





gommail'g

Introduction
Chapitre I : Analyse bibliographique :

I.Plantes médicinales : les renoncules :
. L.1.Généralité sur les plantes médicinales
I.1.1 les principes actifs
oL es alcaloides.
e Les flavonoides.
o[ es huiles essentielles.
I es antibiotiques.
1.2 .Les renoncules.
o(Classification.
1.2.1les ranunculaceae.
eles ranunculus.
a.Ranunculus acris.
b.Ranunculus ficaria.
c.Ranunculus asiatic.
d.Ranunculus bulbosus.
E.Ranunculus répens.
a.caracteres généraux.
1.origine du nom.
2.description.
3. Habitat.
4 Récolte.

II .Les Entérchactérics.
II.1.Genéralités.
11.2 Habitat.
11.3.Caracteres morphologiques et bactériologiques.
[1.4 Caractéres biochimiques.
I1.5.Caractéres antigéniques.
I1.6.Classification.
IIL.les Staphylocoques.
II1.1.Géneralités
1I1.2 Habitat.

II1.3.Caractéres morphologiques et bactériologiques.

II1.4.Caractéres biochimiques.
1.5 .Classifications .
[1.6.Les infections staphylococciques.

01

02
02
02
02
03
03
03
03
04
05
05
05
07
07
07
07
07
07
08
09
09

11
11
11
11
11
13
13
14
14
14
14
15
15
15



Chapitre I : Matériels et méthodes
1. Matériels :
1.1Materiel végétal.
1.2. Souches bactériennes.
1.3.Autre matériel.
2.Méthodes :
2.1.Les souches bactériennes :
2.2 .Préparation de I’extrait de la plante.
2.3. Préparation des dilutions de ’extrait de la plante
2.5 .évaluation de P’activité anti- bactérienne sur les
entérobactéries et staphylocoques.
1. Préparation de I’inoculum.
2. ensemencement

Chapitre III :Résultats :
1. test de diffusion sur milieu solide.
1.1. Résultat de I’activité des souches avec les aglycones.
1.2 Résultat de T’activité des souches avec les monoglycosides
1.3 Résultat de I’activité des souches avec les polyglycosides

Discussion

Conclusion

Références bibliographiques
La liste des tableau .

La liste des figures

Annexe.

16
16
16
16
16
17
17
17
20

21
21
21

22
22

22

24

25
27



La liste des tableau :

TABLEAU 1 :Les caractéres biochimiques des Entérobactérie ... ... 12.

TABLEAU 2 :Les caractéres différenties des principales espéces de
Staphylocoques ayant un 10le  potentiellement
pathogéne....15.

TABLEAU 3:Les dilution des extraits ....20.

TABLEAU 4:Résultats de Dactivité des souches avec les

aglycones....22.

TABLEAUS:Résultats de I’activité des souches avec les

monoglycosides.....23.
TABLEAU 6 :Résultats de I’activité des souches avec les
Polyglycosides....... 24.



La liste du figure :

Figurel : La Ranunculus acris( Renoncule acre) ... ... 6.
Figure2 : Les fruits du Ranunculus repens... ... ... .. ...8.
Figure3 : Laplantule.......................................9.

Figured : La Ranunculus repens(Renoncule rampante) ... . 10.






Introduction

INTRODUCTION :

L’utilisation thérapeutique des plantes remonte & la nuit des temps et I’on

en retrouve la trace dans a peu prés toutes les civilisations, sur les cing

continents.

La notion des traditions reste particuliecrement attaché a cette thérapeutique
cette tradition reste vive dans certains pays, le notre en particulier, I’utilisation
thérapeutique des plantes médicinales s’est peu a peu estompée, au profit de
la synthése de molécules chimiques. Ce pendant de puis une dizaine
d’années, on constate un vif regain pour les plantes médicinales qui ne cesse

de croitre aujourd’hui. (32)

C’est dans ce sens que nous tenons a vous présenter cette étude , qui
portera sur la plante Ranunculus repens qu’on trouve dans les zones humides

et qu'ona récolté des prairies d¢ CHAHNA dans la wilaya de jijel.

Notre objectif principal concerne ia séparation des différent fractions
flavonoiques, de la plante Ranunculus repens pour ainsi tester leur efficacites
sur les entérobactéries et staphylocoques isolées de différentes produits
pathologiques, au niveau du laboratoire de microbiologie de la faculté des

sciences .









Analyse bibliographique Les plantes médicinales :Les renoncules

I

I. Les plantes médicinales : Les renoncules

1.1. Généralités sur les plantes médicinales :

o La plante est un réservoir de principes actifs qui sont toujours liés a
d’autres substances qu controlent et méme modifient leur action [22],
pendant longtemps les remédes naturels et surtout les plantes médicinales
furent le principal & voir I'unique recours du médecin, en méme temps que la
matiére premiére pour la fabrication de remédes pharmaceutiques [10].

Il est acquis que les plantes sont en mesure de soigner des maladies
simples comme le rthume. On d’en prévenir de plus importantes comme
I’ulcére, la migraine, I'infarctus, en plus de certaines allergies ou infections, si
I’on y ajoute leurs vertus réparatrices tonifiantes, sédatives, revitalisantes ou
immunologiques [10]. La plante peut cependant s’employer de diverses
fagons : ainsi la renoncule se boit en infusion (infuser seulement avec de I’eau
chaude) contre les affections fébriles en particulier contre la grippe [18].

Les plantes médicinales utilisées pendant la guérison en divers formes :
cataplasmes , gargarismes , tisanes , pommades ,.....etc.
I.1.1. Les principes actifs :

Les principes actifs d’une plantes médicinales sont les composants
naturellement présent dans cette plante, par exemple les alcaloides, les
anthraquinones, les flavonoides, les hétérosides, les huiles essentielles ou
essences, les antibiotiques, les mucilages et gommes, les vitamines, les
principes amers, les résines, les salicylates, les saponines,...etc [18].

* Les alcaloides: sont des composés azotes complexes
et basique(7-12-17), ils sont produits exclusivement par les plantes, on
peut citer : la morphine, la caféine, 1a strychnine, ou la quinine [18]. Ce
sont pour la plupart des poisons végétaux trés actifs, on dénombre a ce
jour plus de 3000 alcaloides aux propriétés pharmacologiques souvent

importantes(12).

b



Analyse bibliographique Les plantes médicinales :Les renoncules

= Les huiles essentielles : essence = huiles volatiles sont des produits de
composition généralement assez complexes renferment les principes
volatiles contenus dans les végétaux et plus au moins modifiés au
coursfdé la préparation (7). on trouve dans cette catégorie des ¢léments
'tels que la bétacaroténe, précurseur de la vitamine A, comme pour les
vitamines E et K, ces substances sont hydrosolubles et contiennent des
propriétés biologiques essentielies (17).

= Les flavonoides : il sont responsables de la coloration des fleurs, des
fruits et parfois des feuilles tel est le cas des flavonoides jaunes
(chalcones, aurones, flavonols jaunes)(7),sont des pigments
polyphénoliques qui contribuent entre autre a colorer les fleurs et les
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role de co-pigments, les flavonoides sont également universeliement

présents dans la cuticule foliaire et dans les cellules épidermigues des

rayonnement ultra violet (7). is ont des propriétés anti-inflammatoire

et antivirales et protégent la foie (1) .
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empéchent e développement des micro-organismes (27).
L.2. Les renoncules :

Les renoncules sont un genre de plantes herbacées du latin « RANA »

signifie petite grenouille, car certains de ces variétés aquatiques, poussent

~ o oy | A - ~ ohen LT -~
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s’accrochent a la base d’une longue tige porte, a son extrémité, une ou

plusieurs fleurs, la plus fréquemment composées.
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Les fleurs simples en forme de coupes formées de 5 pétales, serrées et
brillantes, aux couleurs vives jaunes ou blanches, trés rarement rouges et leurs
fruits est un Akeéne ou un follicule, parfois une baie, une drupe ou une
capsule.

Les renoncules des fleuristes sont originaires d’Asie, la Ranunculus asiaticus
a été introduite en France.

Le Bouton d’or ¢’est la plus connue plante vivace aux fleurs d’un jaune,
pour les renoncules on trouve les dans paturages, les marécages, au bord de
routes et des chemirs sur les terrains cultivés sur sol humide et poussent dans
les régions tempérées ou froides, la renoncule apprécie la terre légére et riche
" pour une floraison en juin (9).

= Les principes actifs des renoncules :

Les jeunes plantes contiennent beaucoup de vitamine ¢
(Ranunculus ficaria contient a la partie aérienne: saponoside,
protoanéminine et anémonine, tanms et vitamine C). Les renoncules
renferment des principes actifs acres, dont D’indigestion provoque une
sensation de briilure dans la gorge, puis des nausées et une violente
inflammation de intestin. Il s’agit des ranuncloside (hétéroside de lactone)
qui, par hydrolyse, libére de la protoanémonine, extrémement vésicante.

Une fois séchée, ia plante est moins toxique (en tout cas pour les bétails).
C’est pourquoi sa présence dans le foin bien sec, bien que non conseillée,
n’est pas trop dangereuse. Quand les renoncules soient jeunes, on peut la
consommer en salade. Par la suite elles deviennent améres et toxiques (9).

= Classification : ¢’est la classification classique : (9)
Régne : Plante.
Sous-régne : Tracheobionta.
Division : Magnoliophyta.
Classe : Magnoliopsida.

Sous-classe : Magnolidae.
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Ordre : RANUNCULALES.
Famille : RANUNCULACEAE.
Genre : RANUNCULUS.
I.2.1.Les ranunculaceae :

La famille de Ranuncululaceae regroupe prés de 1500 espéces, qui ont
un port trés différent et sont les plus souvent des végétaux herbacés vivaces
espéces, aux latitudes tropicales ce sont plutét des plantes d’altitude. La
famille comprend les aconits, les hellébores, les anémones, les clématites, les
renoncules, ...etc (9 —25).
oGenre : Les Ranunculus :

Ce genre la compte quelques 400 espéces pour la plupart annuelles et
vivace appelés aussi « Bouton d’or», en latin renoncule, c'est-a-dire
grenouille. (24 —25)

a. Ranunculus acris :
- Bouton d’or, renoncule acre, répandue en Europe et en Asie mineure, cette
vivace forme des touffes a tiges dressés, de 20 & 90 mm de hauteur, garnie de
feuilles aux lobes découpés, elle fait voir, en début d’été, des panicules laches
de fleurs en coupe jaune d’or, est a flewrs bien doubles

en rosetie.(figure 1) (35— 24).
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b. Ranunculus ficaria :

Répandue en Europe, dans le sud-ouest de I’Asie et le nord-ouest de
I’ Afrique, cette petite vivace n’excéde guére 5 a 20 cm de hauteur, se couvre,
au printemps, de fleurs en étoile d’un jaune étincelant. Elle porte des feuilles
vertes luisantes souvent marbre d’or ou d’argent, qui disparaissent aprés la
floraison. « Albus » montre des fleurs blanches crémeux aux pétales
satinés (10-11-22-25).
¢. Ranunculus asiatic :

Meéditerranéenne mais tolérent les régles, cette vivace est a ’origine de
nombreux hybrides et cultives. Elle se couvre, au printemps, d’une profusion
(de nombreuses hybrides), de fleurs simples ou doubles jaunes, oranges,
rouges, roses ou blanches, portée sur ces tiges florales, de 40 cm de hauteur,
les hybrides Bloomingdoles de hauteur plus modeste (20 ¢m) (10-11-22-25).
d. Ranunculus bulbosus :

Originaire d’Europe, du Caucase et d’Afrique du nord, cette vivace,
d’environ 40 cm de hauteur, forme une tige renflée a la base, elle présente un
feuillage découpé vert sombre et des fleurs en coupe jaune profond éclose en
fin du printemps et en été (22).

E :Espéce : Ranunculus repens :
Nom commun frangais : Bouton d’or, bassinet, pied de poule, piépou 9).
Nom commun : Ranunculus rampante (9).

La Ranunculus rampante est une plante vivace tres variable répandue en
Europe, en Asie , et en Afrique , de taille basse & moyenne. Se reconnait
facilement par ces tiges stoloniferes qui s’enracinent
aux nceuds (9-10-22).

a. Caractéres généraux :
1. Origine du nom: le nom de genre signifie petite grenouille car

certaines espéces vivant dans des endroits marécageux (9).
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I1. Les Enterobactériaceae :
IL.1. Généralités :

Grande famille de bactéries ubiquitaire, 8 Gram négatif comprenant des
germes mobiles par cils peririches ou immobiles, aérobies-anaérobies
facultatifs, cette famille présente un intérét médical, économique scientifique
et écologique (4-8-13-14).

I1.2. Habitat :

Trés vaste groupe de cette famille faisant partie des micro-organismes
ordinaires et normaux de P’intestin de ’homme et des animaux : elles sont
généralement commensales et saprophytes, méme se trouve dans le sol ou les
eaux qui se traduit une contamination fécale (8).

I1.3. Caractére morphologique et bactériologique :

Les caractéres biochimiques et morphologiques généraux sont connus a
toutes les espéces des entérobactéries, ils sont :

- Bacille Gram négatif.

- Mobiles au moyen d’une ciliature de type peritriche ou immobiles.

- Aérobies-anaérobies facultatives.

- Poussent rapidement en milieux ordinaires.

- Elles fermentent le glucose avec ou sans production de gaz.

- Réaction d’oxydase négative.

Réduisent le nitrate en nitrite. (4-8-9-14).
IL4. Caractére biochimique: Les caractéres biochimique des

entérobactéries sont représentés dans le tableau 1

11
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Tableau 1 : les caractéres biochimiques des entérobactéries (14).
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II.4. Caractéres antigéniques :
La détermination du sérotype ne peut étre reprise que pour des
souches dont I’identification est certaine (14).
= L’antigéne somatique O : localisé au niveau de la paro1 bactérienne.
Il constitue une endotoxine de nature glucido-lipido protéique. Leur
agglutinable est lente difficilement dissociable par agitation. (9-13).
= L’antigéne H : antigéne flagellaire présent chez les souches mobiles, il
se constitue d’une protéine, la flagellaine, thermolabile (4),
rapidement agglutinables et facilement dissociables par agitation. (9)
= Les antigénes d’adhérence ou adhésion de nature protéique, porte
par pilis communs, ils sont classés parmi les antigénes K (Kss,
Koo)(13).
I1.6. Classification :
La famille des entérobactériaceae se subdivise en cing tribus Escherichia,

Klebseilla, Proteae, Yersineae, Erwineae (4-8-9).

13
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I11. Les Staphylocoques :
II1.1.Généralités :

Les Staphylocoques sont des cocci Gram positif, sont les plus
fréquemment rencontrés en pathologie humaine , germes ubiquitaires présent
dans le sol , I’eau et I’air ils appartiennent a la flore commensale de la peau et
des muqueuses de I’homme et des animaux (8-9-27-29).

I11.2. Habitat :
Les réservoir des staphylocoques est ’homme et les animaux ces germes
se trouve dans les muqueuses nasale, les zones humides ( aisselles, périnée ) ,
les territoires cutanés , la gourge , et les mains .

La transmission intra ou inter humaine s’opere généralement par contact

direct(manuportage) .
Plus rarement, elle peut étre indirecte a partir d ‘une environnementale
(vétements , draps , matériels médicaux) (4-27-28-30).
I11.3.Caractéres morphologiques et bactériologiques :
Les caractéres morphologiques et bactériologiques sont connues a touts
les especes des staphylocoques , ils sont :

-Cocci Gram + (regroupement en amas : grappes de raisin ou tétrades) .

- Diamétre 1 micron .

- Immobile.

- Non capsulé .

- Non sporulé .

- Aéroanaérobie facultatif.

- Peut exigeant (gélose ordinaire)(8-9-13-30-31).

14
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I11.4. Caractéres biochimiques :
Les caractéres biochimiques sont présentées dans le tableau 2
Tableau 2: Caractéres différentiels des principales espéces de

Staphylocoques ayant un role potenﬁéllement pathogéne (9).

Caractére Staphylococcus |Staphylococcus |Staphylococcus
aureus épidermis saprophyticus

Coagulase + - -

Dnase + - -

Nitrate-réductase |+ + -

Phosphatase + + -

D-mannitol + - -+

(acidification)

11.3.5. Classifications :

Les staphylocoques appartiennent a la familles des micrococaceae
comprend quatre genres: Micrococcus, Stomatococcus , Planococcus et
staphylococcus (9).

Les staphylocoques sont divisés en deux grandes groupes , cet répartition
sur la présence ou I’absence d’une enzymes de la coagulase comme :

- Staphylococcus aureus ( coagulase +) : le plus pathogenes.

- Staphylococcus épidermidis (coagulase -) : opportuniste (9-27).

11.3.6.Les infections staphylococciques :
Les staphylocoques provoqués des infections parmi les quelles on a:
- les folliculites superficielles qui sont due 3 une infection limitée a 1’ostium
folliculaires, elles sont caractérisées par un éruption de petites pastules
centrée par un poil et bordées d’un halo inflammatoire érythémateux(34-25).
Les folliculites profondes qui comprend le furoncle ( due a Staphylocoque

doré), I’anthrax, les Sycosis staphylococcique(30-31).

15
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II. MATERIELS ET METHODES :

. L’objectif principal de notre étude est la détermination de I’activité d’un
extrait de Ranunculus repens sur les entérobactéries et les staphylocoques :

cela nécessite des tests bactériologiques par différentes méthodes in-vitro au
niveau du laboratoire.

1.MATERIELS :
1.1.Materiel végétal :

La plante Ranunculus repens a été récolté dans les prairies d¢ CHAHNA a
la fin de mai 2005.

1.2.Souche bactériennes :
Les souches des E.coli ,Salmonella, etles Staphylocoques ont été isolées
de différents produits pathologiques au niveau du laboratoire de microbiologie
de 1a faculté des sciences.
1.3.Autre matériels :
- Boite de PETRI
-Pipettes Pasteur
-Pipettes graduées
-Anse de platine
- Becher
-Entonnoir
- Fioles
-Flacons stériles
- Bain marie
- Micro pipettes
- papier filtre
- papier watman
- bec benzene
- tubes & essais stériles
- spatule
Appareils utilisés :
- rota — vapeur
- balance
- étuve
-réfrigérateur
- broyeur
Milieux utilisés :
- gélose nutritive
-gélose Mueller- Hinton
-bouilion nutritif

16
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“

-eau physiologique
solvants et réactifs :
-¢éthanol
-eau distillée
-hexane
-éther de pétrole
-acétate d’éthyle
-éther diéthyl
-n~ butanol
2. METHODES :
2 .1. Les souches bactériennes :
Les souches utilisées sont données par le laboratoire de microbiologie de la
faculté des sciences
2.2. Préparation de P’extrait de plante :(23)

-séchage : Aprés avoir amener la plante au laboratoire on 1a séché en
Pexposant a I’air pendant 6 jours puis on I’amise dans une étuve a 35°c pendant
3 jours.

- Broyage : nous avons fait le broyage des parties les plus jeunes de la
plante aI’aide d’un broyeur de 8000 tours/mn pendant 25 secondes jusqu’a
I’ obtention d’une poudre trés fine.

-Extraction hydro-ethanelique :nous avons pris 93g du matériel végétal
avec 1500 ml de I’éthanol dilué a 75% ( soit 105 ml d’éthanol +450 ml d’eau
distillée ). Dans une fiole, et on laisse macérer pendant 6 jours .Puis on filtre le
mélange a I’aide du papier filtre

- Evaporation a sec : on évapore |’éthanol et I’eau de ’extrait en utilisant le
rota vapeur a la température 40°c/tour/mn pour obtenir un extrait sec.

-Reprise par 1’eau bouillante, on prend I’extrait sec qu’on a obtenu au par
avant et on lui ajoute de I’eau selon les quantités suivantes :

10g de matiére végétal—100 ml d’eau distillée.

93¢ de matiére végétal — x ml d’eau distillée.
X=930 ml.
On le laisse pendant 24 heures, et on le filtre pour la deuxiéme fois.
Affrontement : L’affrontement se fait par 5 solvants différents :
1. Affrontement par I’éther de pétrole :

Afin d’éliminer la chlorophylle, nous avons ajouté 300 ml d’éther de
pétrole a la phase aqueuse, aprés agitation €nergique et repos de 10 mn, on met
le mélange dans une ampoule a décantation deux phases sont obtenues :

-Une phase éther de pétrole en haut contenant la chlorophylle.

- Une phase aqueuse en bas.

2. affrontement par ’hexane : Pour ¢liminer les lipides nous avons ajouté
300 ml de hexane a la phase aqueuse apres agitation énergique et repos de 10

17
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mn , on met le mélange dans une ampoule a décantation deux phases
obtenues :
- Une phase hexane en haut contenant les lipides.
- Une phase aqueuse en bas.

3. Affrontement par I’éther diethylique :

Dans le but d’extraire les aglucones , sur la phase aqueuse obtenue apres
affrontement par I’hexane , nous avons répété les méme opération mais avec un
autre solvant qui est I’éther diethylique .Deux phases sont obtenues :

-La phase d’éther diethylique contenant les aglucones en haut.
-La phase aqueuse en bas.

4.Affrontement par Pacétate d’éthyle :

Afin d’isoler les monoglycosides , on emploie la méme technique que
précédemment , mais le solvant utilisé est ’acétate d’éthyle . De méme deux
phases sont obtenues :

-Une phase acétate d’éthyle contenant les monoglycosides en haut.

-Une phase aqueuse en bas

5.Affrontement par le N — butanol :

Afin d’isoler les polyglycosides, on emploi la méme technique que
précédemment, mais le solvant utilisé est le N- butanol . De méme deux phases
sont obtenues :

- Une phase N- butanol contenant les polyglycosides en haut.
- Une phase aqueuse en bas.

-Evaporation a sec :

Les différentes phases :
- Phase éther
- Phase acétate d’éthyle
- Phase n-butanol
Ont subit une évaporation a sec dans le rota-vapeur . Pour chaque phase ,
I’évaporation s’effectue dans 1’étuve a température 40°c .
1a méthodes d’extraction des flavonoides est présenté dans le schémal :

18
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2.3 .Préparation des dilutions de Pextrait de la plante Ranunculus repens :
Les volumes de I’extrait des flavonoides et de 1’eau physiologique utilisée pour

la préparation des dilutions sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 03 : les dilutions de I’extrait

Volume en | Volume de Volume de ’eau Volume total
1 Pextrait brut physiologique
Dilution

1 3000 0 3000

1/2 1500 1500 3000

1/5 600 2400 3000

1/10 300 2700 3000

1/15 201 2799 3000

1/20 150 2850 3000
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2.5.Evaluation de ’activité anti-bactérienne sur les Entérobactéries et
Staphylocoques :
1 .Préparation de I’inoculum:

On met 10 ml d’eau physiologique avec une goutte du bouillon nutritif
contenant le germe étudié dans un tube a essai stérile et on homogénéise la
suspension par agitation .Inoculation par 0,5 ml de bouillon a 0,5 unité Mc
Farland (9).
2.Ensemencement :

-Couler la gélose Muller- Hinton sur les boites de pétri et on les laisse refroidir.
-On ensemence la totalité de la surface gélosée séche avec quelque mullimétre
de ’inoculum bactérien on suit la méthode d’inondation.
-Aspire le liquide en excés a I’aide d’une pipette pasteur, puis le mettre sécher
20 minutes a37°c.
*Teste de diffusion en gélose :

Méthode des puits :
- Préparer 06 puits dans chaque boites ensemencée et séchée (la diametre de
chaque puits est de 4mm).
-Mettre une goutte de gélose de conservation dans chaque puit et on laisse
refroidir
-Ajouter dans chaque puit 50 p 1 de chaque dilution de Pextrait de fagon a
réaliser une gamine de concentration croissante.
-1 est important d’observer une pré diffusion de Pextrait de 30 mn a température
ambiante, et de porter les boites a I’étuve.
-Incubation a 37°c pendant 18 heures.
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Résultats

M

III.LRESULTATS:
L. TESTE DE DIFFUSION SUR MILIEU SOLIDE :

Le test de diffusion avec lequel , on a déterminé 'évaluation de l'action des

extraits de la plante sur Ia croissance des germes : E.coli, Staphylocoque,
Salmonella.

*Méthodes des puits: Les résultats sont résumés dans les tableaux suivants:

4.5,6.

1.1.résultat de P’activité des souches avec les aglycones :

TABLEAU 4 : le tableau ci dessous représente les résultats des test d’activité
des différent dilution des aglycones sur milieu solide .

LES
germes

Aglycones

Les dilutions

1/5 1/10

COI~I N[N || WD

&

10

11

12

13

14

15

16

(-)=colonies réparties sur toute la surface de la gélose .

Sur les souches utilisées nous remarquons que les aglycones ne montrent
aucune activité vu I’absence de la formation des zones d’inhibition vis-a-vis
les différents suspension bactériennes .
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