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Introduction

Dans le domaine de la santé, l’usage des champignons n’est pas encore très

répandu. L’on a encore tendance à considérer le champignon sous l’angle de sa

toxicité ou de sa comestibilité, ou encore à mettre en avant les risques de pollution,

bien réels cependant, qui peuvent atteindre les champignons. Mais c’est la une vision

bien réductrice. Au Japon, en Russie, aux Etats-Unis, les champignons sont étudiés

depuis plus ou moins longtemps pour leurs propriétés thérapeutiques. En Asie du Sud

Est, les champignons sont même utilisés depuis bien longtemps, puisque les

pharmacopées chinoises en citent des usages depuis plus de deux mille ans.

D’après Alain tardif [1] une étude japonaise, prés de 700 espèces de champignons

possèdent des propriétés anticancéreuses, ce simple chiffre démontre à l’envie l’essor

que devrait prendre la mycothérapie dans le monde des thérapies naturelles. Parmi ces

espèces on trouve Pleurotus eryngii, qui est reconnue par sa qualité richesse nutritive,

et ses propriétés curatives particulières bénéfiques pour la santé humaine [2-3-4]. A la

lumière de ces donnés, nous avons choisi d’étudier l’une des familles chimiques les

plus importantes du métabolisme secondaire du champignon Pleurotus eryngii du

nord-est d’Algérie les alcaloïdes.

Les alcaloïdes constituent le nom générique de prés d’un millier de substances

naturelles ou synthétiques appartenant à la chimie des substances organiques, ayant

des propriétés thérapeutiques ou toxique remarquables (surtout à l’état pur) même a

faible dose [5]. Ces substances sont parmi les plus importants groupes de produits

naturels, en raison de leurs propriétés biologiques et de leur diversité structurale. Les

alcaloïdes utilisés comme « médicaments » ont conduit à des tests concluants dans le

traitement aussi en médicine traditionnelle qu’en médecine moderne de certaines

pathologies aigues comme le cancer, l’hypertension artérielle, le diabète et l’hépatite

[6-7].

Par ailleurs, lors de ces dernières années, la résistance microbienne aux

antibiotiques pose un problème de santé public majeur, ce qui a amené les

scientifiques à explorer de nouvelles substances naturelles dotées d’activités

antibactérienne et antifongique.
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Notre travail est orienté vers une étude extractive des alcaloïdes du champignon

Pleurotus eryngii une évaluation de leurs activités antibactérienne et antifongique.

Pour atteindre ces objectifs, une était primordial de réaliser le travail en quatre

étapes :

 Mise en évidence des alcaloïdes dans l’espèce Pleurotus eryngii.

 Extraction liquides-liquide des alcaloïdes totaux, selon la méthode générale.

 Evaluation qualitative des alcaloïdes totaux dans  l’extrait, par une

chromatographie analytique sur couche mince.

 Evaluation des activités antibactérienne et antifongique des alcaloïdes totaux

extraits du champignon.
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1 .Les champignons :

Les Champignons, ou Fungi, sont des organismes nucléés (Eucaryotes), constituant

un groupe autonome au sein du monde vivant, indépendant des Bactéries, des

organismes naguère regroupés sous le nom de « Protistes », des Végétaux et des

Animaux. Leur structure primordiale est un thalle dépourvu de pigment assimilateur,

dénommé « mycélium » chez les Champignons. Ils se comportent donc

nécessairement en hétérotrophes vis-à-vis du carbone et utilisent les matières

organiques comme source d'énergie. Ils sont consommateurs, décomposeurs,

saprobiontes ou exceptionnellement parasites obligatoires (essentiellement sur des

Végétaux) [8], actuellement les champignons sont divisés en trois règnes séparés et

distincts basés sur une connaissance étendue de leur biochimie et leur forme génétique

établie particulièrement pendant les 30 dernières années [9].

1.1. Les différents types de champignons :

Les champignons font partie de règne Fungi, ils vivent toujours au dépens des

matières organiques vivantes ou mortes. Nous avons quatre types de champignons :

1.1. 1. Les champignons saprophytes :

Les champignons saprophytes se nourrissent de matières organiques mortes ou

inertes. On les appelle Parfois plantes de pourriture, car ils décomposent les tissus

putréfiés afin de les absorber et sont donc très utiles dans la nature.

1.1.2. Les champignons parasites :

Les champignons parasites s'attaquent aux matières vivantes. Ils vivent aux dépens

des plantes, des arbres et des animaux.

1.1.3. Les champignons symbiotiques :

Les champignons symbiotiques vivent en relation étroite avec des algues

microscopiques. Dès lors, on les considère comme des organismes à part, connus sous

le nom de lichens. Le champignon semble contribuer le plus à cette symbiose, mais sa

survie dépend de la présence de l'algue qui produit des nutriments au moyen de la

photosynthèse.
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1.1.4. Les champignons mycorhiziens :

Les champignons mycorhiziens vivent en association avec les racines d'une plante

supérieure: le bolet du mélèze [10].

Parmi les différentes variétés des champignons, les Pleurotes retiennent

d’avantage notre attention, spécifiquement Pleurotus eryngii, classe

d’Agaricomycetes.

1.2. Les Pleurotes :

Il existe plus d’une trentaine de variétés de Pleurotes. La plupart d’entre elles sont

comestibles. Le pleurote représente environ 25 % de la production mondiale de

champignons, dont les plus recherchés sont le Pleurote corne d’abondance, le Pleurote

en huitre et le Pleurote de panicaut [11-12].

1.3. Pleurotus eryngii :

Pleurotus eryngii (DC: FR) Quél aussi appelée Pleurote du panicaut, amande

pleurote, ombelle pleurotes, champignons pétoncle et Boletus des steppes, est un

champignon typique de la flore des régions subtropicales et les steppes, il attaque les

racines de Eryngium campestre [13].

Pleurotus eryngii est un champignon largement cultivé, dont la teneur en humidité

est d'environ 90% dans les champignons frais [4] (Figure.1).

Figure.1: Champignon Pleurotus eryngii.
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1.3.1. Classification :

La classification classique de Pleurotus eryngii est représentée dans la Figure

suivante [4] :

Figure.2: Classification du champignon Pleurotus eryngii.

1.3.2. Description d’espèce :

Le Pleurotus eryngii comprend :

Chapeau:

4 à 12 cm. Gris-brun à brun-clair, palissant avec l’âge, d’abord légèrement

duveteux mais vite glabre et lisse. Convexe puis étalé se déprimant au centre.

Irrégulier, assez charnu et épais. Marge enroulée et restant presque toujours tournée

vers le bas.

Règne : Fungi

Division: Basidiomycota

Classe: Agaricomycetes

Sous-classe : Agaricomycetidae

Ordre: Agaricales

Famille: Pleurotaceae

Genre: Pleurotus

Espèce: Pleurotus eryngii
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Lamelles:

Blanchâtres se teintant de grisâtre ou d’ocre. Très décurrentes, assez espacées et

larges.

Pied:

3 à 10 cm. blanchâtre, généralement un peu excentrique et en fuseau, plein, ferme,

robuste (Figure.3).

Chair:

Blanche, ferme, épaisse. Odeur faible mais agréable, saveur douce.

Spores:

Blanches.

Habitat:

Lignicole, printemps-automne, dans les endroits sablonneux incultes, les pâtures,

sur les restes en décomposition de certaines ombellifères comme le Panicaut des

champs (Eryngium) ou le Panicaut maritime ou Chardon bleu (Heracleum). Il est

commun dans le Midi de la France et très estimé dans certaines régions: les Grands

Causses, le littoral Languedocien, provençal et atlantique [11].

Figure.3: Description d’espèce Pleurotus eryngii.

Chapeau brun clair à très

foncé

Bord longtemps enroulé

Tâches brun-noirâtres

Souvent cespiteux (base

commune à plusieurs

individus)

Lames blanches à crème,

serrées et décurrents

(descendant  sur le pied)
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1.3.3. Confusion dangereuse :

Le pleurote du panicaut peut être confondu:

- avec les inocybes tous très toxiques!

- avec plusieurs espèces de clitocybes blancs (marron-crème en vieillissant)

Communs dans les dunes et le marais.

- avec deux espèces de petites lépiotes communes sur la dune, lépiote brun-lilas

(Lepiota bruneolilacea) et l’arrière dune, lé-piote brun-incarnat (Lepiota

bruneoincarta). On les dit « petits » mais leur chapeau peut atteindre 10 cm. Ce sont

des champignons mortels (Figure.4) [14].

Figure.4: Champignon dangereuse

1.3.4. Propriétés médicinales :

Pleurotus eryngii a des antioxydants qui aident à garder la maladie  loin.

L'antioxydant dans ce champignon se présente sous la forme d'un acide aminé appelé

ergothionéine, quand une personne consomme le champignon, l'ergothionéine trouve
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son chemin vers les zones vulnérables du corps et déclenche leur nettoyage. Ces zones

sensibles comprennent les yeux, les reins et le foie. Les antioxydants sont des

éléments que l'oxydation inverse [3-4], ce champignon porte également les statines,

qui sont des composés de lutte contre les maladies, le composé particulier trouvé dans

Pleurotus eryngii, est appelée lovastatine. Il est un composé qui aide à éliminer le

cholestérol du système circulatoire, une fois que le sang est exempt de cholestérol, la

circulation sanguine est améliorée et le corps se sent plus sain. Une recherche

effectuée et confirmé par Richard Sullivan sur des souris en 2009 a indiqué que

Pleurotus eryngii a pour effet de contrôler l'insuline dans le corps aussi [3-2], ce

champignon est aussi un booster d'énergie excellente. Pleurotus eryngii est également

crédité de l'amélioration des niveaux de sang. Ceci est important à une époque où le

nombre de personnes souffrant d'anémie est en augmentation. Les nutriments

contenus dans ce champignon qui aident à augmenter le taux d'hémoglobine sont

considérés comme une valeur inestimable dans le domaine médical, il est également

rapporté que le Pleurotus eryngii a des propriétés antibactériennes. Il devient d'autant

plus important, car un remède naturel comme un champignon a rarement des effets

secondaires indésirables, d’autre part ce champignon avec de généreuses quantités de

nutriments, y compris les glucides, les protéines, les vitamines, minéraux et fibres,

cela ressemble beaucoup à une alimentation équilibrée [3-4].

Pour ces raisons, Pleurotus eryngii retient d’avantage notre attention. Ceci révèle

l’importance de réaliser une étude sur une classe très importante des métabolites

secondaires qui est les alcaloïdes, qui n'ont pas être étudier sur le Pleurote du panicaut

d'après notre connaissance.

2. Les métabolites secondaires :

Les métabolismes sont les molécules issues du métabolisme des végétaux (ou

d’animaux).On distingue deux classes de métabolites : métabolites primaires et

métabolites secondaires [15].

Métabolites primaires sont caractérisés par leur caractère nécessaire et vital à la

survie de la cellule ou de l’organisme :
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 Les glucides représentent une source d’énergie surtout au niveau des parois

cellulaires (celluloses).

 Les lipides constituent aussi une source d’énergie présente dans les

membranes cellulaires.

 les amino-acides représentent une source primaire de construction des

protéines.

Métabolites secondaires ne sont pas, par définition, nécessaires et vitaux pour la

cellule ou l’organisme. Ces molécules sont présentes en très grand nombre et d’une

variété structurale extraordinaire. Elles ont de nombreuses applications

pharmaceutique.de façon générale, les métabolites secondaires sont caractéristiques

des plantes supérieures. Ces métabolites secondaires sont repartis en trois grandes

familles chimiques.

 Les composés aromatiques (phénoliques, l’acides shikimique ou les dérivés

d’acétate).

 Les terpénoides et stéroïdes.

 Les composes azoté ou alcaloïdes.

Les alcaloïdes sont une source de molécules bioactives ayant plusieurs intérêts

biologiques [16].

Les métabolites primaires

Les acides aminés

Les glucidesLes lipides

Les métabolites secondaires

Les alcaloïdesLes composés phénoliques

Les terpénoides et stéroïdes
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2.1. Alcaloïdes :

Les alcaloïdes sont des substances d’origine biologique et le plus souvent végétale

(Ils sont rare dans le règne animal), éventuellement reproductibles par synthèse,

azotées, de réactions alcalines plus ou moins prononcées et douées à faible dose de

propriétés pharmacodynamiques marquées. Leurs noms se terminent souvent par

"ine".

Les alcaloïdes renferment toujours du carbone, de l’hydrogène et de l’azote, et le

plus souvent, en plus, de l’oxygène (exceptionnellement quelques alcaloïdes

contiennent du soufre). Les alcaloïdes donc sont des produits aminés naturels qui ont

des effets physiologiques sur l'organisme humain [17-18-19].

La plus part des alcaloïdes contient plus d'un hétérocycle. L'atome d'azote de cet

Hétérocycle est une amine secondaire ou tertiaire. La présence des atomes d'azote

dans la chaine linéaire est très rare. Notons que plusieurs alcaloïdes contiennent deux

atomes et plus d'azote dans des hétérocycles différents à l'image de la nicotine et la

réserpine. La caféine à son tour contienne quatre atomes d'azote répartir dans les

différents hétérocycles [17].

Hiérarchiquement, les alcaloïdes sont les uns des premiers produits organiques

Synthétisés à une haute qualité de pureté vue leur importance notamment dans le

secteur pharmacologique [20].

2.2. Sources des alcaloïdes:

La source principale des alcaloïdes était auparavant les plantes florales mais

Plusieurs composés de cette famille ont été récemment extraient des règnes animaux à

savoir les insectes et les poissons. Malgré cet avancement, les alcaloïdes floraux

restent les plus importantes par rapport aux restes [17-21].

La présence des alcaloïdes est généralement associée à un acide organique ou à

Une autre entité avec un pourcentage variant entre 1 et 3 % du poids sec de la plante.

Dans des cas très particuliers, notamment dans les quinquinas, ils dépassent les 10 %
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[18-22-23], le rôle des alcaloïdes reste encore moins clair. Probablement ils Sont

considérés comme une réserve d'azote en cas de son manque dans le sol [24-23].

2.3. Biosynthèse des alcaloïdes:

L’étude de ces biosynthèses a commencé avec l’utilisation des marquages

radioactifs. Les résultats ont montré que les alcaloïdes dérivent dés acides aminés

(Tryptophane, tyrosine, phénylalanine, lysine, arginine…) qui sont d’abord

décarboxylée. En plus il y a d’autres composantes de la molécule qui dérivent soit dés

stéroïdes soit dès terpénoïdes [25].

2.4. Les différentes classes des alcaloïdes :

On distingue trois grandes classes des alcaloïdes selon qu'ils possèdent ou non un

acide aminé comme précurseur direct, et qu'ils comportent ou non un atome d'azote

dans un hétérocycle [26] :

2.4.1. Les alcaloïdes vrais :

Substances d’origine naturelle et de distribution restreinte, de structure complexe

azotée (N inclus dans un hétérocycle) et de caractère basique. Ils existent dans la

plante sous forme de sels. Ayant pour origine biosynthétique un acide aminé, ils sont

dotés d’une activité pharmacologique significative (Figure .5).

Figure .5 : Exemples d’alcaloïdes vrais.

2.4.2. Les pseudo-alcaloïdes :

Même caractéristiques que les vrais, excepté l’origine biosynthétique.

1. Nicotine 2. Hygrine
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-Dérivés isoprénoïdes, alcaloïdes terpéniques, Ex : Aconitine (diterpénique) de

l’aconit.

-dérivés de l’acétate, Ex : Coniine de la ciguë.

Ils ne possèdent pas d’azote intra-cyclique et l’incorporation de l’azote dans la

structure se fait en phase finale, quelque exemples de ces alcaloïdes sont indiqués

dans la (Figure.6).

Figure.6 : Exemples de Pseudo-alcaloïde.

2.4.3. Proto alcaloïdes :

Amines simples dont l’azote n’est pas inclus dans un hétérocycle, basiques,

élaborés in vivo à partir d’acide aminé (Figure7).

Figure.7: Exemples de Proto-alcaloïdes.

2.5. Propriétés biologiques des alcaloïdes :

Les alcaloïdes forment un groupe hétérogène du point de vue de leur structure, de

leurs propriétés et de leurs effets biologiques, ils agissent directement sur le système

nerveux avec des effets sur la conscience et la motricité. L’action sur le système

nerveux peut aller jusqu’a une action antispasmodique, et mydriatique, anesthésique

3. Coniine 4. Capsaicine

5. Hordénine 6. Mescaline
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locale ou analgésique et narcotique [21], leurs propriétés sont généralement variées et

dépendent de leurs composantes chimiques par exemple, céphéline (antifongique,

antibactérien) émétine (amoebicide, antiprotozoaire, amibiase)[22].

2.6. Intérêt thérapeutique :

Les alcaloïdes ont un rôle important, comme principes actifs des médicaments, Ils

sont utilisés soit tels quels, soit sous forme de dérivés plus actifs, ou manifestant des

effets différents. Ils ont souvent servi de modèle pour imaginer de nouvelles

molécules de synthèse. Par exemple la morphine reste le produit de référence des

analgésiques (médicaments de la douleur). Son dérivé, la codéine (méthylmorphine),

est un analgésique mais surtout un calmant de la toux. À la morphine se rattachent

également des alcaloïdes hémisynthétiques comme la naloxone, utilisée dans le

traitement des toxicomanies [27].

Les propriétés médicamenteuses des alcaloïdes font de ce groupe de métabolites

secondaires un intérêt particulier. Au niveau du système nerveux central ils agissent

comme dépresseurs (morphine, scopolamine) ou comme stimulants (caféine,

strychnine,…), anticholinergiques (atropine). Certains jouent le rôle d’anesthésiques

locaux (cocaïne), d’antipaludiques (quinine) [28], Le groupe des alcaloïdes de l'ergot

de seigle conserve une place privilégiée avec l'ergotamine, son dérivé dihydrogène,

vasodilatateur cérébral indiqué dans le traitement des migraines, et la bromocriptine,

inhibiteur de la lactation, également prescrite dans certains types de stérilité [27].

3. Activités biologiques :

3.1. Activité antibactérienne :

 Définition :

Les antibiotiques sont des médicaments fabriques à partir de cultures de

micro-organismes ou sont entièrement synthétisés. Ils ont la propriété de tuer des

bactéries (bactéricides) ou d’empêcher leur prolifération (bactériostatiques) [27].
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Dans notre étude, six souches bactériennes ont été utilisée, afin de tester l’activité

d’alcaloïdes totaux extraire à partir du champignon « Pleurote panicaut » vis-à-vis de

ces souches.

3.1.2. Souches antibactérienne utilisées :

3.1.2.1. Escherichia coli :

E. coli, également appelée colibacille et abrégée en E. coli, est une bactérie

intestinale (Gram négatif) des Mammifères, très commune chez l'être humain. En

effet, elle compose environ 80 % de notre flore intestinale aérobie. Découverte en

1885 par Theodor  Escherich, dans des selles de chèvres, c'est un coliforme fécal

généralement commensal. Cependant, certaines souches d’E. Coli peuvent être

pathogènes,  entraînant alors des gastro-entérites, infections urinaires, méningites, ou

sepsis [30].

Figure.8 : Escherichia coli.

3.1.2.2. Staphylococcus aureus :

Staphylococcus aureus est une coccobactérie Gram positif, catalase positive

appartenant à la famille des Staphylococcaceae [31]. Il a un diamètre d’environ 0,5 à

1,5 μm, est immobile, asporulé et facultativement anaérobique (sauf S. aureus

anaerobius) ; il est habituellement disposé en grappes. De nombreuses souches

produisent des entérotoxines staphylococciques, la toxine superantigénique du

syndrome de choc toxique (TSST-1) et des toxines exfoliatives. Staphylococcus

aureus fait partie de la flore humaine et est surtout présent dans le nez et sur la peau

[32].
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Figure.9 : Staphylococcus aureus.

3.1.2.3. Proteus sp :

Proteus est un bacille Gram négatif, présent dans l’intestin de l’homme .Ils est

pathogène opportuniste. Notamment chez les individus hospitalises, cathétérismes ou

présentant des anomalies des voies urinaires [33].

Figure.10 : Proteus sp

3.1.2.4. Listeria :

Le genre Listeria comporte 8 espèces dont l’espèce monocytogenes, pathogène

pour l’homme et les animaux et l'espèce ivanovii, pathogène pour les animaux et

rarement pour l’homme. Listeria monocytogenes est responsable d’une maladie

touchant l’homme et les animaux (zoonose) appelée la listériose [34].
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Figure.11: Listeria.

3.1.2.5. Klebsiella pneumoniae :

K. pneumoniae est une bactérie commensale de l’homme et des animaux ; elle est

responsable d’infections communautaires (urinaires et respiratoires) et d’infections

opportunistes chez les malades hospitalisés (infections urinaires, broncho-

pulmonaires, septicémies avec choc, …) [35].

Figure.12: Klebsiella pneumoniae.

3.1.2.6. Pseudomonas aeruginosa :

Est une bactérie pathogène opportuniste de l’homme que l’on peut retrouver dans

les sols et les milieux aquatiques. Elle peut provoquer des infections pulmonaires chez

des patients sous respirateur artificiel ou ceux souffrant d’affections chroniques telles

que la mucoviscidose. Elle peut également provoquer des infections chez des sujets

sains [36].
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Figure.13 : Pseudomonas aeruginosa.

3.2. Activité antifongique :

3.2.1. Définition :

Les antifongiques sont des substances gui détruisent les champignons responsables

de mycoses, infection par des champignons microscopique (fongicides) ou qui

empêchent leur  croissance et leur  multiplication (fongistatique).

Ils sont largement utilisés en agriculture pour lutter contre les  champignons  des

végétaux sous la forme de sulfate de cuivre etc. Chez l’homme l’iode est souvent

employé comme  antifongiques pour lutter ou prévenir les candidoses cutanées [33].

Pour ce travail deux souches on été utilisées :

3.2.1.1. Chaetomium sp :

Espèces de Chaetomium sont ascomycètes et sont généralement trouvés dans le

fumier, de la paille, du papier, des plumes d'oiseaux, les graines, les débris végétaux,

le sol et l'air. Certains Chaetomium spp. Sont thermophile et neurotrope dans la nature

et sont parmi les champignons responsables Phaeohyphomycose chez l'homme, avec

des présentations cliniques allant des abcès du cerveau, la péritonite, des lésions

cutanées, onychomycose, pour mycoses profondes fatales [37].
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Figure.14 : Chaetomium spp.

3.2.1.2. Trametes sp :

Trametes est un genre de champignons qui se distingue par un basidiocarpe de

pileate, di- aux systèmes d’hyphes trimitic, spores non-dextrinoid lisses, et un

hyménium habituellement sans véritable cystides hyménium [38].Le genre a une

distribution à grande échelle et contient une cinquantaine d’espèces [39].

Figure.15 : Trametes sp
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1. Matériels et méthodes :

1.1. Pleurotus eryngii :

Pleurotus eryngii communément appelée Pleurote du panicaut a été identifiée par

Mr LOUNIS YOUSEF  KHODJA, maitre assistant « A » : laboratoire de Mycologie

de Biotechnologie et de L’activité Microbienne, Département de Biologie Appliquée,

FSNV. Université des Frères Mentouri Constantine.

1.2. Récolte du Matériel:

Notre champignon a été récolté dans la région de son habitat naturel durant le mois

de septembre et octobre 2015. La récolte est effectuée dans la région Ain Fakroun

(wilaya d’Oum el bouaghi) au nord-est d’Algérie (Figure.16).

Figure.16: Zones de récolte.
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1.3. Conservation du champignon :

Le matériel végétal Pleurotus eryngii est nettoyé, séché à 45°C, pulvérisé et les

conservées [40].

1.4. Détection et caractérisation des alcaloïdes :

Les tests de caractérisation sont basés sur une extraction simple et rapide, le plus

généralement, on précipite les alcaloïdes par des réactifs généraux des alcaloïdes.

Les réactifs généraux de précipitation sont fondés sur la capacité qu’ont les

alcaloïdes de se combiner avec des métaux et des métalloïdes : bismuth, mercure,

tungstène, iode… [41].

Toutefois selon Luhata. P [42] la présence des alcaloïdes n’est confirmée que

lorsque chacun des réactifs donne un précipité. Dans notre étude nous avons préparé

quatre réactifs : le tétraiodomercurate de potassium connu sous le nom de réactif

Mayer (qui donne des précipité blanc-jaune), le tétraiodobismuthate de potassium,

plus connu sous le nom de réactif Dragendorff (précipité rouge –orangée), le réactif

Wagner (précipité rouge brique foncé) et le réactif Hager (précipité jaune) [40].

1.4.1. Préparation des réactifs :

Les réactifs ont été préparés comme suit [43]:

 Réactif de Mayer :

Chlorure de mercure 1.36g, iodure de potassium5g compléter avec de l’eau distillée

jusqu'à 100 ml.

 Réactif de Wagner :

D’iode1.27g, d’iode de potassium 2g, compléter avec de l’eau distillée jusqu'à 100ml.

 réactif de Hager :

Acide picrique 1.5g, compléter avec de l’eau distillée jusqu'à 100 ml.



Parties expérimentales

21

 Réactif de Dragendorff :

Il s’agit d’un mélange (v/v) de des solutions A et B et C.

-Solution A :

Nitrate de bismuth 1.7g, acide tartrique concentré 20g, compléter avec de l’eau

distillée jusqu'à100 ml.

-Solution B :

Iodure de potassium 10g, compléter avec de l’eau distillée jusqu'à 100 ml.

-Solution C :

Le mélange est ensuite additionné de 10 g d’acide tartrique et son volume est

ramené à 100 ml avec de l’eau distillée.

Après avoir mélanger les deux solutions A et B, on ajoute la solution C.

1.4.2. Préparation de la solution à analyser:

Introduire 5g de champignon séché et finement pulvérisée dans un erlenmeyer de

250 ml. Ajouter 25 ml d’acide sulfurique concentré H2SO4 dilué au 1/10 avec de

l’eau distillée puis boucher. Agiter et laisser macérer 24 h à la température du

laboratoire. Le macérant est filtré et lavé à l’eau de  manière à obtenir 25 ml de filtrat

[44].

1.4.3. Mise en évidence des alcaloïdes:

Introduire  1ml de filtrat dans 5 tubes à essais, y ajouter 5 gouttes de chacun des

réactifs (Mayer, Dradendroff, Wagner  et Hager), pour chaque tube à essai ajouter un

réactif, et attendre 15 minutes [45].

1.5. Extraction des alcaloïdes :

L’extraction des alcaloïdes totaux à partir des Pleurote du panicaut sont obtenues

par une extraction liquide- liquide, basée sur la différence de solubilité des alcaloïdes

en milieu acide et alcalin [22].
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 Première étape :

100g de champignon séché, sont finement broyés avec un broyeur électrique. La

poudre obtenue est humectée par l’ammoniaque concentrée (NH4OH) pendant 24h à

température ambiante. Il est ensuite macéré dans le chloroforme à la  température

ambiante durant 48h.

 Deuxième étape :

La solution est filtrée sous vide, après la filtration, le filtrat (phase organique) est

agité avec une solution aqueuse acidifiée (acide sulfurique) « H2SO4 » fortement

diluée à 4%, les alcaloïdes se solubilisent dans la phase aqueuse sous forme de sels

tandis que les impuretés neutres restent dans la phase organique. Il est indispensable

d’épuiser la phase organique par l’eau acidifiée c’est –à- dire que l’opération est

répétée autant de fois qu’il est nécessaire jusqu'à ce que la phase organique n’en

contienne plus d’alcaloïdes (test de Dragendorff).

 Troisième étape :

La solution aqueuse de sels d’alcaloïdes est alcalinisée par une solution

d’ammoniaque concentrée jusqu'à PH =10, permettant ainsi aux alcaloïdes, de passer

de la forme sel en forme organique. Le traitement de la phase aqueuse par une base

entraine le relargage de l’alcaloïde qui est alors extrait par le chloroforme. Reprendre

la même opération jusqu'à épuiser la phase aqueuse en faisant repasser tous les

alcaloïdes en phase organique. L’épuisement de la phase aqueuse en alcaloïde est

vérifié par un test de Dragendorff.

 Quatrième étape :

Le solvant organique contenant les alcaloïdes bases est décanté, séchée par du

sulfate de magnésium et évaporé par l’évaporateur rotatif. Le résidu sec obtenu est la

somme des alcaloïdes totaux (AT) (Figure 17).
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Alcaloïdes totaux

Figure 17 : Schéma représente les étapes de l’extraction des alcaloïdes.

Champignon pulvérisée (100 g)

Marc épuise Lixiviat  (alcaloïdes
bases)

Solution aqueuse sels
d’alcaloïdes

Solution organique

Solution
aqueuse

Solution organique
(alcaloïdes bases)

-alcalinisation NH4OH

-lixiviation par un
solvant organique

Eau acide

-lavage a l’eau

-Séchage sur Na2SO4

-agent alcalin

-solvant organique
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1.6. La Chromatographie sur Couche Mince (CCM) :

La chromatographie Analytique a été utilisée pour vérifier la présence des

alcaloïdes dans l’extrait. Des plaques CCM prêtes à l’emploi, de gel silice 60F254 -

Merck sur support d’aluminium de marque Macherey-Nagel. La phase mobile utilisée

est Chloroforme / Méthanol : (10ml /25µl).

Après dissolution de l’extrait dans le chloroforme nous déposons 250µde la

solution (afin de disposer d’une concentration suffisante de produit), à l’aide d’une

micropipette sur la plaque à 1 cm du bord inferieure de la plaque de base. Ce dernier

est ensuite mis placées dans la cuve contenant la phase mobile. Après migration de

solvant le chromatogramme est retiré, séché et pulvérisé avec le réactif de

Dragendorff jusqu'à l’apparition des spots colorés, selon la méthode de Kurt [46].

1.7. Evaluation de l’activité antibactérienne :

L’étude de l’activité antibactérienne du notre extrait contenant alcaloïdes totaux a

été effectuée au laboratoire de microbiologie de la faculté des sciences de la nature et

de la vie, université des Frères Mentouri Constantine.

1.7.1. Matériels bactériologiques utilisés :

Nous avons utilisé quatre souches référenciées provenant, de l’institut Pasteur à

Alger. Les deux autres souches proviennent de prélèvements malades du CHU.

-Escherichia. Coli (ATCC 29322) « Gram négatif ».

-Klebsiella Pneumoniae (ATCC 700603) « Gram négatif ».

-Pseudomonas Aeruginosa (ATCC) « Gram négatif ».

-Staphylococcus Aureus (ATCC 25923) « Gram positive ».

-Listeria « Gram positif ».

-Proteus « Gram négatif ».

7.2. Test de l’activité inhibitrice :

La méthode de diffusion, appelé également méthode des disques, a été utilisée pour

mettre en évidence l’activité antibactérienne des (AT) [47].
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1.7.2.1. Préparation des disques et Stérilisation du matériel :

Nous avons stérilisé à l’autoclave à 121° C pendant 15 à 20 minutes :

-L’eau distillée et les tubes à essai utilisés dans la préparation des solutions

bactériennes (inoculum), ainsi que dans la préparation des dilutions de nos

échantillons.

Nous avons aussi stérilisé  les disques en papier Wattman N0 1 (6 mm de

diamètres) après enrobage dans du papier Aluminium.

1.7.2.2. Milieu de cultive :

Mettre la gélose Mueller – Hinton au bain marie (100°) ; une foi fondue la

maintenir à 45°C jusqu’a utilisation coulée en boites de pétri et séchée avant l’emploi.

7.2.3. Préparation des l’inoculum :

Dans la zone septique du bec bunsen et à partir d’une culture pure de 18h sur

milieu d’isolement gélose MH, nous avons raclé à l’aide d’une anse de platine

quelques colonies bien isolées et identiques de chacune des souches bactériennes à

tester puis nous avons suivi les étapes suivantes :

-Décharger l’anse dans 10 ml d’eau distillée stérile.

-Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit être équivalente à

0.5 MC Farland.

-L’inoculum peut être ajusté en  ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou

bien de l’eau distillée stérile s’il est trop fort.

-L’ensemencement doit se faire dans les 15min qui suivent la préparation de

l’inoculum.

1.7.2.4. Ensemencement et dépôt des disques :

Nous avons trempé un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne, puis nous

l’avons essoré en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube,

ensuite nous l’avons frotte sur la totalité de la surface gélosée, de haut en bas, en stries

serrées, cette opération a été répétée deux  fois en tournant la boite de 60° à chaque

fois, l’ensemencement s’est achevé en passant l’écouvillon à périphérie de la gélose.
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Des disques de papier Wattman (6 mm de diamètres) sont imprégnés ensuite d’une

petite quantité du notre extrait (environ 20 μl) de concentration 30mg/ml puis déposés

sur la surface de la gélose par une pince stérile.

Les boites de pétri sont d’abord laissées pendant 1h à la température ambiante pour

une pré-diffusion des substances, avant d’être incubées à 37°C à l’étuve pendant 24h.

Bactéries dans la gélose nutritive Bactéries en suspension

Dépôt d’extrait Incubation

Figure .18: Les différentes étapes de l’activité antibactérienne.
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1.7.2.5. Lecture des antibiogrammes

Un extrait est considéré actif lorsqu’on mesure une zone d’inhibition autour du

disque d’un diamètre supérieur a 10 mm et a l’intérieur de la quelle aucune croissance

bactérienne n’est observée [33].

1.8. Activité Antifongique :

La même procédure que l’activité antibactérienne a été suivie pour tester l’activité

Antifongique des deux souches fongiques chaetomium.ssp et trametes.sp qui ont été

isolées à partir des prélèvements  cliniques fournies par le laboratoire de parasitologie

(CHU). Le milieu culture utilisé pour le repiquage est OGA.la durée d’incubation de

l’antifongigramme est de 48h [33].
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1. Mise en évidence des alcaloïdes:

La présence des alcaloïdes est mise en évidence par l’apparition d’un précipité.

Les résultats sont consignés dans le tableau 1.

Tableau 1 : résultat de recherche des alcaloïdes chez le Pleurotus eryngii.

Espèce réactif Réactions et

précipitation

Photographié des résultats La couleur

P
le

ur
ot

us
 e

ry
ng

ii

P
le

ur
ot

us
 e

ry
ng

ii

réactif

DragenDorff ++++ Rouge -orange

réactif Mayer ++++ blanc-jaune

Réactif

Wagner ++++

Rouge brique

foncé

réactif  Hager ++++
Jaune
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Les Résultats du screening des alcaloïdes sont classés en fonction des différents

critères d’observation, entre autre :

-Réaction très positive: ++++ -Réaction douteuse positive: +

-Réaction positive: +++ -Réaction négative: -

-Réaction moyennement positive: ++

Les résultats des tests de caractérisation pour les alcaloïdes avec les réactifs,

définis dans le tableau 1 indiquent une forte présence d’alcaloïdes dans le champignon

Pleurotus eryngii.

2. Extraction des alcaloïdes totaux:

2.1. Détermination des rendements d’extraction :

Compte tenu des résultats positifs des tests, nous avons réalisé une extraction

liquide-liquide des alcaloïdes. Le rendement obtenu lors de l’extraction est de 3%

pour 100g de champignon utilisé (Figure.19) (Tableau 2).

Figure.19: Extrait sec obtenu après l’évaporation.

Tableau 2 : rendement de l’extraction.

Poids d’extrait sec correspondant

Pleurotus eryngii 3g 3%
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Nous rappelons que le poids de l’extrait sec est déterminé par la différence entre

le poids du  ballon plein (après évaporation) et le poids du ballon vide (avant

évaporation).

Le rendement obtenu lors de l'extraction des alcaloïdes totaux est très intéressant

par comparaison aux différents travaux menés sur l'extraction des alcaloïdes [48-49].

Il convient de noter que les extraits d'alcaloïdes totaux ne contiennent pas

uniquement des alcaloïdes; ils peuvent en effet renfermer d'autres composés, tels que

les esters acide gras, les stérols,…….. [48].

2.2. Chromatographie sur couche mince :

Pour avoir une évaluation qualitative de la composition chimique de notre extrait,

a été réalisée par chromatographie analytique sur couche mince en utilisant plusieurs

systèmes d'élution à différentes polarités. Les différents spots présents sur le

chromatogramme ont été délimités sons lumière UV à 254nm. Les couleurs des spots

ont été observées après révélation par le réactif de DragenDorff (Figure 20).

Figure 20 : Figure représente les deux chromatogrammes  après la révélation par

UV (1) et l'autre par réactif DragenDorff (2).

Les résultats du CCM révèlent la richesse de l’extrait avec la phase mobile:

Chloroforme /Méthanol (10ml/25µl).

-1- -2-
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D'après les chromatogrammes, notre extrait contient plusieurs produits, parmi ces

produits ceux qui ont coloré,  dont la révélation par le réactif de DragenDorff indique

la présence des AT. Nous observons deux spots colorés majoritaire composés 1et 2,

qui seront facile à séparer par une chromatographie sur colonne.

3. Tests d’activités biologiques :

3.1. Tests d’activités antibactériennes :

Nous avons étudié le pouvoir antibactérien des (AT) par la méthode de diffusion

des disques sur un milieu gélose (Muller Hinton) [47].

L’activité antibactérienne est estimée en termes de diamètre de la zone d’inhibition

autour des disques contenant l’extrait à tester vis-à-vis de six germes pathogènes (E.

coli, Proteus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus

aureus et Listeria).

Le tableau ci-dessous reporte les valeurs en mm des zones d’inhibition atteintes

avec les différentes souches étudiées.

Tableau 3: Résultats de l'activité antibactérienne.

Les souches Diamètres

(mm)

Les photos

Listeria 28
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E. coli 35

Klebsiella pneumoniae -

Staphylococcus Aureus -

Pseudomonas aeruginosa -

Proteus -

(-) : Absence d'activité antibactérienne.
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L'échelle de l'estimation de l'activité antibactérienne est donnée dans la littérature

scientifique [50], ils ont classé les diamètres de zones d'inhibition (D) de la croissance

bactérienne en 5 classes :

- Très fortement inhibitrice : > 30mm

- Fortement inhibitrice : 21mm-29mm

- Modérément inhibitrice : 16mm-20mm

- Légèrement inhibitrice : 11m-16 mm

- Non inhibitrice : D< 10

Les diamètres de la zone d’inhibition sont représentés graphiquement sur des

histogrammes (Figure.21).

Figure.21 : Diamètre des zones d’inhibition de l’extrait contre E. coli et Listeria.
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Les résultats indiquent que l’extrait des alcaloïdes présente une Très forte

inhibition vis-à-vis la souche bactérienne E. coli (gram négatif) et une forte activité

contre la bactérie Listeria (gram positif),  avec des zones d'inhibition très claire.

Le pouvoir de cette activité est représenté par les diamètres suivants:

D (E. coli)=35mm et D (Listeria)=28mm, mais avec les autre souches

(Staphylococcus Aureus, Pseudomonas aeruginosa, Proteus, Klebsiella pneumoniae)

aucune activité antibactérienne n’a été observée. Selon la littérature scientifique

D’autre paramètre peuvent influencer l'efficacité de l'extrait des alcaloïdes tels que

[50] :

- la concentration (peut être exagérée dans les disques).

- Le degré de pureté.

- La toxicité elle –même.

3.2. Test d’activités antifongique :

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé antifongique en

milieu solide dans une boite de pétri, après un certain temps de contact entre le

produit et le microorganisme cible, l’effet du produit antifongique sur la cible est

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

d’inhibition.

Le tableau ci-dessous reporte les résultats de l'activité antifongique des (AT) contre

les deux souches fongiques Trametes st et Chaetomium rt.

Tableau 4: Résultats de l'activité antifongique.

Les souches Diamètre (mm) Les photos

Trametes st

-
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Chaetomium rt

-

(-) : Absence Activité antifongique.

D'après ces résultats on peut conclure que notre extrait n’a pas un pouvoir

antifongique puissant contre (Trametes st ; Chaetomium rt).
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Dans ce travail, notre intérêt s’est porté sur une étude des alcaloïdes du

champignon Pleurotus eryngii connue sous le nom du Pleurote du panicaut du nord-

est Algérie. A coté des plantes médicinales les champignons représentent une source

inépuisable de composés naturel bioactifs, d’après la recherche bibliographique notre

champignon est classé parmi les espèces les plus comestible et il présente des intérêts

thérapeutiques très intéressants.

Afin de mettre en évidence la présence des alcaloïdes dans l’espèce Pleurotus

eryngii, des testes ont été réalisés avec quatre réactifs spécifiques du criblage des

alcaloïdes. Les résultats indiquent une forte  présence des alcaloïdes dans notre

échantillon.

Après avoir réalisés ces testes, une extraction liquide-liquide des alcaloïdes totaux

a été effectuée sur 100g du champignon, nous avons obtenu une quantité très

intéressante d’extrait sec qui est 3g   dont le rendement est de  (3٪).

La chromatographie analytique sur couche mince de l’extrait obtenu, nous

confirme la présence des alcaloïdes dans Pleurotus eryngii, par l’apparition des

différents spots minoritaires et majoritaires colorés avec le réactif de  DragenDorff.

En fin nous avons étudié le pouvoir antibactérien et antifongique du notre extrait

contenant les alcaloïdes, pour cela nous avons utilisé six souches bactériennes

(Escherichia. Coli, Klebsiella Pneumoniae, Pseudomonas Aeruginosa,

Staphylococcus Aureus, Listeria, Proteus) et deux souches fongiques

(chaetomium.ssp, trametes.sp). Les résultats indiquent que l’extrait des (AT) présente

une activité inhibitrice vis-à-vis deux  souches bactériennes seulement : E. coli

(gram négative) et Listeria (gram positive), et aucune activité antifongique contre

(Trametes sst ; Chaetomium rt).
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Annexe :

Les différents systèmes solvants utilisé pour la CCM gel de silice :

Système d’élution utilisé pour la

CCM

Volume de systèmes

solvants

S1 Chloroforme/Méthanol (4.5ml/0.5ml)

S2 D’éther D’éthylique/Méthanol (4ml/1ml)

S3 Chloroforme/Méthanol (5ml/3gouttes)

S4 Chloroforme/D’éthanol (5ml/2gouttes)

S5 Méthanol/ Chloroforme/Ammoniaque (8ml/4ml/3gouttes)

S6 Méthanol/ Chloroforme/Ammoniaque (8ml/2ml/3gouttes)

S7 Chloroforme/ Méthanol (4ml/1ml)

S8 Chloroforme/ Méthanol (5ml/2gouttes)

S9 Toluène/Acétate D’éthyle/ Ethanol (6ml/3ml/1ml)

S10 Chloroforme/ Méthanol (10ml/1ml)

S11 Chloroforme/ Méthanol/L’eau Distillée (6.5ml/3.5/1gouttes)

S12 : Chloroforme/Acétone (9.5/0.5)

S13 Toluène / Acétate D’éthyle/ Ethanol (6ml/3ml/1ml)



Résumé :

Pleurotus eryngii aussi appelée Pleurote du panicaut, est un champignon largement

cultivé, reconnue par leur richesse nutritif, et par ses propriétés curatives particulières

bénéfique pour la santé humaine, a la lumière de ces donnés, nous avons choisi de

rechercher les alcaloïdes dans Pleurotus eryngii du nord-est d’Algérie. Ces substances

sont parmi les plus importants groupes de produits naturels, en raison de leurs

propriétés biologiques et de leur diversité structurale.

Après avoir récolté le matériel, un criblage des alcaloïdes a été effectué, dont les

résultats indiquent une forte  présence des alcaloïdes dans notre champignon. A

l’issue du screening, nous avons réalisé une extraction liquide-liquide des alcaloïdes

du 100g de l’espèce Pleurotus eryngii, qui a donné 3g de produit sec contenant des

alcaloïdes totaux. L’extrait obtenue a montré une activité antibactérienne  intéressent

contre les deux bactéries E. coli (gram négative) et Listeria (gram positive), et aucune

activité antifongique contre  (Trametes st ; Chaetomium rt).

Mots clés : Pleurotus eryngii, alcaloïdes, extraction, activite antibacterienne,

activite antifongique.



:ملخصال

Pleurotus eryngii  المسمى كذالكPleurote du panicautیعرف بغناه ،ھو فطر واسع الزراعة

نقوم أناخترنا ،ء ھذه المعطیاتعلى ضو،الإنسانو خصائصھ العلاجیة الخاصة و المفیدة لصحة ،الغذائي

بشمال شرق الجزائر. ھذه المواد من بین أھم المنتجات Pleurotus eryngiiالقلویات في  بدراسة عن

.ا البنیويھبسبب خصائصھا البیولوجیة وتنوع،الطبیعیة

،وجود قوي للقلویات في فطرناإلىنفذت غربلة القلویات في حین النتائج تشیر ،قمنا بحصاد المادة أنبعد 

أعطىالذي ،Pleurotus eryngiiغ لنوع 100سائل للقلویات ل- استخلاص سائلبإجراءقمنا ،بعد الفرز

المستخلص المتحصل علیھ اظھر نشاط مضاد ،الإجمالیةالذي یحتوي على القلویات غ من المنتج الجاف 3

) ولا أي نشاط مضاد للفطریاتgram positive(Listeria) و E. Coli)gram négative،للبكتیریا 

(Trametes st ; Chaetomium rt).

مضاد نشاط ،نشاط مضاد للبكتیریا،الاستخلاص،القلویات،Pleurotus eryngii:الكلمات المفتاحیة

.للفطریات



Abstract :

Pleurotus eryngii, is a widely cultivated mushroom, recognized by their nutrient

richness, and its special healing properties beneficial to human health, in the light of

these data, we chose to look alkaloids in Pleurotus eryngii of north-east of Algeria.

These substances are among the most important groups of natural products, because

of their biological properties and their structural diversity.

After collecting the fungus, screening alkaloids was performed, the results indicate

a strong presence of alkaloids in our mushroom. After the screening, we performed

a liquid-liquid extraction of alkaloids 100g of Pleurotus eryngii species, which gave

3g of dry product containing total alkaloids. The extract obtained showed antibacterial

activity against both bacteria E. coli bacteria (gram -) and Listeria (gram +) and no

antifungal activity against (Trametes st; Chaetomium rt).

Keywords: Pleurotus eryngii, Alkaloids, Extraction, Antibacterial activity,

Antifungal activity.
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