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Résumé

Le présent travail a porteé sur la recherche des principaux métabolites secondaires ainsi
que I’évaluation des activités hypoglycémiante, anti-inflammatoire et antimicrobienne de
deux types d’extraits de cladodes de Opuntia ficus indica Mill., le jus pur et I’infusé de la

poudre végétale.6

Une importante teneur en eau (92.41%) et en matiére minérale (16.4%) caracterisent
les jeunes cladodes de la plante. Le screening phytochimique a révélé la présence des
flavonoides, des tanins, des saponosides, des glucosides, des mucilages et des terpénes et

I’absence des alcaloides, des coumarines et des anthocyanes.

Les deux extraits de cladodes ne présentent aucune toxicité. Leurs activités,
hypoglycémiante et anti-inflammatoire sont remarquables et comparables a celles des produits
de référence (le Diabénile et le Diclofenac respectivement). L’activité antimicrobienne vis-a-
vis des souches testées (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilus, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae, Staphylococcus epidermidis,

Sarcina lutea et Penicillium sp) est faible pour le jus et inexistante pour I’infusé.

Mots clés: Opuntia ficus indica Mill., phytochimie, toxicité, activité hypoglycémiante,

activité anti-inflammatoire, activité antimicrobienne.




Summary

The present work has focused on the identification of the main secondary metabolites
and the evaluation of hypoglycemic, anti-inflammatory and antimicrobial activities of two
types of cladodes extracts of Opuntia ficus indica Mill. the pure juice and the infused of the

vegetal powder.

The main characteristic of the young cladodes plant is the important content of water
(92.41%) and of mineral substances (16.4%). The phytochemical screening shows the
presence of the flavonoids, tannins, saponins, glycosides, mucilage and terpenes and the

absence of alkaloids, coumarins and anthocyanins.

The two extracts of cladodes do not show any toxicity. Their activities, hypoglycemic
and anti-inflammatory, are remarkable and are the same as those of the reference products
(the Diabénile and the Diclofenac respectively). The antimicrobial activity of the tested strains
(Staphylococcus aureus, Bacillus subtilus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae, Staphylococcus epidermidis, Sarcina lutea and

Penicillium sp) are weak for the juice and non-existent for the infused.

Key words: Opuntia ficus indica Mill., phytochimistry, toxicity, hypoglycemic activity, anti-
inflammatory activity, antimicrobial activity.
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INTRODUCTION




Depuis I’antiquité les plantes médicinales sont utilisées pour soulager et guérir les
maladies humaines, les remédes naturels furent la principale, voire I'unique recours de la
médecine. Selon ’OMS (I’Organisation Mondiale de la Santé), environ 80% de la population
des pays en voie de développement ont recours presque exclusivement a la meédecine

traditionnelle a base de plantes en tant que soins de santé primaire (Kansole, 2009).

En effet, les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances et de
composés naturels bioactifs a I’intérieure de leurs organes. De nombreuses études ont mis en
évidence la présence de métabolites secondaires doués d’activités biologiques telles que les

polyphénols, les alcaloides, les terpénes...etc. (Bruneton, 1999).

L’ Algérie possede une flore végétale riche et diversifiée. Parmi les plantes médicinales
qui constituent le couvert végeétal, se trouve le genre Opuntia, ce dernier est largement
distribué surtout dans les régions arides et semi arides. De nombreuses espéces appartiennent
a ce genre, parmi les espéces les plus connues se trouve Opuntia ficus indica Mill. Cette

plante est appelé communément le figuier de barbarie, elle appartient a la famille des

Cactacées qui sont des xérophytes de type CAM (Crassulcean Acid Metabolism). Cette plante

est tres répondue dans le monde notamment, en Algérie. Elle est employée dans beaucoup de
région dans le monde, principalement pour la nourriture et la médecine traditionnelle
(Contreras-Padilla, et al., 2011).

Les especes de genre Opuntia dont I’espéce de Opuntia ficus indica Mill. possedent des
activités biologiques intéressantes pour la santé humaine. Une activité hypoglycémiante de
Opuntia ficus indica Mill. a été mis en évidence par plusieurs chercheurs dont Farati et al.
(1990), Alarcan-Aguilar et al. (2003), Hassan et al. (2011) et Halimi et al. (2012). L’effet
anti-inflammatoire de I’espéce de Opuntia ficus indica Mill. a été montré par les travaux de
Parck et al. (1998), Loro et al. (1999) et les travaux de Parck et al. (2001). La recherche
d’une activité antimicrobienne font I’objet de plusieurs études, dont celles de Zourgui et al.

(2008). Des propriétés antioxydants de Opuntia ficus indica Mill.

Ainsi, notre travail a pour but d’étudier la phytochimie et d’évaluer certaines activités
biologiques des extraits des jeunes cladodes de Opuntia ficus indica Mill. qui sont associées a

I’utilisation de la plante en tant qu’une plante médicinale.




Le screening phytochimiche est réalis¢ sur deux types d’extraits de cladodes (le jus pur
et ’infusé de la poudre de cladodes) dans le but de rechercher les principaux métabolites

secondaires. Une étude toxicologique des deux extraits est effectué pour éviter tout éventuel

risque de toxicité lors des tests biologiques. Trois activités biologiques des extraits sont

évaluées, a savoir, ’activité hypoglycémiante (in vivo), ’activité anti-inflammatoire (in vivo)

et en fin I’activité antimicrobienne (in vitro).
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Les plantes médicinales

I.1. Définition de la phytothérapie

Le mot phytothérapie se compose étymologiquement de deux racines grecques : phyton
et thérapeia qui signifient respectivement plante et traitement. La phytothérapie peut donc se

définir comme étant un traitement ou une prévention de certaines maladies par 1’'usage des

plantes (Anton et Wichtl, 2003 ; Zeghad, 2009).
1.2. Définition de plante médicinale

Une plante médicinale est une plante qui est utilisée pour prévenir, soigner ou soulager
divers maux. Les plantes médicinales sont des drogues végétales dont au moins une partie
possede des propriétés médicamenteuses (Farnsworth et al., 1986). Envions 35000 especes

de plantes sont employées par le monde a des fins médicinales (Elgaj et al., 2007).

Les vertus thérapeutiques des plantes médicinales peuvent variées avec la partie de
plante utilisée ou encore selon le type des plantes que I’on associe entre elles. On considere
les plantes et leurs effets en fonction de leurs principes actifs c’est pour cela, les plantes sont

Aujourd’hui plus en plus utilisées par I’industrie pharmaceutiques (Iserin, 2001).
1.3. Choix des plantes médicinales

Une plante médicinale peut étre généralisée si elle obéit a plusieurs critéres (Pousset,
1989).

> Peu ou pas de toxicite.
» Utilisation pour une indication donnée dans plusieurs pays.

» Posologie précisée

I.4. Mode de préparation des plantes médicinales

L’utilisation la plus traditionnelle des plantes médicinale est la tisane qui est un terme
plus technique pour la majorité des préparations, telle que les infusions et les décoctions
(Scimeca et Tétau, 2008).




+ Infusion : est une préparation pour laquelle on versent de 1’eau bouillante ou presque
bouillante sur une plante ou une partie de plante, habituellement des feuilles ou des fleurs
séchées ou fraiches, en laisse I’infusion reposer pendant 5 a 15 mn (Paul et al., 2005).
L’action de I’eau chaude sur la plante permet d’extraire les principes actifs de la plante
(Scimeca et Tétau, 2008).

+ Décoction : est une préparation des parties les plus dures ou ligneuses de la plante,
généralement les racines et les écorces que 1’on fait bouillir pendant un laps de temps variable
a une température ambiante (Scimeca et Tétau, 2008).

+ Macération : est une préparation pour laquelle on laisse longuement tremper les
plantes dans un liquide froid (Eau, Huile, Alcool, Vinaigre...). En macérat dans 1’eau la
plante est mise a macérer quelques heurs ou toute la nuit, en macérat dans d’autres solvants, la
plante est laissée macérer pendant au maximum 15 jours et les préparations se gardent plus
longtemps (Lacoste, 2011).

+ Poudre végétale : Les plantes médicinales peuvent étre préparées sous forme de
poudre obtenue par pulvérisation dans un mortier ou dans un moulin, peuvent s’utiliser pour
un soin tant interne qu’externe. Les poudres sont parfois comprimées en cachets et parfois

utilisées telles quelles (Ali-Dellile 2007).

D’autres formes galéniques peuvent remplacer les plantes telle que les gélules d’extraits
de plante ou de poudre de plante, les ampoules buvables, les sirops, les macérates glycérinées

et les suspensions de plantes fraiches (Poletti, 1982). Pour les applications cutanée, on utilise

des cremes ou des pommades a base de plantes (Pelt et al., 2007).

1.5. Principaux composés actifs des plantes

Les plantes possedent I’originalité¢ de produire un nombre important de différents types
de molécules. Ces derniers constituent une source naturelle de composés pour I’Homme dans
des domaines variés. Parmi ces composés se trouvent les métabolites secondaires qui sont un
groupe diversifi¢ de molécules impliquées dans 1’adaptation des plantes a leurs
environnements. Ils peuvent étre classés en plusieurs grands groupes, parmi ceux-ci les
terpénoides, les composés azotés dont les alcaloides et les composés phénoliques
(Boufennara, 2012).




1.5.1. Les composés phénoliques

Ils sont des molécules possédant un ou plusieurs fonction phénoliques c’est-a-dire un ou
plusieurs cycles (noyau) benzéniques portant un groupement hydroxyle libre ou engagé dans

une fonction ester, éther ou hétéroside (Krief, 2003).
1.5.1.1. Les Flavonoides

IIs sont des combinaisons naturelles de phénol avec des noyaux aromatiques. En
fonction de leur structure et du degré d’oxydation, ils se divisent en flavonols, flavones et
flavonones (Guignard, 2000). Les flavonoides sont des pigments quasiment universels des
vegétaux. Presque toujours hydrosolubles, ils sont responsables de la coloration des fleurs, des
fruits et parfois des feuilles. lls sont également présents dans la cuticule épidermique des
feuilles, assurant la protection des tissus contre les effets nocifs du rayonnement ultraviolet
(Bruneton, 1999).

1.5.1.2. Les Anthocyanes

Ce sont des pigments végétaux hydrosolubles de couleur rouge, violette ou bleue. Ils

sont caracterisés par une génine comportant un noyau flavylium (2phénylbenzopyroxonium).

S’accumulent dans les vacuoles des cellules les plus externes (épiderme et hypoderme), leur

réle est attractif pour les insectes (Bruneton, 1993).
1.5.1.3. Les Tanins

Sont des molécules naturellement synthétisées par les plantes en réponse aux différents
stress biotiques et abiotiques. Ils sont présents approximativement dans 80% des plantes
ligneuses et dans 15% des plantes herbacées (Frutos et al., 2002 ; Sliwinski et al., 2002)
existent dans presque chaque partie de la plante ; écorces, bois, feuilles, fleurs et racines
(Cowan, 1999). lls classés en deux grands groupes ; les tanins hydrolysables ou tanins

galliques et les tanins condenses.

Les tanins hydrolysables sont des oligo ou poly-esters formés d’un sucre comportant
plusieurs liaisons esters avec des acides galliques. Comme leur nom I’indique, ces substances
s’hydrolysent facilement en milieu acide et alcalins et sous I’action d’enzyme pour donner des
glucosides et des acides galliques. Les tanins condensés ou tanins non hydrolysables sont des

oligomeres ou des polyméres d’unités flavonoides (Brunet, 2008).




Les tanins ont une treés haute affinité pour les protéines et forment des complexes
protéines-tanins qui se fais par I’intermédiaire des liaisons hydrogénes entre les groupements

OH et NH, des protéines et les OH phénoliques des tanins (Guignard, 1996).

1.5.1.4. Les coumarines

Ce sont des substances naturelles organiques aromatiques. Elles sont des
2H-1- benzopyran-2-ones qui peuvent étre considérées en premier approximation comme une
lactone de 1’acide 2-hydroxy-Z-cinnamique. Elles sont fréquemment hydroxylées en position
7 et ces hydroxyles peuvent étre méthylés ou engagés dans une liaison hétérosidique. Pres
d’un millier de coumarines naturelles ont décrites, elles sont trés largement distribuées dans le
monde végétal. Elles sont responsables de la phototoxicité de certaines especes végétales, qui
se manifeste par une dermite aigué. Le bergapténe 7 est d'ailleurs utilisé pour ses propriétés
photodynamisantes dans le traitement du psoriasis, et certaines coumarines sont aussi utilisées

dans les produits solaires. (Krief, 2003)

1.5.2. Les terpénes

Ce sont des hydrocarbones naturels, de structure soit cyclique soit a chaine ouverte. Ces
substances organiques font parti des métabolites secondaires les plus répandus dans la nature.
En effet, plus de 36.000 structures différentes ont été identifiées. lls sont appelés aussi
isoprénoides car leur dégradation thermique libére le gaz isopréne. Plusieurs sont isolés a

partir des fleurs, des tiges, des racines et différentes parties des plantes (Bruneton, 1999).

Les terpénoides sont distingués dans les différentes classes selon le nombre des unités

isopréniques qu’ils contiennent. L’unité de numération est basée sur le premier terpenoide

isolé en 1850 qui était un C10 les monoterpenes, diterpénes (C20), triterpenes (C30),
tétraterpenes (C40) et les polyterpenes (> C40) (Malecky, 2006).

Parmi les tritepenes se trouvent les saponosides qui sont appelés aussi les saponines, ils
constituent un vaste groupe d'hétérosides tres fréquents chez les végétaux. lls se caractérisent
par des effets tensio-actifs leur conferant la propriété de former des solutions moussantes
lorsqu'ils sont dissous dans I'eau. Les saponosides sont des hétérosides a génine, ils peuvent
étre classés en deux groupes selon la nature de leur génine qui peut étre stéroidique ou

triterpénique.




Les saponosides jouent un role de défense du végétal contre les pathogenes microbiens
et présentent des propriétés antitussives, anti-cedémateuses, analgésiques et hémolytiques
(Krief, 2003).

1.5.3. Les polysaccharides

Les polysaccharides sont des polymeéres constitués d’un enchainement de molécules
dont les unités structurales de base sont des monomeéres de sucres. IlIs sont des substances de
masse moléculaire trés élevée, résultant de la condensation d’un grand nombre de molécules
d’oses, les plus importants sont les mucilages présents dans les racines, les feuilles et les
graines et qui gonflent au contact de 1’cau et forment une solution visqueuse (gel). Ce
mucilage sert a stocker I’eau chez les plantes succulentes notamment le cactus et les plantes

grasses (Mkedder, 2006).

Ils possedent plusieurs propriétés thérapeutiques, ils agissent sur le diabéte, sur le

cancer et aussi sur les virus (Aboughe-Angne, 2010).

1.5.4. Les Alcaloides

Ce sont des composés organiques azotés, basique, pharmaceutiquement trés actifs.
D’origine naturelle et de distribution restreinte, les alcaloides existent sous forme de sels

solubles (citrate, malate et benzoate) ou sous forme d’une combinaison avec les tanins. Ils

sont synthétisés a partir des plantes supérieures pour la protection contre le stress et les
herbivores (Bruneton, 1999).




1.6. Les principales propriétes thérapeutiques des métabolites secondaires

Meétabolites secondaires Propriétés thérapeutiques

. Anti-inflammatoires, Antioxydants, Antivirales et
Flavonoides

antibiotiques (Bruneton, 1999).

Tanins Antiseptiques, diurétiques, expectorantes et stimulantes
(Guignard, 1996).

Mucilages Anti-inflammatoire, adoucissantes (Isrin 2001).

Hypoglycemiantes (Alarcon-Aguilar et al., (2003).

Saponosides Anti-inflammatoires et anti cedémateux (Isrin 2001).

Alcaloides Antispasmodiques et antidiarrhéiques (Bruneton, 1999).

Anthocynes Antioxydants (Isrin 2001).

Il. FIGUIER DE BARBARIE : Opuntia ficus indica Mill.

11.1.Généralités

Le figuier de barbarie appartient a la famille des Cactacées, qui sont des plantes
xérophytes et succulentes, qui ont réussi a développer une aptitude a se contenter de peu d’eau

et qui peuvent donc survivre a de trés longues périodes de sécheresse (Judd et al., 2002).

Il appartient au genre des Opuntia, elles sont les plus importantes et les plus répondues

de la famille des Cactacées. Ce genre a été décrit dés 1754 par le jardinier et le botaniste

Anglais Philip Miller. Il est réparti en quatre sous genres et environ 300 especes (Manke,
2002).

Le sous genre le plus important et plus commun en Algérie est Platyopuntia (Lallouche,
2008), il est caractérisé par des articles aplatis en raquettes, feuilles petites et caduques et des
épines non gainées (Habibi, 2004).

11.2.Noms vernaculaires
Il existe plusieurs noms pour Opuntia ficus indica Mill. a travers le monde :

# Au Mexique : Nopal (Botineau, 2010).
# En Espagne : Nopalito, higos de Pala (Schweizer, 1999).




En Angleterre: Barbary fig, prickly pear (Schweizer, 1999).

En Italie: fico d’india (Schweizer, 1999).

En France : figues de barbarie.

Les Arabes lui donne le nom EI Hindi, Sobbaira, EI Tin Alchawki (Belouad, 2005).
Au Maroc et Sahara occidental la plante porte le nom ; Sumbo, dlaf, karnif (Ait Youssef,
2006).

# En Algérie : Sabbar, ElI Hendi, Kermos en sara (figue de barbarie), le nom berbére et

targui : Troumoucht, Laarsa, Lyiroumiylin, Takarmousth (Baba-Aissa, 2011 ; Belouad,
2005).

11.3.Systématique
Le figuier de barbarie est classé selon APG 11 2009 comme suit :

Régne : Plantae.

Embranchement : Phanérogames.
Sous embranchement : Angiospermes.
Classe : Dicotylédones.

Sous classe : Polypétales.

Ordre : Caryophyllales (Opuntiales).
Famille : Cactaceae.

Genre : Opuntia.

Sous genre : Platyopuntia.

Espece: Opuntia ficus indica Mill.

11.4.Description botanique

Le figuier de barbarie Opuntia ficus indica est une plante grasse, atteignant environ 3m

de hauteurs, a forme caractéristique ; rameaux composés d’éléments ovoides aplatis, charnus

épais ressemblant a des raquettes appelés cladodes (Baba-Aissa, 2011) (Fig.01).




Figure 01 : Aspect genéral de Opuntia ficus indica Mill. (Original, 2013).

11.4.1. Les cladodes

Ont une couleur verte a bleu vert, ayant une longueur de 20 a 60 cm et une largeur de 10
a 40 cm (Fried, 2012). Les cladodes portent sur leur surface de petites aréoles, des épines
portent a leurs bases un faisceau de glochides barbelés, aisément détachables (Couplan et
Styner 1994 ; Beloued, 2005).

Ses épines mesurant parfois jusqu'a 1 cm de long, sont solitaires ou groupées en paires.
Selon la présence ou non d’épines on peut avoir des formes inermes (cladodes sans épines) ou

épineuses dans une méme espece (Wolfgang et Podlech, 1989).

La phase de croissance des cladodes ne dure que quelques semaines, au printemps et

autonne, suivie d’une phase de développement, d’épaississement et de consolidation. Les

jeunes cladodes naissant vers 1’extrémité des cladodes adultes (Benabid, 2000), elles sont

également tendres et savoureuses (Botineau, 2010).

Les tiges deviennent ligneuses avec 1’dge et forment de véritables troncs épais

(Couplan et Styner, 1994).

11.4.2. Les feuilles

Ce sont de petites languettes présentes sur les tiges lorsque la plante est jeune (Couplan
et Styner, 1994). Elles sont éphémeres et caduques et sont remplacées par des épines
(Bartels, 1997). Les petites feuilles de la plante ne sont pas fonctionnelles et I’activité

photosynthétique est assurée par les cladodes (Hallé, 2008).




11.4.3. Les fleurs
Les fleurs sont marginales sur le sommet et les bords des cladodes, elles sont de couleur
brillante, jaune et deviennent rougeéatre a la proche de la sénescence (Vermeulen, 2002).
Elles sont hermaphrodites, de 6 a 8 cm de large, possedent de nombreux sépales et pétales

épais soudés en coupe a la base avec un nombre indéfini d’étamines (Bayer et al. 1990). (Fig.

02).

Dans les régions tempéreées, la floraison a lieu en Avril-Mai et dans certaines contrées

chaudes arides, la plante fleurit deux fois dans I’année (Schweizer, 1999).

Figure 02 : fleurs de Opuntia ficus indica Mill. (Original, 2013).

11.4.4. Les fruits

Appelés figues de barbarie, qui sont des baies charnues ovoides ou piriformes tronquées
au sommet, ils sont de 5 a 9 cm de large, de couleur verdatre ou jaune a maturité. La partie
externe du fruit est pourvue de nceuds et d’entre-nceuds, et généralement munie d’épines et de
glochides (Boullard, 2001). (Fig.03). La pulpe est sucrée, juteuse et parsemée de

nombreuses graines noires qui constituent 12 a 15 % du fruit. Elle est de couleur jaune

orangée, rouge ou pourpre. La fructification a lieu en Juillet — Aodt. (Benabid, 2000).




Figure 03 : fruits de Opuntia ficus indica Mill. (Original, 2013).

11.4.5. Systéme racinaire

L’enracinement est généralement de type fassiculé, mais les racines peuvent s’enfoncer
a plusieurs meétres lorsque le sol est meuble. Le systéeme radiculaire superficiel est
particulierement dense et semble se renouveler chaque année, les racines mortes laissent dans
le sol une importante quantité de matiéres organiques au point de changer la couleur des
horizons superficiels dans les vielles plantations. Le systéme racinaire est caractérisé par une
grande capacité d’absorption d’eau qui augmente parallélement avec 1’élévation des

températures du sol (Bugaret, 2010).
11.5.0rigine et répartition géographique

Le figuier de barbarie est originaire des régions arides et semi arides de I’Amérique

tropicale (Sud des Etats Unies et Mexique). La plante est introduite en Europe vers le 15°™

siecle par I’Espagnole Christophe Colomb, elle est cultivée en Italie et en Portugal.

L’introduction de la plante en Asie a eu licu & la fin du 17°™ siécle, sa présence est signalée
aux Philippines dés 1695, en Chine vers 1700 et en Inde vers 1780 et actuellement, elle est

présente dans d’autre pays

En Australie, I’introduction a commencé entre le 17°™ et le 18°™ sigcle. Vers le 16°™
siécle la plante introduite en Afrique du Nord. En Afrique de Sud I’introduction de la plante a

été commencée vers le 19°™ siécle (Barbara 1995 ; cité par Hadj Sadok, 2010).

En Algérie, la plante est trées commune, elle est plantée autour des habitations rurales en

Kabylie, en Aures et en Oranie ou elle forme des haies impénétrables (Beloued, 2005).




En général, la plante est présente dans différentes région et continents grace a son
adaptation et sa résistance aux rigueurs des climats arides par ses capacités d’emmagasiner
des réserves d’eaux et sa réduction de la transpiration (Rose, 1958 ; cité par Hadj Sadok,
2010).

I1.6.Indications thérapeutiques

Grace aux nombreuses molécules actives qui composent la plante, elle permet de lutter
efficacement contre quelques affections les plus fréquentes et les plus graves de notre temps
comme ; angoisse, 1’artériosclérose, le cholestérol, le diabéte, le stresse...etc (Scimeca et

Tétau, 2008).
11.6.1. Effet hypoglycémiant

Les jeunes cladodes sont utilisés traditionnellement comme un reméde antidiabétique
(Saenz, 2000). L’activité hypoglycémiante de cladodes de Opuntia ficus indica Mill. a été
mentionné par les travaux de Alarcan-Aguilar et al. (2003) et ceux de Halimi et al. (2012).
Qui ont trouvé une importante activité hypoglycémiante des extraits de cladodes. Une autre
étude a été faite par Farati et al. (1990) sur 8 patients diabétiques, cette étude a montré aussi
I’effet hypoglycémiant des cladodes. Les travaux de Hassan et al. (2011) ont signalé 1’effet

hypoglycémiant des fruits de Opuntia ficus indica Mill.

Par ailleurs, autres travaux ont mis en évidence I’activité hypoglycémiante des autres

espéces du genre Opuntia. comme ceux de Roman-Rumos et al. 1995 ; cité par Hassan et al.
(2011). et ceux de Zhao et al. (2011) sur Opuntia dillenii.

Selon ces auteurs, ’activité hypoglycémiante de Opuntia est liée principalement

a la présence des polysaccharides et des polyphénols dans la plante.

11.6.2. Effet anti-inflammatoire

Des travaux ont montré 1’effet analgésique et anti-inflammatoire des especes du genre
Opuntia. Les travaux de Parck et al., (1998), Loro et al. (1999) et Parck et al., (2001) ont
montré une action anti-inflammatoire de cladodes et de fruits de Opuntia ficus indica Mill.
L’activité anti-inflammatoire des extraits de plantes serait liée a la présence de béta-Sitostérol

dans la plante.




Effet antimicrobien

D’aprées Mendez et al., (2012), la plante possede un effet antimicrobien grace a la
présence de certains métabolites secondaires notamment ; les tanins, les saponines et les
terpénes. Autres travaux ont mises en évidences 1’effet antimicrobien de Opuntia ficus indica

Mill. Comme ceux de Zourgui et al. (2008), et celles de Gasmi et al. (2009).

Un effet antiviral a été observé par Ahmed et al. (996) cité par Manpreet et al.
(2012), selon ces auteurs I’administration d’un extrait de cladode aux rats inhibe la réplication

des ADN et ARN de certains virus comme 1’Herpes virus type 2, le virus de la grippe.
11.6.3. Autres indications
La plante posseéde d’autres effets thérapeutiques :

Inhibition d'ulcération d'estomac (Galati et al., 2003).

Effets neuroprotective (Dok-Go et al., 2003).

Activité anticancéreuse (Loro et al., 1999; Sreekanth et al., 2007).
Hepatoprotective (Ncibi et al., 2008).

Propriétés antioxydants (Alimi et al., 2011).

Traitement des allergies (Lee et al., 2002).

Propriétés hydratantes (Benzanger —Beauquesne et al., 1990).
Propriétés diurétiques (Galati et al., 2002).

11.7.Utilisations

L’utilisation de Opuntia ficus indica Mill. Concerne principalement les domaines suivants ;

e Production des fruits et des cladodes

Les fruits murs et sucrés d’Opuntia peuvent étre consommés a 1’état frais, Séchés,

congelés ou transformés en jus concentré en boisson alcoolisée, en confiture ou en huile

alimentaire de la graine. On peut obtenir par la pulpe du fruit de nombreux sous
produits comme ; la moutarde, le miel et des fruits sec (Mulas, 2004). Les cladodes sont

consommeés comme condiment ou Iégume (Walali Loudyi, 1995).




¢ Production de fourrage

La plante constitue une source fourrageére pour 1’alimentation du bétail (Araba et al.,

2000).

e Fabrication des produits de cosmétiques.

Les cladodes de Opuntia ficus indica Mill. Sont utilisés pour la fabrication de

champoings, d’assouplissants de cheveux et des crémes hydratantes pour le visage (Araba et

al., 2000).
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Le travail expérimental a été réalise au sein de la filiale ANTIBIOTICALE de
I’Entreprise de Fabrication des Produits Pharmaceutiques SAIDAL de Médéa au niveau du
laboratoire de microbiologie, de physico-chimie et de pharmacotoxicologie. La durée du stage
est de 45 jours (du 15 Avril au 31 Mai 2013). La partie microbiologique a été réalisée au

niveau de 1’Etablissement Public Hospitalier de Médéa, unité de Microbiologie.

I. MATERIEL

I.1. Matériel biologique
I.1.1. Matériel vegétal

Le matériel végétal utilisé dans notre étude est composé de jeunes cladodes (raguettes)
de Opuntia ficus indica Mill. dont le poids vari entre 300 et 600g /cladode. Les cladodes sont
récoltés durant la période du stage dans la région d’El Hamdania située a 18 Km de la ville de
Médea.

L’identification botanique de I’espéce a été faite au département de botanique de 1I’Ecole
National des Sciences Agronomiques (ENSA) d’El Harrach et au niveau du parc national de

Chéréa, secteur d’El Hamdania.
» Situation géographique et climatique de la région de récolte

La région de récolte de notre plante se situe dans la partie Ouest du parc national de
Chéréa, au niveau de la région d’El Hamdania, station Sidi Rabah & 493m d’altitude. Elle
appartient a [1’étage bioclimatique Sub-humide tempéré occupant 1’étage thermo

méditerranéen.

Le tableau I regroupe 1’ensemble des informations relatives a la situation géographique de la

station de récolte la de plante.

Tableau I : Situation géographique de la station de récolte de la plante.

La région | Station Longitude | Latitude | Altitude | Emplacement | Précipitation

de la station | annuelle

El
Hamdania
Médéa

Piémont 663.3mm




» Conservation du matériel vegétal

Les cladodes une fois prélevés, sont mises dans des sachets en plastique et conservés au
réfrigérateur a 4°C pendant une période qui ne doit pas dépasser 4 jours pour les cladodes

utilisés pour la préparation du jus.
1.1.2. Matériel animal

Pour la réalisation de notre expérimentation nous avons utilisé des animaux de
laboratoire qui ont été élevés au niveau du laboratoire de Pharmacotoxicologie, unité
Animalerie du complexe ANTIBIOTICAL de SAIDAL, il s’agit des lapins Albinos et des
souris NMRI.

2 |es lapins

Au total, 18 lapins de souche Albinos de sexe male et femelle sont utilisés pour 1’étude
de D’activité hypoglycémiante. Le poids des animaux varie entre 2000 a 3200 grammes
(Fig.04).

Figure 04 : Lapins Albinos (Original, 2013).
2 Les souris

Au total, 52 souris de souche NMRI (Naval Medical Research Institute) d’origine
SWISS, de sexe male et femelle sont utilisées. 36 souris sont servies a 1’étude de ’activité

anti inflammatoire et 16 souris a I’étude toxicologique. Le poids moyens des souris est de 25
g (Fig.05).




Figure 05 : Souris N.M.R.I (Original, 2013).

2 Condition d’élevage

Les animaux sont maintenus dans 1’animalerie de pharmacotoxicologie du complexe
ANTIBIOTICAL de SAIDAL dans des cages en inox pour les lapins et dans des cages en

makrolon avec grilles en inox pour les souris, avec certaines conditions :

+ Température ambiante de 20 a 24°C.
+ Eclairage de 10 heures/jours.
+ Taux d’humidité de 50 a 70%.

“» Alimentation des animaux

Les animaux sont maintenus a libre accés a la nourriture et a 1’eau. Les aliments sont
des granulés de composition équilibrée, 1’cau de boisson potable est  renouvelée

quotidiennement.
1.1.3. Les microorganismes

Les microorganismes utilisés dans 1’étude de 1’activité antimicrobienne sont des souches
bactériennes référenciées ATCC (American Type Culture Collection) et des souches
fongiques fournis par le laboratoire de microbiologie du groupe ANTIBIOTICAL SAIDAL

de Médéa et I’Unité de microbiologie de I’Etablissement Public Hospitalier de Médéa.

Le tableau Il regroupe les caractéristiques des différentes souches microbiennes utilisées.




Tableau 11 : caractéristiques des souches microbiennes utilisées.

Les souches
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus aureus
Sarcina lutea
Bactéries
Bacillus subtilus
Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli
Candida albicans
Champignons

Saccharomyces carlsbergensis

Penicillium sp

(- : pas de référence).

1.1.4. Matériel non biologique

Référence

ATCC 12228

ATCC 25923

ATCC 9341

ATCC 6633

ATCC 27853

ATCC 10536

ATCC 2091

L’ Appareillage, la verrerie et les réactifs sont regroupés dans 1’annexe 1.

Coloration de Gram
Bactérie Gram (+)
Bactérie Gram (+)
Bactérie Gram (+)
Bactérie Gram (+)
Bactérie Gram (-)

Bactérie Gram (-)




Il. METHODES

11.1.Préparation du materiel végetal
Notre étude a porté sur le jus et la poudre des cladodes séchées de Opuntia ficus indica Mill.

11.1.1. Préparation du jus

Le jus est préparé selon la méthode de Hassan et al. (2001) ;

Nous avons choisi des cladodes sains et jeunes, que nous avons nettoyé des épines et des
glochides et lavés avec de 1’eau de robinet javellisée. Ils sont ensuite coupés en petits
morceaux pour faciliter la pression. L’extraction du jus se fait a I’aide d’un Mixeur sans
ajouter de 1’eau. La solution obtenue est filtrée a 1’aide d’une compresse pour éliminer les
fibres. Les échantillons du jus obtenus sont recueillis dans des bouteilles stériles et utilisées le

méme jour (Fig.06a).
11.1.2. Préparation de la poudre végétale

Les cladodes sains et bien nettoyés sont ouverts dans le sens de son longueur, puis mis
dans une étuve ventilée réglée a 40°C pendant 7 h pour sécher le gel. Ensuite, les cladodes
sont laissés a ’ombre dans un endroit sec et aéré pendant 20 jours. Les cladodes séchés sont
broyés a 1’aide d’une moulinette électrique jusqu'a 1’obtention d’une poudre fine (Fig.06b).

La poudre est conservée dans des sachets en cellulose propres.

Figure 06 : les extraits des cladodes de Opuntia ficus indica Mill. (Original, 2013).

(a:jus, b : la poudre végétale).




11.2.Détermination du pH

Selon la pharmacopée Européenne (2005), le pH est déterminé a 1’aide d’un pH métre, il
consiste a introduire 1’électrode du pH metre dans le produit a analyser. La valeur de pH est

affichée directement sur le pH métre.
11.3.Détermination de la matiére seche

Le principe est basé sur la dessiccation de la prise d’essai & une température de 105°C
dans une étuve jusqu’a I’obtention d’un poids pratiquement constant (Audigie et al. 1987 ;
cité par Athamen, 2009).

» Mode opératoire

Des cladodes frais sont découpés en petits morceaux, sont pesés et séchés dans une

étuve réglée a 105°C pendant 24h. L’échantillon est refroidi dans un dessiccateur pendant

30mn puis pesé une deuxieme fois. Ensuite, il faut remettre dans une étuve pendant une heure
et procéder a une nouvelle pesée. L’opération est poursuivie jusqu'a 1’obtention d’un poids

pratiquement constant.
» Expression des résultats

La teneur en matiere séche est donnée par la relation suivante :

’ MS%=::—(1) x 100 1

MS% = Matiere séche en %.

ou:

Po= Poids de I’échantillon frais en gramme.
P1=Poids de I’échantillon apres dessiccation en gramme.

La détermination de la teneur en eau est donnée par la relation suivante :

L H% = 100 - MS% ‘

H% = Humidité en pourcentage.

MS% = Matiere seche en %.




I11.4.Détermination de la matieére minérale

La teneur en matiere minérale (MM) d’une substance est le résidu obtenu aprés

I’incinération de cette substance dans un four a moufles a 550°C (AFNOR.NFV03-76 ; cité
par Hadj Sadok, 2010).

» Mode opératoire

29 de poudre végeétale sont déposées dans un creuset en platine préalablement calciné.
Le tout est mis dans un four a moufles a 550°C jusqu'a 1’obtention de cendres grises claires
(environ 3heures). Ces derniers sont peses apres refroidissement dans un dessiccateur pendant

30 min.
» Expression des résultats

La teneur en matiére minérale MM est donnée par la relation suivante :
’ P2-P0 1
0 =
MM%(MS) S x100

MM% = Matiére minérale en pourcentage.

ou:

MS% = Matiere séche en %.

Po = Poids de creuset en platine vide en gramme.

P1 = Poids de la prise d’essai en gramme.

P, = Poids de creuset en platine apres minéralisation (calcination).

La détermination de la teneur en matiére organique MO est calculée comme suit ;

’ MO% = 100 — MM% 1

MO% = Matiére organique en pourcentage.

MM% = Matiére minérale en pourcentage.

I11.5.Recherche des métabolites secondaires

La mise en évidence des métabolites secondaires est faite par la méthode de réaction

en tubes. Les résultats sont classés comme suit :




= Test négative (absence) : -

= Réaction (positive) : +

Les métabolites secondaires, sont recherchés aussi bien dans le jus que dans la poudre
végétale. Dans le cas de la poudre végétale, nous avons utilisé I’infusé a 10%. Ce dernier est
prépareé, en versant 100 ml d’eau distillée bouillie sur 10g de poudre végétale puis en agitant.
Aprés 15 min d’infusion, la solution est filtrée sur un papier Whatman N°1 (Milligo-Koné et
al. 2008).

11.5.1. Identification des flavonoides

5ml de jus et 5 ml de I’infusé de poudre végétale sont verseées dans deux tubes
séparément. 5ml d’acide chlorhydrique concentré (HCI concentré), 0.5 g de magnésium et
Iml d’alcool isoamylique sont ajoutés dans chaque tube. La réaction dure 3 minutes. En
présence des flavonoides, se développe une coloration rouge orangée (Ciulcl, 1982 ; cité par
Djemai Zoughlache, 2009).

11.5.2. Identification des saponosides

A 2ml de jus et a 2ml d’infusé de poudre végétale pris séparément sont ajoutés 1 a 2 ml
d’une solution saturée d’acétate de plomb. En présence des saponosides, il y formation d’un

précipité blanc (Ciulcl, 1982 ; cité par Djemai Zoughlache, 2009).
11.5.3. Identification des tanins

Dans deux tubes a essai contenant séparément 5 ml de jus et Sml d’infusé de poudre
végétale, sont ajoutés 2ml d’une solution de trichlorure de fer (Fe Cl3) & 5%. La réaction
donne une coloration verdatre ou bleu vert en présence des tanins (Trease et Evans, 1987 ;

cité par Bougandoura, 2011).

11.5.4. Identification des Anthocyanes

A 5 ml de jus et & 5ml d’infusé de poudre végétale, sont ajoutés 2 ml d’hydroxyle

d’ammoniac concentré (NH4; OH). L’apparition d’une coloration rouge indique la présence

des anthocyanes (Ciulcl, 1982 ; cité par Djemai Zoughlache, 2009).
11.5.5. Identification des Alcaloides

Dans deux tubes a essai sont versés separément 5ml de jus et 5ml de I’infusé de poudre

végétale. 3ml d’acide sulfurique concentré (H2SO,) et Sml d’une solution d’iode Mercurate de




potassium (réactif de Valser Mayer) sont ajoutés dans chaque tube. En présence des alcaloides

la réaction donne un précipité blanc jaune (Gherib, 1988).
11.5.6. Identification des glucosides

A 1ml de jus et a Iml de I’infusé de poudre végétale, sont ajoutés 1 a 2 ml d’acide
sulfurique concentré (H, SO,4). Le développement d’une coloration rouge brique puis violette

indique la présence des glucosides (Gherib, 1988).
11.5.7. Identification des coumarines

A 2ml de jus et & 2 ml de I’infusé de poudre végétale, sont ajoutés 20 ml d’éthanol. Le
tout est laissé au bain Marie a 60°C pendant 20 mn. Apres refroidissement, 5ml de chaque
mélange sont verses séparément dans deux tubes a essai. Ensuite, 10 gouttes de KOH et 1.5
mi d’HCI a 10% sont ajoutés dans chaque tube. L’obtention d’un milieu faiblement

acide indique la présence des coumarines (Ciulei, 1982 ; cité par Bouzid, 2009).

11.5.8. Identification des mucilages

A 1ml de jus et a 1 ml d’infusé de poudre végétale sont ajoutés 5 ml d’éthanol absolu.

L’obtention d’un précipité floconneux apres agitation indique la présence de mucilage
(Gherib 1988).

11.5.9. Identification des terpénes

A 5 ml de jus et a 5ml d’infusé de poudre végétale sont ajoutés 5 ml d’acide
phosphomolybdique et 5 ml d’acide sulfurique concentré. L’obtention d’une coloration bleue

indique la présence des terpenes (Ciulei, 1982 ; cité par Bouzid, 2009).

11.6.Etude toxicologique

A fin d’éviter tout éventuel risque de toxicité lors des tests biologiques, il était
nécessaire de réaliser des essais de toxicité, pour cela, nous avons testé les extraits des

cladodes de Opuntia ficus indica Mill. sur 16 souris.
11.6.1. Mode opératoire

Nous avons utilisé 16 souris de méme sexe (maéle) et de méme poids, dont le poids
moyen est de 25g et qui sont dans les mémes conditions d’expérimentation. Nous avons testé
le jus et trois doses déférentes de 1’infusé de poudre des cladodes a raison de 0.5 ml/souris

(pharmacopée Européenne, 2005).




11.6.2. Répartition des lots de souris

Les souris sont répartis de maniére aléatoire en quatre lots a raison de quatre souris / lot.

Toutes les souris sont soumises a jeun 18 heurs avant I’expérimentation.

» Lot 01 : chaque souris regoit par voie orale I’infusé de poudre végétale a 5% a
raison de 0.5ml/ souris.
Lot 02 : chaque souris recoit par voie orale I’infusé de poudre végétale a 10% a
raison de 0.5ml/souris.
Lot 03 : chaque souris regoit par voie orale I’infusé de poudre végétale a 20% a
raison de 0.5ml/souris.

» Lot 04 : chaque souris recoit par voie orale 0.5 ml de jus de cladodes.
Les souris sont mises sous surveillance pendant deux semaines.
I1.7.Etude des activités biologiques
11.7.1. Activité hypoglycémiante

L’étude de I’activité hypoglycémiante du jus et de ’infusé de la poudre de cladodes de

Opuntia ficus indica Mill. a été reéalisée sur 18 lapins Albinos.

Le protocole expérimental est inspiré a partir des travaux de Lawson-Evi et al. (1997)
et Keita et al. (1998), qui ont travaillé sur des lapins et ceux de Halimi et al. (2012) ayant

travaillé sur le jus des cladodes.
11.7.1.1. Préparation des extraits de la plante

Nous avons testé le jus pur et deux concentrations différentes de 1’infusé de poudre des
cladodes de Opuntia ficus indica Mill. a savoir I’infusé a 10% (100g de poudre végétale /11) et

I’infusé a 5% (509 de la poudre végétale /1l) a raison de 2ml/Kkg.

11.7.1.2. Préparation de la surcharge de glucose

L’épreuve hyperglycémiante est réalisée par 1’utilisation d’une solution aqueuse de

D" glucose monohydrate pure (CsH120s H,O) & 50%, a raison de 2g de glucose/kg de poids de
I’animal (Keita et al., 1998).
11.7.1.3. Répartition des lots de lapins

Les lapins sont répartis de maniére aléatoire en six lots a raison de trois lapins / lot.

Tous les lapins ont été soumis a jeun 18h avant 1’expérimentation.




» Lots téemoins
» Lot 1: Lapins sains non traités (témoin sain).
P Lot 2: Lapins en état d’hyperglycémie et non traités (témoin -).
P Lot 3: Lapins en état d’hyperglycémie traités par un médicament hypoglycémiant

Glibenclamide (Diabenil®) & raison de 10mg/Kg. (témoin +).

> Lots traités par les extraits de Opuntia ficus indica Mill.
» Lot 4: Lapins en état d’hyperglycémie traités par 2 ml/Kg de jus pur de cladode.
» Lot 5: Lapins en état d’hyperglycémie traités par 1’infusé de la poudre végeétale a
5% araison de 2ml/Kg.
» Lot 6: Lapins en état d’hyperglycémie traités par I’infusé de la poudre végétale a
10% a raison de 2ml/Kg.

11.7.1.4. Administration des traitements

Les extraits des plantes, a savoir le jus et I’infusé de la poudre des cladodes de Opuntia
ficus indica Mill. ont été administrés aux lapins par gavage 15mn avant 1’épreuve

hyperglycémiante (Lawson-Evi et al., 1997). Le produit de référence Glibenclamide

(Diabenil®) a été administré aux lapins 60 mn avant I’épreuve hyperglycémiante pour faire

coincider le moment d'activité maximum hyperglycémiant de la surcharge de glucose avec
celui d'activité maximum hypoglycémiante du médicament (Keita et al., 1998).

Le gavage des lapins, est réalisé a 1’aide d’une seringue en plastique équipée d’une
sonde cesophagique (sonde gastrique) (Fig.07).

Figure 07 : Gavage des lapins a 1’aide d’une seringue en plastique équipée d’une sonde

cesophagique (Original, 2013).




11.7.1.5. Détermination de la glycémie

La détermination de la glycémie est faite a 1’aide du glycométre (appareil de mesure de

glycémie « On Call® Plus »). Une goutte de sang (2ul) est prélevée par ponction au niveau de

la veine marginale de I’oreille avant le gavage pour déterminer la glycémie de chaque lapin a
To puis a 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 et 240 minutes apres le gavage de la surcharge de
glucose (Fig.08a).

La goutte de sang ponctionnée est déposée sur la zone active de bandelette, la lecture de
la glycémie se fait automatiquement 10 secondes aprés (Fig.08b), le résultat est exprimé en

g/l.

Figure 08 : Prélevement du sang et détermination du taux de la glycémie. (Originale, 2013).

(a : Prélévement du sang au niveau de la veine de la veine marginale de ’oreille, b : Détermination du
taux de la glycémie).

La répartition des lots de lapins ainsi que la dose de traitement administrée par lot est
représentée dans le tableau IlI.




Tableau I11: Répartition des lots de lapins et de la dose de traitement administrée pour

chaque lot.

Poids moyen Dose de la Dose de traitement

Lots des lapins des lapins surcharge de administre par

glucose gavage
Lot sains
Lot non traité (témoin négatif)

Lot traité par le Diabénile

(témoin positif)

2ml/Kgde

solution a 50%

Lot traité par le jus pur
Lot traité par ’'infusé a 5%
Lot traité par ’infusé a 10%
(- : non traités).

11.7.2. Activité anti-inflammatoire

Cette étude est réalisée dans le but de rechercher une éventuelle activité anti-

inflammatoire du jus et de I’infusé de la poudre des cladodes de Opuntia ficus indica Mill.
11.7.2.1. Principe

Le test est réalisé sur I’cedéme de pattes postérieures gauches des souris, provoqué par

I’injection de carraghénine selon la méthode de Winther et al. (1962), le protocole

expérimental a été inspiré a partir de celui de Ndiaye et al. (2006).

11.7.2.2. Choix des doses

» Cas de I’infusé de la poudre végétale

Nous avons testé trois doses différentes de I’infusé de la poudre végétale, a savoir 0.5,
1.25 et 2% a raison de 0.5ml/souris. (Loro, et al., 1999). (Annexe 2).

» Cas du jus de cladodes

0.5 ml du jus pur est administré par voie orale pour chaque souris traitee.




11.7.2.3. Mode opératoire

Les souris sont réparties de maniere aléatoire en six lots a raison de six souris par lot, &
savoir, quatre lots traités et deux lots témoins. Les souris des six lots sont mises a jeun
pendant 18 heures avant 1’expérimentation. Pour chaque souris de chaque lot, 1’épaisseur
initiale (au temps Ty) de la patte postérieure gauche est mesuré a 1’aide d’un pied a coulisse.
Le gavage des souris par le jus ou I’infusé de la poudre est réalisé a I’aide d’une seringue en

verre équipée d’une sonde cesophagique (Fig.09).

» Lots téemoins
» Lot 1: Souris gavées par 0.5 ml d’eau physiologique. (témoin négatif).
B Lot 2: Souris traitées par 0.5 ml d’un anti-inflammatoire (Diclofinac®). (témoin
positif) (annexe3).

Lots traités par les deux extraits de Opuntia ficus indica Mill.
» Lot 3 : Souris traitées par le jus pur a raison de 0.5 ml/ souris.
» Lot 4 : Souris traitées par I’infusé a 0.5 % a raison de 0.5 ml/ souris.
B Lot 5 : Souris traitées par I’infusé a 1.25 % a raison de 0.5 ml/ souris.

B Lot 6 : Souris traitées par I’infusé a 2 % a raison de 0.5 ml/ souris.

. N

Figure 09 : Gavage des souris a 1’aide d’une seringue en verre équipée d’une sonde

cesophagique. (Original 2013).

L’inflammation est provoquée par I’injection de 0.1 ml d’une solution de carraghénine a
1% sous la peau de la patte postérieure gauche de chaque souri 30 minutes apres

I’administration du traitement.




L'évolution de 1'cedéme de la patte postérieure gauche est déterminée a 30, 60, 90, 120,
150, 180, 210 et 240 mn aprés I’injection de la carraghénine par la mesure de 1’épaisseur au

niveau de I’articulation tarso-métatarsienne a I’aide d’un pied a coulisse.
11.7.2.4. Expression des résultats

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire est exprimée par le pourcentage de
I’augmentation et de la réduction de 1I’cedéme chez les souris traitées par rapport au témoin

négatif.

Le pourcentage de I’augmentation de I’cedéme (AUG%) est calculé par la relation suivante :

Epaisseur de la patte au temps T— Volume initi
Volume initial (VO)

AUG% =

Le pourcentage d’inhibition de I’cedéme (INH%) est calculé par la relation suivante :

AUG% témoinnégatif— AUG% traite
AUG% témoin

INHY% =

11.7.3. Activité antimicrobienne

La méthode utilisée pour mettre en évidence une éventuelle activité antimicrobienne des

extraits de Opuntia ficus indica Mill. est la méthode de diffusion a partir d’un disque solide

qui est la méme que celle adoptée pour tester les antibiotiques (antibiogramme) en remplacant

I’antibiotique par les extraits de notre plante.

Au total, six souches bactériennes référenciées ATCC (Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilus, Escherichia coli, Sarcina lutea et
Pseudomonas aeruginosa) et trois souches fongiques (Penicillium sp, Candida albicans et

Saccharomyces carlsbergensis) sont testées.
11.7.3.1. Principe

Le principe de cette méthode repose sur la diffusion du composé antimicrobien
(produits a tester) en milieu solide. L’effet du produit antimicrobien sur les microorganismes

est apprécié par la mesure d’une zone d’inhibition, et en fonction du diametre d’inhibition la




souche microbienne sera qualifiée d’étre sensible ou résistance au produit testé (Broadasky et

al., 1976 ; cité par Bougandoura, 2011).
11.7.3.2. Préparation de ’infusé

Dans un tube a essai contenant 10 ml d’eau distillée bouillie, nous ajoutons 1g de
poudre végetale puis le mélange est agité énergiquement. Le tube est mis dans une étuve a
60°C pendant 15 mn pour stériliser I’infusé et éviter sa contamination. La phase aqueuse est

versée dans une boite de Pétri stérile.
11.7.3.3. Préparation des suspensions microbiennes

Pour préparer une suspension microbienne, nous avons utilisé des cultures jeunes de 18
a 24 heures pour les souches bactériennes et de 3 a 5 jours pour les souches fongiques.
La réactivation des souches est faite par prélévement, a I’aide d’une anse de platine stérile, de
la souche du tube de conservation (souche mere). La culture de cette souche s’effectue sur des
milieux spécifiques pour chacune des souches. Les cultures sont incubées a 37°C pendant 24h
pour les souches bactériennes, a 25°C pendant 48h pour les levures et a 25°C pendant 3a 5

jours pour les souches fongiques. 3 a 4 colonies identiques et bien isolées pour les souches

bactériennes (environ 10° germes / ml) et les levures et quelques spores de Penicillium sp

(environ 10™ germes/ml) sont prélevées a I’aide d’une pipette Pasteur stérile et déposés dans
des tubes avec des solutions physiologiques stériles. La suspension est agitée pour

homogénéiser.
11.7.3.4. Milieux de cultures utilisés

Cing milieux de culture sont utilisés :

Milieu Hekteeine : c’est un milieu spécifique, utilisé pour I’isolement de Escherichia
coli et de Pseudomonas aeruginosa.

Milieu Chapman: c’est un milieu spécifique, utilis€é pour I’isolement des
Staphylococcus aureus et les Staphylococcus epidermidis.

Gélose nutritive : c’est un milieu général qui favorise la croissance de tous les germes
non exigents, dans notre étude nous avons utilis¢é ce milieu pour I’isolement de
Bacillus subtilus et de Sarcina lutea.

Gélose Muller Hinton (MH) : c¢’est un milieu général, favorise la croissance de tous
les germes, il est utilisé pour mettre en évidence I’effet antibactérien des extrait de

notre plante.




e Gélose Sabouraud : c’est un milieu spécifique pour la culture des souches fongiques.

11.7.3.5. Ensemencement

Les suspensions microbiennes sont ensemencées sur des boites contenant la Gélose
nutritive pour les suspensions bactériennes et sur des boites contenants le Gelose de
Sabouraud pour les suspensions fongiques. Chaque suspension microbienne est ensemencée

sur six boites a raison de trois répétitions par extrait.
11.7.3.6. Dépdt des disques

Des disques en papier absorbant de 9 mm de diamétre sont trempés dans les solutions a
tester jusqu’a saturation a 1’aide d’une pince stérile. Trois disques sont déposés sur la surface

d’une boite ensemencée, les différentes boites sont étiquetées et mises a incuber.
11.7.3.7. Expression des résultats

L’activité antibactérienne est déterminée en mesurant a 1’aide d’une régle le diametre de

la zone d’inhibition, déterminé par les différents extraits testés autour des disques.

Selon Chifundera et al. (1990), les résultats sont exprimés comme suivant :

= Extrait non inhibiteur : le diamétre de la zone d’inhibition est < 10 mm.

= Extrait faiblement inhibiteur la croissance des souches bactériennes : le diametre de la
zone d’inhibition est compris entre 10 et 16 mm.
Extrait moyennement inhibiteur la croissance des souches bactériennes : le diametre
de la zone d’inhibition est compris entre 16 et 28 mm.
Extrait fortement inhibiteur la croissance des souches bactériennes : le diamétre de

la zone d’inhibition est > 28 mm.
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RESULTATS

I.1. Détermination du pH

Les valeurs de pH obtenues pour le jus et ’infusé de la poudre de cladodes de Opuntia

ficus indica Mill. sont de 4.5 et 4.0 respectivement, ces résultats montrent qu’ils sont

moyennement acides.

1.2. Détermination de la matiére séche

La dessiccation d’une prise d’essai de cladodes a montré que ces derniers présentent un

faible teneur en matiére séche de 7.59%. Ces résultats montrent que les cladodes d’O. ficus

indica Mill. sont extrémement riches en eau (92.41%b).

1.3. Détermination de la matiere minérale

L’incinération totale de la poudre végétale a donné une teneur en matiére minérale de

16.4%.

I.4. Recherche des métabolites secondaires

Les résultats obtenus apres le screening phytochimique sont résumés dans le tableau V.

Tableau V : Résultats de la recherche des métabolites secondaires.

Extraits de la plante |  Jus de cladodes

Métabolites secondaires
Flavonoides
Tanins
Anthocyanes
Saponosides
Coumarines
Mucilages
Glucosides
Alcaloides
Terpénes

(-) Test négatif (absence).

positive.

+

++

(+) Réaction positive (présence).

Infusé de la poudre
de cladodes
+

+

++

++

(++) Réaction fortement




Les résultats du screening phytochimique a révélé la présence de certains groupes de
métabolites secondaires dans 1’infusé ainsi que dans le jus de cladodes. Du point de vue
qualitatif, nous avons noté dans les deux extraits 1’absence des anthocyanes, des alcaloides et
des coumarines et la présence des flavonoides, des saponosides, des tanins, des glucosides,
des mucilages et des terpenes. Du point de vue quantitatif, les résultats montrent que le jus
semble plus riche en flavonoides, en tanins et en saponosides (polyphénols) que I’infusé. Au
contraire, 1’infusé s’est révélé plus riche en glucosides. La quantité en mucilages et en

terpénes semble étre comparable dans les deux extraits.
I.5. Etude toxicologique

Aprés ’administration par voie orale de trois différentes doses de I’infusé de la poudre
végétale et du jus de cladodes, aucune mortalité n’a été enregistrée durant les 14 jours de
surveillance. Les résultats obtenus montrent que les extraits de Opuntia ficus indica Mill.

ne présentent aucune toxicite.

1.6. Etude des activités biologiques

1.6.1. Activité hypoglycémiante

Les résultats des taux de la glycémie des différents lots de lapins sont représentés dans

la figure 10.
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Figure 10: Variation de la glycémie dans les différents lots de lapins en fonction du temps.




L’analyse de la figure 19 montre que 1I’administration de la solution du glucose par voie
orale (gavage) entraine une augmentation significative du taux de la glycémie apres 30
minutes chez les lapins traités par les extraits de la plante. Cependant, nous n’avons pas noté
une augmentation de la glycémie chez les lapins traités par le Diabenil (témoin positif)
pendant toute la durée de 1’expérience. Concernant les lapins non traités (témoin négatif), le
taux de la glycémie augmente en fonction du temps pour atteindre une valeur maximale de
2.54 g/l a 180 min, puis diminue lentement.

Les résultats montrent que pour le lot de lapins traités par les deux extraits d’Opuntia
ficus indica Mill. (Le jus pur, ’infusé a 5% et I’infusé a 10%) le taux de la glycémie amorce
une baisse a partir de 30 min et continue de baisser pour atteindre des taux normaux a 120
min (1.30, 1.09 et 1.02 g/l respectivement). Néanmoins, nous avons noté une légere
différence dans la réduction du taux de glycémie entre les différents traitements en rapport
avec la nature de I’extrait et la dose administrée. En effet, I’infusé a 10% s’est montré plus

efficace et plus rapide pour réduire le taux de glycémie.

1.6.2. Activité anti-inflammatoire

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire est exprimée par le pourcentage de
I’augmentation et celui de la réduction de I’cedéme chez les souris traitées par rapport au

témoin négatif (non traité).
1.6.2.1.  Pourcentages de I’augmentation de I’cedéme

Les pourcentages de I’augmentation du volume des pattes des souris en fonction du

temps sont représentés dans la figure 11.
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Figure 11 : pourcentages de I’augmentation de I’cedéme des pattes des souris en fonction du

temps.

L’analyse de la figure 20 montre que pour le lot de souris non traitées (témoin négatif),
apres I’injection de la carraghénine, I’cedéme des pattes augmente en fonction du temps pour
atteindre un maximum (47.39%) a 180min puis diminue faiblement. L’inflammation
(cedeme) de la patte postérieures des souris traitées par le Diclofenac et I’infusé de la poudre
végétale (a 0.5, 1.25 et 2%) augmente et atteint son maximum aprés 30 mn de I’injection de la
carraghénine. Aprés ce temps, 1’cedéme provoqué commence a diminuer pour disparaitre
totalement & 90 mn chez les souris traitées par le Diclofenac, a 150 mn pour les souris traitées
par ’infusé a 2%, 180 mn pour les souris traitées avec I’infusé a 1.25% et a 210 mn chez les
souris traitées par I’infusé a 0.5%. Le traitement par le jus n’a pas permis la disparition totale
de I’cedéme. En effet, I’inflammation diminue faiblement aprés 30 mn pour atteindre 4.76% a

150 mn puis reaugmente et atteint 15.03% a 240 mn.
1.6.2.1.1. Pourcentages d’inhibition de I’cedéme

Les résultats de pourcentages d’inhibition de 1’cedéme des pattes des souris en fonction

du temps sont mentionneés dans la figure 12.
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Figure 12 : Pourcentages d’inhibition de 1’cedéme des pattes des souries en fonction du

temps.

Les résultats de I’inhibition de I’cedéme des pattes des souris illustrés par la figure 12
montrent que 1’infusé de poudre végétale a inhibé totalement (100%) I’cedéme. La réaction
inflammatoire provoquée par I’injection de la carraghénine dépend de la concentration de
I’infusé. Plus la concentration de I’infusé¢ augmente plus 1’inhibition de 1’cedéme est plus
rapide. L’effet anti-inflammatoire de 1’infusé de la poudre végétale est assez proche de celui
donné par le Diclofenac ; un anti-inflammatoire de référence. Néanmoins, nous remarquons

que le jus de cladodes n’inhibe pas totalement I’inflammation.
1.6.3. Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne des extraits des cladodes d’Opuntia ficus indica Mill. a été
évalué par la méthode de diffusion en milieu gélosé, et la sensibilité des bactéries se mesure
par rapport au diamétre d’inhibition observé. Les résultats obtenus sont regroupés dans le

tableau VI. Les valeurs indiquées sont les moyennes de trois mesures.




Tableau VI : Diamétres des zones d’inhibition de la croissance microbienne des deux extraits

des cladodes d’Opuntia ficus indica Mill

Diamétre des zones d’inhibition en (mm)

Les extraits Le jus de cladode | L’infusé de cladode

Les souches microbiennes
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus aureus

Sarcina lutea
Bactéries

Bacillus subtilus
Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli

Candida albicans

Champignons -
Saccharomyces cerevisiae

Penicillium sp
(-) pas d’inhibition

D’apres les résultats mentionnés dans le tableau, nous remarquons que 1’infusé de la
poudre végétale n’inhibe pas la croissance de 1’ensemble des souches microbiennes testées, en

effet, aucune zone d’inhibition n’a été observé (Fig.13).

Concernant le jus de cladodes, ce dernier s’est montré faiblement inhibiteur pour la
croissance des souches Staphylococcus aureus, Bacillus subtilus, Pseudomonas aeruginosa,

Escherichia coli, Candida albicans et Saccharomyces cerevisiae. Les souches

Staphylococcus epidermidis, Sarcina lutea et Penicillium sp se sont révélées totalement

résistantes vis-a-vis du jus de cladodes (Fig.14).




Figure 13 : Test d’évaluation de I’activité antimicrobienne de 1’infusé de la poudre des
cladodes

(absence d’inhibition de la croissance microbienne)

a
Bacillus subtilus

Figure 14 : Test d’évaluation de I’activité antimicrobienne du jus des cladodes

(aet b : présence d’une zone d’inhibition, ¢ : absence d’inhibition)




I1. DISCUSSION

Le présent travail avait pour but de la caractérisation phytochimique des cladodes de
Opuntia ficus indica Mill. et 1’évaluation de I’activité hypoglycémiante, anti-inflammatoire et

antimicrobienne.

Les valeurs du pH du jus et de I’infusé de la poudre de cladodes (4.5 et 4
respectivement) montrent une moyenne acidité, ces résultats sont en accord avec ceux de

Saenz et al. (1998), qui ont mentionné que le pH du jus d’O. ficus indica Mill. est de 4.31.

La teneur en matiére seche des cladodes d’O. ficus indica Mill. est de 7.59% ce qui
montre qu’ils présentent une teneur extrémement élevée en eau (92.41%). Ces résultats sont
en accord avec ceux trouvés par Hadj Sadok et al. (2008), (91-93%). Cette forte teneur en
eau permet a la plante une meilleure tolérance et une grande capacité de survivre a de trés

longues périodes de secheresse.

La teneur en cendres des cladodes (matiere minérale) est de 16.4% de la matiére séche.
Cette valeur est assez proche de celle trouvée par Hadj Sadok et al. (2008) (12-15.4%). Selon
Hadj Sadok, (2010), les jeunes cladodes sont riches en Calcium, Magnésium, Potassium,
Cuivre et une faible teneur en Phosphore, la teneur de ses minéraux est comparable a celle de

I’épinard et de la tomate.

Les testes phytochimiques par les réactions qualitatives de caractérisation en tube a

permis d’identifier les différents métabolites secondaires existant dans les deux extraits des

cladodes (le jus et I’infusé de la poudre de cladodes). Il a été constaté la présence de six

groupes chimiques, a savoir, les tanins, les flavonoides, les mucilages, les glucosides, les
terpenes et les saponosides ; et I’absence des coumarines, des alcaloides et des anthocyanes.
Hadj Sadok (2010), a signalé la présence des tanins condensés dans les cladodes. La
présence des flavonoides a été rapportée par Moussa-Ayoub et al. (2011), alors que Mendez
et al. (2012), ont mentionné la présence des terpénes, des saponosides et des tanins condensés
dans plusieurs extraits de cladodes. Les deux extraits contiennent des polysaccharides sous
forme de mucilages et de glycosides, Leur présence dans la plante a été mentionnée dans
plusieurs recherches anciennes telles que les travaux de Ammin et al. (1970), et
Tranchtenberg et Mayer, (1981). Certains travaux récents comme ceux de Zhong et al.
(2010), ont caractérisé les polysaccharides et ont étudié leurs composants et leurs effets

thérapeutiques.




L’¢tude toxicologique des extraits des cladodes a été effectuée pour définir la toxicité
anormale de la plante et de fixer les doses qui peuvent étre administrées lors
d’expérimentation et qui ont des effets thérapeutiques. Les résultats obtenus montrent
clairement que les cladodes de Opuntia ficus indica ne présente aucune toxicité, 1’absence
d’un effet toxique est 1i¢ a 1’absence des coumarines et des alcaloides dans les deux extraits
des cladodes qui sont toxiques. Cela peut expliquer 1’utilisation de la plante par I’Homme
dans son alimentation depuis longtemps.

L’¢étude de I’activité hypoglycémiante sur les lapins normo-glycémique a montré que les

extraits de la plante (jus et infusé) produisent un effet hypoglycémiant. Alarcon-Aguilar et
al, (2003) ont mentionné que I’activité hypoglycémiante des cladodes d’Opuntia ficus indica
Mill. est liée a la présence des polysaccharides (mucilages et glucosides). Par ailleurs, les
travaux effectués par Halimi et al. (2012), signalent que I’effet hypoglycémiant des extraits
de cladodes a une relation avec la présence des polyphénols qui, selon Kebieche (2009),
stimulent et régénerent les cellules Béta et peut agir en renforcant 1’utilisation du glucose dans

les tissus périphériques.

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire a été réalisée en utilisant le test
d’inhibition de I’cedéme de la patte postérieur gauche des souris, provoqué par ’injection de
carraghénine. Les résultats obtenus montrent I’existence d’une activité anti-inflammatoire de
I’infusé de la poudre de cladodes assez proche de celle donnée par un anti-inflammatoire de
référence le Diclofenac. Ces résultats confirment ceux trouvés par Loro et al. (1999) qui ont

testé les mémes doses de I’infusé (0.5, 1.25 et 2%).

L’évaluation du potentiel antimicrobien des extraits de la plante a révélé que I'infusé ne
présente aucun effet sur I’ensemble des souches testées. Le jus a présenté un faible effet
inhibiteur sur la croissance des souches bactériennes a Gram négatif (Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli) et sur deux autres souches a Gram positif (Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilus), les deux levures testées (Candida albicans et Saccharomyces
cerevisiae). Ces resultats ne sont pas en accord avec ceux de Mendez et al. (2012) qui ont
révélé un effet antimicrobien de I’extrait aqueux et de I’extrait organique de la poudre des
cladodes de Opuntia ficus indica Mill. sur plusieurs cibles microbiennes notamment,
Staphylococcus aureus et Escherichia coli. Les différences trouvées peuvent étre attribuées a

plusieurs facteurs tels que les facteurs inhérents (variété, conditions ambiantes, facteurs




écologiques, variations saisonniéres), les méthodes d'extraction, préparation de I’extrait,

solvant utilisé, la sensibilité des bactéries et la méthode d’étude utilisée.




CONCLUSTON




Dans le but de valoriser une plante, Opuntia ficus indica Mill., largement utilisé comme
plante médicinale et alimentaire, le présent travail repose essentiellement sur la caractérisation

phytochimique des cladodes et I’évaluation de certaines activités biologiques.

Nous avons montré une surabondance de 1’ecau dans les cladodes (92.41%) avec une

teneur importante en matiere minérale (16.4%b).

Par ailleurs, 1’analyse qualitative du jus et de 1’infusé de la poudre de cladodes a mis en
évidence la présence de différents groupes de composés chimiques, notamment;
les flavonoides, les tanins, les saponosides, les polysaccharides (les mucilages et les

glucosides) et les terpénes.

L’étude toxicologique chez les souris a révélé que les deux extraits de la plante (jus et

infusé de la poudre des cladodes) ne présentent aucun effet toxique.

L’approche in vivo effectuée pour évaluer 1’effet hypoglycémiant et anti-inflammatoire
du jus et de I’'infusé¢ de la poudre des cladodes a donné des résultats remarquables et

comparables a ceux des produits de référence.

Le test de 1’évaluation de ’activité antimicrobienne a révélé que I’infusé de la poudre
des cladodes ne posséde aucun effet inhibiteur sur la croissance de 1’ensemble des souches

testées, alors que le jus pur s’est montré faiblement inhibiteur.

A la lumiére des résultats de ce travail, nous pouvons conclure que Opuntia ficus indica

Mill. est une plante médicinale non toxique possédant des propriétés thérapeutiques

intéressantes notamment 1’effet hypoglycémiant et anti-inflammatoire.

En fin, ces résultats restent préliminaires, il serait donc intéressant de poursuivre des
études complémentaires, plus approfondies sur cette plante précisément sur les cladodes.
L’isolement des substances actives de la plante avec des analyses quantitatives est une étape
importante pour confirmer les diverses activités biologiques mis en évidence et qui peuvent

toucher un plus grand nombre d’échantillons.
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Annexe 7

MATFRIFL NON BIOLOGTOUES

1. Matériel utilisé dans notre expérimentation
e Equipement

> Broyeur électrique.

> Mixeur.

» Compresse en soie.

> Balance analytique.

» L’étuve.
pH métre.
Four a moufle.
Creuset en platine.
Papier filtre (papier Whatman N°1).
Agitateur.
Hotte.
Dessiccateur.
Bec benzéne.
Bain marie.
Balance pour les animaux de laboratoire (GIBERTINI).
Cages en makrolon avec grilles en inox et des biberons spéciaux pour les souris.
Cage de stabilisation des lapins.
Pieds a coulisse.
Seringue en plastiquée équipé d’une sonde cesophagique.
Seringue en verre équipé d’une sonde cesophagique.
Seringue en plastique de 1ml.
Glucométre et les Bandelettes.
Etuve.
Balance analytique.
Disques en papier absorbants stériles.

VVVYVYVVVVYVYVYVVYVYVVYYVYYVYYVYYVYYVY

e \erreries
Bécher Erlens Meyer de 300,200, 150, et 100ml.
Bécher.
Tubes a essaies.
Spatule.
Fioles jaugees de 300, 200,150 et 100 ml.
Les portoirs.
Pipettes en verre.
Boites de Petries.
Pince stérile.
Pipettes Pasteur.
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e Réactifs et solution
» Eau distillée.
» Acide chlorhydrique concentré (HCL concentré).
» Magneésium (Mg).
» Alcool isoamylique.
» solution saturée d’acétate de plomb.
» Solution de trichlorure de fer (Fe cl3) a 5%.
» Hydroxyle d’ammoniac concentré (NH4 OH).
» Acide sulfurique concentré (H,SO,).
» lode Mercurate de potassium (réactif de Valser Mayer).
» Acide sulfurique concentré H, SO,.
» Ethanol.
> KoH.
» Acide phosphomolybdique.
» Solution de la surcharge de glucose.
» Solution de carraghénnine.
» Solution de déclofénac.
» Solution de médicament hypoglycémiant.




Annexe 2

Préparation de solution a tester
e Activite anti-inflammatoire
On premier lieu, nous avons calculé les doses correspond au poids des souris (259).

Chaque souris peut recevoir 0.5ml d’un extrait liquide, dans notre cas, 0.5 ml de I’infusé et de
jus. Puis on calcule la concentration de 1’infusé administré aux souris.

1. Cas de dose de 100mg /kg

100 mg———» 1000 g

X1 —»25¢
X1=2.5mg

+ 2.5mg est la quantité de la poudre végétale a donner pour une souris de 25 g de poids et qui
correspond & la dose de 100 mg/kg.

25mg —— 5 0.5ml
Xy _— 3 1ml

Xp=5mg.

+ 5mg /ml est la concentration de 1’infusé qui correspond a la dose de 100 mg/kg.
On fait le méme calcule pour les autres dose.

2. Cas de dose de 250mg/kg.
250 mg—————» 1000 g
X, — 5 25¢

X2=6.25 mg.

+ 6.25 mg est la quantité de la poudre végétale a donner pour une souris de 25 g de poids et
qui correspond a la dose de 250 mg/kg.

6.25mg —— 0.5ml

Xy — 1ml
X»=12.5mg

+ 12.5 mg/ml est la concentration de I’infusé qui correspond a la dose de 250 mg/kg.




3. Cas de la dose de 400mg/kg

400 mg——» 1000 g
X3 —» 2590
X3=10mg.

+ 10 mg est la quantité de la poudre végétale a donner pour une souris de 25 g de poids et qui
correspond a la dose de 400 mg/kg.

10 mg —— > 0.5ml
X3 —— 1ml

X3=20mg.

+ 20 mg/ml est la concentration de I’infusé qui correspond a la dose de 400 mg/kg.

e Activité hypoglycémiante

Selon les protocoles expérimentale suivie pour la réalisation de ’activité hypoglycémiante,
nous avons administré 2ml /kg du poids corporelle de I’infusé et du jus des cladodes.

Nous avons utilisé deux concentration différentes de 1’infusé, a savoir, I’infusé a 10% et a 5%.

Pour arriver a la dose donner par voie orale pour un lapin de 1 kg vous avons suivie les
calcules suivants :

1. Cas de l’infusé a 10%.

10 ——» 100ml

Xy —2ml
X1=0.2g =200 mg.

+ 200 mg /kg est la dose de I’infusé a donner aux lapins.

2. Cas de I’infusé a 5%
10g ———» 100 ml
X, — 5 2ml
X2=0.1g = 100 mg.

+ 100 mg/kg est la dose de I’infusé a donner aux lapins.




