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INTRODUCTION

Depuis des milliers dannées, I'étre humain a utilisé diverses ressources trouvées dans son

environnement afin de traiter et soigner différentes maladies. Actuellement, I'Organisation Mondiale de
la Santé (OMS) estime qu'environ 80% des habitants de la terre ont recours aux préparations
traditionnelles a base de plantes en tant que soins de santé primaire (Athamena,2009).

Aux cOtés des plantes utilisées, de hombreux macromycetes (gros champignons) sont connus pour leur
bonne saveur et leur texture. Selon Deepalakshmi et Mirunalini (2014), les champignons comestibles
constituent une partie intégrale du régime alimentaire humain, les quantités et les variétés de
champignons consommeés ont augmentés considérablement (Deepalakshmi et Mirunalini,2014). Ainsi
gu'une source importante pour soigner, cette discipline appelée mycothérapie, existe depuis des temps
immémoriaux, au méme titre que la phytothérapie (Rampin,2017).

Les champignons polyporeux du genre Basidomycota et Pleurotus sont des espéces & large spectre
médicinal. Le genre Pleurotus comportent environ 40 espéces différentes. Parmi ces especes, Pleurotus
eryngii communément appelé Pleurote du panicaut du nord-est Algérie retient d’avantage notre attention
(R0,2007).Les études chimiques effectuées sur Pleurotus eryngii, notamment Par Chang.S.T en 2012,
ont montré la richesse en principes chimiques alcaloidiques actifs(Chang,2012).

Pleurotus eryngii, considéré comme une ressource de soutien a la santé depuis des milliers
d’années. Les resultats de I'étude ont montré de nombreuses activités biologiques intéressantes :
antitumorale, activité  anticancéreuse, antioxydante, antimicrobienne, hypoglycémique et
immunostimulante (Zhiming et al ,2016) par ses propriétés curatives particuliere bénéfiques pour la santé
humaine (Breene et al,1990. Alam et al,2009).

Ceci révele I’importance de réaliser une étude sur le champignon Pleurotus eryngii et vérifier si la
souche locale isolée a la région de Hammam grouz-oued el Athmania, contenant des alcaloides ?
Dans ce contexte, la présentation de notre étude sera répartie comme suit :
- La premiére partie constitue une synthese bibliographique présentée dans le chapitre I sur :
Les connaissances botaniques et phytochimiques des champignons et sur la souche comestible Pleurotus
eryngii. Nous aborderons largement les alcaloides.
- Une partie expérimentale divisée en deux chapitres. Dans le deuxieme chapitre, nous avons
présenté le matériel et les méthodes d’étude que nous avons utilisée. Dans le troisiéme chapitre nous
avons présente et discuter les résultats obtenus.

L’étude sera cloturée par une conclusion générale qui portera sur une lecture attentive des

différents résultats obtenu
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Geénéralites sur les champignons



|.1.Généralités sur les champignons

Durant le dernier quart du 20°%siecle les botanistes reconnaitre les champignons
differe fondamentalement des autres vivants et décident de les classer dans un regne a
part, celui des Eumycota (champignons véritables), aussi connu sous le nom de fungi
(Jean Despres, 2014). Les champignons représentent au moins 14 000 et peut-étre autant
comme 22 000 espéeces connues. Le nombre de champignons sur la terre est estimé a 140
000, ce qui suggere que seuls 10 % sont connus. (Hawksworth, 2001). En 1665 Robert
Hooke produit le premier dessin d’une structure fongique, a partir de 1’observation
microscopique d’une moisissure sur un bouchon de liége.

En 1775 Jean-Jacques Paulet propose pour la premiere fois le terme mycologie pour
désigner 1’étude des champignons. La mycologie se penche sur I’anatomie, la physiologie,
la nutrition, la composition chimique, le cycle de vie ; le mode de vie, les moyens de
propagation et ’habitat de de chacune des espeéces. De plus elle établit leur comestibilité,
leur toxicité et leurs proprietés  médicinales (Jean Després, 2014). En 2007, les

mycologues s’étaient mis d’accord sur sept embranchements monophylétiques.
Et enfin en 2017, Raven et al montrent que les champignons sont plus proches des
animaux que des plantes a partir des analyses phylogénétiques récentes des séquences

d’ADN et de protéine(Raven et al,2017).
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Premier Chapitre : Synthese Bibliographique

I.1.Généralités sur Pleurotus eryngii

1. 1.1. Définition

La culture des champignons comestibles a augmenté au niveau mondial ces derniéres années en
raison de sa valeur culinaire appréciée ainsi que de ses avantages pour la santé (Patel et al. 2012). Parmi
les champignons comestibles, Pleurotus eryngii, Communément connue sous le nom de "king oyster",
souvent appelé le pleurote royal, a été de plus en plus préférée par les consommateurs, en raison de son
bon godt, de son contenu nutritionnel (Akyuz et al, 2008) et de ses activités biologiques, notamment ses
activités antioxydantes, antitumorales et immunostimulatrices (Sun et al,2017), et sa capacité a moduler
le microbiome de I'intestinal humain (Vamanu et al,2018). IL est composé de plusieurs variétés : var.
eryngii, var. ferulae, var. nebrodensis,var .elacoselini et var .thapsiae(Dinesh, 2017) .Le P. eryngii peut
étre largement cultivé dans de nombreux déchets agricoles et industriels de maniére pratique et peu
colteuse (Kirbag et al ,2018). A I'échelle mondiale, le pleurote est classé deuxiéme parmi les
champignons cultivés commercialement, a la suite de I'Agaricus bisporus et constitue environ un quart

de la production totale de champignons (Patel et al. 2012 ; Hoa et al, 2015).

L.1.2. L’origine et la répartition de Pleurotus erngii dans le monde

P. eryngii est originaire d'Afrique du Nord, d'Asie et d'Europe (Shimizu et al ,2006), La production
commerciale de cette espece a débuté en Italie au milieu des années 1970 et est produit dans plus d'une
douzaine d'autres pays. Au Japon, la production est passée de 60t en 1995 a plus de 29 000 t en 2003
(Yamanaka, 2005). Des augmentations de production encore plus rapides ont eu lieu en Chine ou la
production commerciale a commenceé a la fin des années 1990. Les producteurs chinois a produit, selon
les estimations 7 300 t en 2001 et 114 100 t en 2003 (Chang, 2005 ; Tan et al., 2005). Aux Etats-Unis, la
production commerciale a commencé en 2000 et, en 2004, la production atteignait 85t (Royse et al.,
2005). La production américaine devrait dépasser 285t d'ici 2007 (Royse et al., 2005). La popularité
croissante de P. eryngii chez les consommateurs est due a sa texture xavor et la durée de conservation
(Royse, 1999).



Pleurotes méditerranéens :

Dans la région méditerranéenne (figure01), des espéces du genre Pleurotus se développent en tant
que parasites faibles sur différents arbres a feuilles de bois et coniféres ou en tant que saprotrophes sur
les joncs de plantes herbacées de la famille des Apiacées (Sensu 2008).

Figure 01 : Champignon du genre Pleurotus
Selon Boisselier et al en 1986 la répartition de Pleurotus eryngii est assez vaste(figure02) en Europe

occidentale, il est signalé dans le sud —ouest de la France et autour du bassin méditerranéen
(Espagne,talie,Crose) et il atteint I’Afrique du nord (Algérie, Egypte,Tunisie)( Boisselier et
al,1986).Certaines des especes de Pleurotus sont largement cultivées pour leur usage alimentaire et/ou
leurs propriétés médicinales. Les données de la littérature sont principalement disponibles pour les

espéces les plus communes telles que P.ostreatus et P.eryngii (Dinesh, 2017).

Figure 02 : La répartition de P. eryngii dans la région de la méditerranéen

1.1.3. Description :

Pleurotus eryngii un Basidiomycete a lamelles, bon comestible (figures 3-4-5). 1l est formé par un
pied et un chapeau.

a. Chapeau :

Il est de forme d’entonnoir plus ou moins décentré,
charnu, de couleur brun, a entre 4 a 15 cm de diametre
(figure 03).

b. Lame : Figure 03 : Chapeau de P. eryngii
Est une lame fine et assez large, fortement .

décurrentes, de méme couleur ou légérement plus claires que
le chapeau (figure04).

Figure 04 : Lame de P. eryngii



c. Stipe :
Le stipe (ou pied) est Centré ou relativement excentré,

blanc a gris ochracé, rayé en longueur. Il est parfois seul mais

le plus souvent soudé par la base aux pieds voisins, formant

ainsi des touffes pouvant réunir 2 a 3 voire jusqu’a une

douzaine d’individus. Il n’a pas d’anneau (figure05). Figure 05 : Pied de P. eryngii

1.1.4. Classification taxonomique

Dans une évaluation taxonomique récente, le genre Pleurotus est inclus dans le royaume des
champignons, ce genre est l'un des plus grands et des plus diversifiés parmi la classe des
basidiomycetes. La systématique du Pleurotus eryngii(figure06) rapportée par (DeCandolle) Quélet en
1872 est la suivante (DeCandolle Quélet,1872) :

Figure 06 : Classification taxonomique de Pleurotus eryngii.
D’apres zervakis et pollemis (2013), le genre comprend environ 30 especes et taxons sous-

spécifiques de champignons comestibles ayant une distribution mondiale.

1.1.5. La composition de Pleurotus eryngii :

Depuis un demi-siécle, I’objet de 1’étude sérieuses et persévérantes des chimistes donnant la liste
des éléments constituants des champignons : 1’eau, la cellulose, des substances azoté des maticres
grasses, aromatique colorantes, sel et potasse etc. L’agaricine, la géine, la bulbosine et les alcaloides
trouvés par des spécialistes dans les pleurotes (Leuba, 1890). Selon L'analyse des principaux constituants
du Pleurote royal (Pleurotus eryngii) réaliser par Sardar et al en 2017.sa composition minérale a des
différents teneurs en: Na 887,03 mg/kg, K 2 340,9 mg/100 g, Zn 77,83 mg/kg, Ca 354,81 mg/kg, Fe

5



184,38 mg/kg et le Mn 8,97 mg/kg. Mg s'est avérée étre le plus élevée 1245,83 mg/kg, alors que
I'accumulation de P était maximale 654 mg/100 g.de plus Selon Manzi et al. (1999 ; 2004) Des
concentrations importantes de vitamines : A, B2, B1, D (Manzi et al,1999-2004) et 1’acide ascorbique
allait de 16,64 + 0,47 mg/100 g (Gasecka et al, 2016), de plus les résultats obtenus par Sardar et al
concernant La valeur énergétique du pleurote royal séché était plus éleve de 371,94 kcal/100 g(Sardar et

al,2017). Ainsi que les composants les plus important dans le Pleurotus eryngii sont :

a. Les métabolites primaires :

sont essentiellement néecessaires a la croissance et développement de champignons tels que les
glucides(64,9 g/100 g de champignons secs) la teneur en glucides constitue environ la moitié de la
matiere seche du champignon étant principalement présente sous forme de polysaccharides et de
glycoprotéines, ce qui les rend appropriés a lincorporation dans des régimes alimentaires
hypocaloriques(Kalac¢,2013),les protéines(16,2 g/100 g de champignons secs), ’amidon et les lipides
(3,4 9/100 g de champignons secs) (Rodrigues et al ,2015 )ainsi les principaux acides gras sont l'acide
palmitique, I’acide oléique, l'acide stéarique et l'acide linoléique (Paula ,2018) alors que les acides
aminés et les nucléotides jouent un réle clé dans le processus métabolique, la respiration et I'assimilation
des nutriments. Les acides aminés sont des éléments constitutifs pour la synthese des protéines, y
compris les enzymes antioxydants. Certains acides aminés les plus abondants sont l'acide aspartique,
I'acide glutamique, et I'arginine (Manzi et al 1999 ; 2004) et Les peptides captent directement les

radicaux libres de I'oxygeéne.

b. Les métabolites secondaires :

Ne sont pas nécessaires a la croissance ou a la vie réelle de I'organisme. lls s'accumulent pendant la
croissance du champignon et en général, ne se dégradent pas facilement. Certains de ces métabolites sont
biologiquement actifs. Les métabolites secondaires ne sont pas impliqués directement et ils ont été
travaillés comme biocatalyseurs qui sont synthétisés au cours de métabolisme du champignon et sont une
source potentielle de médicaments (Renuga Devi et al 2015) La teneur en saponine, alcaloide, phénols,
flavonoides et tanins différait d'une espéce a l'autre a un autre. Cela démontre que, chagque espéce a ses
propres mécanismes uniques dans la synthese de ces produits phytochimiques. Pleurotus spp. Peut étre
utilisé comme source potentielle de substances phytochimiques pour concevoir des médicaments qui
peuvent s'avérer d'un grand intérét pour le traitement et la prévention de maladies comme le cancer et les
maladies cardiaques (Ashok et Shabudeen 2015). Une teneur en phénols apparemment plus élevée a été
signalée par Yildirim et al pour les P. eryngii (29 a 32 mg d'équivalent acide gallique / champignon sec)
collectés dans différentes régions de Tunceli (Turquie)( Yildirim et al,2012).La teneur totale en phénols
(TPC) pour P. eryngii non enrichis était de 7,91 + 1,02 mg/g d'extrait, la teneur totale en flavonoides
était de 1,26 + 0,17 mg/g d'extrait (Gasecka et al,2016).



L.1.6. L’intérét thérapeutique

Dans la nature, il y a plus de 2000 espéces de champignons mais pour la thérapie ou pour la
prévention, seules 20-25 espéces sont utilisées (Valverde et al ,2015). Plus de 100 fonctions médicinales
sont produites par les champignons (Chang, 2012). Les P. eryngii présentent divers effets

pharmacologiques, Ces especes sont utilisées comme champignons meédicinaux depuis longtemps car

elles contiennent plusieurs composés ayant d'importantes propriétés pharmacologiques/nutraceutiques
(Finimundy.T.C et al ,2013).Certaines de ces substances sont des lectines ayant des activités
immunomodulatrices (Rathore et al, 2017),des composés phénoliques ayant des activités antioxydants et
des polysaccharides (polysaccharopeptides et protéines polysaccharidiques) ayant des activités
immunoadjuvantes et anticancéreuses (Finimundy.T.C et al ,2013).Des inhibiteurs des cellules de
mélanome (Biscaia et al, 2017), actives pour soulager I'hyperlipidémie et de remettre les lésions des
tissus hépatiques et cardiaques (Ren et al. 2017). Ainsi P. eryngii a lots d'activités biologiques utiles :
anti-hypercholestérolémies, activités antihypertensives, antimutagéenes, antidiabétiques (Jun,2016),

antiparasitaires, antifongiques et les processus inflammatoires (Chan, 2012).

a. Activité anticancéreuse :

Le cancer colorectal est le troisieme cancer le plus souvent diagnostiqué chez les hommes et le
deuxieme chez les femmes. Le traitement des cancers colorectaux précoces et avancés est basée sur la
chirurgie est combinée avec la radiothérapie et la chimiothérapie, les effets secondaires graves de ces
thérapies trop souvent. Pour cette raison, la découverte de nouveaux agents thérapeutiques plus sdrs et
plus efficaces est nécessaire pour mieux traiter le cancer du célon (Moehler, 2005). La plupart des
recherches concernant les propriétés antitumorales de Pleurotus spp. Les extraits de P. eryngii var.
ferulae (CWE-Pef) et P. nebrodensis (CWE-Pn) peuvent affecter les cellules cancéreuses HCT116 du
célon humain. En provoquant I'apoptose, en favorisant I'agrégation des cellules cancéreuses et en

inhibant la migration et I'adhésion des cellules tumorales aux cellules endothéliales (Fontanaet al ,2014).

b. Activité anti-inflammatoires :

Les maladies inflammatoires de l'intestin (MII) sont causées par une inflammation ou une
ulcération intestinale et sont souvent appelées maladie de Crohn ou la colite ulcéreuse (Mulder et al ,
2014).cette maladie de Crohn provoque une inflammation dans n'importe quelle partie du tractus gastro-
intestinal Malgré le fait que des produits biologiques efficaces pour des traitements ciblés sont
disponibles, beaucoup ont des effets secondaires et posent le probléeme du codt intensif (Triantafillidis et
al, 2011). La consommation de produits naturels spécifiques serait trés bénéfique 1’administration orale

de glucane provenant de Pleurotus réduisait I'inflammation intestinale (Vaclav et al,2019).



c. Activité antibactérienne :

Pleurotus eryngii var. elacoselini Venturella

L’activité antibactérienne d'extraits obtenus a partir de ce taxon a été testée in vitro contre un

groupe de bactéries d'intérét médical. L ’extraits ont inhibé les micro-organismes (tableau 02) avec

une activité exprimée en concentrations minimales inhibitrices (CMI) en amont de 0,005 CMI

pour

P. aeruginosa et S. epidermidis et 0,1 CMI pour S.aureus et E.coli(Schillaci et al ,2013)

Tableau 01 : Activité antibactérienne des especes étudiées du genre Pleurotus contre les

agents pathogénes humains

MIC (% viV)
P. aeruginosa E. coli S. aureus S. epidermidis
ATCC 15442  ATCC10536 ATCC25923 RP62A
P. nebrodensis 0.05 0.1 0.1 $0.025
P. eryngii var. ferulae 0.05 0.1 0.1 $0.025
P. eryngii var. elaoselini  0.05 0.1 0.1 0.05
P. eryngii var. eryngil 25 25 25 25

Pleurotus eryngii var. ferulae sacc

Les extraits d'alcool méthylique de P. eryngii cultivés sur divers déchets agricoles (tabelau 03) en

Turquie montrent une activité antimicrobienne contre certaines bactéries et levures (Akyuz

Kirbag,2009).

Tableau 02 : L'activité antimicrobienne de P. eryngii var. ferulae cultivé sur divers déchets agricoles

Composis Inhibition zone (mm)

B. megaterium  E. col K. pneumoniae S, aureus  C.albicans  C. glabrata  Epidermophyton spp.  Trichophyton spp.
WS 8,7406' d J 10,3406 7,7:06' J 8,740,6"
WS+10% RB 8,340.6' ’ ! ! o 8.3£0.6°  7.7:0.6° 1.1£0.6'
WS +20% RB 10,0£1,0° 83106 - k ! 8,01£1,0"
WS-CS (121 A A d & A A
WS-CS (1:1)+10% RB 80106 ! 17408 9.3£0.6
WS-CS (1:1)+20% RB B ! ! ! 1.7£06°  8,0%1,0° !
P. eryngil var, ferulae* 10,04 1,0° ! & A 8.041,0° 8010
Comparison antibiotic ~ 17,0°° 13,000 16,00 17,000 18,00 14,0° .

WS : paille de blé, CS

: tiges de coton, RB : son de riz

et



CH:=z

3
N
N
1N\
HC_
\
CHs

L_es alcaloides

N— CHs

Généralités

Définition

Classifications des alcaloides
Propriétes physico-chimiques
Détection des alcaloides

L’intérét thérapeutique



1. Généralités sur les alcaloides

Les alcaloides dite alcali en 1813 (DASSAMIOUR), représentent le groupe de substances
naturelles d’intérét thérapeutique le Plus important (Tijani,2016). En termes de nombre, de diversité
structurale et de leurs activités Pharmacologiques. On retrouve des molécules exploitées par 1’industrie
pharmaceutique comme la quinine, Des stupéfiants (la morphine, la cocaine) Des anticancéreux (la
colchicine, la vincristine, la camptothécine, le taxol...), des molécules utilisées comme poisons (la
strychnine...) ou des stimulants (la caféine..) ou encore comme antibiotiques du type pénicilline
(Vollhardt,2004).Sont insoluble ou peu soluble dans I’eau. Leur vrai dissolvant est I’alcool, quelques-uns
sont trés soluble dans 1’éther, d’autres sont abondamment dans le chloroforme, enfin certaines huiles
grasses peuvent dissoudre(tableau04) les alcaloides (Dupuy,1889).

Tableau 03 : Les quantités pour cent des alcaloides dissous (Dupuy ,1889)

Chloroforme Huile d’olive
Morphine 0.57 0.00
Atropine 51.19 2.62
Quinine 57.47 4.20

11.1. Définition

Le terme d’alcaloide a été introduit par un pharmacien Wilhelm MEISSNER pour la premicre fois
en 1819 pour désigner des substances naturelles réagissant comme des bases, comme des alcalis (de
I’arabe al kaly, la soude et du grec eidos, 1’aspect) (Kacem,2105). Les alcaloides sont des composés
organiques d’origine naturelle, azotés, plus ou moins basiques. Les alcaloides ont une structure complexe
dont I'atome d'azote est inclus dans un systéeme hétérocyclique et il possede une activité pharmacologique
a faible dose cependant a forte dose sont des composes toxique (Bruneton, 2015). Ils sont
biosynthétiquement formé a partir d’acide aminé, les pseudoalcaloides ne sont pas des dérivés des acides
aminés. On les nomme alors alcaloides terpéniques et les protoalcaloides sont des amines simples dont
I'azote n'est pas inclus dans un systéeme hétérocyclique. Les alcaloides ont de plus, la propriété de réagir
avec des sels de métaux lourds, ce qui permet leur caractérisation aisée (réactifs de Mayer, de
Dragendorf, de Wasicky, de Bouchardat) (KRIEF,2003).



11.2. Classification des alcaloides

En 1803, Charles Derosne a isolé le premier alcaloide semi-pur du latex sec de I’opium (Papaver
somniferum) une drogue utilisée depuis des siecles pour des propriétés analgésiques et narcotiques. En
1805, Serturner caractérisé cet alcaloide et la nommée Morphine (figure 07) (Walton et Brown, 1999).
Selon Bennett et Wallsgrove en 1994, les alcaloides ont été divisés en trois grandes classes en fonction
des précurseurs et la structure finale (Bennett et Wallsgrove,1994). En 2002 Hesse, La classification des
alcaloides est basée sur plusieurs critéres, a savoirs 1’origine biologique, 1a voie de biosynthése, la
structure et les propriétés spectroscopiques/ spectrométriques (Hesse,2002). Une autre classification a été
rapportée par (Bruneton, 2009) Il existe une multitude de sous-familles des alcaloides, qui ont été

classées en fonction de leurs origines biosynthétiques et de la nature des hétérocycles azotés.

RO

Figure 07 : la morphine (Rodney et al. 2000)

a. Classement des alcaloides d’apreés leur structure chimique

Les alcaloides sont aussi catégorisés en fonction de leur structure chimique Ainsi, on peut
distinguer12 principales classes d’alcaloides (tableau04) comme suit (Bruneton, 2009) :

Tableau 04 : Classement des alcaloides d’aprés leur structure chimique

Classe Structure

Les alcaloides =
tropaniques ©/Jig/

Les alcaloides

pyrrolizidiniques

Les alcaloides

quinolizidiniques C/\I/\:|
~d
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Les alcaloides

indolizidiniques

Les alcaloides

pipéridiniques

Les alcaloides

T
pyridiniques e

N
Les alcaloides
- - ya /
isoquinoléiques .

Les alcaloides

indoliques

Les alcaloides

quinoléiques

Les alcaloides

imidazoliques

Les alcaloides

terpéniques

Les bases

puriques

b. Classement des alcaloides d’apres leurs origines biosynthétiques

D’un point de vue biosynthétique, il existe une multitude de sous-familles d’alcaloides, qui ont
été classées en fonction de leurs origines biosynthétiques et de la nature des hétérocycles azotés

(Nacoulma, 2013) Il existe trois principaux types d'alcaloides : les alcaloides véritables, les

protoalcaloides et les pseudoalcaloides (Tadeusz,2007).

b.1.Les Alcaloides véritables :

Ce sont des substances d’origine naturelle et de distribution restreinte et de structure souvent

complexe, lls existent sous forme de sels, ont pour origine biosynthétique un acide aminé et sont dotées
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d’une activité pharmacologique significative (Croteau, 2000).1ls sont des substances basiques et

contiennent 1’azote intracycle par exemple la nicotine (figure08) et I’atropine.

5
T i
Figure 08 : Structure chimique de la nicotine (Rodney et al. 2000)

Les principaux précurseurs des véritables alcaloides sont des acides aminés tels que la I-ornithine, la
I-lysine, la I-phénylalanine/l-tyrosine, le I-tryptophane et I-histidine (Tadeusz,2007). Une liste plus
compléte d'exemples figure dans le tableau 5

Tableau05_: Les Alcaloides véritables (Tadeusz,2007)

Précurseur Groupe d'alcaloides Noyau caractéristique Exemples
" N ) i i
Alcaloides pyrrolidiniques Pyrrolidine ~, - Cuscohygrine, Hygrine
Py q : ¥g ¥a
H
WG~ Atropine, Cocaine
L-ornithine . . R e '
o Alcaloides tropaniques Tropane r\ Hyoscyamine,
Scopolamine
HzN/\/FFHJ\DH Acétyl-lycopsamine,
NH; Europine,
Alcaloides pyrrolizidiniques Pyrrolizidine CD Homospermidine,
Hamine, Mételoidine,
Rétronécine
[_,--,,x Anaférine, conine,
o PP s Lobélanine, Lobéline
Alcaloides pipéridiniques Pipéridine J e
pip q P N Pelletiérine Pipéridine,
L-lysine Pipérine, Sédamine
¢ . R T e Cytisine, Lupinine
HaM Alcaloides quinolizidiniques Quinolizidine s ’
. aH M Spartéine
NH: Alcaloides indolizidiniques Indolizidine [ | Castanospermine,
- Swansonine
L-tyrosine Codeéine, Morphine,
o Alcaloides Norcoclaurine,
o - tétrahydroisoquinoliniques |Benzyltétrahydroisoguinoline Papavérine,
OH
c)/[I\“:[ L. simples Tétrandine, Thébaine,
H = Tubocurarine
L-tyrosine ou Alcaloides Alcalolides des Crinine, Floramultine,
L-phénylalanine |phényléthylisogquinoliniques Amaryllidacées Galantamine, Lycorine
- Arundacine,
Psilocine, Sérotonine,
l,r—.:z_\ Tryptamine,
. . . T Zolmitriptan
Alcaloides indoligues Indole %/ N/'. - Elacagnine, Harmine
H - Ajmalicine,
Catharantine,
L-tryptophane Tabersonine
— o . o Chloroguinine,
( Alcaloides quinoléinigues Quinoléine | | | Cinchonidine, Quinine,
—& i OH ~ N Quinidine
i e Alcaloides dol tin.—yohimb]ir}e,
- i Indole Chimonanthéine,
pyrroloindoliques Corynanthéidine
Alcaloides de l'ergot de " e o Ergotamine,
seigle Ergoline Ergokryptine

—
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W
L-histidine SR T— ; ; /o Histamine,
. Alcaloides imidazoliques Imidazole q } Pilocarpine, Pilosine
N\/f‘\}‘
i -
fm—-"l Hy Alcaloides manzaminiques Xestomanzamine Iestﬂman%amme Aet
g Alcaloides marins B-carboline QC” Saxitoxine,
wﬂun.n.h__ﬁ_T_,L_m R Tétrodotoxine
: o oMy e . ;
Acide Alcaloides quinazolinigques QUlﬂﬂZﬂlmEﬂh.Iﬁ; Péganine
anthranllk]':;:He Acutine, Bucharine,
.. - = i i i i
Alcaloides quinoléiniques Quinoléine @\/] Digtaming, Enhndme,
HaN N Perforine,
¢ Skimmianine
- . . ;s Acronycine,
Alcaloides acridonigques Acridine @\/::O Rutacridone
Acide nicotinique o
0 Pyridine |_ | Anabasine, Cassinine,
= o Alcaloides pyridiniques N Evoline, Nicotine,
| _ Pyrrolidine é Wilforine
N

b.2.Les protoalcaloides :
Proviennent d’acides aminés dont I’azote n’est pas inclus dans un systéme hétérocyclique,

Ils ont un caractére basique et sont élaborés in vivo a partir d’acides aminés Ces types d'alcaloides
comprennent des composés dérivés de la I-tyrosine, du I-tryptophane et du I-ornithine. (Tadeusz,2007)

(tableau6).
Tableau06 : Les protoalcaloides (Tadeusz,2007)

. \ . Novau
Précurseur Groupe d'alcaloides caractéristique Exemples
L-tyrosine ; . ) Adrénaline, Anhalamine, Dopamine,
0 Alcaloides Phénylé Hl‘.‘r’rlﬁ'__mne Noradrénaline, Hordenine,
mu phényléthylaminés O Mescaline : : ]
H [T
L-tryptophane
. Alcaloides @_B o
M indoloterpéniques Indole N Yohimbine
HM NHz A
L-ornithine Pyrrolizidi
o . TO ine
Alcaloides . )
P d-hydroxy-stachydrine, Stachydrine
HEN/\/P}HLE'H pyrrolizidiniques CD
NH,
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b.3.Les pseudoalcaloides :

Ils représentent le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloides vrais, ils sont basiques

mais ne sont pas dérivés des acides aminés. Les pseudo-alcaloides peuvent étre des dérivés d'acétate et

de phénylalanine ou des terpénoides, ainsi que des alcaloides stéroidiens (Tadeusz,2007).

Exemples de pseudoalcaloides dérivés

— i
. L H, [ N\ d )
d’isoprénoides (figure09). (Bruneton, 2009). Et des ~_ "~ ‘
substances issues du métabolisme de 1’acétate : c’est _ H HH'N .f]"--,,,x"‘m
le cas de la coniine principe toxique de la cigué EH '_I| H
(figurel10). (Bruneton, 2009). D’autres exemples N
figurent dans le tableau 7 Figure 09 : p-skytathine Figure 10 : La coniine
Tableau07 : Les pseudoalcaloides (Tadeusz,2007)
Précurseur Groupe d'alcaloides {:a.rm?tZﬁ::ique Exemples
] (o] pi;téi?{li?ri?{?jes Pipéridine Coniine, Conicéine, Pinidine
acelate )J\ H _
Ha () Alcaloides , . Cassinine, Evonine,
? sesguiterpénigues Sesquiterpene Maymyrsine, Wilforine
Alcaloides de . Cathine, Cathinone,
acide pyruvique \H\GH I'Ephédra Fhényle C Ephédrine, Noréphédrine
o
acide férulique Hényle

géraniol ,xlh"::,-f“m _,,LH.,‘ ~on Alcaloides terpéniques| Terpénoides Méthyllycaconitine,

o -
Alcaloides .
H i
30 = | H-'/l‘L‘DH aromatiques R Capsaicine
H o
Aconine, Aconitine,

Actinidine, Atisine, Gentianine
Cholestane, Conessine,

Alcaloides Jervine,
saponines stéroidiques Etioline, Pregnenolone,
Solanidine

11.3. Proprietés physico-chimiques

Is ont des masses molaires variant de 100 a 900 daltons

Ils sont des composés a caractére basique ; ils donnent des sels avec les acides minéraux

(Chlorhydrates, sulfates, nitrates,...etc.) ou organiques (tartrates, sulfamates, maléates,...etc.)
La solubilité des alcaloides dans les différents solvants varie en fonction du pH

Les alcaloides précipitent avec certains réactifs spécifiques (réactifs des alcaloides). Ces réactions de

précipitation ont lieu en milieu aqueux légerement acide (Hurabielle et Paris, 1980 ; Bruneton, 1999).

11.4. Détection des alcaloides

Les analyses qualitatives des alcaloides actuellement employées sont précédées d'une extraction

et consistent en une macération dans un alcool évaporée et le résidu repris par de 1’eau acidifiée. Apres
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filtration les alcaloides sont recherchés dans le filtrat. Ces derniers ont la capacité de se combiner avec
les métaux et les métalloides, et c’est sur cette derniére propriété que 1’on se base pour les détecter, le
principe est d’obtenir une précipitation en milieu acide, en présence de réactifs appropriés
(Tidjani,2016). La caractérisation de la présence d'alcaloide peut se faire par précipitation a I'aide de
(Bernard,2003) :

e Reéactif silicotungstique : réactif de Bertrand

e Réactif phosphotungstique : réactif de Scheibler

e Reéactif phosphomolybdique : réactif de Try-Sonenschein

e Reéactif phosphoantimonique : réactif Schulze

e lodure de potassium : réactif de Bouchardat

e Tétraiodomercurate de potassium : réactif de Valser-Mayer
e lodobismuthate de potassium : réactif de Dragendorff

Les utilisés sont les suivants (Tidjani,2016) :

% Reéactif de Mayer : solution de tétraiodomercurate de potassium qui donne un précipité  blanc
jaunatre en présence des alcaloides.

% Réactif de Dragendorff : solution de tétraiodobismuthate de potassium formant un précité orangee a

rouge une fois en contact avec ces substances.

IL.5. L’intérét thérapeutique

Les composés bioactifs sont les sources de nouveaux médicaments utiles (Cyuzuzo,2020), A fortes
doses, la plupart des alcaloides sont tres toxiques par contre a faibles doses, ils peuvent avoir une valeur
thérapeutique (Hopkins, 2003).11 a été vu précédemment que les alcaloides caractérisés par un squelette
de base aromatique hétérocyclique, possédent diverses activités biologiques et de nombreux effets
pharmacologiques ( Ge et al ,2018).De nos jours, les infections microbiennes restent la principale cause
de maladies infectieuses et de déces humains dans le monde entier. L'utilisation de médicaments
d'origine végétale est actuellement en augmentation dans le traitement de diverses maladies
(Cyuzuzo,2020)11 est important de préciser 1’existence des alcaloides utilisés dans d’autres domaines
comme des curarisants, d’anesthésiques locaux, et d’anti tumoraux, Comme des médicaments relaxants
musculaires, analgésique et tranquillisants (Hopkins, 2003).en raison de leurs propriétés thérapeutiques,
étant Anti-inflammatoires, antinociceptives,  antioxydantes et antimicrobiennes, antipaludiques,
antifongiques, antiparasitaires et antivirales, ainsi que propriétés antiacétylcholinestérase et anti-
butyrylcolinestérase.( Pauline et al ,2020). La spartéine, isolée de Cytisus scoparius, est trés toxique mais
elle est utilisée en médecine comme agent stimulant du rythme cardiaque. Elle est également utilisée
pour provoquer la contraction de 1'utérus au cours de I’accouchement. Enfin, la galanthamine agit en tant
qu’inhibiteur compétitif de la cholinestérase, et de ce fait utile dans le traitement de la maladie

d’Alzheimer ( Mohammedi,2013).
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a.Activité antitumorales :

Les alcaloides sont les la classe principale a recherche une activité antitumorale(Brand&o.H.M,2010)

e Une activite inhibitrice demi maximale (IC50) de 0,73 uM et 1,84 uM, respectivement, contre cellules
de cancer du sein humain (MDA-MB-231) (Marinho et al ,2012-Zhou et al ,2017)
e Inhibition de la prolifération cellulaire par IC50 de 0,45 uM pour la lignée cellulaire PC3 du cancer de
la prostate, (Zhou et al ,2017)
e Les alcaloides de type Aspidosperma ont montré des valeurs de CI50 de 4,4uM contre les cellules

MCF-7 (Shao et al ,2015)

b.Activité antimicrobienne :
Comme pour un nombre considérable de substances phytochimiques ayant une activité
antimicrobienne, les alcaloides peuvent étre considérés comme des agents antibactériens potentiels (De

Avila et al, 2018).selon les travaux réalisés par les chercheurs :

e Ajayeoba et Manosalva ont montrées que les alcaloides affectent généralement plus les bactéries a
Gram positif que celles a Gram négatif. (Ajayeoba et al. 1995, Manosalva et al. 2016)

e En 2018, Tsvetelina et al ont observées 1’effet inhibiteur bactérien des fractions d’alcaloides contre.(
Tsvetelina et al 2018) :

-Le Pseudomas aeroginosa Gram-négatif (valeurs de CMI de 31,25 pg.mL-1).

-Shigella sonnei avec une CMI de 62,5 pg.mL-1.

e Alcaloide hypepontine a démontré un bon effet inhibiteur contre la bactérie Gram-négative P.
aeruginosa avec une CMI de 0,064 mg/mL.( Tsvetelina et al 2018)

e A partir des extraits d'alcaloides d’A. Articulata, en 2019 Belyagoubi- Benhammou a évaluée
I’Activité antimicrobienne qualitativement et quantitativement en mesurant les diametres des zones
d'inhibition (1ZD). Utilisant huit microorganismes différents. En conséquence, les valeurs de la CMI
ont varié entre 0,781 & 25 mg/mL pour les bactéries et de 10 a >100mg/mL pour les champignon
(Belyagoubi- Benhammou ,2019)
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Deuxieme Chapitre Partie Expérimentale

Dans le but de détection ainsi que ’extraction des alcaloides contenant dans le Pleurotus
eryngii, notre étude expérimentale a été réalisé au sein du laboratoire de biochimie appliquée

Chaabat ressas université mentouri Constantine 1.

I. Le matériel fongique

I .1. L’identification de ’espéce

Dans ce travail, 1’¢tude a été portée sur 1’espece « Pleurotus eryngii » (figure 11), un champignon
comestible qui a été identifié par Mr LOUNIS YOUSEF KHODJA, maitre assistant « A » : laboratoire
de mycologie de biotechnologie et de 1’activité microbienne, département de biologie appliquée FSNV.

Université des Fréres Mentouri Constantine.

Figure 11 : Pleurotus eryngii

|.2.La récolte de I’espéce

Le champignon a été recolté durant les mois de septembre et octobre 2019, dans la région de
Hammam grouz-oued el Athmania (figure 12) ;wilaya de Mila (44 Km de la wilaya de Constantine) au

Nord-Est d’Algérie.
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Figure 12 : Carte géographique de la zone de récolte
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I.3.La conservation du champignon
L’échantillon Pleurotus eryngii fraichement récolté a été nettoyé puis laisser sécher dans un

endroit sec et aeré (figure 13) ensuite broyé et conservé (Attou, 2012).

Figure 13 : Pleurotus eryngii seche

I1. La mise en évidence des alcaloides

11.1. Préparation de la solution a analyser

Pour la mise en évidence des alcaloides une solution sulfurique a été d’abord préparée :
25 ml d’acide sulfurique concentré « H2SO4» dans un erlenmeyer (de 250 ml) et faire diluer ce dernier
au 1/10 avec I’eau distillée.
Ensuite ajouter a cette solution sulfurique 2,59 de poudre du champignon, Boucher agiter et laisser
macérer 24 h a la température du laboratoire dans 1’obscurité (figure 14). Aprés une macération de 24h

Filtrer a ’aide d’un papier filtre et laver a ’eau distillée de maniére a obtenir 25ml de filtrat (Bramki ,

Nekia ,2016).

Figure 14 : Préparation de la solution a analyser

11.2. La détection des alcaloides

Dans cette analyse qualitative des alcaloides totaux deux réactifs ont été utilisés de la maniere

suivante :
Réactif de Mayer : 1 ml de filtrat + 5 gouttes du réactif de MAYER, la présence des alcaloides est

confirmée par un précipité blanc-jaunétre.
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Réactif de Dragendorff: 1 ml de filtrat+ 5 gouttes de réactif de Drangendroff, la présence des

alcaloides est confirme par un précipité rouge-orangeée.

Un témoin : avec seulement 1 ml de filtrat pour la comparaison.

Pour la préparation des réactifs voir annexe N "1

I1l. L extraction

I11.1. Le protocole d’extraction

Nous avons utilisé la méthode d’extraction liquide-liquide spécifique des alcaloides réaliser par
Nabila Belyagoubi-Benhammou et al en 2019 (Belyagoubi-Benhammou et al,2019). 50g du champignon
a été mise a macérer a froid avec 100 ml éther de pétrole pendant 24h dans un endroit obscur afin

d’éliminer les lipides et les huiles.

Aprés la filtration, Le marc a été récupéré, puis macéré avec 300 ml du méthanol « MeOH»
pendant 24h, la macération a été répétée trois fois avec différents volumes a chaque fois (300 ml, 200 ml,
150 ml successivement). Le volume total a été soumis a une évaporation a sec a 60C, et le résidu a été
récupéré avec 150 ml de chloroforme. Une solution acidique « Hcl a 5%» a été ajoutée a la phase

chloroformique jusqu’a I’obtention d’un pH3.

A T’aide d’une ampoule a décompter, nous avons récupéré la phase acidique qui contient les
alcaloides sous forme sel ; 130 ml du chloroforme ont été mélangé avec la solution acide, ensuite nous
avons ajouté a ce mélange le carbonate de sodium« Na2Co3 » a 5% jusqu’a 1’obtention de pH9, pour
alcaliniser le milieu permettant ainsi le passage des alcaloides de la forme sel a la forme organique
soluble dans le chloroforme, la phase organique ainsi a été récupérer et évaporée a sec a 60°C pour
obtenir un extrait chloroformique contenant les alcaloides totaux, qui a était destiné pour la réalisation

des tests biologiques. Ce protocole a été résumé dans la figure 15 suivante :
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50 g de poudre

J/J

Macérer 24h a froid avec 100 ml d’éther de pétrole

Le marc Solution éther de pétrole

Macéré 24h avec 300 ml de méthanol

répété 3 fois avec différents volumes

Evaporation & sec a 60C

. .. . ., | HCLa5%pH=3
Le résidu a été récupéré

par 150 ml de CHCI3
Solution acidique

Ampoule a décompter

130ml de chloroforme

Carbonate de sodium a 5%

pH=9

Récupérer la phase chloroformique

Evaporée a sec a 60°C

Extrait chloroformique contenant les alcaloides totaux

Figure 15 : Protocole d’extraction des alcaloides totaux (Belyagoubi-Benhammou et al,2019)
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IV.Résultats de la détection des alcaloides

Les résultats de I’analyse qualitative des alcaloides sont représentés dans le tableau suivant :
Tableau 06: La détection des alcaloides
Réactif de Mayer Réactif de Témoin

réacti Dragendorff

Résultat

Coloration Précipité blanc-jaunatre Précipité rouge-orangée Aucun
changement

L’intensité + + -

Observationn

Les résultats des réactifs utilises confirment la présence d'alcaloides dans notre champignon

Pleurotus eryngii (figure 16-tableau6).
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Conclusion

Depuis le début de la premiere civilisation, la médecine utilise des champignons ou des substances
issues de leur métabolisme pour concevoir des nouveaux remedes. Le champignon est une classe a part
dans le vivant possédent un grand intérét nutritionnel en raison de leur composition unique. Bien que
celle-ci différe en fonction de I’espéce, les champignons sont généralement une excellente source en
certains nutriments clés pour I’organisme (Jean,2014). Ils apportent notamment des fibres alimentaires,
des minéraux et des vitamines. Au-dela de cette composition nutritionnelle exceptionnelle, les
champignons renferment également plusieurs composants bioactifs. A 1’origine de leurs nombreux
bienfaits pour la santé, ces derniers sont des alcaloides (Abe,2014).

Dans ce contexte, la présente étude portait comme objectifs sur la détection et 1’extraction des
alcaloides contenant dans pleurotus eryngii. Afin de mettre en évidence la présence des alcaloides dans
I’espéce Pleurotus eryngii, des tests ont été réalisés avec deux réactifs spécifiques du criblage des
alcaloides Mayer et de Dragendorff. Les résultats indiquent une forte présence des alcaloides dans notre
échantillon.

Aprés avoir réalisés ces tests, une extraction liquide-liquide des alcaloides totaux a été effectuée sur
50g du champignon, dont nous avons obtenu un extrait riche en alcaloides totaux.

Cette étude est une étape préliminaire il est recommandé dans le futur de continuer ce travail en
réalisant études plus larges, plus approfondies et plus accomplies incluant :

e Tester les différentes activités biologiques de 1’extrait obtenu

e Séparation, purification et identification de différentes classes des alcaloides contenant dans le
Pleurotus eryngii par spectroscopie de masse.

e Identification génétique de pleurotus eryngii et connaitre leur intérét dans la thérapie génique.

e Isolement, purification et identification des substances antibactériennes extraite par des

méthodes plus performantes comme HPLC, CPG.
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ANNEXE

Annexe (1) : la préparation des réactifs
Le réactif Dargendorff : de formule chimique K [BI14], Du nom chimique Georg Dragendorff
11 est utilisé pour déterminer la présence d’alcaloides
Il s’agit d’un mélange (v/v) de deux solution A et B :
solution A : (Nitrate de bismuth 1.7g, Acide tartrique concentré 20g, 1’eau distillée jusqu’a 100 ml)
+solution B : (Iodure de potassium 10g, L’eau distillée 100 ml)

Réactif de Mayer : Chlorure de mercure 1.36g, Iodure de potassium5g, 1’eau distillée jusqu’a 100 ml.
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Résume:
Extraction des alcaloide et I’étude bibliographique du champignon Algérien
Pleurotus eryngii

L’étude présentée dans ce travail a porté sur le champignon Pleurotus
eryngii récolté dans la région de Hammam grouz- oued el Athmania (wilaya
de Mila) au nord-est d’Algérie, différents aspects ont été présentés : 1'intérét
thérapeutique de ce champignon, sa comestibilité et la richesse en alcaloides.
A Taide des deux réactifs Mayer et Dragendorff nous avons détecté
la présence des alcaloides dans notre échantillon. Leur mode d'extraction est
trés variable selon la nature de I'alcaloide, dans notre travail nous avons choisi
I’extraction liquide-liquide par le chloroforme dans deux milieux acide et
alcalin dont nous avons récupéré les alcaloides totaux dans un extrait
chloroformique. Le résultat obtenu confirme que le Pleurotus eryngii a une
teneur élevée en composés bioactifs « les alcaloides » qui augmente sa valeur

thérapeutique.

Mots clés : Pleurotus eryngii, les alcaloides, Mayer,Dragendorff, extraction

liquide-liquide.
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Abstract :

Alkaloids extraction and bibliographical study of the Algerian fungus
Pleurotus eryngii

The study presented in this work focused on the fungus Pleurotus eryngii
harvested in the region of Hammam grouz- oued el Athmania (wilaya of Mila)
in northeastern Algeria. Different aspects were presented: the therapeutic
interest of this fungus, its edibility and its richness in alkaloids. Using the two
reagents Mayer and Dragendorff we detected the presence of alkaloids in our
sample. Their mode of extraction is very variable according to the nature of
the alkaloid, in our work we chose the liquid-liquid extraction by chloroform
in two acid and alkaline media from which we recovered the total alkaloids in
a chloroform extract. The result obtained confirms that Pleurotus eryngii has a
high content of bioactive compounds "the alkaloids" which increases its

therapeutic value.

Keywords: Pleurotus eryngii, alkaloids, Mayer,Dragendorff, liquid-liquid
extraction.
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