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Introduction

Introduction

L’émergence de nouvelles maladies, le développement de résistances aux médicaments,
I’apparition de virus mortels, les complications liées aux transplantations d’organes et
I’augmentation de 1’incidence des infections fongiques, ainsi que les risques de toxicité
associ¢ a I’utilisation excessive des médicaments et des antibiotiques de synthése, poussent
les chercheurs a explorer différentes sources naturelles afin d’obtenir de nouveaux
médicaments qui seraient efficaces, possédant une faibles toxicité et ayant un impact mineur

sur I’environnement.

Les métabolites secondaires regorgent d'une importante réserve a caractere medicinal,
occupant une place importante dans la pharmacopée algérienne. Véritable renouveau de la
pharmacopée mondiale, la mycothérapie (soins par les champignons) apparait comme une
révolution non verte: ni végétaux, ni animaux, partout et totalement indispensables au
processus de vie et de mort, les champignons comestibles, vrais alicaments possédent
également des propriétés medicinales étonnantes dans le traitement de certains cancers, de
pathologies dégénératives mais aussi de pathologies moins lourdes. Elle est une branche
essentielle de la phytothérapie, depuis 2000 ans (expérience des praticiens asiatiques,

recherche dans les hépitaux chinois et mondiale actuellement) [1].

A cet effet le champignon "Pleurotus eryngii" communément appelé Pleurote du
panicaut du nord-est Algérie retient d’avantage notre attention. Cette espéce est reconnue par
sa richesse nutritive, et par ses propriétés curatives particulieres bénéfiques pour la santé
humaine [2-3-4]. Ceci révele I'importance de réaliser une étude sur des métabolites

secondaires provenant de I’espéce Pleurotus eryngii.

Les travaux que nous avons effectués sur notre champignon dans ce cadre sont reportés

dans les étapes suivantes :

Dans la premiére étape, sont reportées des études bibliographiques effectuées sur le

Pleurotus eryngii et les métabolites secondaires.

La deuxiéme étape est consacrée sur un criblage des différents métabolites du notre

extrais du champignon Pleurotus eryngii.
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Dans la troisieme étape, une extraction génerale des métabolites secondaires a été
effectuée en utilisant trois solvants d’extraction : Ether de pétrole, Acétate d’éthyle et le n-

butanol.

Dans la quatrieme étape, nous avons Vérifié la présence de ces métabolites dans les trois

fractions par une chromatographie analytique sur couche mince.

Enfin une évaluation de ’activité antibactérienne des fractions précedentes a été

réalisée sur quatre souches pathogenes.
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1. Généralités
1.1. La mycologie

La mycologie est une science relativement récente. Cependant les champignons sont
apparus depuis le début de la vie sur terre il y a environ 4,5 milliards d’années et la plupart
datent du Crétacé et du tertiaire, dont on peut voir les vestiges dans certains fossiles et surtout
dans I’ambre .Les premiers fossiles ressemblant aux champignons actuels remontent au
Silurien, soit environ 410 millions d’années. Certains ascomycetes ont été reconnus du
Carbonifere. On dénombre actuellement plus de 400 genres issus des fossiles trouvés sur

notre planete [5].
1.2. Le regne de Fungi

Les champignons appartiennent au regne des Fungi, un groupe qui se distingue
nettement des végétaux, des animaux et des bactéries. Il leur manque la caractéristique
principale des végétaux : la capacité d’utiliser directement 1’énergie du soleil grace a la
chlorophylle. Ils doivent donc assurer leur alimentation a partir d’autres organismes, en

absorbant les substances nutritives du matériel organique dans le quel ils vivent [6].

L’organisme vivant des Fungi est un mycélium constitué d’un fin réseau de filaments
appelés hyphes. Sous certaines conditions, les hyphes sexuellement compatibles fusionnent et
forment des spores. Les structures les plus grandes (supérieures a 1 mm) produisant des
spores sont appelées champignons. C’est la partie que 1'on remarque le plus dans la nature,
mais elle ne constitue qu’une fructification. La partie la plus importante se trouve sous le sol

ou & I’intérieur du bois [7].
1.3. Les champignons

Le mot « champignon » vient du latin « campaniolus» (qui signifie : produit de la

campagne), qui a évolué vers 1350 en « champineul», pour aboutir en 1398 au mot actuel.

Les champignons, appelés aussi Fungi ou Mycétes, constituent un régne a part entiere,

au méme titre que les procaryotes (bactéries et archaebactéries), les protistes (eucaryotes

Unicellulaires), les végétaux, les animaux .lls constituent un ensemble trés diversifié, que I'on
estime entre 2,5 et 50 millions d'espéces. Heureusement le nombre d'espéces impliquées en

pathologie humaine est bien inférieur, entre 300 et 500 especes .Ce sont des eucaryotes, uni-
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ou pluricellulaires, immobiles. lls sont dépourvus de pigments assimilateurs de type
chlorophylle et sont donc incapables de photosynthese. Il s'agit d'organismes hétérotrophes
dont la nutrition carbonée est dépendante de la présence de matiere organique préformée. Les
champignons se nourrissent par absorption : ils sécretent des enzymes protéolytiques qui
transforment le substrat, sur lequel ils se développent, en Sous-unités plus petites et donc
assimilables (glucose, maltose). Ces composés sont ensuite stockés sous forme de glycogéne
et de lipides [5].

Le régne des champignons comprend 5 embranchements « phyla » Chytridiomycota,

Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota, et « Deuteromycotina ou Deuteromycetes » [8].
2. Présentation de champignon

2.1. Pleurotus eryngii

Pleurotus eryngii « communément appelé Pleurote du panicaut » est un champignon

comestible largement cultivé. Teneur en eau est d'environ 90 % de champignons frais.

Il appartenait au genre du Pleurote et il arrive a étre le plus important dans cette famille.
Il 'a un petit capuchon, mais sa tige est épaisse et charnue. Une fois récolté le champignon ne

va pas mal rapidement.

C'est un champignon avec des quantités généreuses de nutriments, y compris des
glucides, des protéines, des vitamines, des minéraux et des fibres. Cela ressemble beaucoup a

une alimentation équilibrée et le champignon est tenu de garder les gens en bonne santé [9].

Figure 01 : Champignon Pleurotus eryngii.
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2.2. Taxonomie et classification

Tableau 01 : Classification de Pleurotus eryngii.

Ay
Régne : Fungi

Division : Basidiomycota

Classe : Agaricomycetes
Agaricomycetidae
Ordre : Agaricales

Famille : Pleurotaceae

Pleurotus

Nom binominal : Pleurotus eryngii

2.3. Comment le reconnaitre ?

Au long de l'année, de nombreuses espéces de champignons poussent dans nos
régions. Vous les trouverez dans les bois, dans les prés, au bord des fosses, ou encore au pied
de vieux murs. Mais comment reconnaitre les bons champignons ? Voici quelques conseils

pour repérer un champignon appelé Pleurote du panicaut [10] :


https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A8gne_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fungi
https://fr.wikipedia.org/wiki/Division_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Basidiomycota
https://fr.wikipedia.org/wiki/Classe_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Agaricomycetes
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sous-classe_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Agaricomycetidae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ordre_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Agaricales
https://fr.wikipedia.org/wiki/Famille_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Pleurotaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Genre_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Pleurotus
https://fr.wikipedia.org/wiki/Nom_binominal
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> Description

Le chapeau de ce champignon mesure de cing a dix centimétres, il est dissymétrique
et de couleur beige a brun. La marge est enroulée. Les lames sont espacées et de couleur blanc

creme. Le pied est souvent excentré, il est courbé et blanc.

«— Chapeau brun clair @ trés foncé \

Lames blanches a
créme, serrées
et décurrents
(descendant
sur le pied)

[~

Souvent cespiteux (base
ommune a plusieurs individus)

Figure 02 : Description du Pleurotus eryngii.
> Ecologie

Le Pleurote du panicaut pousse dans les lieux non cultivés, les landes, et partout ou
pousse le chardon panicaut. Il peut également pousser sur le littoral prés de chardons

maritimes.
> Périodicité

Le Pleurote du panicaut se cueille du printemps a l'automne. Elle est assez commune

dans le Midi, le centre et sur les littoraux.
» Comestibilité

Ce champignon est un excellent comestible car sa chair est tres parfumee. C'est la

meilleure des Pleurotes, elle est méme considérée comme I'un des meilleurs champignons.
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2.4. Répartition géographique

Pleurotus eryngii originaire des rives de la Mediterranée. Il se trouve donc dans le
Moyen-Orient et les régions dans la partie nord de I'Afrique. Ce champignon se trouve aussi
en Asie ou ils sont cultivés. D'autres pays qui ont entrepris de cultiver ce champignon dans le
commerce comprennent le Japon, la Corée du Sud, I'ltalie, I'Australie, I'Afrique du Sud et aux
Etats-Unis [11].

2. 5. L usage traditionnel du Pleurotus eryngii

Les Pleurotus eryngii a d'autres usages qui ont un impact sur la santé, mais d'une maniére
indirecte. Pleurote du panicaut est un champignon lignolytique qui est en mesure de remédier
a l'agriculture par des produits ou déchets réels pour devenir consommables sains pour les
animaux domestiques. Cela garantit que les agriculteurs peuvent élever des animaux pour la
viande ou le lait a un prix avantageux. Cela contribue a augmenter la santé des gens lorsque
les aliments nutritifs deviennent abordables pour de nombreux peuples .Dans la méme
lumiére, le champignon, grace a ses propriétés ligninolytiques, aide a débarrasser
I'environnement des produits par ailleurs dangereux. Parmi le matériel rendu inoffensif par les
puissances de ce champignon sont des contaminants qui sont un produit de l'activité
industrielle. D'autres sont des polluants organiques. Xénobiotiques sont pris en charge par le

champignon Pleurotus eryngii de la méme maniere [11].

2. 6. I’intérét thérapeutique du Pleurotus eryngii

Sur les 15 000 espéces de champignons supérieurs qui existent sur terre, environ 700
possedent des propriétés médicinales. Pourtant, les chercheurs pensent que 1’on pourrait

découvrir un intérét thérapeutique sur plus de 1 800 espéces de champignons au total [12].

La mycothérapie a pour objet la thérapie médicale par les champignons dont certaines
espéces parmi les dizaines de milliers existantes sont reconnues pour leur propriété curative.
La mycothérapie regroupe l'étude de la biologie des champignons, leur toxicologie et leur

propriété thérapeutique [13].

> Pleurote du panicaut est riche en fibres, en stérols végétaux, en protéines, oligo-
éléments et sa faible valeur calorique, accompagne les régimes de prévention des

maladies cardio-vasculaires.




Etude bibliographique

» c’est aussi un excellent hypocholestérolémiant, Il est capable de synthétiser la
« mevinoline » naturelle, le puissant inhibiteur du HMG-CoA réductase dans la
biosynthese de cholestérol. En deux mois, un apport de 4 g du Pleurote en poudre,
rameéne au dessous de 40% le taux de cholestérols LDL dans le sang, soit un résultat

rivalisant avec les meilleurs médicaments disponibles [14].

» Les polysaccharides extraits du Pleurote se sont révélés propres a renforcer 1’activité

du systéme immunitaire [15].

> Le Pleurote permet de stopper presque completement la croissance des cellules en
culture du cancer du sein. «avec le champignon Pleurote du panicaut ajouté la
prolifération et 9% » [16].

Ce champignon possede autres propriétés qui sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau 02 : Propriétés thérapeutiques du Pleurotus eryngii.

champignon Activité Référence
Antiallergique [2]
Anti-inflammatoire [3]
Antifongique [17]
Pleurotus eryngii Anti-bactérie [18]
Anti-levure [19]
Anti-dermathophyte [20]
Anti-tumorale [4]
Anti-oxydante [21]




Etude bibliographique

3. Métabolites secondaires

3.1. Définition et fonction
Les métabolites secondaires sont souvent considérés comme n'étant pas essentiels a la
vie de la plante. Ils sont bio synthétisés a partir de métabolites primaires et jouent un role
majeur dans les interactions de la plante avec son environnement, contribuant ainsi a la survie
de I'organisme dans son écosysteme. Plus de 8500 métabolites secondaires sont déja connus
[22].

En général, les termes, métabolites secondaires, xénobiotiques, facteurs antinutritionnels,
sont utilisés pour déterminés ce groupe, il existe plus de 200.000 composés connus qui ont des
effets antinutritionnels et toxiques chez les mammiferes. Comme ces composés ont des effets
toxiques, leur incorporation dans I’alimentation humaine peut étre utile pour la prévention
contre plusieurs maladies (cancer, maladies circulatoires, les infections viral...), car la
différence entre toxicité et effet bénéfique est généralement soit dose ou structure dépendant
[23].

3. 2. Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires qui sont classés selon leur structure chimique en quatre
groupes majeurs sont :

®,

% Les composés phénoliques ou aromatiques.
% Les terpénoides.
%+ Les hétérosides.

% Les alcaloides.

3.2.1. Les composés phénoliques

Les composes phénoliques sont une vaste classe des substances organiques cycliques
trés variées, d’origine secondaire qui dérivent du phénol CgHsOH qui est un
monohydroxybenzéne. Les composés phénoliques sont fort répandus dans le régne végétal ;
on les rencontre dans les racines, les feuilles, les fruits et 1’écorce. La couleur et I’arome, ou
’astringence des plantes dépendent de la concentration et des transformations des phénols.
Dans la nature, ces composés sont généralement dans un état lié sous forme d’esters ou plus
généralement d’hétérosides. Ils existent également sous forme de polymeres naturels (tanins).

Le groupe le plus vaste et plus répandu des phénols est celui des flavonoides [24].
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Plusieurs classes de composés polyphénoliques sont définies selon le squelette de base :

Tableau 03: Les différentes classes des composés phénoliques [25].

Squelette carbonée Classes de composes phénoliques

Ce Phénols simples et benzoquinones

Cs-Cy Acides phénoliques

Cs-C, Acétophénones et les acides phenylacétiques

Ce-C3 Acides hydroxy-cinnamiques, coumarines,
phénylpropenes, chromons

Cs-C4 Naphthoquinones

Cs-C1-C Xanthones

Cs-C,-Cs Stilbénes et anthraquinones

Cs-C5-Cq Flavonoides et isoflavonoides

(Ce-Cy), Tannins hydrolysables

(C6-Cs), Lignanes et néolignanes

(Ce-C3-Co)2 Biflavonoides

(Ce-Ca) n Lignines

(Ce) n Catéchols

(Ce-C3-Co) n Tannins condensés

3.2.1.1. Les acides phénoliques simples (C6-C1 ou C6-C3)

Les acides phénoliques font partie des formes les plus simples des composés

phénoliques et se séparent en deux grands groupes distincts qui sont les acides

hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques [26].

OH

O

Acides hydroxycinnamiques (C6-C3)

R2 R1

O
R3

OF

R4
Acides hydroxybenzoiques( C6-C1)
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% Coumarines C6-C3

Les coumarines dérivent des acides hydroxycinnamiques par cyclisation interne de la

chaine latérale. Les coumarines ont fréquemment un role écologique ou biologique [27].

e

O O

Coumarine

Figure 03: Structure des Coumarines.
3.2.1.2. Les flavonoides
Les flavonoides sont des substances phénoliques qui représentent un large groupe des
métabolismes secondaires.
Leur structure comprend de deux cycles aromatiques (A et B) reliées par une trois

chaine carbonée, généralement organisé comme une hétérocyclique oxygéné (C).

Figure 04 : Structure de base des flavonoides [28].

» Classification des flavonoides
Plus de 5000 variétés des flavonoides ont été identifiés et peuvent classer selon leur
structure sur la base du degré de substitution et 1’oxydation [29].
Les flavonoides prédominants sont le plus souvent divisés en six sous-classes :
Les flavones, les flavonols, flavan-3-ols, les flavanones, les isovlavones et anthocyanidines
[28].
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Tableau 04 : Les principales classes des flavonoides [28].

Les flavones

Les flavonols

Flavan-3-ols

Apigénine

Quercétine

Catéchine

Les flavonones

Naringénine

| ‘ |
Isoflavonones g | | Genistéine

Anthocyanidines

Cyandine
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3.2.2. Les tanins
Ils sont définis comme étant des composés poly-phénoliques, hydrosolubles de masse
moléculaire comprise entre 500 et 3000 KD (polymeéres) ayant la propriété de tanner la peau
c¢’est-a-dire de la rendre imputrescible (I’empéche de pourrir), propriété liée a leur aptitude a
se combiner a des macromolécules (protéines), a précipiter les alcaloides et la gélatine [30].
% Types et structures
Selon la structure, on a deux types de tanins : les tanins hydrolysables et les tanins
condensés, dits aussi : proanthocyanidines [31].
a)Tanins hydrolysables
Les tanins hydrolysables sont des polyesters de glucides et d'acides phénols, ils sont
facilement scindés par les enzymes de tanases en oses et en acide phénol, selon la nature de
celui-ci on distingue: les tanins galliques, et les tanins ellagiques .
» Tanins galliques (Gallo tanins)
IIs donnent par I'nydrolyse des oses et de I'acide gallique.
» Tanins ellagiques (Ellagitanins)

IIs sont scindés par les enzymes en oses et en acide ellagique.

O

HO
OH

HO

OH

Tanins

Tanins ellagiques

Figure 05:Structure de base de Tanins galliques et Tanins ellagiques.

b) Les tannins condensés
Ce sont des proanthocyanidines. C'est-a-dire, des composés polyphénoliques
hétérogénes : dimeres, oligomeres ou polyméres de flavanes, flavan-3-ols, 5-flavanols, 5-
deoxy-3-flavanols et flavan-3,4-diols. Les tanins condensés sont des molécules hydrolysables,

leur structure voisine de celle des flavonoides est caractérisée par 1’absence de sucre [31].
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Figure 06 : Structure de tanins condenses.
3.2.3. Les terpénoides

Les terpénes constituent le plus grand ensemble des metabolites secondaires des
végétaux, notamment les plantes supérieures. lls sont également rencontrés dans les autres
types d’organismes vivants (algues, mousses, champignons, insectes) [32].

Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette d'une
unité isoprénique[33].
CHs,

lsoprene

Figure 07: Structure de base des terpénoides.

IIs sont formés de I'assemblage d'un nombre entier d'unités penta carbonées ramifiées
dérivées du 2-methylbutadiéene, appelées unités isopréniques (CsHg) n. Ces squelettes peuvent
étre arrangés de facon linéaire ou bien former des anneaux. De ce fait les terpénes sont

classifies comme suit [22]:

Terpenes Unités isopréniques Atomes de carbone
Monoterpénoides 2 10
Sesquiterpénoides 3 15
Diterpénoides 4 20
Sesterterpénoides 5 25
Triterpénoides 6 30
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3. 2.4. Les hétérosides

Les hétérosides ou glycosides sont des molécules formées par combinaison d’oses et de
substances non glucidique appelées aglycones ou génines .Ce sont le secondaire le plus
anciennement connues .1l forment des substances de réserve localisées dans les vacuoles
cellulaires .Les hétérosides se différencient entre eux par leurs génines qui appartiennent a
tous les groupes de métabolisme secondaire (flavonoide, saponosides, et tanins) et par le
mode de liaison entre le génine et 1’ose ainsi que par la nature de la partie glucidique. 1ls sont
classés selon la nature de la liaison en C-, N, O-, S- hétérosides [35].

3. 2.5. Les saponosides

Les saponines sont des métabolites secondaires hétérosidiques, fréiqguemment rencontrés
chez les végétaux supérieurs en particulier chez les Dicotylédones (racines, fruits, écorces,
tiges, feuilles ou graines), mais sont synthétisés également par certains animaux marins tels
que les concombres de mer ou les étoiles de mer.

Le nom saponoside est dérivé du mot latin sapo qui veut dire savon, qui évoque le
caractére moussant de leur solution aqueuse. Ce pouvoir tensio-actif est di au caractére
amphiphile des molécules, a la fois lipophile (la partie aglycone ou génine) et hydrophile (la
partie osidique).

Les saponosides sont des composés, pour la plupart, trés polaires et sont souvent
retrouvés sous forme de mélanges complexes dans la plante. Ils possédent en outre un large
spectre de propriétés biologiques et pharmacologiques notamment des propriétés
immunomodulatrice, immunoadjuvante, cytotoxique, antitumorale et hypocholestérolémiante
[34].

3. 2.6. Les alcaloides

> Définition

Les alcaloides sont des substances organiques naturelles composés de carbone,
d’hydrogeéne, d’oxygéne et d’azote. Typiquement comme les amines primaires, secondaires,
ou tertiaires et cela confere la basicité a l'alcaloide, en facilitant leur isolement et purification
comme sels solubles dans l'eau formés en présence des acides minéraux. Ils peuvent étre
présents dans tous organes Leur teneur est tres variable, généralement comprise entre 0.1% et
2 a 3 % du poids sec de la drogue.

Les alcaloides existent rarement a 1’état libre, mais le plus souvent ils sont combinés a

des acides organiques ou a des tanins [35].
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» Fonctions et propriétes
Les alcaloides sont des molécules tres intéressantes au point de vue biologique car
certaines sont le principe actif de plusieurs extraits de plantes anciennement utilisés comme
médicaments, comme poisons ou encore comme psychotropes. Insolubles ou fort peu solubles
dans I'eau; ils sont solubles dans l'alcool plus a chaud qu'a froid, I'éther, les acides et dans
I’ammoniaque [35].

Les principaux cycles azotés des alcaloides sont de type a, b, ¢, d, e, f,geth:

Tableau 05: Les principaux cycles azotés des alcaloides [35].

=
N |\
H
Indole (a) Quinoline (b)

~d
N N—CH)

Isoquinoline (c)

Tropane (d)

s es

Pyridine (e) quinolizidine (f)

morphine () Solanidine(h)
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4. Activité antibactérienne

4.1. Généralités

Un antibiotique est une substance antibactérienne d’origine biologique (produit par un
microorganisme ; champignon microscopique ou bactérie....), synthétique ou semi-
synthétique, qui agit sélectivement a faible concentration et en quelques heures sur une étape
du métabolite bactérien sans exercer habituellement un effet toxique pour les organismes

supérieurs [36].
4. 2. Activité antibactérienne de Pleurotus eryngii

Macrofungi ont longtemps été utilisé comme une source de nourriture précieuse et
médecines traditionnelles du monde entier depuis I’antiquité, en particulier au Japon et en
Chine. D’aprés la bibliographie notre champignon Pleurotus eryngii a des propriétés
antibactériennes, dont il existe de trés nombreuses maladies qui sont causées par des bactéries,

y compris le choléra et le tétanos [37].
4.3. Souches bactérienne utilisées dans ce travail

4.3.1. E. coli

Escherichia coli est un bacille a gram négatif [38], de forme non sporulée, de type
anaérobie facultative, généralement mobile grace aux flagelles, sa longueur varie de 2 a 6 um,
alors que sa largeur est de 1,1 a 1,5 um [39].

Les bactéries appartenant a I’espece E. coli constituent la majeure partie de la flore
microbienne aérobie du tube digestif de ’homme et de nombreux animaux. Certaines souches
sont virulentes, capables de déclencher spécifiquement chez I’homme ou chez certaines
especes animales des infections spontanées des voies digestives ou urinaires ou bien encore
des méningites néo-natales. D’autres souches appartiennent a la flore commensale peuvent
étre responsables d’infections opportunistes variées, surtout chez les sujets aux défenses

immunitaires affaiblies [38].

4. 3.2. Staphylococcus aureus
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Les espéces Staphylococcus aureus sont des cocci a Gram positif, de forme sphérique,
avec un diametre de 0.8 a 1 um. Elles sont regroupées en diplocoques ou en petits amas
(grappe de raisin). Ce type de bactéries sont immobiles, asporulés, habituellement sans
capsule. De nombreuses souches de Staphylococcus aureus produisent un pigment jaune doré

[38]. S. aureus représente est la cause de méningite, ostéomyélite et la diarrhée [39].

4. 3.3.Klebsiella pneumoniae

Les Klebsiella sont des bacilles a Gram négatif, toujours immobiles, de dimensions
comparables a celles d’Escherichia coli, tres souvent encapsulés. Cette capsule de nature
polysaccharidique contient des acides hexuroniques (acides glycuronique et galacturonique),
et de 2 a 4 sucres (galactose, glucose, mannose, rhamnose) [40].

4.3.4. Pseudomonas aeruginosa

Les especes Pseudomonas aeruginosa sont des bacilles & Gram négatif, ces bactéries
fines sont de 1.5 a 3 u m de long et 0.5 a 0.8 um de large. Elles sont mobiles grace a une
ciliature de type polaire monotriche.

P. aeruginosa ne forme ni spores ni sphéroplastes. Elle est responsable de 10 % de
I’ensemble des infections nosocomiales, occupant le 3 *™ rang aprés E. coli et S. aureus, mais
le 1 ® rang pour les infections pulmonaires basses et le 3 *™ rang pour les infections urinaires
[41].
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Matériel et méthodes
1. Matériel fongique

1.1. Identification de champignon

La partie expérimentale de ce travail a porté sur le champignon comestible Pleurotus
eryngii « Pleurote du panicaut », qui a été identifié par Mr LOUNIS YOUSEF KHODJA,
maitre assistant « A »: laboratoire de mycologic de biotechnologie et de Dactivité
microbienne, département de biologie appliquée FSNV. Université des Fréres Mentouri

Constantine.

Figure 08 : Pleurotus eryngii.
1.2. Récolte de materiel

Le champignon a été récolté durant la période allant du mois de SEPTEMBRE 2015 au
mois d’OCTOBRE 2015, dans la région d’Ain Fakroun, située dans la wilaya d’Oum El
Bouaghi au nord-est d’ Algérie.
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Figure 09 : Carte géographique de la Zone de récolte.
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1. 3. Conservation du champignon

Les echantillons Pleurotus eryngii fraichement récoltés sont nettoyés puis laisser

sécher a 45°C et pulvérisés puis conservés [42]

2. Méthodes

2.1. Criblage des métabolites secondaires

Le criblage des métabolites secondaires est un test qualificatif qui permet de mettre en
évidence les composés chimiques, tel que : Les alcaloides ; Les saponines ; Les poly phénols ;

Les flavonoides ; Les quinones ...

2. 1.1. Préparation de I’infusé pour le criblage des flavonoides, les

polyphénols et les tanins

Nous avons broyé 5g du champignon, dans un bécher, nous avons introduit le

broyat dans 100ml d’eau distillée puis nous avons agité vigoureusement.

Le mélange a été introduit dans un bain marie a 90°C pendant 15 min. La suspension a

été filtrée afin d’obtenir un infusé concentré a 5% [43].

a) Criblage des flavonoides

0,

% Réaction a la cyanidine

-Test 01

Dans un tube a essai contenant 2 ml de I’infusé nous avons introduit 5 ml
d’HCL concentré a 50% dans I’EtOH (alcool chlorhydrique). Ensuite, nous avons

ajouté 1 ml de I’alcool iso-amylique puis 1 ou 2 rognure de magnésium.

La présence d’une coloration rose orange (flavone) ou rose violacé (flavonone) ou rose

cerise indique la présence de flavonoide libre.
-Test 02

A 5 ml de I’infusé, nous avons ajouté 5 ml d’une solution d’HCL concentré a 50%

dans I’EtOH. Ensuite, ajouter 1 ml de [I’alcool iso-amylique. Apres 15 min de
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chauffage au bain marie, I’apparition d’une coloration rouge (rouge cerise) est

caractéristique de la présence des flavonols et flavanols (leucoanthocyanes).
b) Mise en évidence des polyphénols

% Test au Chlorure Ferrique

Un volume de 2.5 ml de I’infusé et 0.5 ml d’une solution aqueuse de FeClz concentré a
1 % sont mélangé. La présence de composé phénolique provoque la formation de couleur

noiratre.
c) Mise en évidence des tanins condenses

% Révélation par le réactif de stiasny

La mise en évidence des tanins condensés a été effectuée par I’utilisation du réactif de
stiasny (10ml de formaldéhyde et 5 ml d’acide chlorhydrique concentré) dont le principe est
le suivant :a 10 ml de [Iinfusé nous avons ajout¢é 5ml du réactif de stiasny.

L’apparition d’un précipité rouge confirait la présence des tanins dans le milieu.
2.1.2.1. Criblage des tanins catéchiques

5g du champignon a été broyé et introduit dans un bécher contenant 20 ml de MeOH, le
mélange a été agité pendant 15 min. Dans tube a essai, nous avons introduit 2.5ml de 1’extrait
obtenu et 1 ml d’une solution de FeClz a 1% (1g de FeCl; et 100 ml de MeOH).

L’apparition d’une coloration verdatre est caractéristique de la présence des

tanins catéchique [44].
2.1.3. Criblage des triterpénes

«» Reéaction de Lieberan-Burchard

Le criblage des triterpénes est fonde sur la réaction de Lieberan-Burchard. L’extrait est
tout d’abord réalisé a partir d’'une macération pendant 24 heures de 1g de poudre de
I’échantillon dans 20ml d’éther éthylique. Nous avons additionné 10 ml du maceré évaporeée
dans 1ml de Chcl, aprés dissolution les solutions sont transférées dans des tube a essais aux

quels sont ajouté 2ml d’H, SOg.
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La réaction est effectuée a froid. La formation d’un anneau rouge brunétre ou violet,

traduit la présence de triterpéne [45].
2.1.4. Mise en évidence des saponosides

Apres broyage d’l g du champignon, le broyat est introduit dans un erlenmeyer
contenant 100 ml d’eau distillée. Le meélange est placé au bain marie a 90°C pendant

30min. Le décocté obtenu est filtré a 1’aide d’un papier filtre [45].
% Indice de mousse (Im)

La caractérisation des saponosides est basée sur 1’apparition des mousses apres
agitation des extraits. L’indice de mousses (Im) est la technique la plus abondante

pour la confirmation de la présence des saponosides.

Dans une série de 11 tubes a essais sont introduites successivement les mémes

quantités selon le tableau :

Tableau 06: Gamme de dilution décroissante du décocté pour la mesure de I’indice de

MOuSSe.
Tube 1 2 3 4 5 6 8 10 11
Décocté (ml) 0 0.5 1 1.5 2 2.5 3.5 4.5 5
Eau (ml) 10 9.5 9 8.5 8 7.5 6.5 5.5 5

Apres une agitation vigoureuse pendant 15 secondes d’un tube a essaie contenant
quelque millilitre d’extrait aqueux. On laisse les tubes au repos pendant 10 min; il se forme

une mousse persistante en présence des saponosides.
L’hauteur de la mousse permet de calculer I’indice de mousse (Im) :
Im =inverseC x D
C : concentration initiale de I’extrait.

D : dilution dans le tube ou la mousse >1



Matériel et Méthodes

2.1.5. Mise en évidence des quinones

1g du champignon sec est broyé et placé dans des tubes avec 15 a 30 ml d’éther de
pétrole apres agitation et un repos de 20 heures, les extraits sont filtrés.

La présence de quinones libre est confirmée par 1’ajoute de quelque goutes de NaOH

(1/10), lorsque la phase aqueuse vire au jaune, rouge au violet [47].

2.1.6. Mise en évidence des alcaloides

% Préparation de la solution a analyser

Introduire 5g du champignon sec et finement pulvérisé dans un erlenmeyer. Ajouter 25
ml d’acide sulfurique concentré H,So, dilué au 1/10 avec de I’eau distillée puis boucher.
Agiter et laisser macérer 24 h a la température du laboratoire.

Filtrer sur papier et laver a I’eau de maniére a obtenir 25ml de filtrat. [48]

«» Réactions de caractérisation

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

réactifs suivants ont été préparé comme suit :

-Réactif de Mayer : Chlorure de mercure 1.36g, lodure de potassium5g, I’eau distillée
jusqu’a 100 ml.

- Réactif de Wagner : d’iodel.27g, d’iode de potassium 2g, d’eau distillée jusqu’a 100ml.

- Réactif de Hager : acide picrique 1.5¢g, I’eau distillée jusqu’a 100 ml

- Réactif de Dragendorff : 1l s’agit d’un mélange (v/v) de deux solution A et B : « solution
A : (Nitrate de bismuth 1.7g, Acide tartrique concentré 20g, I’eau distillée jusqu’a 100 ml)
+solution B : (Iodure de potassium 10g, L’cau distillée 100 ml

Selon les travaux de PIERRE.L, la formation d’un précipité indique la présence des
alcaloides
[49].Avec la réaction de Mayer la présence des alcaloides est remarqué avec la formation
d’un précipité « blanc-jaunatre », et un précipité « rouge brique foncé »avec la réaction de
Wagner, la réaction Hager donne un précipité jaune en présence des alcaloides et avec

Dragendorff un précipité rouge-orangeée.
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2.1.7. Les Dérivés Anthracéniques [49]

% Extrait chloroformique :A 1 g du champignon sec en poudre, ajouter 10 ml de
chloroforme et chauffer au bain-marie pendant 3 min, filtrer a chaud et compléter a 10

ml si nécessaire.

X/
°e

Hydrolyséat : A une partie du résidu de la poudre du champignon épuisée par le
chloroforme, ajouter 10 ml d’eau distillée et 1 ml d’acide chlorhydrique concentré.
Maintenir le tube a essai dans le bain-marie bouillant pendant 15 min. Refroidir sous

un courant d’eau et filtrer. Compléter a 10 ml avec 1’eau distillée.

% Caractérisation :
2.1.7.1. Derivés anthracéniques libres

1 ml d’extrait chloroformique plus 1 ml de NH4OH dilué puis agitation; la

coloration plus ou moins rouge indique la présence d’anthraquinones libres.

2.1.7.2. Dérivés anthracéniques combinés
a) O-hétérosides (anthraquinones)

Prélever 5 ml d’hydrolysat et agiter avec 5 ml de chloroforme, soutirer la phase
organique et I’introduire dans un tube a essai, ajouter 1 ml de NH,OH dilué. Agiter, la
présence d’anthraquinones est révélée par la coloration rouge plus ou moins intense.

b) O-hétérosides a génines réduites

5 ml d’hydrolysét plus 3 a 4 gouttes de FeCls & 10 %, chauffer pendant 5 min au bain-
marie. Refroidir, agiter avec 5 ml de chloroforme. Soutirer la phase chloroformique et
I’introduire dans un tube a essai, ajouter 1 ml de NH,OH dilué et agiter. En présence de
produits d’oxydation, la coloration rouge est plus intense.

c) C-hétérosides

Reprendre la phase aqueuse qui a été conservée au cours de la caractérisation des O-
hérosides par 10 ml d’eau distillée et ajouter 1 ml de FeCl; a 10%. Maintenir le tube & essai
dans un bain-marie bouillant pendant 30 min, refroidir et agiter avec 5 ml de chloroforme,
soutirer la phase chloroformique dans un tube a essai. Ajouter 1 ml de NH,OH dilué et agiter.

Une coloration rouge plus ou moins intense indique la présence de génines de C-hétérosides.
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2.2. Extraction

2.2.1. Préparation des extraits

Le champignon Pleurotus eryngii a été séché et broyé sous forme d’une poudre fine

(100g) et mis a macérer dans un méthanol a I’aide d’un chauffage a reflux pendant 8 heures.
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Figure 10 :Chauffage a relux .

Apreés filtration sous vide ; le filtrat obtenue a été resuspendu dans I’eau distillé et
épuisée successivement par une extraction liquide-liquide dans une ampoule a décanter en
utilisant des solvants non miscible a I’eau avec une polarité croissante en commencant par :
Ether de pétrole «utilisé pour extraire les composés non phénolique : acide gras; les
huiles.. » ; Puis 1’acétate d’éthyle « utilisé pour extraire les composés moyennement polaire
tell que les terpénes ;les alcaloides ; les acides phénolique ; flavonoides aglycone et les mono-
glucosides » ; et le dernier solvant est le n-butanol « cette extraction entraine le reste des

composés polaire tel que les flavonoides di-o et tri-o glycosides et les C glycosides.

Les trois phases organique récupérées « phase d’éther de pétrole ; d’acétate d’éthyle et
la phase de n-butanol » sont évaporés a sec a 1’aide d’un évaporateur rotatif a des

températures « 50°c.40°c ; 60°c »successivement.

Nous avons récupéré les trois extraits sec par le méthanol afin de savoir leurs profils

chromatographique et évaluation leur pouvoir antibactérien [42]

Ce protocole est résumé dans le planning suivant qui montre les différentes étapes

d’extraction :
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<+ — — —

-Extraction par Ether de pétrole(x3)

-Décantation

y-

Phase aqueuse

-Extraction par L’EtOAc(x3)

-Décantation

-

Phase aqueuse

e

Phase organique

-Extraction par n-Bu@H(x3)

-Décantation

i —

Phase organique

-Evaporation a T°=50°C
-Reprise par le MeOH

Extrait d’éther de pétrole

-Evaporation a T°=40°C
— 1 -Reprise par le MeOH

Ny

Phase aqueuse

Phase organique

-Evaporation a T°=60°C
-Reprise par le MeOH

Figure 11 : Organigramme récapitulatif des étapes d’extraction des métabolites secondaires du

Pleurotus eryngii.
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2.2.2. Détermination du rendement
Le rendement désigne la masse de 1’extrait déterminée apres évaporation du solvant, il
est exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale du champignon soumise a

I’extraction [42].

masse d extraction
R% = - x 100
masse de l'extrait sec

2.3. Chromatographie sur couche mince
La chromatographie sur couche mince (CCM) est une technique analytique rapide,
simple et peu codteuse, utilisée au cours de la séparation et de I’identification des métabolites
[50].
-Principe
Elle repose principalement sur le phénomene sélectif des composants, la migration
(verticale) est fonction de la polarité des substances, de la polarité de 1’éluant (phase mobile)
et du pouvoir d’adsorption de la phase stationnaire [52].De ce fait nous avons utilisé cette
technique pour la mise en évidence des différents métabolites extraite a partir du notre
échantillon Pleurotus eryngii.
-Protocol expérimentale
Mettre en évidence des métabolites & partir des trois extraits « Ether de pétrole ; Ether
d’acétique ; n-butanol »; nous avons réalisé la séparation par CCM suivant les étapes

décrites ci-dessous :

> Les plaques de gel de silice (60 F 254, Merck), sont découpées selon les dimensions
suivantes ; 10cm de largeur pour 20cm de hauteur.

> Nous avons tracé au crayon gris, délicatement, la ligne de dépét, a environ 1.5 cm du
bord inférieur de la plaque a chromatographie. On repere la position des dépdts a
effectuer sur la ligne tracée précédemment par des lettres qui désignent les extraits,

(Ex1, Ex2, .Ex3) en veillant a les espacer régulierement.

> Introduit I'éluant (systeme solvant) dans la cuve a chromatographie, de maniere a ce
que son niveau atteigne une hauteur d'environ un centimetre. On couvre la cuve avec

un couvercle hermétique. « Plusieurs systemes solvants, tirées a partir de la
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bibliographie, ont été utilisés pour mieux séparer les différents composées

métaboliques éventuellement présents dans les extraits (Tableau 07) ».

> Déposer, a l'aide d'une micropipette (capillaire) sur la ligne de dépdt une goutte de
chaque extrait de gauche a droite « Ether de pétrole ; Ether d’acétique ; n-butanol ».
les dépdbts sont espacés régulierement afin d'éviter leur chevauchement lors de la
migration. On peut concentrer les dép6ts si nécessaire en répétant plusieurs fois les

dépots.

> L'éluant (systeme solvant) remonte par capillarité le long de la plaque. Lorsqu'il
arrive a environ 1 cm du bord supérieur (front du solvant), on fait sortir la plaque de

la cuve et on la séche.

> Apreés ces étapes, on procede a la révélation des chromatogrammes sous lampe UV a
254nm.

Tableau 07: Les différents systemes solvants utilisés pour la CCM de gel de silice.

Systemes solvants Proportions Références
Systémes (60/44 ; VIV)
essayés (50/50 ; VIV)
Chloroforme/Méthanol (30/70 ; VIV) [43]

(70/30 ; VIV)

Systéme Chloroforme/Méthanol (90/10 ; VIV)
choisis

O

®Ex1 : Ether de pétrole

Ex2 : Ether d’acétique

Ex3 :n-butanol

Figurel? : Le développement du chromatogramme.
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2.4. Etude de P’activité antibactérienne

2.4.1.0bjectif

L'évaluation de l'activité antibactérienne d'un extrait passe par la méthode de diffusion
sur disque (antibiogramme) qui est simple et pas codteuse, et la plus utilisée en routine dans

les laboratoires de bactériologie pour les tests de sensibilité aux antibiotiques [51].

Le but de cette manipulation est la recherche du pouvoir antibactérien des trois
extraits obtenus« Ether de pétrole, Acétate d’éthyle et n-Butanol »de notre champignon

Pleurotus eryngii.

L’activité antibactérienne a été testée vis-a-vis de quatre bactéries référenciées
provenant de I’American Type Culture Collection (ATCC). Et aimablement fournies par
Iinstitut pasteur a Alger. Il S’agit de trois bactéries a Gram négatif : Escherichia coli
(ATCC25923), et Pseudomonas aeruginosa (ATCC) et klebsiella pneumoniae (ATCC) ; et
une bactérie a Gram positif Staphylococcus aureus (ATCC43300).

2.4.2. Test de ’activité inhibitrice
L'étude du pouvoir antibactérien par cette technique est identique a celui de
I'antibiogramme, la seule différence c'est le remplacement des antibiotiques par des extraits
obtenus [51].
Cette manipulation comporte plusieurs étapes :

» Préparation des dilutions

Les trois solutions ont été préparées en solubilisant les extraits secs d’éther de pétrole,
d’acétate d’¢éthyle et le n-butanol dans (1ml, 20ml et 5 ml) du méthanol successivement afin

d’obtenir les concentrations suivantes : 83.7mg/ml,100mg/ml et 84.74mg/ml.

Nous avons testé 1’activité antibactérienne des quatre concentrations différentes de
chaque solution, dont nous avons realisé des dilutions pour avoir des concentrations

décroissante. Les concentrations sont représentées dans le tableau suivant :
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Tableau08 : Les concentrations réalisées des trois fractions.

Les extraits Ether de pétrole Ether d’acétique n-butanol

métanoliques

Concentration des

solutions mere 83.7 100 84.74
mg/ml
Dilution D1 D2 D3 D1 D2 D3 D1 D2 D3
Concentration des
dilutions 419 | 209 | 105 50 25 125 | 424 | 212 | 106
mg/ml

» Préparation du milieu

-Le milieu standard utilisé est le Mueller-Hinton.I’épaisseur de la gélose doit étre

strictement de 4mm répartie uniformément.
- Les boites sont pré-séchées avant I’emploi.

> Préparation des disques

- On utilise, dans cette méthode, le papier watman N°3 découpé sous forme de

disque circulaire environ 6mm, afin d’obtenir une zone d’inhibition facile a mesurer.

-On place les disques dans un tube a essai autoclavé (20 min a 120°C).

» Préparation des inoculums

-Dans la zone septique du bec bunsen et a partir d’une culture pure de 18 heurs sur
milieu d’isolement gélose MH, nous avons raclé a I’aide d’une anse de platine
quelques colonies bien isolées et identiques de chacune des souches bactériennes a tester puis

nous avons suivi les étapes suivantes :

= Décharger I’anse dans 5 ml d’eau distillée stérile.
»  Bien homogenéiser la suspension bactérienne.
= L’ensemencement doit se faire dans les 15 min qui suivent la préparation de

I’inoculum.
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» Ensemencement et dépot des disques

Nous avons trempé un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne, puis
nous 1’avons essoré en le pressant fermement(en le tournant) sur la paroi interne du tube,
ensuite frotter 1’écouvillon 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° a chaque fois.

L’ensemencement s’est achevé en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

Nous avons rechargé 1’écouvillon a chaque fois dans le cas ou on ensemence plusieurs

boites de Pétri avec la méme souche.

- Des disques de papier Whatman de 6 mm de diametre sont imprégnés ensuite dans
20ul de chaque dilution de I’extrait a étudiées puis déposés sur la surface de la gélose

Mueller-Hinton par une pince stérile.

- Les boites de Pétri sont d’abord laissées pendant 1h a température ambiante pour une

pré-diffusion des substances, avant d’étre incubées a 37°C a I’étuve pendant 24 h.
» Lecture des antibiogrammes

La lecture des résultats se fait par la mesure des zones d’inhibition, qui sont représentées
par une auréole claire formée autours de chaque disque, elle a été réalisée a I’extérieur de la
boite pour les milieux MH. . Les résultats sont exprimés selon quatre niveaux d’activité [52] :

¢ (-) souche résistante (D < 8 mm).
¢ (+) souche sensible (9mm < D < 14mm).
¢ (++) souche tres sensible (15mm <D < 19 mm).

¢ (++ +) dextrement sensible (D >20 mm).
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Boite de pétri
Ensemencement de la gélose en Geélose Mueller Hinton
nappe par 1 ml de l'inocumum
erot aseptique d'un disque inbi
de I'extrait a étudiées

- /

% Zone d'inhibition

Croissance microbienne

Figure 13 : lllustration de la méthode de diffusion de disque.
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Résultats et Discussion

1. Criblage des métabolites secondaires

La mise en évidence de divers groupes de substances existants dans le champignon

étudié a été basée sur des phénomenes de précipitation ou de coloration par des réactions

specifiques. Les tests de précipitation ont permis de mettre en évidence des différents

métabolites secondaire successivement les tanins et les alcaloides tandis que les tests de

coloration en solution pour mettre en évidence les flavonoides, les anthocyanes, les

terpénoides et les quinones.

Les résultats de criblage des métabolites secondaires sont classés en fonction des

différents critéres d’observation, entre autre :

- Réaction positive : (+++) Trés abondant.

- Réaction moyennement positive : (+) faible.

- Réaction négative :( -) absent.

Les résultats sont consignés dans les tableaux ci-dessous.

1.1. Recherche des flavonoides

> Test 01

Tableau 09: Mise en évidence des flavonoides de type «Flavone ou Flavonone » dans le

Pleurotus eryngii.

Composeés
Résultats Flavone Flavonone Test
Coloration Rose orange Rose violacés Infusé+HCI
+alcool iso amylique
Résultats (+) (-) +

rognure de mg.
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Figure 14 : Le résultat de Flavone.

> Test 02

Tableau 10 : Mise en évidence des flavonoides de type «flavonole et flavanole ».

Composes
. Flavanole, flavanole Test
Resultats
Coloration Rouge cerise Infusé+HClI
Résultats (-) +alcool iso-amylique
- 4

Figure 15 : Le résultat des Flavonole et flavanole.
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1.2. Recherche des polyphénols

Tableau 10: La mise en évidence des polyphénols.

Composés
Résultats Polyphénols Test
Coloration Noiratre _
Résultats (+) Test au chlorure de ferrique
p

Figure 16 : Le résultat des polyphénols.

1. 3. Recherche des tanins condensés

Tableau 11 : La mise en évidence des tanins condensés.

Composés
Résultats Tanins condensés Test
Coloration Précipité rouge _ _
Résultats (-) Infusé + réactif destiasny
- 4

Figure 17 : Le résultat des tanins condensés.
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1.4. Recherche des tanins catechiques

Tableau 12 : La mise en évidence tanins catéchiques.

Composés
Résultats Tanins catéchiques Test
Coloration Verdatre _ _
Résultats (-) Extrait méthanolique + Fecl;

1.5. Recherche des triterpénes

Tableau 13 : La mise en évidence des Tritrpéne.

Figure 18: Le résultat des tanins catéchique.

Composeés
Résultats Tritrpene Test
Coloration anneau rouge brunétre _
Résultats (+++) Test de Lieberan-Burchard
r

fzsfa

Figure 19 : Le résultat des Triterpénes.




1.6. Recherche des saponosides

Tableau 14 : La mise en évidence des saponosides.

Résultats et Discussion

Composeés
Résultats Saponosides Test
Coloration Un mousse de 1cm
Résultats (-) Décocté + eau

Figure 20 : Le résultat des saponosides.

1.7. Recherche des quinones

Tableau 15: La mise en évidence des quinones.

Composeés

Résultats Quinones Test
Co!oration jaune, rouge ou violet quelque goutes de
Résultats NaOH(1/10)

Figure 21: Le résultat des quinones.
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1.8. Recherche des alcaloides

Tableau 16: La mise en évidence des alcaloides.

Composés
Résultats Alcaloides Test
Coloration Précipite blanc-jaunéatre
. réactif de Mayer
Reésultat (+++) y
Coloration Précipite rouge —brique foncé
) réactif de Wagner
Resultat (+++) g
Coloration précipite jaune
(+++) L
; reactif de Hager
Résultat éactif de Hage
Coloration précipite rouge-orangée
. réactif de Dragendorff
Reésultat (+++) g

Figure 22: Le résultat des Alcaloides.
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1.9. Recherche des anthracéniques libres

Tableau 17: La mise en évidence des anthracéniques libres.

Composés

Résultats anthracéniques libres Test
Coloration rouge
Résultats ) 1 ml de NH;OH dilué

Figure 23: Le résultat des anthracéniques libres.

1.10. Recherche des anthracéniques combinés

» O-hétérosides (anthraquinones):

Tableau 18: La mise en évidence des anthraquinones.

Composes )
anthraquinones. T
Résultats est
Coloration rouge _
Résultats () 1 ml de NH,OH dilué
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Figure 24 : Le résultat des anthraquinones.

» O-hetérosides a génines réduites

Tableau 19: La mise en évidence des hétérosides a génines réduites.

Composes hétérosides a génines

Résultats réduites Test
Coloration rouge o
Résultats (+) 1 ml de NH;OH dilué

Figure 25 : Le résultat des hétérosides a génines réduites.



Résultats et Discussion

» C-hétérosides

Tableau 20: La mise en évidence des hétérosides.

Composes
hétérosides
Résultats Test
Coloration rouge o
Résultats (-) 1 ml de NH,OH dilué

Figure 26 : Le résultat des hétérosides.

Nous avons résumé les résultats du criblage des métabolites secondaires obtenus a partir

du notre champignon, dans le tableau suivant :

Tableau 21 : Les résultats du criblage des métabolites secondaires.

Métabolites secondaires testé sur Pleurotus Résultats
eryngii
Triterpénes (+++)
Alcaloides (+++)
Flavone (+)
Polyphénols +)
Hétérosides a génines réduites (+)
Flavonone ()
Flavonole,flavanol ()
Tanins condensés )
Tanins catéchique ()
Saponosides )
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Quinones )
Antraquinones )
Antracéniques libres )

La recherche, des flavonones, des tanins, des saponosides, des quinones, des
antracénique libre et méme les hétérosides a été négative.

Il est & signaler que les flavones,les polyphénols et les hétérosides a génine réduite sont
présents en faible quantité dans ce champignon. D’autre part nous avons aussi noté la

présence des triterpenes et les alcaloides en quantités importantes dans 1’échantillon.

Nos resultats concordent aussi avec les traveaux de ( Zhahui Xue et al,2015 ) qui montre

que le Pleurotus eryngii est riche en triterpénes [42].

2. Extraction et détermination des rendements

Rappelons que la préparation des extraits & partir du Pleurotus eryngii a été effectuée par
des solvants a polarité croissante il s’agit d’éther de pétrole, acétate d’éthyle et le n-butanol

Cette extraction a permis d’obtenir trois extraits bruts (L’extrait d’éther de pétrole (EP),
I’extrait d’acétate d’éthyle (AcOEt), ’extrait de n-butanol (n-BuOH)) qui ont été récupérés
apres évaporation a sec et sous pression réduite ont été pesés pour déterminer le poids.

Fxtrait n-BuOH

Extrait EP | Extrait AcOEt

Figure 27 : Les extraits obtenus dans le Pleurotus eryngii.
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Le rendement d’extraction désigne la masse de I’extrait déterminée aprés évaporation
du solvant. Il est exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de 100g, ont été

déterminés par la formule suivante :

masse d extraction
R% = - x 100
masse de l'extrait sec

Pour chaque échantillon, nous avons calculé le rendement de 1’extraction, les résultats

obtenus sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 22 : Tableau récapitulatif regroupant les rendements des différents extraits.

Extrait Poids (g) Rendement %
éther de pétrole 0.0837 0.0837
acétate d’éthyle 2 2
n-butanol 0.4237 0.4237

r—
Extrait AcOEt

0,8
0,6
0,4
0,2

butanol

2
° 1,8
X 1,6
€ w1
1,4
(]
£ 12 w2
o 1 . 3
'g Extrait n- =]
2

Figure 28 : Histogramme du rendement de 1’extraction.

Les résultats obtenus pour les extraits bruts montrent que le rendement le plus élevé
(2%) a été enregistré dans la phase Acétate d’éthyle, suivi par n-butanol (0.4237%), et
finalement 1’éther de pétrole (0.0837%) qui est le plus faible rendement.
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3. Mise en évidence des extraits par la chromatographie sur couche mince

Pour avoir les empreintes des composants de nos extraits obtenus précédemment, et
avoir une idée sur leurs compositions chimiques, une chromatographie analytique sur couche
mince a été réalisée en utilisant un systeme solvant a différentes polarités. Sous lumiére UV a
254 nm Les différentes taches de produits qui se présentent sur les chromatogrammes ont été
délimitées.

Parmi les systémes solvants testés, le systeme solvant (Chloroforme/Méthanol, (90/10 ;

V/IV)) a permis d’avoir une bonne séparation chromatographique et une visibilité

acceptable des spots comme 1’indique la figure 23.

Vue a Peeil nue Vue a UV de 254nm

Figure 29: Chromatogramme sur couche mince des extraits du Pleurotus eryngii.

Suite a ’observation sous la lampe UV (254 nm), les résultats de CCM confirment la
présence des metabolites secondaires dans les trois extraits extraire & partir du notre

champignon Pleurotus eryngii.
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Pour chaque extrait, on observe différents métabolites qui ont été migré selon leur
polarité avec I’¢luant (Chloroforme/Méthanol 90/10 ; V/V).Remarquant ’apparition des
spots majoritaires pour les trois extraits, cela refléte 1’existence d’une quantité importante des
produits dans chaque tache.

D’apreés le chromatogramme on remarque aussi 1’apparition des spots dans les mémes
niveaux pour les fractions ACOET et n-BuOH (1 et 2, 3 et 4 figures 25), cela est expliqué par
I’existence de quelques métabolites dans les deux fractions a la fois.

4. Test d’activité antibactérienne des différentes fractions de I’extrait brut

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antibactérien des extraits (éther de pétrole, acétate
d’¢éthyle, n-butanol) par la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé solide
(Muller Hinton) [52].

L’activité antibactérienne de nos extraits est estimée en termes de diametre de la zone
d'inhibition autour des disques contenant les extraits du Pleurotus eryngii a tester vis-a-vis de

quatre bactéries utilisées, aprés 24 heurs d'incubation a une température adéquate de 37°c.

Les résultats obtenus sont dressés dans le tableau suivant :

Tableau 23 : Diamétres en mm des zones d’inhibition des 1’extrait du pleurotus eryngii.

Zones d’inhibition (mm)
gou,f ,h(_as Extrait éther de Extrait acétate Extrait n-butanol
acteriennes pétrole d’éthyle
SM D, D, D; SM D; | D, | D3 SM | D; D, | Dj

Escherichia coli

(ATCC25923) N @ - o | - | -
Pseudomonas
aeruginosa (ATCC) - - - - - - - - - -

klebsiella - - - -
pneumoniae (ATCC) 17 9 | 8 o | 9| 8
Staphylococcus

aureus - - - - - 15 | 15 @ 7 - -
(ATCC43300)

SM : solution mére de la concentration initial.
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Pour mieux élucider le pouvoir antibactérien des différentes fractions des extraits
méthaloniques de notre champignon, les diamétres de la zone d’inhibition sont représentés

graphiquement sur des histogrammes suivants :
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Figure 30 : Les histogrammes des diamétres des zones d’inhibitions des fractions de I’extrait

brut du Pleurotus eryngii contre les différentes bactéries.
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Figure31l : Aspect d’inhibition des souches bactériennes par les extraits du Pleurotus
eryngii.



Résultats et Discussion

Cette méthode a permis de déterminer 1’action des trois fractions sur les bactéries,
Escherichia coli (ATCC25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC) et klebsiella pneumoniae
(ATCC) et Staphylococcus aureus (ATCC43300). Cette action se traduit par 1’apparition
d’une zone d’inhibition autour du disque de papier préalablement imprégné d’extrait.
Rappelons que les résultats sont exprimés selon quatre niveaux d’activité (partic matériel et
méthodes page : 29).

D’apreés les résultats obtenus aucune zone d’inhibition autour des disques vis-a-vis les
quatre bactéries, montre que ces bactéries possedent un potentiel de résistance trés élevés
contre 1’action antibactérienne de 1’extrait d’éther de pétrole, méme observation concernant la
bactérie Pseudomonas aeruginosa contre les métabolites extraire avec 1’acétate d’éthyle,
pour les trois autre bactéries (Escherichia coli ,klebsiella pneumoniae et Staphylococcus
aureus ),on observe des d’inhibition qui se différent par la concentration de I’extrait (AcOET
),dont la meilleure activité est observé contre Staphylococcus aureus Gram positif avec une
zone d’inhibition de 19 mm, on observe aussi une activité vis-a-vis klebsiella pneumoniae

avec toutes les concentration testés.

La fraction de n-Butanol présente un pouvoir d’inhibition contre les quatre bactéries, le
meilleur pouvoir est remarqué contre klebsiella pneumoniae, sachant que nous avons observé

une zone d’inhibition avec les quatre concentrations.

Selon la littérature scientifique, la concentration de I’extrait a tester peut influencer son
activité antibactérienne [54], pour cela nous avons testé I’activité des quatre concentrations
pour chaque fraction, afin de ressortir la concentration présentant la meilleur zone

d’inhibition.






Conclusion

Conclusion

En Algérie et par tout dans le monde, les médicaments traditionnels sont utilisés pour
traiter les maladies chroniques et aigues, dans les zones rurales et urbaines. L’intérét pour les
thérapeutiques traditionnelles n’est pas nouveau, mais il s’est accru ces dernieres années du
fait des progres introduits notamment grace aux nouvelles stratégies incluant des disciplines
nouvelles telles que : I’ethnopharmacologie les criblages biologiques robotisés et 1’accés aux
bases de données  bibliographique, et du renouveau d’intérét pour les ressources

renouvelables et pour la médecine traditionnelle.

Dans ce travail, notre intérét s’est porté sur une étude des métabolites secondaires du
champignon Pleurotus eryngii connu 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.

Les résultats du criblage des métabolites secondaires indiquent que le Pleurotus eryngii
est riche en alcaloides et les triterpénes, nous avons remarqueé aussi la présence des flavones,

des polyphénols et les hétérosides a génine réduite en faible quantité.

Aprés avoir réalisé le criblage, une extraction générale des métabolites a été effectuée sur
100g du champignon, en utilisant trois solvants d’extraction qui se différent par leur polarité :
Ether de pétrole, Acétate d’éthyle et le n-butanol dont le rendement de chaque fraction est de :
0.0837%, 2% et 0.4237% respectivement.

Les résultats de I’analyse qualitative par chromatographie sur couche mince (CCM) ont

montré également la présence de ces composés dans les trois fractions.

Enfin nous avons étudié in vitro le pouvoir antibactérien des trois fractions, par la
méthode de diffusion contre quatre bactéries référenciés (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, klebsiella pneumoniae et Staphylococcus aureus), la fraction dont le solvant
d’extraction est le n-butanol présente une activité inhibitrice vis-a-vis les quatre souches
bactériennes, la fraction d’acétate d’éthyle présente une activité antibactérienne contre trois
souches,( Escherichia coli  klebsiella pneumoniae et Staphylococcus aureus )et aucune

activité inhibitrice remarquée sur les quatre bactéries avec I’extrait d’éther de pétrole.

Sur la base de ces résultats préliminaires, nous envisageons d’approfondir I’étude sur les

métabolites secondaires du champignon Pleurotus eryngii, en réalisant une purification des



Conclusion

produits extraits par différentes methodes chromatographiques, et concernant ['étude

biologique, nous sommes intéressés de tester 1’activité anticancéreuse des composés
éventuellement isolés par ce champignon.
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Résumé

Nos travaux sont portes sur le champignon Pleurotus eryngii aussi appelée Pleurote du
panicaut récolt¢ dans le région Ain Fakroun (wilaya d’Oum el Bouaghi) au nord-est
d’Algérie, est un champignon largement cultivé, reconnu par sar richesse nutritif, et par ses
propriétés curatives particuliéres bénéfique pour la santé humaine. A la lumiére de ces
donnés, nous avons choisi de réaliser une étude sur les métabolites secondaires du Pleurotus
eryngii.

Les résultats ont montré la présence des triterpénes, les alcaloides, les flavones ,les
polyphénols et les hétérosides a génine réduite dans ce champignon. Les travaux d’extraction
avec trois solvants « Ether de pétrole, Acétate d’éthyle et le n-butanol » suivie d’une
chromatographie sur couche mince (CCM), nous ont permis de confirmer la présence des
métabolites secondaires dans les extraits obtenus. L’étude de I’activité antibactérienne des
trois fractions sur quatre souches bactériennes référenciés (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, klebsiella pneumoniae et Staphylococcus aureus), a montré aucune activité
inhibitrice remarquée avec ’extrait d’éther de pétrole, la fraction d’acétate d’éthyle présente
une activité antibactérienne contre trois souches (Escherichia coli , Pseudomonas aeruginosa,
klebsiella pneumoniae et Staphylococcus aureus), et la fraction n-butanol a un pouvoir

inhibiteur vis-a-vis les quatre souches bactériennes.

Mots clés : Pleurotus eryngii, métabolites secondaires, extraction, activité antibactérienne.
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Abstract

Our work concerned the fungus Pleurotus eryngii also called harvested in the Ain
Fakroun region (wilaya of Oum el Bouaghi ) northeast of Algeria , is a widely cultivated
mushroom, recognized by their nutrient richness , and its special healing properties beneficial
to human health, in light of this data , we chose to conduct a study on secondary metabolites

of Pleurotus eryngii.

The results showed the presence of the triterpenes , alkaloids , flavones and glycosides
genin reduced in this fungus. Extractive work with three solvents " petroleum ether , ethyl
acetate and n-butanol " followed by thin layer chromatography (TLC) , allowed us to confirm
the presence of secondary metabolites in extracts . The study of the antibacterial activity of
three fractions on four bacterial strains referenced(Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, klebsiella pneumoniae and Staphylococcus aureus), Showed no inhibitory
activity noted with the extract of petroleum ether , the ethyl acetate fraction has antibacterial
activity against three strains(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, klebsiella
pneumoniae and Staphylococcus aureus), and the n-butanol fraction has an inhibitory power

vis-a-vis the four bacterial strains.

Keywords: Pleurotus eryngii , secondary metabolites , extract and antibacterial activity.



‘o Linivarcitaira - Présenté par : BRAMKI MOUNA
Année universitaire : 2015/2016 NEKIA ABDELSSAMIE

RECHERCHE DES METABOLITES SECONDAIRES DU
CHAMPIGNON ALGERIEN PLEUROTUS ERYNGII .ET EVALUATION
DE LEUR ACTIVITE ANTIBACTERIENNE

Mémoire de fin de cycle pour I’obtention du diplome de Master en Biochimie Moléculaire et
Santé.
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