végétal

Dans les six articles traités, différents organes végétaux (cladodes, fruits et fleurs) du
figuier de Barbarie, Opuntia ficus indica, ont été utilisés dans les différents tests réalisés, y
compris I’activité antimicrobienne.

Blando et al., (2019), ont collecté des cladodes produisant des fruits violets a deux stades
de développement : immatures, récoltées en printemps, et matures en automne. Elles ont été
nettoyées des épines et des glochides, coupées en petits morceaux, traités avec de l'azote
liquide, lyophilisés pendant 48 h et stockés a — 20 °C.

Pour Welegrima et al., (2018), Abdel-Razek et al., (2019), et Aruwa et al., (2019), les
cladodes et/ou fruits ont été lavées et désinfectées ; découpées et séchées au four a 40-50 °C
pendant 48 & 72 h, puis broyées (ou lyophilisés a — 80 °C et 1 atm de pression pendant 24 h
pour Aruwa et al., (2019), et la poudre a éte stockée a 4°C.

Ammar et al., (2015) ont utilisé des fleurs d’Opuntia ficus indica récoltées au stade post-
floraison, sechees et broyées, puis stockees a — 20°C.

Les poudres obtenues ont été stockées hermétiquement et a 1’abri de la lumiére jusqu’a

analyse ultérieure.

——
L |, GLOCHIDES
w |
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-

Figure 10 : Epines et glochides d ’Opuntia ficus indica
(https://handivert.wordpress.com)

Il. Extraction végétale

L’extraction est la premiere étape de toute étude sur les plantes médicinales. Elle joue un
réle important sur le résultat final. Ainsi, les propriétés antimicrobiennes étant déependantes de
la composition de la plante au moment de la récolte, le choix de la méthode d’extraction
permet d’extraire les composés bioactifs d’un échantillon de plante complexe et d’augmenter
la sensibilité du test biologique réalisé.

Les différentes techniques d’extraction utilisées sont résumées dans le tableau 6.
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Tableau 6 : les différentes étapes d’extraction des différents organes d’OFI utilisées

dans les articles étudiés.

Etapes Extrait Meélange Type de [] finale | Référence
concentration | en extrait
Auteur
Ammar et al., | Mucilage Fleurs fraiches dans I’eau | Filtration puis 20% Leon-
(2015) (rapport 5:100) / portés a | centrifugation Martinez
90°C pendant 3h etal.,
(2010)
Extrait 15 g de poudre de fleurs Filtration puis 10% dans
méthaolique dans 150 mL de méthanol | évaporation sous | le glycérol
/ reflux par Soxhlet vide
pendant 6h (figure 11)
Welegerima et | Extraits 100 g de poudre de Filtration puis 10% dans Rahman et
al., (2018) alcooliques cladodes dans 1’éthanol, évaporation sous | le DMSO al., (2009)
méthanol, chloroforme vide
(rapport 1 :4) / reflux a
60°C pendant 7h
Abdel-Razek Extrait Poudre de cladodes et de | Filtration puis 10mg/mL Shehata et
etal., (2019) isopropylique | fruits dans I’alcool évaporation sous | dans le al., (2017)
isopropylique aqueux vide et DMSO
80% (rapport 1 :10)/ lyophilisation
maceération a 4°C pendant
24h
Aruwa et al., Extraits 5g de poudre de cladodes | Filtration puis 25-300 (Santos-
(2019) alcooliques/ dans 50 mL de méthanol | évaporation sous | mg/mL Zeaetal,
agueux 80%, éthanol 80%, eau vide (2011) ;
acidifiée, méthanol: Benayad et
acétone: eau, methanol al., (2014)
acidifié (avec ou sans
hydrolyse par I’acide
chlorhydrique concentré
pendant 3h).
Blando et al., Extrait 500mg de poudre de Filtration puis 50 mg/mL | Blando et
(2019) méthanolique | cladodes dans 25 mL de évaporation sous | dans I’eau | al., (2019)
méthanol aqueux 80% / vide distillée
macération d’une nuit a
4°C
El-Hawary et | Composés 1,2 kg de pelures de fruits | Filtration sur El-Hawary
al., (2021) volatils frais, 1,1 kg de cladodes sulfate de etal.,
fraiches et 4009 de fruits | sodium anhydre (2021)

frais sont extraits par
hydrodistillation dans un
appareil Clevenger
pendant 6h (figure 12) /
puis extraits a ’hexane
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Figure 11 : Appareil d’extracteur Soxhlet (khellaf et al., 2021)

Réfrigérant

Sortie d'sau

Ballon Matériel végétal

wife ballon
Dist

Figure 12 : Appareil d’hydrodistillation de type Clevenger (Jdidi, 2015).
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I11. Etude phytochimique

I11.1. Tests phytochimiques

Welegerima et al., (2018), ont analysé leurs extraits afin de déterminer la présence des
phyto-composés actifs présents dans les extraits de la plante étudiée, comme les substances
phénoliques, les tanins, les glycosides, les alcaloides, les flavonoides, les stéroides, les sucres
réducteurs et les acides aminés. Les tests phytochimiques ont été effectués selon les méthodes
standards d’analyse végétale décrites par Bruneton (1999) et Trease et Evans (2002). (Voir
Annexe).

I11. 2. Teneur en composés phénoliques

Dans I’étude de Aruwa et al., (2019), les phénols totaux des extraits de cladodes ont été
quantifie comme décrit par Lee et al., (2002). 5 mg de poudre de cladodes ont été dissous
dans 5 mL de méthanol. Le réactif de Folin-Ciocalteu (0,25 ml) et 0,05 mL de I'extrait ont eté
mélangés et incubés pendant 5 min a température ambiante. Ensuite, 0,5 mL de carbonate de
sodium a 20 % ont éeté ajoutés au mélange et incubés pendant 25 min dans I'obscurité a 25 °C.
Le mélange a été centrifugé pendant 5 min et I'absorbance du surnageant a été mesurée a 760
nm. Une courbe d'étalonnage a été tracee en utilisant I'acide gallique (0,1 a 1,0 mg/mL)
comme reférence, et la teneur en phénols totaux des extraits a été rapporté en milligramme

équivalent d'acide gallique par gramme d'extrait (mg GAE/Q).

Selon Blando et al., (2019), L’identification et la quantification des composés phénoliques
dans les extraits de cladodes ont été réalisées par chromatographie liquide haute performance
de type Agilent 1200 (Agilent Technologies, USA). L'identification des composés
phénoliques a été confirmée par un systeme HPCL-TOF/SM (Agilent 6320, Agilent
Technologies, USA), équipé d'une double interface ESI fonctionnant en mode ions négatifs
(Sabella et al., 2018),

Les composés phénoliques identifiés ont été quantifiés par la méthode standard externe en
utilisant une courbe d'étalonnage d'acide p-hydroxybenzoique (0,5 a 100 mg/L), de rutine (0,5
a 50 mg/L), d'isorhamnétine (0,5 a 50 mg/L) et d’acide narcissique (0,5 a 50 mg/L).
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IV. Activité antibactérienne
IV.1. Milieux de culture
Les différents milieux de culture suivants ont été utilisés pour la réalisation des tests
antibactériens : bouillon nutritif (BN), gélose nutritive (GN), bouillon Mueller Hinton (MHB),
gélose Mueller Hinton (MHA), bouillon Tripticase Soja (TSB).

IV.2. Souches bactériennes
Les espéces bactériennes utilisées par les auteurs des différents articles traités sont soit des
souches de référence de type ATCC, CTM ou NRRL, ou des souches isolées et/ou
répertoriees au sein de centres de recherche régionaux (RCMB). (Tableau 8).
Les souches bactériennes ont été entretenues sur bouillon nutritif, bouillon Trypticase Soja,
ou bouillon Mueller Hinton, et incubées a 37°C pendant 24 h dans des conditions aerobies,

puis conservées a 4 °C.

IV.3. Méthode de diffusion des puits sur gélose

L’activité antibactérienne des extraits d’Opuntia ficus indica a été effectuée par la méthode
de diffusion des puits en gélose, et ce dans la plupart des articles (Ammar et al., 2015 ;
Welegerima et al., 2018 ; Aruwa et al., 2019 ; El-hawary et al., 2021).

Des suspensions de 100 a 200 pL de chaque bactérie testée (10° UFC/mL) ont été
aseptiquement étalées sur des boites de Pétri contenant de la gélose Mueller Hinton. Des puits
de 6 mm de diamétre ont été stérilement perfores dans la gélose inoculée.

Différentes concentrations en extraits (20 pL d’extrait & 100 mg/mL dans le DMSO pour
Ammar et al. (2015) et Welegerima et al. (2018) ; 80 uL d’extrait de 25 a 300 mg/mL dans
les différents solvants utilisés pour 1’extraction pour Aruwa et al. (2019)), ont été introduits
dans chaque puit.

L'ampicilline a 50 pg/mL ou la tétracycline et la vancomycine a 10 pg/mL ont été utilisés
comme témoin positif ; le DMSO ou les solvants de remise en suspension comme témoin
négatif. Les boites de Pétri ont été conservées environ 1h a 4°C pour permettre la diffusion
des extraits, puis incubées 24h a 37°C. L'activité antibactérienne a été déterminée par mesure

du diameétre de la zone d’inhibition autour du puits (Alabi et al., 2012 ; Monia et al., 2014).
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Tableau 7 : les différentes souches de bactéries utilisées pour le test de ’activité

antibactérienne.

Gram

Espece bactérienne

Référence

Bactéries a Gram positif

Bacillus cereus

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis
Streptococcus pneumoniae
Enterococcus faecalis
Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
résistant a la méthicilline.

Staphylococcus aureus

ATCC10876

S 456 (souche isolée)
RCMB 015(1) NRRL B-543
CTM 50077
ATCC6303

ATCC 29212

ATCC 19111

ATCC 43251

ATCC 25923

ATCC 29213

ATCC 33591

RCMB 010010

Bacteries a Gram négatif

Acinetobacter baumannii
Escherichia coli
Enterobacter cloacae
Enterobacter aerogenes
Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa
Salmonella arizonae
Salmonella typhi

Salmonella typhimurium

ATCC BAA1605
ATCC 25922

ATCC BAA1143
ATCC 13048

ATCC 700603

ATCC 27853

ATCC 13314

B 2836 (souche isolée)
ATCC 14028

ATCC : American Type Culture Collection, CTM : Collection Tcheque de Microorganismes,
NRRL(ARS) : Agricultural Research Service Culture Collection, RCMB : Regional Center for
Mycology and Biotechnology (Egypte).
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IV.4. Détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI)

Les CMI des extraits ont été déterminées par la technique de microdilution en bouillon
dans des plaques de microtitration stériles de 96 puits. Une culture bactérienne de 18 a 24 h de
chaque souche étudiée cultivée en bouillon MHB est ajustée a une turbidité de 0,5 standard
Mac-Farland a été utilisée.

Des puits contenant 80 pL de I’extrait végétal a des concentrations allant de 25 a 300
mg/mL ont été inoculés avec 10 pL de chaque suspension bactérienne dans le travail de
Aurwa et al., (2019), ou contenant 100 pL de I’extrait (50 a 2000 pug/mL) et inoculés avec 50
uL de la suspension bactérienne, dans le travail de Blando et al., (2019), puis 100 uL de
milieu MHB ont été ajoutés dans chaque puits.

Les plaques de microtitration ont été recouvertes et incubées a 37 °C pendant 24 h.
Ensuite, la lecture de densité optique (DO) a été effectuée a 600 nm en utilisant un lecteur de
microplaques. Des extraits dans bouillon (témoins négatifs) et des suspensions bactériennes
seules (témoins positifs) ont été également inclus dans des puits séparés. La CMI est définie
comme la plus faible concentration de I'extrait qui aurait visiblement inhibé la croissance
(réduction de la DO) (Adamez et al., 2012 ; Sen et Batra, 2013).

La détermination des CMI des composes volatils des cladodes et des fruits a été réalisée
également par EI-Hawary et al., (2021), vis-a-vis d’espéces bactériennes, par la méthode de

diffusion des puits sur gélose, en utilisant la gentamicine comme antibiotique de référence.

Figure 13 : Microplaque de 96 puits (Zarrouq, 2010)
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V. Activité antifongique
V.1. Souches fongiques

L’activité antifongique des extraits des cladodes et des fruits d’Opuntia ficus indica a été
¢étudiée dans le travail d’Abdel-Razek et al., (2019), vis-a-vis de huit souches de moisissures,
Aspergillus niger ITEM 3856, Penicillium chrysogenum ATCC 10106, Fusarium
graminarum KF841, Fusarium culmorum KF191, Fusarium culmorum KF846 et Fusarium
oxysporum ITEM 12591, Fusarium verticillioides FM19 et Fusarium culmorum P846, (deux
souches produisant des toxines, la zéaralénone et la désoxynivalénole).

El- Hawary et al., (2021), ont utilisé la moisissure Aspergillus flavus RCMB002002, et la
levure Candida albicans RCMB 005003(1) ATCC10231, pour le test antifongique des
composés volatils extraits des cladodes et des fruits d’OFI.

Ces souches ont été entretenues sur milieu potato dextrose agar (PDA) pour les moisissures
et la gélose Sabouraud pour la souche de levure, puis conservées a 4°C.
ITEM: Agro-Food Microbial Culture Collection
ATCC: American Type Culture Collection
RCMB: Regional Center for Mycology and Biotechnology (Egypte)

V.2. Test antifongique

Le test d'inhibition fongique a été utilisé pour déterminer l'activité antifongique de 1’extrait
isopropylique préparé par Abdel-Razek et al., (2019), et des composés volatils extrais par El-
Hawary et al., (2021), vis-a-vis de souches de moisissures et une souche de levure comme
décrit par Shehata et al., (2017).

Des puits de 6 mm de diameétre ont été stérilement perforés dans la gélose PDA (Potato
Dextrose Agar) coulée en boites de Pétri. 20 pL de I’extrait végétal a 10 mg/mL ont été
introduites dans chaque puits. Des parcelles de 1 mm du mycélium fongique coupés du bord
des colonies en croissance active ont été inoculés au centre de la boite. Les boites sont
incubées en conditions d’humidité a 25°C. La nystatine ou la kétoconazole ont été utilisés
comme controle positif.

L'effet inhibiteur des extraits a également été évalué vis-a-vis de deux souches de
Fusarium (F. verticillioides FM 19 et F. culmorum P 846) qui produisent deux toxines, la
zéaralénone et la désoxynivalénole.

La détermination des CMI des composés volatils des cladodes et des fruits a été réalisée
également par El-Hawary et al., (2021), vis-a-vis de la moisissure Aspergillus flavus, et la
levure Candida albicans, par la méthode de diffusion des puits sur gélose, en utilisant la

kétoconazole comme antifongique de référence.
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VI. Activité anti-biofilm

Blando el al., (2019) ont etudié le pouvoir inhibiteur des extraits de cladode d’Opuntia
ficus indica vis-a-vis de la formation de biofilm. Le test de formation et d’élimination du
biofilm a été déterminé par la méthode décrite par Di Ciccio et al., (2015) avec quelques
modifications.

Deux souches de Staphylococcus ont été utilisées : Staphylococcus aureus ATCC 35556,
producteur de biofilm et Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, utilisé comme contréle
négatif, ne produisant pas de biofilm.

Le test a été réalisé dans une microplaque de 96 puits stérile. 100 uL de la culture de
Staphylococcus aureus (d’environ 108 UFC/mL) ont été inoculées et cultivées avec ou sans
100 pL dextrait de cladodes (a des concentrations allant de 50 a 1500 pg/mL) a 37 °C. Apres
24 h d'incubation, les bactéries non fixées ont été éliminées par lavage des puits trois fois avec
du tampon phosphate stérile. Les échantillons ont été fixés a 60 °C pendant 1 h et les biofilms
ont été colorés avec une solution a 0,1% de cristal violet dans I'eau, puis lavés trois fois avec
de l'eau distillée.

Les échantillons ont été traités avec 125 pL d'acide acétique a 30% pour les décolorer, et
I’analyse quantitative a été réalisée par mesure de la DO a 492 nm a l'aide d’un lecteur de
microplaques O’Toole, (2011). Le pourcentage d'inhibition du biofilm a été déterminé par la
formule :

Docontrol - DOéchant

x 100

Réduction du biofilm % =
Docontrol

VII. Activite de cicatrisation des plaies
Dans I’article de Ammar et al., (2015), les extrait de fleurs d’Opuntia ficus indica ont été

testés pour étudier leur pouvoir cicatrisant des plaies.

VII.1. Animaux

Des rats Wistar males, agés de 2 a 3 mois et pesant 186 + 7 g (Figure 14), ont été utilisés
pour les essais expérimentaux. Les rats ont été placés individuellement dans des conditions
environnementales standards de température (22 £ 3°C), d’humidité (60 + 5%) et d'un cycle
lumiere/obscurité de 12 h. Tout au long de l'expérience, les animaux ont recu un régime

standard de graines et d'eau.
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Figure 14: Rat Wistar male (Bobekar, 2012)

VI1.2. Induction mécanique des plaies

Le jour de l'expérience (considéré comme le jour 0), les rats ont été anesthésiés par une
injection intramusculaire de 50 mg/kg de poids corporel de kétamine (anesthésique général) et
de 5 mg/kg de poids corporel de Midazolam (substance myorelaxante utilisée comme
adjuvent en anesthésie). Le dos des animaux a été rasé avec une tondeuse électrique et
nettoyée. Une plaie de grande épaisseur (1,5 cm x 1 cm) a été formée sur la face dorsale de
chaque animal en excisant la peau jusqu'au tissu sous-cutané a l'aide d'un ciseau chirurgical.

Les animaux ont été répartis au hasard en cing groupes de six rats, dont chaque groupe a

était traité de facon différente (tableau 8).

Tableau 8 : Les differents traitements de chaque groupe de rats

Groupe Traitement
Groupe | rats traités avec 0,5 mg/mm? d'extrait de mucilage
Groupe 1l rats traités avec 0,5 mg/mm? d’extrait de méthanol
Groupe 11 rats traités avec du glycérol
Groupe IV rats traités avec la creme "Cicaflora ®" et ont servi de référence
(témoin positif)
Groupe V rats non traités (nettoyage des plaies avec une solution saline)
(groupe témoin)

Les expériences ont impliqué des traitements topiques quotidiens a l'aide de pansements
stériles jusqu'a la cicatrisation compléte des plaies d'un groupe par rapport aux autres. Le
traitement a duré 13 jours consécutifs.

La creme réparatrice "Cicaflora ®" a été utilisée comme médicament de référence. Elle
contient 10% d'extrait de Mimosa tenuiflora, connu pour sa capacité a régénérer les cellules

épidermiques endommagées et a stimuler la réparation de la peau (Rivera-Arce et al., 2007).
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VI1.3. Evaluation de la cicatrisation des plaies

L'efficacité de la cicatrisation des plaies a été déterminée par la soumission de
photographies en série quotidiennes pour une évaluation chromatique. Les taux de
cicatrisation ont été évalués sur la base d'une analyse colorimétrique comme suit :

Rouge vif = sang recouvrant la plaie, rouge foncé = coagulation du sang dans I'épiderme,
rouge = tissu de granulation, et rose = phase d'épithélialisation (Teot et al., 2001).

VI11.4. Mesure de la surface de la plaie

Pendant la période de cicatrisation, les limites de la plaie ont été tracées manuellement a
l'aide de papier transparent. La surface des plaies a été ensuite mesurée a l'aide d'un logiciel
de conception et de dessin (Auto CAD RL 14). La contraction de la plaie, exprimée en
pourcentage de réduction de la taille initiale de la plaie, a eté calculée a l'aide de I'équation
suivante :

Ay — A
0T w100

Cicatrisation de la plaie (%) = A
0

Dont : Ao désigne la taille initiale de la plaie, et A, représente la taille de la plaie & un jour
donné.

VI1.5. Evaluation histologique

Le dernier jour de I'expérience (13°™ jour aprés la blessure), tous les animaux ont été
sacrifiés, et le tissu moyen de la zone de la plaie de chaque animal a été excisé et collecté pour
une observation histologique.

Tous les tissus des échantillons ont été fixés dans une solution de formol neutre tamponné
a 10 %, incorporés dans de la cire de paraffine, coupés en sections de 5 um d'épaisseur et
colorés a I'hématoxyline-éosine. Les lames ont été photographiées avec un appareil photo

(Olympus U-TU1X-2) connecté a un microscope (Olympus CX41 ; Tokyo, Japon).
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Résultats et Discussion

I. Etude phytochimique

I.1. Rendement d’extraction

Les rendements des extraits lyophilisés (10,5 & 16,7 %) étaient environ 10 fois supérieurs a
ceux des extraits séches au four (1,1 a 2,5 %). L'utilisation de la lyophilisation et de solvants
d'extraction organiques aqueux a considérablement augmenté les rendements des extraits. Les
extraits a l'eau acidifiée et le mélange méthanol : acétone : eau ont eu les rendements
lyophilisés les plus élevés.

Un séchage pendant une longue période (48-72 h) pourrait considérablement réduire les
rendements des extraits sechés au four. La lyophilisation minimise I'impact sur les propriétés
nutritionnelles des aliments et assure la conservation des propriétés phytochimiques (Reyes et
al., 2011).

1.2. Tests phytochimiques

La recherche qualitative des composes phytochimiques effectuée par Welegerima et al.,
(2018) dans les extraits de cladodes d'Opuntia ficus-indica a révélé la présence de composes
phénoliques, de tanins, de glycosides, d'alcaloides, de flavonoides, de saponines, de stéroides,
et d'acides aminés, avec absence de sucres reducteurs. Le tableau 9 résume les resultats de
I’analyse phytochimique des extraits de cladodes d'Opuntia ficus-indica.

Ces métabolites contenus dans les différents organes des plantes médicinales peuvent étre
considérés comme une source naturelle de substances précieuses pour la santé et facilement
disponibles (Cioch et al., 2017). Ils ont fait l'objet d’un grand nombre d’études
pharmacologiques et ont démontré un énorme potentiel d'activités biologiques :
antibactériennes, antioxidantes et antifongiques (Anyasor et al., 2010).

Les extraits d'Opuntia ficus indica pourraient étre considérés comme une source
potentielle de composés phytochimiques. En effet, Opuntia ficus indica est l'une des plantes
médicinales les plus importantes qui ont été utilisées traditionnellement pour le traitement de

différentes maladies infectieuses a travers le monde (Rahman et al., 2009).
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Tableau 9 : Résultats des tests phytochimiques des extraits de cladodes d’Opuntia ficus-
indica (Welgerima et al., 2018).

Solvants
Composés
phytochimiques Méthanol Chloroforme Ethanol
Phénols + + *
Flavonoides + + +
Tannins + + +
Stéroide + + +
Saponines + + +
Alcaloides + + +
Glycoside + + +
Sucres _ - -
réducteurs
Phlobatannis + + *
Acides aminés + + "

+ présence ; — absence

1.3. Teneur en composés phénoliques

Selon I’étude de Blando et al., (2019), les extraits phénoliques de cladodes immatures et
matures ont révélé une présence predominante d'acides piscidique et eucomique. Ces acides
phénoliques ont été identifies sur la base de leurs temps de rétention, leurs spectres UV-
Visible et leur type de fragmentation ; leurs caractéristiques spectrales (HPLC-TOF/SM) ont
été comparées celles de la littérature (Ginestra et al., 2009 ; Santos-Zea et al., 2011) (Figure
15).

Dans les cladode matures, I'acide piscidique est prédominant, alors que l'acide eucomique
était en concentration élevée dans les cladodes immatures (Tableau 10). La quantité d'acides
piscidiques et eucomiques trouvée dans le cladode d'O. ficus indica, en particulier au stade

immature, est exceptionnellement élevée.
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Figure 15 : Chromatogramme (HPLC-TOF/SM) de d’extrait d'Opuntia ficus-indica de
cladodes immatures (imm). Le profil chromatographique de I'extrait de cladode mature (m)
était similaire, a I'exception du glucoside d'isorhamnétine (pic 9), présent uniquement dans

(imm). (Blando et al., 2019).

(1-Acide piscidigue ; 2-Acide eucomique ; 3-isorhamnétin rhamnosy! rutinoside 4-isorhamnétin
glycosyl rhamnosyl pentoside ; 5-Rutine ; 6-1sorhamnetin sambubioside : 7-Kampherol glucosyl
rhamnoside ; 8-Narcissine (isorhamnétin rutinoside) ; 9-Glucoside d'isorhamnétin).

Tableau 10 : Teneurs en acides phénoliques et en flavanols d'extraits de cladodes matures
et immatures d’Opuntia ficus indica (Blando el al., 2019).

; o Cladodes immatures Cladodes matures
Composes phénoliques ) )
(mg/g Poids sec) (mg/g Poids sec)
Acide piscidique 1.984 £ 0.019 3,281 +0.032
Acide eucomique 13,506 + 0.143 1,616 = 0.02
Isorhamnetine rhamnosyle rutinoside 0,411 +0.003 0,187 +0.012
Isorhamnetine glucosyl rhamnosyle 0.296 + 0.004 0.266 + 0.007
pentoside ' ’
Rutine 2,030 £ 0.023 0,752 £ 0.004
Narcissine (isorhamnétine rutinoside) 3,188 +0.042 1,160 = 0.029
Glucoside d’isorhamnetine 0,465 + 0.021 ND

ND : Non Détecté
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Le tableau révele aussi la présence de composés flavonols (principalement les dérivés
d’isorhamnétine et la rutine), et de narcissine, dans les deux stades de maturation des
cladodes. Ces résultats étaient en accord avec ceux trouvés dans des travaux antérieurs
(Guevara-Figueroa et al., 2010 ; Medina-Torres et al., 2011).

Le figuier de barbarie, Opuntia ficus indica, peut étre considérée comme une plante
prometteuse grace a la présence de dérivés d'isorhamnétine, d’acides piscidique et eucomique
en quantité éleveée, pour le développement de produits pharmaceutiques a base de
polyphénols. L'effet de ces composés phénoliques a été évalué in vitro pour lutter contre
I'nypercholestérolémie (Ressaissi et al., 2017), et contre le stress oxydatif induit par les UVA
sur les kératinocytes humains (Petruk et al., 2017), suggérant une utilisation pharmaceutique

des extraits de cladodes.

Dans le travail de Aruwa et al., (2019), la teneur en phénols totaux des extraits non
hydrolyses variait de 1,07 a 10,46 mg GAE/g. Ces faibles valeurs peuvent étre attribuées aux
différences de maturation des cladodes, de climat, de lieu de croissance, du solvant
d'extraction et des méthodes de quantification utilisées (Kim et al., 2013).

Les extraits lyophilisés d'éthanol et de méthanol ont présenté la concentration des phénols
totaux la plus élevée, ce qui peut étre di a la polarité plus élevée des solvants d'extraction.
Dans les extraits lyophilisés, I'extrait méthanol acidifie (MA) a montré une bonne teneur en
phénols totaux (7,04 mg GAE/g), comparé aux extraits méthanol : acétone : eau (MAW) (5,02
mg GAE/g) et celui de I’eau acidifiée (AQ) (2,12 mg GAE/g).

Cette faible teneur en phénols des extraits MAW et AQ non hydrolysés peut étre due a leur
nature visqueuse qui n'a pas permis la libération de certains constituants phénoliques. La
viscosité des extraits a été réduite par I'application de I'hydrolyse acide pour une meilleure
détermination de la teneur en phénols. L hydrolyse a entrainé une augmentation de 1,4 a 8
fois de la teneur en phénol des extraits hydrolysés de MAW et AQ par rapport aux extraits
non hydrolysés, ce qui a été prouvé lors d’études antérieurs (Avila-Nava et al., 2014 ;
Durazzo et al., 2016).
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Il. Activité Antibactérienne

I1. 1. Méthode de diffusion des puits en gelose

Selon I’étude de Ammar et al., (2015), Les activités antibactériennes des extraits de
mucilage et de méthanol des fleurs d'O. ficus indica, ont été évaluées. Les résultats des zones
d'inhibition trouvés sont représentés dans la figure 16.

Les souches de Listeria monocytogenes et Staphylococcus aureus se sont avérées les plus
sensibles avec des diamétres d’inhibition de 25 mm et 14,5 mm pour I’extrait méthanolique et
de mucilage, respectivement. Les deux extraits ont présenté une activité antibactérienne
moyenne Vis-a-Vis d’Escherichia coli, et l'extrait de mucilage présentait des effets meilleurs
que I’extrait au méthanol. Cette inhibition reste inférieure a celle du contréle positif (19 mm
de zone d'inhibition pour l'ampicilline). Aucune activité n’a été décelée pour Pseudomonas

aeruginosa.

m
= [ N N w
o (&) o (%) o

[€,]

Diameétre de la zones d’inhibition (mm)

S
Escherichia coli Pseudomonas Staphylococcus Bacillus subtilis Listeria
aeruginosa aureus monocytogenes
M Extrait de mucilage M Extrait méthanol Ampicilline

Figure 16 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) du mucilage et de I’extrait
méthanolique des fleurs d’Opuntia ficus indica (Ammar et al., 2015).

Pour Welegerima et al., (2018) ont trouvé une activité importante des extraits de méthanol
et de chloroforme des cladodes d'OFI vis-a-vis des souches Streptococcus pneumoniae
ATCC6303 et Bacillus subtilis B2836 (diamétre de 16 mm), valeurs supérieures a celles des
antibiotiques de référence, la tétracycline (6 et 8 mm) et la vancomycine (6 et 13 mm) (figure
17). En revanche, une faible activité a été décelée pour I’extrait de méthanol vis-a-vis de

Salmonella typhi S456 (10,5 mm).
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Figure 17 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) des extrais des cladodes
d’Opuntia ficus-indica (Welegerima et al., 2018)

Les résultats d’étude de Aruwa et al., (2019), ont montré que les extraits hydro-
alcooliques et hydrolysés des cladodes ont fourni une activité antibactérienne plus
puissante que celle des extraits non hydrolysés. Leurs zones d'inhibition variaient de 10,0 a
24,0 mm et de 12,0 a 35,0 mm pour les extraits non hydrolysés et hydrolysés respectivement.
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 (20 mm) et Listeria monocytogenes ATCC 19111 (24
mm) ont été fortement inhibées par les extraits a I'éthanol et au méthanol acidifié,
respectivement. Enterococcus faecalis ATCC 29212 et SARM Staphylococcus aureus ATCC
33591 ont été significativement inhibés avec les plus grandes zones a 34 et 35,1 mm,
respectivement.

La faible activité des extraits non hydrolysées peut étre di au type de solvant utilisé, aux
phénols non libérés ou liés dans les matrices d'extraits (Avila-Nava et al., 2014), et/ou a

I'incapacité des composés extraits a diffuser dans la gélose (Kurek et al., 2011).

Concernant le travail d’El Hawary et al., (2021), Pactivité antibactérienne des
constituants volatils des différentes parties d’Opuntia ficus indica, a présenté différents
niveaux d’inhibition vis-a-vis des souches bactériennes testées (Figure 18). Ainsi, les résultats
ont montré que ’activité inhibitrice des composés volatils (CV) des pelures de fruits était plus
importante vis-a-vis de toutes les bactéries testées : Staphylococcus aureus RCMB 010010
(12 mm), Bacillus subtilis RCMB 015(1) (14 mm), Salmonella typhimurium ATCC 14028 (13
mm) et Esherichia coli ATCC 25955 (15 mm).

N i K




Résultats et Discussion

Diametre de la zone d'inhibition (mm)
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Figure 18 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) des composés volatils
d’Opuntia ficus indica (El Hawary et al., 2021)

L’activité des CV de la pulpe des fruits était plus faible contre les espéces bactériennes,
sauf pour B. subtilis qui n’a donné aucune inhibition. Ces inhibitions restent inférieures a
celles du contrdle positif (Gentamycine). Cependant, les composés volatils des cladodes n’ont

présenté aucune activité inhibitrice vis-a-vis des souches testées.

Nous remarquons que les souches bactériennes a Gram positif testées dans les articles
traités (S. aureus, E. faecalis, B. subtilis et L. monocytogenes), ont présenté des niveaux de
sensibilité plus marqués par rapport a celles a Gram négatif (E. coli, S. typhimurium, K.
pneumoniae et P. aeruginosa).

En effet, les bactéries a Gram positif possedent des couches de peptidoglycane dans leurs
parois cellulaires qui facilitent la pénétration des agents antimicrobiens. La diffusion des
composés hydrophobes est restreinte chez les bactéries a Gram négatif en raison de la
membrane externe en lipopolysaccharides qui agissent comme une barriére et rendent les
cellules moins sensibles aux agents antimicrobiens (Guevara-Figueroa et al., 2010 ; Kurek
et al., 2011).
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11.2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)
Dans les travaux de Blando et al., (2019), et de Aruwa et al., (2019), la détermination
des valeurs des CMI a été effectuée par la mesure de la DO a 600 nm en présence de doses

croissantes d'extrait de cladode.

Blando et al., 2019, ont comparé ’activité inhibitrice des cladodes mature et immature.
Les cladodes immatures ont présenté un pouvoir antibactérien plus important par rapport aux
cladodes matures, avec des CMI de 1500 et 2000 pg/mL vis-a-vis d’E.coli, S. typhimurium et
E. aerogenes, et de 1000 et 1500 ug/mL vis-a-vis de S. faecalis et S. aureus, pour les cladodes
immatures et matures, respectivement (figure 19).

Les CMI vis-a-vis des cellules planctoniques de Staphylococcus aureus ATCC 35556,
producteur de biofilm, était de 1000 et 700 pg/mL pour les extraits matures et immatures,
respectivement.

L'activité antimicrobienne des extraits de cladodes d'Opuntia pourrait étre liée a sa teneur
élevée en polyphénols, en particulier en isorhamnétine, pouvant exercer une activité
antimicrobienne (Bhattacharya et Koley, 2016).

En général, les composés phénoliques sont impliqués dans les dommages membranaires, la
liaison aux protéines et aux parois cellulaires et I'inactivation des enzymes ; ils peuvent agir
comme pro-oxydants, entrainant des dommages a I'ADN, aux lipides et a d'autres molécules
biologiques (Duda-Chodak et al., 2015).

CMI (pg/mL)

o O

2000
1800
1600
1400
1200
1000
80
60
40
20

Escherichia coli  Salmonella Enterobacter Enterococcus Staphylococcus Staphylococcus
ATCC 25922  typhimurium aerogenes faecalis aureus aureus
ATCC 14028  ATCC13048  ATCC29212  ATCC25923  ATCC 35556

o O

B CMI (immature cladode) pg/mL B CMI (mature cladode) pg/mL

Figure 19 : Concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits de cladodes matures et
immatures contre les souches bactériennes testées. (Blando et al., 2019)
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Pour Aruwa et al., (2019), les CMI pour les extraits des cladodes variaient de 50 a 300
mg/mL pour les extraits non hydrolysés. Les extraits hydrolysés étaient plus efficaces avec
des CMI les plus faibles et qui variaient de 25 mg/mL pour Klebsiella pneumoniae ATCC
700603 et Acinetobacter baumannii ATCC BAA1605, a 250 mg/mL pour MRSA
Staphylococcus aureus ATCC 33591). Cette variation observée des valeurs de CMI peut étre
attribuée a des différences dans les techniques appliquées telles que la durée d'incubation et la
quantité de I'inoculum utilisée (Kalil et al., 2014 ; Moosazadeh et al., 2014).

La libération des polyphénols a été signalée a partir des fibres et des résidus de cladodes
lors de I'hydrolyse acide et a eu un impact positif sur les activités biologiques des extraits qui
en sont dérivés (Bensaddn et al., 2010). La teneur en extraits de composés poly-hydroxylés,
d'acides phénoliques, de dérivés de flavonoides et d'autres composés pourrait étre responsable
de l'activité antibactérienne a large spectre decelée (Aurwa et al., 2019).

El-Hawary el al., (2021), ont déterminé les CMI des composés volatils (CV) des
différents extraits d’Opuntia ficus indica. Les résultats sont en accord avec ceux des zones
d’inhibition. Les CV des pulpes et des pelures des fruits ont présenté une activité moyenne
avec des valeurs de CMI entre 2500 et 5000 pg/mL vis-a-vis des differentes souches
bactériennes testées ; contrairement aux CV des cladodes qui n’ont marqués aucun effet
(tableau 11). Cependant, ces valeurs restent toujours inférieures a celles du contréle positif

(Gentamycine).

Tableau 11 : CMI (ug/mL) des constituants volatils de la pulpe et des pelures des
fruits, et des cladodes d'OFI vis-a-vis des bacteéries testées (ElI Hawary el al., 2021).

Microorganisme Controéle positif Echantillons
ST | Psede | Perede | Gl
(Contrdle positif)
Staphylococcus aureus RCMB 010010 1 5000 5000 ND
Bacillus subtilis NRRL B-543 2 NA 2500 ND
Escherichia coli ATCC 25955 2 2500 2500 ND
Salmonella typhimurium ATCC 14028 0.5 5000 5000 ND

ND : Non Détecté
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111, Activité Antifongique

El Hawary el al., (2021), ont testé I’activité antifonique des constituants volatils (CV)
extraits a partir des pulpes et des pelures de fruits, ainsi que des cladodes d’OFI, vis-a-vis
d’Aspergillus flavus RCMB 002002 et de la levure Candida albicans ATCC 10231. Les
résultats représentés sur la figure 20 et dans le tableau 12, indiquent un parfait accord entre les
zones d’inhibition et les valeurs des CMI trouvées.

Aucune activité antifongique des constituant volatils des différentes parties de la plante n’a
été décelée vis-a-vis de la levure C. albicans. Une faible activité (12 mm, 5000 pg/mL), des
CV des pelures de fruit d’Opuntia ficus indica, a été noté vis-a-vis de la moisissure

Aspergillus flavus.

A Tavies CLallbricarns

Diamétre de la zone d'inhibition (mm)

m Kértoconarole m T\ Pelure = OV Frmir CNW Cladode

Figure 20 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) des CV des pulpes et pelures de fruit,
et des cladodes d'Opuntia ficus indica vis-a-vis des champignons testées
(El Hawary el al., 2021).

Tableau 12 : CMI (ug/ml) des CV des pulpes et pelures de fruit, et des cladodes
d'Opuntia ficus indica vis-a-vis des champignons testés (El Hawary el al., 2021).

Microorganisme Controéle positif Echantillons
Kétoconazole
(Controle Pulpe_ de Pelur_e de Cladode
o fruit fruit
positif)
Aspergillus flavus RCMB 002002 1 ND 5000 ND
Candida albicans ATCC 10231 2 ND ND ND

ND : Non Détecté
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L'effet inhibiteur des extraits des pelures des fruits et cladodes d’Opuntia ficus indica a été
étudié par Abdel-Razek et al., (2019), vis-a-vis de diverses souches fongiques. Les résultats,
représentés sur la figure 21, ont montré différents niveaux d’activité antifongique. Les
diameétres variaient entre 11 mm vis-a-vis de Fusarium graminarum KF841, et 15 mm vis-a-
vis de Fusarium culmorum KF191 pour les extraits de cladodes ; et entre 7 et 10 mm vis-a-vis
de Fusarium oxysporum ITEM 12591 et Fusarium culmorum KF191, respectivement.

Ces résultats sont en accord avec ceux de Khémiri et al., (2019), ou I’huile d’Opuntia
ficus indica avait présenté une capacité importante a réduire et a inhiber la croissance de
souches pathogenes fongiques appartenant aux genres et espéces: Candida parapsilosis,
Candida sake, Aspergillus, Penicillium et Fusarium.

Les extraits de cladodes ont montré une activité plus élevée vis-a-vis de toutes les souches
testées par rapport a I'extrait de pelures, suggérant le lien entre la composition de ces extraits

en polyphénols et en flavonoides et leur activité antifongique.
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Figure 21 : Activité antifongique des extraits des fruits et des cladodes d’Opuntia ficus indica
vis-a-vis des souches fongiques (Abdel-Razek et al., 2019).

La capacité antifongique des extraits des pelures des fruits et cladodes d’Opuntia ficus
indica a été également étudié vis-a-vis de deux isolats de souches de moisissures du genre
Fusarium : F. verticilioides FM19 et F. culmorum P846, produisant des mycotoxines, la
zéaralénone et la désoxynivalénole.

En effet, les champignons toxinogénes représentent une source de danger couplé sur les

produits alimentaires (contamination par des champignons et leurs toxines). L’ingestion
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chronique a fortes doses de ces deux mycotoxines modifie la réponse immunitaire, provoque
des dommages aux organes, et pourrait étre associée a diverses maladies (Reddy et al., 2018).

Dans la figure 22, les cladodes ont manifesté des propriétés inhibitrices plus efficaces que
les pelures, par rapport au contrdle utilisé, ce qui est en accord avec résultats précédents. Ces
résultats ouvriront la voie a l'application des extraits de fruits et cladodes d’Opuntia ficus
indica dans le domaine de la sécurité alimentaire, et serviront a limiter l'altération et la

contamination par les mycotoxines.

(A)  F.verticilioides FM19

Controle Extrait de cladode Extrait de pelure

Figure 22 : Effet inhibiteur des extraits d’Opuntia ficus indica vis-a-vis des souches
de Fusarium productrices de mycotoxines (Abdel-Razek et al., 2019).

IV. Activité Anti-biofilm

Les effets des extraits de cladodes sur la formation du biofilm par Staphylococcus aureus
ATCC 35556, producteur de biofilm, a été étudiée par Blando et al., (2019). Les résultats
obtenus sont présentés dans la figure 23.

Comme le montre la figure 23, les deux extraits de cladodes (mature et immature) a une
concentration de 500 pug/mL n'ont pas inhibé la formation du biofilm. A 1000 pg/mL, seul
I'extrait de cladode immature a inhibé de maniére significative la formation du biofilm avec
un taux d'inhibition de 80%. A la concentration de 1500 pg/mL, les deux extraits ont inhibé
de maniére significative la formation du biofilm, avec un taux d'inhibition de 71 % pour
I'extrait mature de cladode et 85% pour le cladode immature.
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Figure 23 : Effets des différentes concentrations d'extraits de cladode d'Opuntia ficus
indica sur la formation de biofilm par Staphylococcus aureus ATCC 35556.
(Blando et al., 2019).

D’aprés I’étude, il a été démontré que les cellules bactériennes en biofilm sont plus
résistantes aux agents antibactériens par rapport aux cellules planctoniques de Staphylococcus
aureus ATCC 35556 qui ont été inhibées par une CMI de 1000 et 700 pg/mL pour les extraits
matures et immatures, respectivement ; ce qui est une caractéristique bien connue.

Ce pouvoir inhibiteur de la formation du biofilm de Staphylococcus aureus pourrait
s’expliquer par la présence de flavonoides dans les extraits de cladodes. En effet, les
flavonoides tels que la quercétine, I'apigénine, la lutéoline et la rutine se sont averés efficaces
dans l'inhibition du biofilm de S. aureus (Slobodnikova et al., 2016 ; Al-Shabib et al.,
2017).

A partir des différents articles traités, il ressort que les extraits des différentes parties du
figuier de barbarie, Opuntia ficus indica, présentent une activité antimicrobienne importante
(antibactérienne, antifongique, anibiofilm). Ce pouvoir antimicrobien pourrait étre dd
principalement a sa composition en polyphénols contenus dans les extraits hydro-alcooliques
et qui possedent des activités antimicrobiennes, in vitro (Santos-Zea et al., 2011). lls agissent
en se liant les parois cellulaires, en inactivant les enzymes microbiennes et les protéines de

transport, empéchant ainsi toute croissance ou activité microbienne Ciocan et Bara, (2007).
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V. Activité de cicatrisation des plaies

V.1. Evaluation du poids corporel des rats

Ammar et al., (2015) ont évalué les effets de cicatrisation des deux extraits des fleurs d'O.
ficus-indica en utilisant un modele de blessure, in vivo, chez le rat. L’équipe a examiné le
poids corporel des rats avant et aprés le traitement. Les résultats n'ont révélé aucune
différence significative entre les groupes (tableau 13), car ils étaient tous uniformes donc les

extraits testés n'avaient aucun effet secondaire sur les rats.

Tableau 13 : la moyenne du poids corporel des rats avant et apres le traitement.
(Ammar et al., 2015).

Poids corporel moyen (g) Groupe | | Groupell | Groupe IlI Groupe IV | Groupe V

Avant traitement 188.39 186 184.4 185.02 187.3

Apres traitement 198.89 196 194 190 195.5

V.2. Etude macroscopique des plaies

Le pansement a été retiré quotidiennement et le processus de cicatrisation a été évalué en
fonction de la couleur des plaies, de I'inflammation et de la ré-épithélialisation. L'aspect des
plaies des groupes étudiés est illustré dans la figure 24.

Jour1 Jour3 Jour 5 Jour7 Jour 9 Jour 13

Groupe
Extrait de
mucilage

Groupe I
Extrait de
méthanol

Groupe I11
Glycérol

Groupe IV

Cicafloracream

Groupe V
(Controle)

Figure 24 : Modifications macroscopiques de la cicatrisation des plaies prises pour les
différents groupes le 1%, 3%, 5°, 7¢, 9% et 13° jour apres la blessure (Ammar et al., 2015).
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Résultats et Discussion

Comme il est illustré sur la figure 24, I'évaluation macroscopique a révélé que les plaies
traitées avec les extraits des fleurs étaient relativement propres et sans signe d’inflammation
(gonflements et rougeurs). Cependant, pour le groupe V (contrdle), une accumulation de pus a
été observée autour de la peau endommagée aux jours 5 et 7, ce qui était un signe
d'inflammation accentuée. Du 7e au 9° jour, les plaies traitées avec les deux extraits de fleurs
d'Opuntia sont devenues propres et de couleur rosatre, puis plus homogeénes et leur texture
plus consistante. Pour les autres groupes, la crolte a persisté méme apres le 8° jour du
processus de guérison.

D'apres le taux de fermeture des plaies et la restauration de la couverture épithéliale, le
traitement avec les préparations de fleurs d'Opuntia ficus indica a conduit a une guérison
compléte au 13° jour (groupe | et groupe I1). Pour les groupes non traités et traités au glycérol,
les plaies ont persisté aprés 13 jours, présentant toujours une surface écailleuse rouge sans
couverture épidermique.

Les plaies du groupe de référence (Cicaflora ®) présentaient des tissus rouges arrondis a la
fin de l'expeérience.

V.3. Evaluation de la fermeture de la plaie

L'évolution de la surface de la plaie de chaque groupe a été évaluée en surveillant le taux
de contraction de la plaie tout au long des 13 jours du processus de cicatrisation, comme

illustré sur la figure 25.

140
Q@
= &0
o Extrait de mucilage
)
© m . 7
- & Extrait de méthanol
o
L5 Glycérol
S ap
€ Créme “Cicaflora®”
S .
[0) . Controle
< 20
X

0
i 1 2 3 4 5 i 7 a2 9 1 11 12 13

Temps (jours)

Figure 25 : Effet de l'application topique du mucilage et de lI'extrait méthanolique des fleurs
d'Opuntia ficus indica sur la contraction des plaies (Ammar et al., 2015).
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Résultats et Discussion

Les groupes | et Il, traités par les extraits au mucilage et au méthanol des fleurs d'O. ficus
indica, ont montré des évolutions plus rapides, aux meilleurs taux de contraction de la plaie,
du 3% au 13° jour du processus de cicatrisation, par rapport aux autres groupes.

En fait, 50% de la contraction des plaies a été réalisée aux jours 6, 7, 8 et 9 du traitement pour
les groupes traités au mucilage, a I’extrait de méthanol, le groupe de référence et le groupe
non traité, respectivement.

Au 13° jour du traitement, les plaies traitées avec des extraits de fleurs d'Opuntia avaient
été complétement fermés (plus de 98 % de contraction de la plaie obtenue), contrairement aux
groupes non traités et le groupe de référence présentant encore des plaies ouvertes (20 % et

10 %, respectivement).

V.4. Evaluation histologique
Les photographies microscopiques prises lors de I'évaluation histologique des tissus de la

plaie au 13° jour du traitement sont présentées sur la figure 26.

(b)

Figure 26 : Photomicrographies représentatives de I'architecture épidermique et dermique des

plaies au 13°™ jour. (a) Groupe non traité ; (b) groupe traité avec du glycérol ; (c) groupe

traité a I’extrait de méthanol ; (d) groupe traité avec un extrait de mucilage et (e) groupe traité

avec "creme Cicaflora® ". Les tissus ont été colorés a I'nématoxyline-éosine, (a)-(c) visualisés

au x100 et (d), (e) x200 de grossissement. E : épiderme, D : derme,ﬂ: cellules inflammatoires,
i: collagéne, V : vaisseaux sanguins (Ammar et al., 2015).
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Résultats et Discussion

L'examen histologique de la section du tissu de granulation des groupes traités (extraits de
mucilage, de méthanol et la créme Cicaflora®), a montré la présence de néovascularisation,
de tissus conjonctifs, de densité de collagene, et une amélioration significative de la
cicatrisation des plaies par rapport aux groupes traités et le groupe témoin.

L'effet cicatrisant des traitements a base de fleurs d'O. ficus indica a été mis en évidence
par la formation précoce (en particulier aux jours 3 et 5 de la post-lésion) d'une matrice
provisoire (croltes) utilisée pour protéger la surface des infections et des irritations. La
matrice provisoire est ensuite suivie par la formation plus précoce d'un tissu de granulation
dans les groupes traités avec les extraits de fleurs, ce qui accélére le processus de cicatrisation
(Figure 24).

L'application topique des deux extraits de fleurs d'Opuntia a augmenté le pourcentage de
contraction de la plaie, inhibé les infections et accéléré la ré-epithélialisation. Les résultats ont
également montré la présence d'une couche épidermique bien structurée, proche de la peau
normale. Cela indique que le processus de ré-épithelialisation des plaies traitées avec l'extrait
de mucilage était a un stade plus avance (Figure 26), c’est ce qui permet de considérer
I’extrait mucilagineux des fleurs d'O. ficus indica comme un composé prometteur pour une
application future en tant qu'agent cicatrisant (Ammar et al., 2015).

Ces resultats sont en accord avec ceux précédemment rapportés par Trombetta et al.,
(2006), qui ont démontré que les polysaccharides des cladodes, principaux constituants du
mucilage, pouvaient étre utilisés pour la cicatrisation des plaies.

Plusieurs études, impliquant 1’analyse phytochimique des fleurs d'Opuntia, ont également
signalé la présence de composés phénoliques et flavonoides (De Leo, 2010). Selon la
littérature, le réle des polyphénols et des flavonoides a été souligne par Okuda, 2005 et
Shetty et al., 2008, en tant que phyto-composés biologiquement actifs dans le traitement de la
cicatrisation des plaies, notamment en raison de leurs propriétés antioxydantes,
antibactériennes et anti-inflammatoires.

Les agents antimicrobiens permettent une meilleure et rapide cicatrisation en formant une
barriére contre la contamination microbienne. En effet, la peau blessée reste vulnérable aux
infections microbiennes invasives de toutes sortes, qui peuvent entrainer une inflammation de
la plaie et une exsudation des fluides, interférant ainsi avec le processus de guérison. Ainsi,
I'activité antibactérienne des extraits d’Opuntia ficus indica testés pourraient contribuer a la
création d'un environnement approprié pour la cicatrisation des plaies en prévenant et en

gérant les infections des plaies (Ammar et al., 2015).

2T=7<




Conclusion




Conclusion

Au terme de ce travail de synthése des six articles portant sur 1’étude des activités
antimicrobienne et cicatrisante des extraits ou des composés volatils des différents organes du
figuier de barbarie (Opuntia ficus indica), nous pouvons conclure que :

L’étude de la composition chimique de la plante a montré la présence de différents
composés phytochimiques (polyphénols, tanins, glycosides, alcaloides, flavonoides,
saponines, stéroides et acides aminés), dont la teneur en polyphénols est importante,
principalement dans les cladodes immatures, qui pourrait étre responsable de I’activité
antibactérienne.

L’activité antimicrobienne des extraits alcooliques des fruits et des cladodes a révélé un
effet antibactérien important vis-a-vis d’un panel de souches bactériennes, se caractérisant par
des diameétres d’inhibition allant jusqu’a 35 mm (E. faecalis et S. aureus), ou les especes a
Gram positif étaient plus sensibles par rapport a celles a Gram neégatif ; 1’espece P.
aeruginosa s’est montrée la plus résistante. Ces résultats ont eté confirmé aussi par les valeurs
des CMI trouvées.

Les composés volatils et les extraits alcooliques des fruits et cladodes du figuier de
barbarie ont présenté une activité antifongique vis-a-vis des souches fongiques testees (F.
culmorum, A. niger), y compris les souches de Fusarium productrices de mycotoxines.
Cependant, aucune activité n’a été notée vis-a-vis de la levure Candida.

Les deux extraits de cladodes matures et immatures d’OFI, a une concentration de 1500
pg/mL, ont inhibé la formation de biofilm de maniére significative, avec des taux d'inhibition
de 71 % et 85% pour les extraits de cladodes matures et immatures, respectivement. L’effet
inhibiteur pourrait étre di a la présence de polyphénols et de flavonoides dans les extraits
testés. Les cellules bactériennes en biofilm se sont révélées plus résistantes aux extraits que
les cellules planctoniques en suspension.

L’application topique des extraits des fleurs d’OFI a accéléré la contraction des plaies et a
exercé des effets bénéfiques sur les plaies cutanées induites expérimentalement chez le rat, les
meilleurs résultats étant obtenus avec I'extrait de mucilage. Il semblerait que les
polysaccarides, principaux constituants du mucilage, sont responsables de I’effet cicatrisant,
ce qui favorise I’utilisation du mucilage pour la cicatrisation des plaies cutanees.

En fin, des études supplémentaires sont nécessaires pour 1’étude de ’effet antibactérien en
utilisant d’autres souches bactériennes d’origine hospitaliére, libres ou en biofilm, et pour une
éventuelle formulation des différents extraits pour un usage antimicrobien, et aussi
approfondir les conditions optimales pour la production et 1’application du mucilage d'O. ficus

indica.
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Annexes

Annexe

Tests phytochimiques : (Bruneton, 1999 ; Trease et Evans, 2002).

Les saponosides, leur détection est réalisée en ajoutant 1 mL d’eau distillée a 2 mL de
I’extrait aqueux, puis la solution est agitée fortement pendant 1 min. Le mélange est
ensuite abandonné pendant 20 min puis la teneur en saponosides est évaluée. La
présence de saponosides est confirmée par la mesure de la hauteur de la mousse, qui au
dela de 1 cm est considérée positive

Les tanins sont mis en évidence en ajoutant a 1 mL d’extrait aqueux, 1 mL d’ecau et 1 a
2 gouttes d’une solution de FeCls diluée a 1%. L’apparition d’une coloration vert foncé
ou bleu-vert indique la présence de tanins.

Les flavonoides, leur caractérisation consiste a traiter 5 mL de 1’extrait méthanolique
avec 1 mL d’HCI concentré et 0,5 g de tournures de magnésium. L’apparition d’une
couleur rose ou rouge qui se développe aprés 3 minutes indique la présence des
flavonoides.

Les composes réducteurs, leur détection consiste a traiter 1 mL de I’extrait
méthanolique avec 2 mL d’eau distillée et 20 gouttes de la liqueur de Fehling, puis
chauffer. Un test positif est révélé par la formation d’un précipité rouge brique.

Les alcaloides, leur détection consiste a évaporer a sec 10 mL de I’extrait étherique,
puis dissoudre le résidu obtenu dans 1,5 mL d’HCI (2%) et rajouter ensuite 1 a 2 gouttes
de réactif de Mayer ou de Wagner. La formation d’un précipité blanc jaunatre indique la
présence d’alcaloides.

Les stéroides, leur détection consiste en ajoutant a 5 ml de I’extrait, 5 ml d’anhydride
acetique dans une capsule, puis reprise dans un tube a essai dans lequel sont coulés 0,5
ml de H2SO4 concentré. L’apparition d’une coloration violette qui vire au bleu puis au
vert indique une réaction positive.

Les glycosides, leur détection consiste a dissoudre 2 ml de chaque extrait avec 2 ml de
chloroforme et d'acide sulfurique concentré avec précaution pour former une couche
rougeatre foncée de couleur brun a l'interface de I'anneau stéroide indique la présence de
glycosides cardiaques.

Les acides aminés, leur détection consiste a macérer les échantillons en poudre dans le
méthanol. L’ajout de 2 ml de la solution de ninhydrine a 0.2 % sur le mélange
méthanolique aprés un chauffage se traduit par un virage au bleu foncé progressivement

dans le tube dans le cas d’un résultat positif.
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Réactifs et réactions de caractérisation

Les réactifs utilisés lors des tests phytochimiques sont les suivants :

» Réactif de Wagner : 2 g de KI et 1,27 g 12 dans 75 mL sont dissouts dans I’eau
distillée, puis le volume total est ajusté a 100 mL.

» Réactif de Mayer : Deux solutions contenant 1,358 g de HgCl. dans 60 mL, et 5 g de
KI dans 10 mL d’eau distillée. Mélanger les deux solutions puis ajuster le volume total a
100 mL par de I’eau distillée.

= Réaction de liqueur de Fehling : 5 mL de liqueur Fehling A est mélangé avec 5 mL de
liqueur Fehling B. Le caractere réducteur des aldoses ou des cétoses donne un précipité

rouge brique.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 23 June 2015

Received in revised form 9 August 2015
Accepted 20 August 2015

Available online 22 August 2015

Opuntia ficus-indica flowers are used for various medicinal purposes. The aims of the present investigation
were to evaluate biological properties of 0. ficus-indica flowers extracts and to investigate its antioxidant
and antibacterial activities and its ability to enhance wound healing. The wound healing activity of the
mucilaginous and methanol extracts of 0. ficus-indica flowers were assessed using excision wound model
in rats. After thirteen days of treatment by both extracts, a beneficial effect on cutaneous repair was
observed as assessed by the acceleration of wound contraction and remodeling phases.
Histopathological studies of the granulation tissue indicated that the derma is properly arranged with
the Opuntia flowers extract, compared with the control group. The mucilage extract was more effec-
tive than the methanol extract, but both showed significant results compared with the control. Such
investigation was supported by the efficiency of the methanolic and mucilage extract as antimicrobial
and antioxidant. Indeed, the extracts showed a potential antioxidant activity determined by different
test systems, namely DPPH radicals scavenging activity, trolox equivalent antioxidant capacity, reducing
power, B-carotene bleaching assay and metal chelating activity and exhibited significant antibacterial

Keywards:

Opuntia flowers
Wound healing
Biological activities

activity against almost all tested bacteria.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Wound healing is a natural body reaction leading to the restora-
tion of structural and functional integrity of injured tissues. Due
to the rising concerns over the increasing resistance to antibiotics
and synthetic drugs currently used in conventional wound heal-
ing treatments, growing attention has been given to the search
for alternative wound healing agents from natural origins. In fact,
several traditional medicinal herbs and plant parts have been
reported to be effective in the treatment of dermal wounds, includ-
ing extracts from Aloe vera leaves [1], Sedum telephium L. leaves
[2], Cinnamomum zeylanicum bark [3], Calendula officinalis [4],
and Pyrostegia venusta flowers [5). Of particular interest, Opun-
tia ficus-indica, a species of cactus plant that grows in arid and
semi-arid regions of the world, widely distributed in Mexico, Latin
America, South Africa, and the Mediterranean region. Due to its

# Corresponding author.
E-mail address: imene_ammar@yahoo.fr (1. Ammar).

http://dx.doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2015.08.029
0141-8120/% 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.
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biological and pharmacological properties, this plant has long been
used in various medicinal purposes. All plant parts have attrac-
tive biological properties and can be used for the production of
promising bioactive compounds and value-added products. The
plant produces nutritionally rich edible fruits that have attractive
antiulcerogenic [6], anti-diabetic [7], anti-cancer [8] properties.
The 0. ficus-indica cladodes have also been commonly used in
the treatment of several health diseases and disorders, including
ulceration inhibition and skin wound healing. Trombetta et al. [9]
have previously shown that lyophilized polysaccharide extracts
from 0. ficus-indica cladodes induced beneficial effects on cuta-
neous wound repair. Park and Chun [10] have also reported on
the significant wound healing effects of a methanol extract from
0. ficus-indica cladodes.

Furthermore, the flowers of O. ficus-indica have been employed
as folk remedies for various medical purposes, including the treat-
ment of hemorrhoid, digestive system disorders, chronic colitis,
abdominal pain, kidney diseases, diabetes, diuretic, and diarrhea
|11]. Opuntia flowers have also been described to induce promising
results in the treatment of gastric ulcers [12].
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Phytochemical composition and antibacterial
activity of Opuntia Ficus Indica cladodes extracts

Gebrekidan Welegerima, Aragaw Zemene and Yemane Tilahun

Abstract

Nowadays, plants with strong antimicrobial agents are becoming important alternatives to treat several
infectious diseases. The aim of this study was to determune the phytochemical composition and
antibacterial activity of Opuntia ficus indica cladodes extracts against some selected bacterial isolates.
Qualitative analysis of phytochemicals in the extracts was done using methanol, ethanol and chloroform
solvents. Antibacterial activity of the extracts against bacteria isolates Escherichia coli (ATCC2592),
Staphylococcus pneumonia (ATCCG63), Salmonella typhi (B2836) and Bacillus subtilis (S456) were
evaluated using agar well diffusion method. The extracts showed the presence of phenolic substances.
tannins, glycosides, alkaloids, flavonoids, saponins. steroids, alkaloids and amino acids. The highest
inhibition zone recorded was by methanol extract against S pneumonia (ATCC63) (10.29+0.96)
followed by chloreform extract against B subtilis (10.232£0.66). This finding indicated that Opuntia ficus
indica cladodes have great antibacterial effects against bacteria isolates and needs further investigations
to uaveil their antimicrobial potential against other multidrug resistant microbial species.

Keywords: Opuntia ficus indica, cladodes, phytochemicals, antibacterial activity

1. Introduction

Nowadays, medicinal plants with strong antumicrobial action are becoming important
antimicrobial agents for treatment of several human diseases. This antimicrobial importance of
medicinal plants stems from the fact that green medicine 1s easily accessible, safe and with less
side effects [-31. Opuntia ficus indica 1s one among the medicinal plants that has been used in
traditional folk medicine because of its role m treating a number of diseases and conditions,
including antimicrobial, antioxidant actions and anti-inflammatory effects Pl Opuntia ficus
indica belongs to the Cactaceae family and grows in arid and semiarid regions of the world ",
The plant has different parts and the major ones mnclude cladodes, stem, vegetative part, flower
and fruit. Studies demonstrate that the various parts of the cactus plant have interesting
biological constituents and activities 1% 4] Recently, many bacterial pathogens are becoming
resistant to the cwrrently used antibiotics due to their indiscriminant use in treatment of
infectious diseases and favor of the antibiotics for the survival and spread of pathogens M1
Hence, there i1s an urgent interest to discover new and strong antimicrobial agents from plants.
Therefore, the aim of the present study was to determune the phytochemical composition and
antibacterial activity of Opuntia ficus indica cladodes extracts against some selected bacterial
pathogens.

2. Materials and Methods

2.1. Plant Material Collection

Fresh samples of cactus cladodes (Opuntia ficus-indica) were collected from Adigrat district,
Eastern zone of Tigrai Region, Northern Ethiopia (14°16"34' N latitude and 39°27 "52' E
longitude). The collected samples were washed thoroughly with tap water and rinsed with
distilled water. The cleaned samples were cut into small pieces and dehydrated at 60 °C for
two days. Dried samples were grinded in a domestic grinder and the powders were sieved at 1
mm. The fine powders obtained were stored in dark plastic bags at room temperature till used
for further studies.

2.2. Culture Media and Chemicals
Dehydrated media, standard antimicrobial drugs (disc), and chemicals from Hi-media
laboratories were used for culturing of the test bacteria.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Artide history: Macromolecular antioxidant (MA) fractions and their antioxidant and antimicrobial activities are largely ignored
Received 10 January 2019 from most conventional extractive processes compared to the well-known extractable polyphenal fractions. This
Received in revised form 11 June 2019 study investigated subtropical spineless cladode MA extracts in comparison with their extractable fractions; as
Accepted 2 August 2019

well as the effect of freeze and oven drying methods on extract yields and bioactivities. Cladode extractable phe-
nol (EP) and MA fractions antioXidant capacities, antimicrobial potential against multi-drug resistant bacterial
cultures, and phenolic content were evaluated, LC/MS was used to analyse/profile extract components, Freeze-

Awvailable online 20 August 2019

Edited by AR Ndhlala

dried samples from all the extracts showed better antioxidant and antimicrobial activities than the oven-dried
Keywords: samples. Antibacterial and antioxidant activities were generally higherin hydrolysed (MA) than in unhydrolysed
Opuntia cladodes {extractable) fractions. DPPH radical scavenging activity (RSA) ECsg values correlated with phenol contents (R*
Macromolecular antioxidants =09609). LC/MS extract profiles showed the presence of phenolic acids, flavonoid derivatives and other uniden-
Antiaxidant activity tified compounds. lsovitexin 7-0-xyloside-2"-0-glucoside, polyhydroxypregnane glycoside and neohancoside C

Antimicrobial activity were identified for the first time in Opuntia cladode extracts, This study showed that cladode EP and MA extracts

have potential as rich antioxidant sources and can be key to the discovery of new antimicrobials.

© 2019 SAAB. Published by Elsevier BV. All rights reserved.

1. Introduction

The cactus pear (Opuntia spp.) plant has a high genetic diversity with
a wide variety of the plant grown worldwide. Opuntia ficus-indica is the
most commen and main commercial variety, with spines or no spines/
thorns (Vigueras and Portillo, 2001 ). Globally, the demand for natural
antioxidants has increased due to safety concerns attributed to the use
of synthetic antioxidants. For example, synthetic antioxidants have
been shown to be allergenic, carcinogenic, and cause nausea, DNA and
sperm abnormalities (Wojcik et al., 2010). Synthetic antioxidants may
also not contribute additional nutritional benefits (Satyanarayana
et al, 2014). On the other hand, natural antioxidants are readily assim-
ilated by the body and show little or no adverse effect (Wojcik et al.,
2010). In addition, there is also the alarming trend of multi-drug resis-
tance to available antimicrobials (Valtierra-Rodriguez et al, 2010). The
safety concerns with synthetic antioxidants and increasing antimicro-
bial resistance trends have necessitated scientific studies directed
towards the search for novel, but safe bioactive molecules in plant ex-
tracts with antioxidant (Aremu et al, 2011) and antimicrobial

* Corresponding authaor at: Deparoment of Biotechnology and Food Technology, Durban
University of Technology, P.0. Box 1334, Durban 4000, South Africa.
E-mail address; tukayik@dutacza (T. Kudanga).

hitps: /doi.org/10.1016/].53j0.2019.08 007
025462998 2019 SAAR Published by Elsevier BV. All rights reserved.
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properties (Valtierra-Rodriguez et al, 2010). One of the plants being in-
vestigated is the spineless cactus plant

Opuntia nopals (cladodes) have been used in traditonal folk medi-
cine (Flores et al, 1999). Some reported nopal health benefits include
anticarcinogenic, antihypertensive (Livrea and Tesoriere, 2006) and
antioxidative health effects (Avila-Nava et al, 2014). The presence of in-
soluble and soluble fibres (1-2%), as well as biologically active phyto-
chemicals such as polyphenols and flavonoids (Avila-Nava et al,, 2014;
Stintzing and Carle, 2005) is responsible for nopal health benefits.
Ascorbic acid, a natural antioxidant, is also found in considerable quan-
tities in Opuntia nopals/cladedes (Stintzing and Carle, 2005). However,
the bulk of information on biological activity of cactus pear cladodes
comes from the extractable phenol fractions (Livrea and Tesoriere,
2006) while much less information is available on macromolecular an-
tioxidant (MA) fractions even though there is evidence that both con-
tain biologically active molecules (Avila-Nava et al., 2014).

Hydrolysable polyphenols [macromolecular antioxidants {MAs)]
isolated in residues are often overlooked in common plant extractive
operations (Saura-Calixto, 2012). MAs include hydrolysable tannins,
phenolic acids and simple phenols (Pérez-Jiménez et al., 2013). Apart
from their antioxidant activity, MA compounds contribute to the bene-
ficial health properties associated with dietary food fibre (Saura-Calixto,
2012).
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Abstract: Plant extracts are a rich source of natural compounds with antimicrobial properties,
which are able to prevent, at some extent, the growth of foodborne pathogens. The aim of this study
was to investigate the potential of polyphenolic extracts from cladodes of Opuntia ficus-indica (L.)
Mill. to inhibit the growth of some enterobacteria and the biofilm formation by Staphylococcus aureus.
Opuntia ficus-indica cladodes at two stages of development were analysed for total phenolic content
and antioxidant activity by Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC) and Trolox equivalent
antioxidant capacity (TEAC) (in vitro assays) and by cellular antioxidant activity in red blood
cells (CAA-RBC) (ex vivo assay). The Liquid Chromatography Time-of-Flight Mass Spectrometry
(LC/MS-TOF) analysis of the polyphenolic extracts revealed high levels of pis-cidic acid, eucomic acid,
isorhamnetin derivatives and rutin, particularly in the immature cladode extracts. Opuntia cladodes
extracts showed a remarkable antioxidant activity (in vitro and ex vivo), a selective inhibition of
the growth of Gram-positive bacteria, and an inhibition of Staphylococcus aureus biofilm formation.
Our results suggest and confirm that Opuntia ficus-indica cladode extracts could be employed as
functional food, due to the high polyphenolic content and antioxidant capacity, and used as natural
additive for food process control and food safety.

Keywords: Opuntia ficus-indica cladode; flavonoid; antioxidant; antimicrobial activity; antibiofilm
activity

1. Introduction

In recent years, there has been an increased interest in natural antimicrobials, especially those
obtained from plants. Some plant species are a rich source of natural compounds with antimicrobial
properties, which are able to prevent, at some extent, the growth of foodborne pathogens, and extend
the shelf life of the food [1].

Pathogens involved in foodborne diseases or food processing plant contamination are often
capable to adhere and form biofilms. These structures are organized communities of bacterial cells
enclosed in a self-produced poly meric matrix, composed of polysaccharides, proteins and other organic
components, adhering to inert or living surfaces [2]. It is known that bacteria within biofilms are more
resistant to antibiotics and other chemical agents than planktonic cells in suspension and their increased
tolerance towards antimicrobial agents reduces the effectiveness to the treatment of biofilm-related

Antioxidants 2019, 8 117; doi: 10,339 antiox8050117 www.mndpi.com/journal/antioxidants
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ILD Opuntia ficus-indica is a plant commonly grown in the desert. This study aimed to
evaluate the chemical composition; fatty acids, macro and micro-elements, vitamin C,

total phenolic and flavonoid contents of Opuntia Ficus indica byproducts (cladodes and fioit
peels)on its nutritional quality, as well as, their antimicrobial, and anfioxidant efficacy. Dietary
fiber was 30.68 + 5 28 in peels and 25.65 = 3.07 in cladodes. The total phenolic content for each
byproduct was estimated as 520=2 64 and 788=1.35 mg GAE/g for fruit peels and cladodes.
respectively Whereas flavonoids were estimated as 65.7=3 .41 and 25 36 = 1.55 mg Cat., /g for
fruit peels and cladodes respectively. Results reflected considerable content of microelements
and omega fatty acids. Eicosadionic was the major fatty acid component and it recorded
32.1 and 38.4% for fiuit peel and cladodes, respectively. Byproducts extract demonstrated
an efficiency against bacteria and toxigenic fungi. Inhibition impact of byproducts was very
clear on Fusarfumfungi using diffusion assay on agar media. The unique chemical composition
and distinctive minor components of cladodes and peels reflected distinguishing biocactivity
against harmful food-microorganisms. This could benefitfor food safety particularly against
toxigenic fungi. It could be concluded that Opuniia Ficus indica byproducts are promusing for
the application in the food industry.

Keywords: Opuntia ficus indica byproducts, Chemical composition, Nutritional components.
Antifungal activity, Antioxidant activity.

Introduction

Opuntia ficus-indica (OPF) 1s a wild plant.grows
in sub-Saharan and North Afriea. The OPF
plant ongmated from the Amencan area was
mserted into the Mediterranean countries [1].
The wild-OPF reported an ability to grow widely,
particularly in and and semi-and areas [2]. In
North Africa, the cultivation of OPF 1s practiced
to prevent soil corrosion in and lands and as a
forage replacement during drought periods. The

OPF, also called prickly pear, was principally
utilized for its fruits which consists of a thick peel
and an edible juicy pulp with many hard seeds [3].

The OPF has two types of byproducts
cladodes and peels which frequently not used for
nutrition. These OFP byproducts (OFPBs) need
advanced research as it could contain multiple
active molecules. The previous studies recorded
the existence of various active molecules and
minor components in prickly pear fruits. These

*Corresponding author e-mail- noohbadr@gmail com: Tel: +2 01000327640,
ORCID: hitps://orcid org/0000-0002-5588-6545 Scopus ID: 57104519147
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Abstract

Volatile constituents of Opuntia ficus indica (L.) Mill (prickly pear or nopal cactus) cladodes, fruits peel and fruits pulp were
prepared by hydro- distillation. The chemical composition was mvestigated by GC/MS analysis. Dodecane found as the
major compound m the volatile constituents of fruits peel and cladodes representing (32.3%) and (20.05%) respectively
followed by undecane (20.02%) in cladodes. (14.47%) in fruits peel while the fruits pulp volatile constituents contain
undecane as a major compound (20.52%) followed by dodecane (16.86%). The antimicrobial activity was carried out for all
samples using diffusion agar method against dspergilius flavus, Candida albicans, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Salmonella typhimurium. Fruits peel volatile constituents showed antimicrobial activity against all tested
microorganisms except Candida albicans while fiuits pulp volatile constituents showed activity against Staphvlococcus
aureus and gram-negative bacteria and had no activity against fungi and Bacillus subtillis. Cladodes volatile constituents had
no activity against all tested microorganisms.

Keywords: Opuntia ficus indica. Prickly pear, Nopal cactus, Volatile constituents, Dodecane, Undecane,
Antimicrobial activity.

Introduction

Opuntia ficus-indica (L.) Mill. commonly called
prickly pear or nopal cactus belongs to Cactaceae
family, which includes about 1500 species of cactus.
Opuntia is a large genus of succulent shrubs, native
to the new world and now widely grown in the
warmer parts of the world due to their unique
appearance attractive flowers and delicious fruits [1].
Nopal cactus used in health, cosmetics and nutrition
in forms of tea, jam. juice, and oil extracted from
prickly pear seeds. Cactus fruits was given as anti-
ulcerative and antidiarrheal agents, flowers used as
oral anti-hemorrhoid and cladodes syrup as a
treatment for whooping cough. On the other hand.

fresh and dry fruits consumed in large amounts as
food. Opuntia ficus indica was known for its high
content in polyphenols exhibiting antioxidant and
anti-inflammatory properties [1, 2]. Interestingly.
alkaloids, indicaxanthin, neobetanin, and wvarious
flavonoids have been isolated from cactus [3]. along
with polysaccharides, which are abundant in cladodes
extracts and have antidiabetic activity [4].The
Opuntia ficus indica cladodes contain vitamins and
various flavonoids, particularly quercetin 3-methyl
ether, a highly efficient radical scavenger [5,
6].Cladodes extract of Opuntia ficus-indica lowers
cholesterol level, had antiulcer and anti-inflammatory
activity, and the water extract improves wound
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Résumé

Le figuier de barbarie, Opuntia ficus indica, est une plante utilisée en médecine traditionnelle depuis
longtemps, et la recherche sur cette plante en vue de sa valorisation est en plein progrés. Le présent
travail est une synthése de six articles portant sur la composition phytochimique et 1’étude des activités
antibactérienne, antifongique, anti-biofilm et I’effet cicatrisant des plaies cutanées, par les composés
volatils et des extraits alcooliques ou du mucilage préparés a partir des différents organes de la plante.
Les résultats obtenus indiquent la présence de composés phytochimiques, principalement des
polyphénols, responsables de I’activité antimicrobienne. L’activité antibactérienne des différents
extraits a montré un niveau de sensibilité trés élevé des souches bactériennes testées, surtout des
espéces a Gram positif par rapport a celles a Gram négatif, et confirmé par les valeurs des CMI. Les
extrais d’OFI ont présenté une activité antifongique modérée vis-a-vis des especes fongiques et sans
activité vis-a-vis de la levure. Ces extraits ont montré une inhibition remarquable de la formation du
biofilm et un effet bénéfique sur la réparation cutanée a été observé par I’extrait de mucilage, évalué
par l'accélération de la contraction et de la fermeture de la plaie. Ces résultats suggerent que les
extraits d'Opuntia ficus indica ont un potentiel en tant que source de phyto-composés et pourraient étre
utilisés comme additifs antimicrobien naturels pour la sécurité alimentaire et en tant qu’agents
cicatrisants des plaies cutanées.

Mots clés: Opuntia ficus indica, Extraits alcooliques, Mucilage, Polyphénols, Activité
antimicrobienne, CMI, Biofilm, Cicatrisation des plaies.

Abstract

The prickly pear, Opuntia ficus indica, is a plant used in traditional medicine for a long time, and
research on this plant with a view to its development is in full progress. The present work is a
synthesis of six articles relating to the phytochemical composition and the study of the antibacterial,
antifungal, anti-biofilm activities and the healing effect of skin wounds, by volatile compounds and
alcoholic extracts or mucilage prepared from different organs of the plant. The results obtained
indicate the presence of phytochemicals, mainly polyphenols, responsible for the antimicrobial
activity. The antibacterial activity of the different extracts showed a very high level of sensitivity of
tested bacterial strains, especially Gram-positive species compared to Gram-negative ones, and
confirmed by the MIC values. OFI extracts showed moderate antifungal activity against fungal species
and no activity against the yeast. These extracts showed remarkable inhibition of biofilm formation
and a beneficial effect on skin repair was observed by the mucilage extract, assessed by the
acceleration of contraction and wound closure. These results suggest that Opuntia ficus indica extracts
have potential as a source of phyto-compounds and could be used as natural antimicrobial additives
for food safety and as skin wound healing agents.

Keywords: Opuntia ficus indica, Alcoholic extracts, Mucilage, Polyphenols, Antimicrobial activity,
MIC, Biofilm, Wound healing.
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