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Résumé

Les plantes médicinales sont une grande source de molécules bioactives et
ont des activités biologiques trés intéressantes, parmi ces molécules: « les
alcaloides »

Les alcaloides sont des composés organiques naturelle (le plus souvent
d’origine végétale), azotés, basique, hétérocyclique ayant des structures
moléculaires complexe, en génerale il existe 03 classes principale : les
alcaloides vrais, les proto-alcaloides et les pseudo-alcaloides.

Ces molécules font I’objet d’une attention croissante pour des applications
multiples a savoir : domaine du cosmétique, pharmaceutique et meédical.
Notre mémoire porte sur I’activités biologiques des alcaloides leur propriétés
antimicrobiennes et leur action contre les organismes pathogéne

La présente étude vise a analyser deux articles de : Benhammou et al 2019
et Alghazeer et al 2021 sur I’évaluation de I’activité antimicrobiennes de
certains extraits vis-a-vis des souches bactériennes et fongiques par
différentes méthodes : par la méthode d’extraction Stas-Otto et la méthode
de diffusion sur gélose et par la détermination de CMI, CMB, CMF

Les extrais d’alcaloides d’Anabasis articulata affectent les bactéries & Gram
(+) plus les bactéries a Gram (-), et ils ont une activité inhibitrice comparable
a celle des antibiotiques. Les alcaloides basiques purs (extrait E3) avaient la
valeur CMB= 25mg/ml la plus élevé contre P. aeruginosa

Les deux extraits d’algue ayant une activité antimicrobienne contre S. aeurus
125 a 250 pg/ml, et pour E. Coli O 157 IPextrait S. hornschuchii a une
activité inhibitrice inférieure que I’extrait C. compressa

Donc les alcaloides représentent une activité antimicrobienne vis-a-vis des
souches microbiennes pathogenes.

Mots clés : les plantes médicinale - les alcaloides - activité antimicrobienne
— concentration minimale inhibitrice (CMI) — concentration minimale
bactéricide (CMB).



Abstract

Medicinal plants are a great source of bioactive molecules and have very
interesting biological activities, among these molecules “Alkaloids”

Alkaloids are naturel organic compounds (most often of plant origin),
nitrogenous, basic, heterocyclic with complex molecular structures, in
general there are 03 main classes: true alkaloids, proto-alkaloids, pseudo-
alkaloids.

These molecules are the subject of increasing attention for multiple
applications, namely in the cosmetics, pharmaceutical, and medicinal
fields. Our memory focuses on the biological activities of alkaloids, their
antimicrobial properties and their action against pathogenic organisms.

The present study aims to analyze two articles of: Benhammou et
al.,2019 and Alghazeer et al.,2021, on the evaluation of the antimicrobial
activity of certain extracts against bacterial and fungal strains by different
methods: by the extraction method Stas-Otto and the method of diffusion
on agar disk and by determination of CMI, CMB, CMF.

The alkaloids extract of Anabasis articulata affect Gram (+) bacteria plus
Gram (-) bacteria, and they have inhibitory activity comparable to that of
antibiotics. pure basic alkaloids (E3 extract) had the highest CMB=
25mg/ml value against P. aeruginosa.

Both seaweed extract having antimicrobial activity against S. aerus 125 to
250ug/ml. and for E. coli 0157, S. hornschuchii extract has a lower
inhibitory activity than the C. compessa extract.

So, alkaloids represent a broad spectrum of antimicrobial activity against
pathogenic microbial strains.

Keywords: medicinal plants — alkaloids — antimicrobial activity-
minimum  inhibitory  concentration (MIC) - minimum bactericidal
concentration (MBC).
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Introduction

Les plantes médicinales sont utilisées depuis des sieécles pour traiter les maladies
humaines car elles contiennent des composés a valeur thérapeutique. Plus
récemment, l'acceptation de la meédecine traditionnelle comme une forme alternative
de traitement et le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques
disponibles ont conduit les auteurs a enquéter sur les plantes médicinales, et en
raison de la prise de conscience croissante des effets secondaires négatifs causes par
les médicaments modernes, beaucoup recherchent des alternatives, Sans effets
secondaires et moins colteuse (Hamilton et Shah.,2004)

Les principes actifs qui composent les plantes médicinales existent sous forme
de métabolites secondaires : composés phénoliques, terpénoides, alcaloides.

Les alcaloides sont des composés organiques azotés d’origine naturelle, le plus
souvent végétale, plus ou moins basiques, de distribution restreinte et dotés a faible
dose de propriétés pharmacologiques et antibactériennes marquées ; ils agissent
comme des bases, comme des alcalis, ceci étant di a la présence d’azote. Les
alcaloides se présentent le plus souvent sous 1’aspect de cristaux, insolubles dans
I’eau mais soluble dans les solvants organiques (Dih et Belguendouz., 2017)

De plus, la résistance microbienne aux antibiotiques est devenue un probléeme
majeur de santé publique ces derniéres années, incitant les scientifiques a explorer
de nouvelles substances naturelles aux activités antibactériennes, antifongiques et
antivirales.

L’objectif de cette étude est 1’évaluation de pouvoir antimicrobienne des alcaloides.
On a s’envisagé cette étude en trois parties :

Dans la premiere partie, nous présentons une synthese bibliographique qui
comporte un chapitre qui était consacré aux plantes médicinales, les métabolites
secondaires, les alcaloides leur biosynthése, leur mode d’action et d’extraction et les
différentes classes. Ensuite, les différentes familles végétales riches en alcaloides,
ainsi leurs propriétés pharmacologiques et antimicrobiennes et leur mode d’action

La deuxieme partie, est d’ordre expérimental, suite aux conditions, cette partie est
présentée sous forme d’un traitement de deux articles. Les résultats trouvés sont
discutés dans la partie résultat discussion.

Finalement, la derniére partie consacrée pour une conclusion général.
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Chapitre 01 Synthese bibliographie

1. Les plantes médicinales

1.1 Géneralité

Depuis longtemps, ’homme a utilis¢ les plantes a sa disposition, les traditions
humaines se sont développées sur les connaissances et les usages des plantes
médicinales pour ameliorer la santé humaine (Iserin., 2001).

Les plantes médicinales utilisés en médecine traditionnelle sont des plantes
possédant un organe a des propriétés médicamenteuses, lorsqu’il utilise a un certain

dosage et d’une mani¢re précise, leur action thérapeutique provient de leur principe
actif (Othman et al., 2019).

Selon les estimations de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) : environ 10
% des plantes du monde entier sont considérés comme médicinales (Schippman et
al., 2006)

Les plantes médicinales possédent une ou plusieurs des propriétés médicinales
antibactérienne, antifongique, antiviral, anti cancéreux...

- Une plante médicinale est une plante utilisée pour ses propriétés particulieres
bénéfique pour la santé et renforme un ou plusieurs principes active capable de
prévenir, soulager, ou guérir des maladies (Paul et Ferdinand., 2005)

1.2 Récolte et culture

L’efficacitée d'une plante dépend nécessairement de sa récolte. Dans les cultures
des industries pharmaceutiques, on récolte les plantes au moment ou la teneur des
molécules bioactives est a son point optimal.

Le choix du moment de la récolte dépend du rythme naturel de la vie végétale et
aussi de la partie des plantes a récolter.

4 Conservation et stockage

Apres leur récolte, I'idéal serait de faire sécher les plantes a I’ombre par temps
chaud dans un endroit vaste et bien ventilé, pour assurer une bonne conservation afin
de favoriser [linhibition de [l'activitté enzymatique, la dégradation de certains
constituants, la prolifération bactérienne.

Si La plante n'est pas destinée a étre utilisé dans les 24 a 48 heures il faut de
conserver et stoker dans des endroits d'une température et d’une humidité constante

(Paul et Ferdinand., 2005).
1.3 La phytothérapie

Le terme « Phytothérapie », provient du grec « phyton » qui signifie « plante » et «
thérapie » qui signifie « soigner », a été introduite par le médecin Frangais Henri
Leclerc (1870,1955).
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La Phytomédecine est [lutilisation de plantes & des fins médicinales et
thérapeutiques pour guérir les maladies et améliorer la santé humaine.

La phytothérapie est utilisée dans le monde entier depuis des centaines d'années,
les gens se tournant vers des remedes naturels pour traiter des affections courantes
telles que le rhume, les allergies et les problémes d'estomac (Shakya.,2016).

La phytothérapie a été reconnus par I'Organisation mondiale de la santé (OMS)
comme une partie importante des soins de santé primaires, et environ 252
médicaments sont dérivés de plantes (Taylor.,2000).

En phytothérapie il existe plusieurs fagons de préparer les plantes selon les
ingrédients et le but pour lequel on veut les utiliser, les méthodes de préparation les
plus courants sont :

®,

% Les tisanes : a partir de plante fraiche ou séche, pour avoir un bon résultat il faut
la prendre pendant un certain temps (environ 2 semaines) de dose trois tasses par
jour et pour adoucir la tisane on peut y ajouter du miel ou de I'extrait de réglisse
(Paul et Ferdinand, 2005) elles doivent étre préparée difféeremment selon trois
procedes :

- infusion : en plongeant une plante pendante (10 a 15 minutes) dans de I'eau
bouillante dans un récipient couverte

-Décoction : mettre la plante dans l'eau froide puis la faire bouillir entre (5 a 20
minutes) & feu doux avec un couvercle

- macération : doit se faire dans un récipient a l'abri de l'air et de la lumiere en
laissent une plante dans un solvant (eau, vin, alcool, huile) a froide pendant un temps
assez long, apres il suffit de filtrer le mélange et de stocker dans un récipient bien
bouché.

% Le cataplasme : S'obtient en broyant les plantes fraiches et en I’appliquant entre
(15 a 20 minutes) sur la zone a traiter.

% Le sirop : ajouter I’extrait de plante a un sirop de base (ex : sirop simple) 200 g
de sucre dissous dans 100 g d'eau chaud

% La poudre : les plantes séchées a Il'ombre sont hachées et pulvérisé dans un
mortier, ces plantes sont vendues en sachets (infusette) pour faire des tisanes

% Les cremes : certaines plantes entrent dans la composition des créemes de beauté a
cause de leur effet raffermissant ou amincissant.

% L'extrait : ce sont des macérations aqueuses ou alcoolique plus ou moins
concentrees par évaporation on obtient ainsi un extrait fluide épais ou solide
(Paul et Ferdinand, 2005)
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1.4 L'importance de plantes medicinales

On sait que I'homme ancien utilisait les plantes comme médicament grace a leur
extrait thérapeutique, car elles sont utiles dans le traitement de maladie simple
comme : le rhume, calme les nerfs, abaisser la tension artérielle ainsi que la
prévention des maladies telles que les ulceres, les migraines, la crise cardiaque en
plus de certaines allergies.

Les plantes médicinales, en tant que matiéres premiéres pour les médicaments, ont
des effets efficaces et raisonnables sur la santé des personnes, cependant toutes les
plantes synthétisent des composés phytochimiques qui sont bénéfiques pour notre
santé car ils ne peuvent pas étre synthétisés dans le corps humain (Martinez et
al.,2008).

Les plantes sont également de riches sources alimentaires, de biomolécules, de
vitamines et de minéraux qui sont essentiel ou maintien d’un corps sain. Et ont des
roles pharmacologiques trés importants tel que: [Iactivité antioxydante, antiviral,
anticancéreux, antibactérien, antifongique, antiparasitaires (Shakya.,2016).

Les plantes médicinales font partie des riches sources d’ingrédients qui peuvent
étre utilisées dans le développement et fabrication des médicaments et sont
considérés comme une source importante en raison de leur valeur thérapeutique, est
en cas de traitement complexe comme le cancer il s’est avéré trés efficace et Etre
capable de prévenir l'apparition de certaines maladies ce qui contribue a réduire le
recours aux traitements (Bassam, 2012).
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2.Les métabolites secondaires
2.1 Définition

Ce sont des composés biochimiques synthétisé par les plantes médicinales, pour le
but de defense contre les insectes, les herbivores, microorganisme (antifongique,
antibactérienne, antivirale), aussi contre le stress environnementale (Othman et al.,
2019).

2.2 Différents classe des métabolites secondaires

Meétabolites secondaires ‘

E— ~

Composés phénoliques ‘ Les alcaloides
*

Terpenes et terpénoides ‘

a. Composés phénoliques

] Les flavonoides

Les flavonoides sont des sous-groupes caractériseés par deux ou plusieurs cycles
aromatiques existent sous forme d’hétéroside, chacun portant un ou plusieurs
groupes hydroxyle phénolique et reliées par un pont carboné (Fig0l). Leurs
propriétés antimicrobiennes sont probablement dues au fait qu’ils forment des
complexes avec les protéines extracellulaires et solubles, Ainsi qu’avec des cellules
bactériennes, ils pourraient également perturber les membranes cellulaires. S’ils sont
suffisamment lipophiles (Adouane., 2016).

\ \
/

Figure 01 : Squelette de base des flavonoides (Rahman et al., 2021)
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= es acides phénoliquesL

Ce sont des dérives de l'acide benzoique et de l'acide cinnamique, ils constituées un
noyau benzénique et au moins d'un groupe hydroxyles (Fig02). Ils sont solubles
dans les solvants polaires. Les acides phénoliques possédent des activités anti-
inflammatoires, antiseptiques et analgésiques (Iserin., 2001).

Hydroxycinnamic acids

0 OH O OH O OH 0 OH
Hydroxybenzoic acids
0 0
OH OH / / / /
10 HO OH OH OCH:
OH OH OH OH OH

protocatechuic acid gallic acid cinnamic acid  p-coumaric acid  caffcic acid ferulic acid
Figure 02 : structure chimique des acides phénoliques (Antonin., 2014).

= estaninsL

Les tanins sont un groupe de substances phénoliques polymeéres (Fig03). lls sont
divisés en deux grandes catégories : les tanins hydrolysables et les tanins condensés.
L'acide gallique constitue la base des tanins hydrolysables, généralement estérifié en
plusieurs endroits avec du D-glucose. Les tanins condensés sont plus abondants et
sont dérivés de monomeres flavonoides ; ils peuvent étre désignés sous le nom de
pro-anthocyanidine (Othman et al., 2019)
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HO OH
OH

Figure 03 : Structure chimique des Tanins (Othman et al., 2019)

= Lalignine

La lignine (du  latin lignum qui  signifie ~ bois)  est  une biomolécule,  plus
précisément une famille de macromolécules poly-phénoliques (Fig04), qui est un des

principaux composants du bois avec la cellulose et les hémicelluloses (Martone et
al., 2009)

C~ch, OH

o
o HO =
o o
W 7
HO o

Figure 04 : Structure chimique de la lignine (Mahmoud et al., 2018)

HaC—__

= |es coumarines

Les coumarines sont des substances phénoliques dont les dérivés normaux et
synthétiques ont une activité antimicrobienne (Fig05). En particulier, les extraits de
coumarine de nombreuses plantes médicinales sont actifs contre les souches de,
Enterobacter  aérogénes, Enterobacter cloacae, Bacillus subtilis, Klebsiella
pneumoniae (Vaou et al., 2021).


https://fr.wikipedia.org/wiki/Biomol%C3%A9cule
https://fr.wikipedia.org/wiki/Macromol%C3%A9cule
https://fr.wikipedia.org/wiki/Polyph%C3%A9nol
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bois
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cellulose
https://fr.wikipedia.org/wiki/H%C3%A9micellulose
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-

O O

Figure 05 : Structure de base des coumarines (Othman et al., 2019)

b. Les alcaloides

Les alcaloides sont des composés naturels contenant du carbone, de 1’hydrogene,
de l’azote et de loxygéne et sont présents dans les tissus végétaux sous forme de
sels d’acide organique (par exemple, acétique, malique, lactique, citrique ou
oxalique) et / ou de bases faibles telles que la nicotine. De plus, certains alcaloides
peuvent exister sous forme de glycosides, comme le solanum (solanine), les amides
(pipérine) (Fig06), et les esters (atropine, cocaine) (Abookleesh et al., 2022).

Figure 06 : Exemple d’un alcaloides Pipérine (Casciaro et al., 2020).
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Au niveau des plantes, les alcaloides jouent un role important dans la protection
des plantes contre les animaux en tant que substances herbivores ; ils ont également
les rbles les plus importants en tant que produits d'excrétion du métabolisme de
l'azote, substances de réserve, régulateurs de croissance. La nicotine ne permet pas
aux larves de tabac de se développer. Premierement, les alcaloides ont des effets
bénéfiques sur les plantes synthétiques, ils régulent la croissance et le métabolisme
interne des plantes, détoxifient et transforment les substances nocives pour les
plantes et protegent les plantes des dommages causés par les UV, tout comme ils le
font pour les herbivores (Dih et Belguendouz., 2017).

c. Les terpenes et terpénoides

Ce sont des composés lipophiles et peuvent étre considérés comme des dérivés de
Iisopréne. Selon le nombre d'unités isoprene qui les compose (Fig07), on distingue :
Terpenes eux-mémes (C5) ou monoterpénes C10, sesquiterpeénes C15, diterpénes
C20, triterpenes C30, tétra terpénes C40 et poly terpenes (C~4000). Les stéroides
sont des triter pénoides, les caroténoides sont des tétra terpénoides (Takshak et
Agrawal., 2019).

g

Hemiterpene (CsHg) )\/
CH
H,C =2

Isoprene

Monoterpene (C,oH;,¢) : :| :
x

Limonene oa-pinene B-pinene

Sesquiterpene (C;sH,,)

B-Caryophyllene

Diterpene (C,oH3,) OH

Phytol

Triterpene (C3oH,g)

Friedelin

Figure 07 : Structure de base et les types principales des terpénes (Katrina et al., 2021)
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3. Les alcaloides
3.1 Historique

Le concept dalcaloides est assez nouveau, mais Les connaissances sur la toxicité
et les propriétés des plantes et des meédicaments alcaloides sont tres anciennes
(Badiage.,2011)

Le premier alcaloide & étre isolé dans un état spécifique Etait « la morphine »
extraite de I’extrait de latex Du pavot Papaver somniferum. (Marc, 2000).

Le terme «alcaloides» a été inventé par le chimiste allemand Carl F.W. Meissner
(1792-1853) en 1819 et été dérivé du nom arabe al-kali, lié a la plante a partir de
laquelle le soda a été isolée pour la premiere fois (Croteau et al,2000).

3.2 Définition

D’aprés Jean2009, les alcaloides sont des composés organiques d’origine naturelle,
reproductible par voie synthétique, le plus souvent végétale, plus ou moins basique
et azotée, contiennent des atomes de I’hydrogene, du Carbone, de brome et le

phosphore

Les alcaloides sont un grand groupe de métabolite secondaires produits par divers
organismes tels que les bactéries, les champignons, les animaux et surtout par les
plantes (Ain et al, 2016)

Au début du 19 siecle la notion d’alcaloides est inventée a partir de 1’alcali qui
signifie « base » et le suffixe oide synonyme de « comme »

Les plantes peuvent contenir de tres petites quantités de 10 a 15, et parfois jusqu'a
20 %, d'alcaloides, car ils sont présents dans environ 300 familles de plantes. Il
existe plus de 18 000 alcaloides provenant de diverses sources. (Numonjonov et
Gulomjon, 2021)

Typiguement le nom des alcaloides se termine par « INE »

3\ \~ | \

o
CH,

Figure08 : caféine (Shakya.,2016) Figure09 : codéine (Pratiwi et al.,2021)
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Il existe plusieurs facons de nommer les alcaloides car ils peuvent étre nommés en
fonction de la plante a partir de laquelle ils ont été isolés Par exemple :

Figure 10 : Berbéris vulgaris (Stermitz et al., 2000)

I
CH-s <>

TTCHS

Figure 11 : Structure chimique de la berbérine (Singh et al., 2022).

3.3 Nature et localisation

Le caractere basique des alcaloides permet la formation de sels avec des acides
minéraux (chlorhydrates, sulfates, nitrates) ou des acides organiques (tartrates,
sulfamates et maléates). Les sels dalcaloides sont généralement solubles dans I'eau
et dans les alcools dilués, et ils sont, sauf dans de rares cas, non solubles dans les
Solvants organiques. Les sels cristallisés se conservent assez bien et sont la forme
commerciale courante de ces composés (Bribi., 2018).
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Les alcaloides peuvent étre présents dans toutes les parties de la plante ou confinés

a des tissus spécifiques tels que les racines et les graines. Leurs fonctions
écologiquement importantes comprennent la protection des plantes contre les
ravageurs et les herbivores et lattraction des insectes pour la pollinisation. lls sont
également importants d'un point de wvue pharmacologique (Takshak et
Agrawal.,2019).

3.4 Biosynthese des alcaloides

La synthése des alcaloides se produit dans le réticulum endoplasmique ; les
alcaloides sont alors concentrés dans la vacuole. Généralement, la production
d'alcaloides est observée dans les tissus en croissance (jeunes racines, jeunes
feuilles) Dans tous les cas, la premiére étape est la décarboxylation des acides
aminés par des décarboxylases spécifiques, a leur niveau se produit une séparation
du métabolisme primaire. L'ornithine et la lysine, la phénylalanine, la tyrosine et le
tryptophane sont les points de départ de la synthese de nombreux alcaloides ;
I'asparagine, la proline, l'acide glutamique et [I'histidine sont moins courants (Jean,
2000).

3.5 Mode de détection

Les réactifs peuvent étre utilisés pour mettre en évidence les alcaloides, notamment
ceux qui donnent des réactions colorées caractéristiques de groups d’alcaloides :

» Le paradi méthyl amino-benzaldéhyde pour les alcaloides de I’ergot de seigle.

» Le sulfate de cérium et d’ammonium qui différencie les indoles (jaunes), les
dihydroindoles (rouges), les B-anilinoacrylates (bleus), les Ox-indoles.

» La ninhydrine pour les arylalkylamines.
> Laréaction de Vitali-Morin pour les esters de ’acide tropique.

> Les réactifs au chlorure ferrique en milieu chlorhydrique (tropolones) ou
perchlorique (Rauwolfia).

Les réactions citées ci-dessus permettent de caractériser la présence des alcaloides,
mais sont insuffisantes pour vérifier I’identit¢ d’une drogue ; elles ne donnent pas
non plus de renseignements sur la composition d’un mélange (Mamadou, 2011).

En peut réaliser la présence des alcaloides par des réaction de précipitation avec les
réactifs de Mayer, de Wagner, de Dragendorff, 1’apparition d’un précipité blanc,
brun et orange respectivement, révele la présence d’alcaloides (Azzi.,2013)

3.6 Mode d’extraction

En raison du grand intérét suscité par ce précieux composé, les chercheurs du
monde entier se sont efforcés de trouver de nouvelles et meilleures techniques
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d'extraction des bases, comme tous les autres récepteurs secondaires (Rajbir et
Sajor, 2015)

L'extraction des alcaloides par chromatographie sur papier semble étre la méthode
d'extraction la plus simple, la plus rapide et la moins chére. La chromatographie
liquide a haute performance pour la séparation des alcaloides par (HPLC) a été tres
précise et a pu deétecter de tres petites quantités de composes, D'autres méthodes
utilisées pour extraire les alcaloides sont la méthode assistée par micro-ondes, la
méthode assistée par ultrasons, la méthode d'extraction du dioxyde de carbone, et
une combinaison dultrasons et de dioxyde de carbone. Antihypertenseurs
d'alcaloides (Zhou et al, 2012).

3.7 Les différentes classes des alcaloides

Il existe deux grandes divisions dans la classification selon la structure chimique.
La premiere division contient les alcaloides non hétérocycliques ou atypiques,
également appelés proto-alcaloides ou amines biologiques, contenant de l'azote dans
une chaine latérale comme [I'hordéines ou N-méthyl tyramine, colchicine et
érythromycine. les hétérocycliqgues ou alcaloides typiques (les alcaloides vrais),
contenant de l'azote dans I'hétérocycle tels que les hygrines appartenant au groupe
pyrrole et groupe pyrrolidine, et la quinine appartenant au groupe quinoléine. La
deuxieme division peut étre divisée en 14 groupes en fonction de l'anneau (Othman
et al., 2019).

rr DN s g 7 ~N —\ /ﬁ ,-\_\
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— — e N N
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Pyrrole Pyrrolidine Enidazcle Piperidine Pyridine
P » 4
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I . L2 | > T >
~ NN - e il
ndobe Purine Indolizidine Pyrrolizidine
S~ =N ~ N i

Isoquinoline Quinolone Quinokzidine
R ~
—\ U |
o
Tropane ‘.///J

Aporphine

Figure 12 : les 14 groupes des alcaloides vrais (Casciaro et al., 2020)
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Selon I’origine biosynthétique, on divise les alcaloides :

Alcaloides dérivés des acides aminés

b Ad Y v v v
L ithi L lysine L-Phénylalanine L-tryptophane L-histidine ..
-ornithine ? L-arginine
L-tyrosine
N - W0
— h i [
) ] 1 ) e
Lr\d aH o N O'—:{ L} H
[ | |- b T
1 Y ] VT R A
: . HNET T RN
b A L Harmine Pilocarpine L _GH
Atropine Pelletierine Aporphine o
Saxitoxin
Y
N—
OH
||
L
Alcaloides vrais ‘— ] b
i N
Hordenine n
Psilocin

Protoalcaloides

Figure 13 : Représentation schématique des vrais et proto-alcaloides. Le squelette d'acides
aminés dérivé du preécurseur naturel est en gras (Casciaro et al., 2020).
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Alcaloides non dérivés des acides |

v v v v v A
Acétate Acide Acide Géraniol Saponines Adénine/Gu
pyruvique férulique anine

P
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Cathine Capsaicin

I Pseudo-alcaloides I

Figure 14 : Représentation schématique des pseudo-alcaloides. Le squelette carboné
dérivé du précurseur naturel est en gras (Casciaro et al., 2020).

3.8 Les familles végétales riches en alcaloides

Tableau 01 : les alcaloides médicinaux et leur origine végétale (Arpita., 2017)
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Alcaloides Nom de plant Photo de plant Structure
Atropine Atropa belladonna e

Morphine Papaver somniferum
Nicotine Nicotiana tobacum
Pilocarpine Pilocarpus

pennatifolius

Quinidine Cinchona officinalis

Vincamine Vinca minor

4. Les propriétés medicinales et pharmacologiques des alcaloides

Les alcaloides sont utilisés dans plusieurs médicaments, ils affectent chez [’étre
humain le systtme nerveux particulierement les transmetteurs chimiques tels
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I’acétyle choline, norépinephrine, acide -aminobutyrique, dopamine et la sérotonine
(Bribi.,2018).

D’autres effets pharmacologiques sont attribués également aux alcaloides telles
que I’effet analgésique, anticholinergique, anti-malaria, antihypertensives,
antitussive, stimulant centrale, dépressant cardiaque et diurétique narcotique, anti-
tumeur et sympathomimétique (Millimouno et al.,2014).

Les alcaloides ont de nombreuses utilisations en milieu thérapeutique, au niveau
du:

«  Systéme nerveux centrale, qu’ils soient dépresseurs ou stimulants.

e Systeme nerveux autonome : sympathomimétiques, parasympatholytiques,
anticholinergiques.

« Systeme cardiovasculaire (Glade et al.,2018).

5. Mécanisme d’action des alcaloides contre les mécanismes de résistances
bactériennes

La diversité chimique dans les plantes fournit une large source de composés
modifiant la résistance aux antibiotiques. Cependant, la plupart de ces composés en
principes les alcaloides Agissent en synergie avec les inhibiteurs intrinséques de
I’efflux. Ainsi, ces composés pourraient augmenter la sensibilit¢é des bactéries aux
antibiotiques, par I’inhibition de I’expression des geénes de la pompe d’efflux :

> Berbérine, et les alcaloides pyrrole- imidazole sont des inhibiteurs de la
formation de biofilm bactérienne par le blocage de synthése des protéines qui
forment les pompes des efflux, donc la stérilisation par les agents
antibactériennes doivent plus efficaces (Yan et al., 2021).

Darabpour et al. Ont évalué [leffet antimicrobien des extraits de Peganum
harmala contre plusieurs isolats cliniques MDR (Multi-Drug-Résistance) Gram-
positifs et Gram-négatifs et ont rapporté que I'extrait brut de graines et de racines de
P. harmala présentait un bon effet synergique lors de la Co-administration avec la
novobiocine, la carbénicilline et la colistine. Des recherches plus poussées ont révélé
que les graines et Il'extrait de racines de P. harmala sont une source considérable de
B-carbolines telles que I'harmaline, le haman (Casciaro et al., 2020)

Plusieurs études ont rapporté que la plupart des alcaloides de la clavine n'avaient
pas d'activité antibactérienne en soi mais se comportaient comme des coadjuvants
d'antibiotiques, par exemple : lys ergol et chanoclavine (Casciaro et al., 2020).

6. Les propriétés antimicrobiennes des alcaloides

Les médicaments sont considérés comme des agents importants contre les micro-
organismes et comprennent les alcaloides naturels, un groupe de composés
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organiques essentiels contenant de l'azote ayant une activité biologique importante
(Bate et al.,2020).

Ces dernieres années, l'activité antibactérienne des alcaloides a joué un réle
important dans le traitement de nombreuses maladies infectieuses, ce qui a conduit
les chercheurs a se tourner vers ces récepteurs Vvégétaux prometteurs. Par
conséquent, diverses méthodes d'extraction ont été développées pour obtenir des
résultats purs, De nombreuses études menées in vivo ont rapporté que les alcaloides
ont divers effets biologiques, notamment anticancéreux  antiviraux  anti-
inflammatoires antibactériennes et antifongiques (Liu et al.,2020).

* Les propriétés antibactériennes

Ces derniéres années, les alcaloides ont été largement distribués dans la nature, en
tant que produits médicinaux naturels en raison de leur activité antibactérienne (Qiu
et al.,2014)

Les alcaloides indoliqueset les alcaloides iso-quinoléiques font partie  des
principaux composeés a activité antibactérienne (Tableau02) :

Tableau 02 : [Dactivité antimicrobienne de certaines classes des alcaloides
indoliques et iso-quinoléique (Bruno et al.,2020).

Nom commun Micro-organisme Effet La source
testé antibactérienne
Berbérine SARM Inhibiteur de la Espece:  Berbéris
P. aeruginosa pompe a efflux vulgaris
Intercalant I’ADN
Chélérythrine SARM Inhibiteur de la | Espece: Toddalia
S. aureus biosynthése des | asiatica
protéines
Roemerine S. aureus Améliorateur de  Espéce: Annona
B. subtilis perméabilité de la  senegalensi
membrane
Harmaline SARM Inhibiteur de la | Espece:  Strichnos
pompe a efflux d’Afrique
Nigritanine S. aureus Inhibiteur de la  Espece: Ipomoea
pompe a efflux muricata
Lysergol E. coli Inhibiteur de la Espece:  Ipomoea
pompe a efflux muricata

* Les propriétés antifongiques
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- La chelérythrine et la sanguinarine ont une activite antifongique efficace
(wianowska et al.,2018)

- Les composes alcaloides bruts extraits des graines de Carthamus tinctorius ont une
activité antifongique, notamment contre les espéces d'Aspergillus. Et les alcaloides
déter-pénoides  isolés de  Delphinium  peregrinum  possedent des  activités
antifongiques (Alhilal et al.,2021)

- L'alcaloide extrait du d’Asparagus Albus a une activité efficace contre les
champignons tels que Fusarium oxysporium. En plus la palmitine et berbérine et
jatrorrhizine extraite de Mahonia aquifolium a une activité antifongique efficace
(Alami et al.,2022)

+ Les propriétés antivirales

Des alcaloides naturels ont été développés avec succés en agents chimio
thérapeutiques tel que la camptothécine (CPT), un inhibiteur connu de Ia
topoisomérase 1, et la vinblastine, un médicament antinéoplasique puissant (Fraje et
al,2022)

Les alcaloides sont la plus grande classe de médicaments antiviraux, avec un large
spectre de liaison antivirale appropriées. Solon des enquétes indépendantes
préliminaires menées, les alcaloides représentent les 22% les plus importants des
phytochimiques antiviraux menés contre 15 familles de virus (Moradi et al.,2018).

Le tableau suivant représente 1’effet des alcaloides contre les virus et leur
interaction avec les composants cellulaires :

Tableau 03 : les activités antivirales des alcaloides (Frage et al.,2022)

Alcaloides La source Virus Activité
Berbérine Berbéris vulgaris HCMV Empéche la
reproduction des virus
Hydrastis canadensis HIN1 Inhibe la production des
protéines
Buchapine Euodia roxburghiana HIV1 Inhibe la
rétrotranscription
Camptothécine Ophiorrhiza mungos VACV Inhibe la synthése de
I’ADN viral
Camptotheca EV71 Inhibe la réplication et
Acuminata la traduction de I’ARN
viral
Thalimonine Thalictrum simplex H7N7 Inhibe la  reproduction
virale
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Tomatidine Peau et feuilles de | DENV Inhiber la réplication
tomates
CHIKV Inhibent I’infection de
trois génotypes
différents de CHIKV
Homorringtonine Céphalotaxus fortune SARS- Inhibitions de la
COV-2 réplication

7. Les mécanismes d’action des alcaloides sur les microorganismes
7.1 Bactérie

> Inhibition de I'acide nucléique bactérien et de la synthése des protéines

L’endommagement des molécules d'ADN/ARN ou l'inhibition de la réplication de
I'ADN empéche I'expression des genes de virulence, (synthése des protéines) ce qui
affecte les traits des bactéries ainsi que leur croissance et leur reproduction
(Othman et al., 2019).

La berbérine possede la capacité de se lier aux acides nucléiques bactériens, la
liaison se fait par intercalation entre deux paires de bases et dune facon non
spécifique (Figl5) (Jin et al., 2010).

Berbérine

Berbérine

Figure 15 : Structure tridimensionnel du complexe ADN-berbérine (Marta et al.,
2011).
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> Effet sur la perméabilité de la membrane cellulaire bactérienne

De graves dommages a la membrane cellulaire bactérienne brisent la barriere
protectrice de la cellule et provoquent la libération d'un grand nombre de molécules.
De plus, la fonction de défense de la paroi cellulaire est perdue, et la fonction de
transport et la fonction de transfert d'information de la membrane cellulaire sont
bloqueées (Yan et al., 2021).

> Inhibition des pompes & efflux

L’inhibition de I’expression des geénes de la pompe d’efflux empéche
I’épuisement des niveaux antibactériens intracellulaires par [’activité des pompes
d’efflux  MDR  (Multi-Drug-Resistance), ce qui empéche la résistance bactérienne
et améliore les effets antibactériens (Mabhiza et al., 2016).

> Inhibition du métabolisme bactérienne

Les alcaloides peuvent également exercer des activités antibactériennes en
interférant avec les métabolismes primaire et énergétique des bactéries pour bloguer
les  toxines  bactériennes  ou inhiber  la  croissance  bactérienne.  Par
exemple l'inhibition de I'ATP synthese affecte de nombreux processus métaboliques
normaux chez les micro-organismes, ce qui peut entrainer la mort biologique (Yan
et al. 2021).

7.2 Champignon

Les alcaloides inhibent la croissance des champignons par divers mécanismes,
notamment [l'inhibition de la biosynthese de l'ergostérol, et ils ciblant la voie
d'intégrité de la paroi cellulaire par exemple: P’action de la berbérine contre
Candida albicans, altérer la fonction mitochondriale, production de stress oxydatif
(les génes de stress oxydatif), la transcription de facteur de choc thermique (HSF1),
et la modulation de 1’héme, ce qui affecte les traits des champignons (Khan et al.,
2017).

7.3 Virus

L’activité antivirale des alcaloides n’est pas négligeable. Elle a été mise en
évidence a travers des études in vitro et in vivo sur plusieurs virus tels que celui de
I’influenza HIN1 (Chebili, 2012).

La capacité des alcaloides a inhiber la synthése d'ADN et d’ARN dans plusieurs
familles de virus via différents mécanismes

» L'émétine présente une activité inhibitrice remarquable en bloquant la
transcriptase inverse du VIH.

» La camptothécine est un inhibiteur de I'ADN topoisomérase 1 qui inhibe Ia
réplication et la traduction de I'ARN de l'entérovirus, modifiant 'ADN matrice et
affectant ainsi la synthése de I'ADN et de I'ARN (Abookleesh et al., 2022).
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Plusieurs alcaloides se sont révélés étre de puissants inhibiteurs de la synthése des protéines

» L’émétine est inhibée la traduction virale par ’association a La sous-unité ribosomique
40S semble (un récepteur spécifique de I'émétine)

Certains alcaloides peuvent bloquer la formation de liaisons peptidiques

» L’interaction de la lycorine avec la région C-terminale des poly-protéines lors de I'étape
d'élongation de la chaine polypeptidique dont elle a été bloquée (Abookleesh et al.,
2022).

8.les travails antérieurs des alcaloides en Algérie

Les résultats de certaines études menées sur 60 échantillons de céréales (blé et
orge) d'Algérie ont montré qu'elles contiennent naturellement six alcaloides majeurs
de l'ergot.  Ergométrine,  Ergosine,  Ergotamine,  Ergocornine,  Ergocriptine,
Ergocristine, utilisant la chromatographie liquide a haute performance (Carbonell-
Rozas et al., 2021)

L'examen phytochimique des espéces de Peganum Harmala a été réalisé sur des
échantillons de plantes prélevés dans la région de I'Harmalia dans le nord-est de
I'Algérie. Les résultats ont montré la présence de composes chimiques dont les plus
importants sont les alcaloides (représentent le pourcentage le plus important de
composés chimiques est de 3,947) (Benbott et al., 2013)

Asparagus albus L est une plante médicinale qui pousse spontanément dans la
région de Brezina wilaya d'El Bayadh. Des composés alcaloides ont été extraits de
différents organes (rameaux, écorce, racines) de la plante d'asperge pour tester son
activité antioxydante et antifongique. L'activité antioxydante des extraits d'asperges
a été évaluée et les résultats ont montré que le rendement dalcaloides est de 8,17
(Alami et al., 2022).

Cette étude a porté sur la comparaison de deux espéces, Hyposcyamus albus et
Hyposcyamus muticus. Récoltées dans deux régions différentes, Aris (wilaya semi-
aride de Batna) et Djanet (wilaya aride d'lllizi). L'examen chimique a montré que les
parties aériennes contiennent presque toutes les classes de récepteurs secondaires,
les alcaloides, les flavonoides, les coumarines. L'évaluation quantitative des
alcaloides a montré que la teneur totale en alcaloides varie selon les espéces et les
conditions climatiques, constatant que le niveau d'alcaloides a Hyposcyamus albus

est estimé a 0,517 et a Hyposcyamus muticus a 0,327 (Kebaili et al.,2019).
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1. Problématique

Les alcaloides sont connus pour divers effets bénéfiques, l’activit¢ antimicrobienne a
été largement étudié, en tant que développement possible de remedes
pharmaceutiques

L’objectif de ces études est I’évaluation de pouvoir antimicrobien des alcaloides
extraits de :

e Anabasis articulata
e Algues brun marines : Cystoseira compressa
Sargassum hornschuchii
2. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude est constitué de :

- Les tiges d’Anabasis articulata récoltée de la région de Béchar (sud-ouest
algerien)

- Les algues brun marines C. compressa et S. hornschuchii collecté du coté
ouest de Libya

3. Matériel biologique

L’activité antimicrobienne des extraits étudiés :

e Les extraits de A. articulata ont été testé sur 07 souches bactériennes et une
souche fongique
Souches bactériennes Souche fongique

Bactérie a Gram (+) - Candida albicans
- Staphylococcus aureus ATCC 6538

- Listeria monocytogenes ATCC19111

- Bacillus subtilis ATCC 6633

- Micrococcus luteus ATTCC 9341

Bactérie a Gram (-)

-Pseudomonas aeruginosa ATCC27853
-Escherichia coli ATCC 8739
-Klebsiella pneumoniae

e Les extraits d’algues brun ont été testé sur 06 isolats bactériennes :

Staphylococcus aureus Escherichia coli
- S.aureus 122 - E.coli 015749
- S.aureus 182 - E. coli 015752

- S. aureus 287 - E. coli 015755
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Abstract

Anabasts articulata is a plant widely used in popular medicine to treat several pathologies in Algenan Sahara, such as diabetes. It
is also associated with two other plants to cure certain tvpes of cancer. Few research siudies have been conducied on
phytochemical analysis and in vivo biological activities of this species. However, no report is available on chemical elucidation
of alkaloids and their antioxidant and anfimicrobial properties. This siudy aims to characterise alkaloids in A. artfculata siems
and to evaluate their antioxidant and antimicrobial effects. Alkaloids extraction was cared out using polar (E1: E2.1; E2.2) and
apolar solvenis (E3), while chemical charcierisation was performed by GC/MS. In vitro antioxidant activity was assessed by
tree tesis: wial antioxidant capacity (TAC), DPPH scavenging assay and f-cartene-linoleate inhibition. For antimicrobial
activity, eight different microorganisms were lested. The resulis suggest that E2.2 extract had the highest TAC value (14.742 £
0.224 mg AAEfg DM), but E3 extract presented the highest DPPH scavenging activity (ECsp = 1.242 +0.168 mg/mL) and a
strong fcarotene—linoleate inhibition (ECsy = 0,943 £ 0.027 mg/mL). In addition, E3 extract had the strongest inhibitory effects
against all ested microorganisms and produced inhibition zones ranging between 9 and 20mm, while the MICs of this extract
ranged from (0L781 to =100 mg/mL and the MBCs ranged between 1.562 and =100 mg/mL. Forty-nine compounds belonging to
16 families, namely cyclopeptide alkaloids, steroid alkaloids, quinoline alkaloids, camptothecin alkaloids, quinazoline alkaloids,
quinazoling alkaloids, soquinoling alkaloids, soquinolone alkaloids, indole alkaloids, terpene indole alkaloids, pyridine’
pymoliding alkaloids, piperidine alkaloids, pyrrolizidine alkaloids, purine alkaloids, acridone alkaloids, benzazonine alkaloids
and homolyeonne-type Amarvllidacese alkaloids were identified. Therefore, A. articulote can be considered as a source of
antionidant and antimicrobial agents.

Keywords Anabasis articulara - Alkaloids - GC/MS - Antioxidant activity + Antimicrobial activity
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Abstract

Algal alkaloids are widely used for their pharmacological properties as antimicrobial agents. This study determined the
antibacterial activities of algal alkaloid-rich extracts against isolates of multidrug-resistant Staphvlococcus aureus and entero-
haemorrhagic Escherichia coli (EHEC) O157, as well as the probable mode of action underlying their antibacterial effect. The
total alkaloids were extracted from two Libyan brown algae, namely Sargassum hornschuchii and Cystoseira compressa and
tested against six different isolates from the bacteria mentioned above using the agar-well diffusion method, and their mode
of action on isolates was evaluated by several bacterial physiological indicators, including intracellular potassium ion efflux
and nucleotide leakage. Also, the extracts” hemolytic activity was assessed as an indicator of their cytotoxicity on red blood
cells. Although not to the same extent, both alkaloid extracts presented antibacterial activities against all tested isolates with
no evidence of bacterial regrowth. The alkaloid extract from 8. hormschuchii exerted the best effect on bacteria growth with
minimum inhibitory concentration values ranging between 125 and 500 mg/mL. The results showed that the alkaloid extracts
significantly induced a distinct release of nucleotide and potassium ions out of the cell membrane, indicating that they cause
achange in the fluidity or permeability or both of the cell membrane. Moreover, the results revealed that there were very low
cytotoxic effects. Therefore, algal alkaloids may contribute to the development of potential antibacterial agents in the future.

Keywords Alkaloids - Antibacterial activity - Cystoseira compressa - Escherichia coli - Sargassum hornschuchii -
Staphylococcus aurens
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Article N°01 :
1. Titre d’article

Analyse GC/MS, et activité antimicrobiennes et antioxydantes des alcaloides
extraits par des solvants polaires et apolaires des tiges d’Anabasis articulata.

2. Les activités réalisées dans ce travail

L’isolement des alcaloides d’Anabasis articulata en utilisant des mélanges de
solvants polaire at apolaire afin d’obtenir quatre fractions d’extraction déférents
(E1, E2.1, E2.2, E3). L’évaluation des activités antimicrobiennes de ces extraits a
été réalisée par la méthode de diffusion sur disque d’agar, l’identification de leurs
constituants en alcaloides a été faite par chromatographie en phase gazeuse/
spectronomie de masse (GC/MS).

D’apres Benhammou et al, Cette etude comprend les étapes suivantes :

e  Préparation d’extraits d’alcaloides (extraction par solvant polaire et apolaire)
e Evaluation de I’effet antimicrobien des extraits de plante
Préparation des souches microbiennes
Réalisation de I’activité antimicrobiennes par la méthode de diffusion sur

disque d’agar

e Détermination de concentration minimal inhibitrice (CMI), concentration
inhibitrice bactéricide (CMB), concentration minimal fongicide (CMF)

e La séparation des alcaloides par la chromatographie GC/MS

3. Le protocole suivi

D’aprés Benhammou et al, Le travail comprend les étapes suivantes :

3.1. Préparation de I’extrait

» Séchage des échantillons de tiges d’Anabasis a une température ambiante (27
a32°C) dans un endroit d’une humidit¢ (65-70%), puis le broyage afin
d’obtenir une poudre moyennement fine

» Macération de 65g de poudre de tige dans 133ml d’éther de pétrole pendant
24h

> Filtration

> Séchage dans une etuve a 37C° apres, l’extraction a été faite par deux
méthodes :
A - extraction par solvant polaires

Ce procédé a été réalisé afin d’identifier la teneur en alcaloides totaux(El). La

détermination de la teneur en alcaloides basiques et tétravalents a été faite a I’aide de
méthode Stas-Otto (Kalla.,2012) (E2.1).
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Tiges en poudre 659

Extraction avec 133ml d’éther de
pétrole (24h /T ambiante)

Le précipité Solution d’éther de
de Marc pétrole

Ajouter 100ml de méthanol
Extrait méthanolique
Evaporer a sec 60°C

Résidu dissous dans 130ml de CHCL3
Ajouter de 5%HCL, pH=3

Couche d’acide Couche
acide chloroformique

1- Extraire par 130ml de CHC1
2- Basifier avec Na; CO3 5%,

Couche chloroformique
(alcaloides totaux EI)

Evaporer a sec 60°C

Récupération avec ml de
chloroforme

Matériel et méthode

Tiges en poudre 65g

Extraction avec 133ml d’éther de
pétrole (24h /T ambiante)

Le précipité Solution d’éther de
de Marc pétrole

Extraction avec méthanol /eau (v/v) (100mi/100ml)

Solution méthanolique Le précipité de Marc

1- concentrer +ajouter H2SO4 2%
2- filtration

Solution acidifiée de sels d’alcaloides

1- Ajouter de Na; CO3z pH =9
2- Extrait a ’acétate d’éthyle

Couche organique Couche aqueuse contenant les
contenant les alcaloides de alcaloides tétravalents (E2.2)
base (E2.1)

Evaporer a sec de deux couches

Récupérer avec 20 ml Récupérer avec 3 ml
d’eau distillée de méthanal

Figure 16 : protocoles d’extraction de différents types d’alcaloides (Benhammou et

al.,2019)

B - Extraction par solvants apolaires
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La réalisation d’extraction des alcaloides basic par les solvants apolaires (méthode
conventionnelle de Stas-Otto) (Kalla.,2012) (E3)

Tiges en poudre 659

Extraction avec 133ml d’éther de pétrole (24h T
ambiante)

Le précipité de Marc Solution d’éther de
pétrole

1- Ajout d’ammoniac, 200ml (24h)
2- Ajout de CHCI3,200ml (24h)

CHCls, solution

d’alcaloides +précipité Precipite
Concentré +H,SO4 (2%)
Couche aqueuse :
acidifiée de sels CHCls, solution
1- Ajout d’ammoniac,130ml (24h)
2- Ajout de CHCl3,130ml (24h)
CHCls, solution H. SO4.solution

d’alcaloides
Extraction a I’eau distillé (VN)
CHCIs, couche (alcaloides

basiques purs ; E3)

Evaporer a sec

Récupéré avec 5ml de méthanol
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3.2 Evaluation de ’effet antimicrobien d’alcaloides extrait d’A. Articulata

a. La méthode de diffusion sur disque de papier

Les suspensions bactériennes ont été testées dans le bouillon Mueller Hinton
(MHB), tandis que la suspension fongique dans le bouillon de dextrose
Sabouraud (SDB). Ces deux types des micro-organismes ont donc été incubés
a 37 ° C pour 24 h et a 30 ° C pendant 24 a 48 h, respectivement.

Les suspensions de micro-organismes ont été ajustées a la Densité Optique de
McFarland 0,5 (108 CFU / ml par MHB pour bactérie et 10° CFU / ml pour
champignon)

L’ensemencement sur des boites de pétri a I’aide d’un écouvillon.

Les disques en papier Whatmen N ° 1 filtrant stérile (6 mm de diametre)
étaient imprégné de 10 pl de chaque extrait dalcaloides a différentes
concentrations (80, 200 et 400 mg / ml).

Les disques antibiotiques ont été utilisés comme témoins positifs :

L'ampicilline (10 pg /disque ; Biomaxima) et le chloramphénicol (30ug ;
Sigma-Aldrich Quimica,) pour bactéries,

Nystatine (100 pg ; Sigma) et amphotéricine B (100 pg ; Sigma) pour
Levure.

Les boites ont été maintenues 1 & 2 h a 4 ° C pour permettre la diffusion de
I’extrait d’alcaloide

Incubation des boites de Pétri a 37 ° C et incubé 24 h pour les bactéries et 24
a 48h pour le champignon.

Aprés incubation, les diamétres de la zone d'inhibition ont été mesurés, y
compris le disque papier (en mm).

b. Détermination de CMI, CMB, CMF

Les suspensions de  micro-organismes ont  été  ajustées par e
Spectrophotométre a la densité optique finale de 10% CFU / ml.

Des dilutions de double ont été effectuées dans une microplague a 96 puits
(100 plI par puits) pour obtenir les dilutions des extraits d’alcaloides avec des
concentrations allant de 0,195 a 100 mg / ml. Le diméthylsulfoxyde (DMSO),
a une concentration finale de 1% dans chaque puits, a été utilisé pour les
extraits d’alcaloides.

Un volume égal de l'inoculum microbien des souches testées de la culture du
bouillon de nuit était ajouté a une concentration finale de 5 x 10° CFU / ml
dans chaque puits.

Aprés incubation pendant 18 a 24 h a 37 °C pour les bactéries (24-48 h pour
champignon), dans une atmosphére normale

La valeur CMB (ou CMF) etait mesurée par sous-culture de 10 pl de chaque
puits avec non croissance microbienne visible sur une gélose Mueller Hinton
(MHA) (Gélose de dextrose Sabouraud pour C. albicans), suivi d’incubation
a 37 ° C pendant 24 h (24-48h pour le champignon).
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3.3 La séparation des alcaloides

La séparation été réalisée par la méthode de chromatographie en phase
gazeux/spectronomie en masse (CG/SM)

Article N°02 :
1. Titre d’article

Extraits riches en alcaloides d’algues brunes contre les bactéries multirésistantes par un mode
d’action distinctif.

2. Lesactivités realisées dans ce travail
D’apres Alghazeer et al, Le travail comprend les étapes suivantes :

e Extraction d’alcaloides.

e Isolement des souches a partir de produits laitiers et de viandes.

e Préparation de I’'inoculum.

e Evaluation de I’activité antimicrobienne des alcaloides extraite vis-a-vis des souches
bactériennes par la détermination de concentration minimale inhibitrice (CMI) et
concentration minimale bactéricide (CMB).

Cystoseira compressa Sargassum hornschuchi

Figure 17 : Morphologie de deux algue brune (Alghazeer et al., 2021)
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3. Le protocole suivi
D’aprés Alghazeer et al, le travail comprend les étapes suivantes
3.1. Préparation de poudre des deux algues

» Les échantillons des deux algues: Cystoseira compressa et Sargassum
hornschuchii ont été nettoyé et rincer, puis séchés a I’ombre (7 a 14 jours).

» Le broyage et stockage a 4°C dans des bouteilles opaques jusqu’a leur
utilisation.

3.2. Préparation du I’extrait

» Les matériaux d’algues en poudres 50g ont ¢été extrait plusieurs fois avec du
méthanol 300 ml jusqu’a que les matériaux d’algues donnent un résultat négatif
pour les alcaloides (test de Mayer).

» Filtration par papier filtre Wattman n°01, et évaporation sous pression réduites.

» La séparation de mélange d’alcaloides bruts, de matiéres neutres, et acides, et
des ingrédients solubles dans I’eau par I’extraction de I’acide acétique aqueux,
suivi d’une extraction au dichlorométhane 150ml.

» La basification de solution aqueux par NaCos (10%) jusqu’un pH= 10, puis
une nouvelle extraction par dichlorométhane, la couche a été séparés, et
évaporer. L’ajout de réactif de Dragendroff pour confirmer la présence
d’alcaloides dans les résidus

» La conservation de fractions riche en alcaloides par des solutions dans 1’éthanol
a 0,01%, et le stockage a -20°C jusqu’a I’utilisation.

3.3. Préparation de ’inoculum

» L’inoculation des souches isolées dans un erlenmeyer de 25ml contient le
bouillon Mueller-Hinton, et incuber a 37°C dans un agitateur pendant 24h.

*Staphylococcus aureus 122 (S1). * Escherichia coli O 157 49 (E1).
*Staphylococcus aureus 128 (S2). *Escherichia coli O 157 52 (E2).
*Staphylococcus aureus 287 (S3). *Escherichia coli O 157 55 (E3).

» Ajustement de la culture & une turbidité équivalent standard a 0,5 Mc Ferland
(1,5.108 UFC/m).

3.4. Evaluation d’activités antimicrobiennes des extraits
3.4.1. Préparation de témoin

» Dans des puits séparés de diamétre 8mm en trois exemplaires ont été chargés par
200ul des extraits individuels (1000 pg/ml), et incubation a 37°C/24h.

» La mesure des diamétres d’inhibition (DIZ) pour chaque extrait, 1’ajoute de
streptomycine (10 pg/ml) en tant que témoins de référence.
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3.4.2. Détermination de concentration minimale inhibitrice CMI

» Préparation d’une série des dilutions quadruples de [D’extrait d’origine

(1000ug/ml) ont été préparées dans la gélose Mueller-Hinton pour obtenir une
concentration de 500 a 50pug/ml.

» Les puits ont été inoculés avec des bactéries et incubés a 37°C/24h.
» Le CMI a éte déterminé visuellement dans Il'agar comme la concentration la

plus faible des extraits qui inhibe totalement la croissance bactérienne par
rapport au témoin.

3.4.3. Détermination de CMB

» Les extraits avec CMI, 2CMI, 3CMI et 4CMI ont été sous-cultivés dans les
tubes de bouillon Mueller-Hinton (BMH). Les tubes ont été inoculés avec des
bactéries et incubés a 37 °C pendant 24h.

» Apres l'incubation, la concentration la plus faible sans aucune croissance visible
a été prise comme CMB.

» Pour confirmer les reésultats de CMB: 1 ml des suspensions expérimentales a
été sous-cultivé une fois de plus dans BMH et incubé a nouveau a 37 °C
pendant 18 a 24h. Des cultures négatives ont également été préparées.
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Article N°01
Les résultats obtenus sont représentés ci-dessous

L'activité  antimicrobienne des alcaloides d’Anabasis articulata a été évalué
qualitativement et quantitativement par la mesure du diamétre de la zone
d’inhibition. Le tableau suivant représente les résultats obtenus :

Tableau 04 : I’activité antimicrobienne des extraits alcaloides d’A. Articulata (mg/ml).

El  El E22 E3 Ampicillin Chlamphenicol
§0 80 200 80 200 400 80 200 400
K. pnewmonia -~ 00" 00 0£0 0+0 00 00 ND ND ND 0£0(R) 0£0(R)
P. aeruginosa 00 0£0 0£0 020 0£0 9£141 ND ND ND 0£0@R) 0£0(R)
E. coli 00 0+0 0£0 040 00 00 ND ND ND 10.50£1.00 (R) 00 (R)
L. monocytogens 00 0£0 020 0£0 0£0 0£0 165071 172141  20£0 33.67£351(5) 0£0(R)
M. luteus 00 1320 140 00 020 00 9424  13£212 160 8005 2220
S. aureus 00 ND ND 00 00 0£0 ND ND ND 4020045 (8) 10£0(R)
B. sublitis 0£0 020 0£0 00 0£0 0£0  11£141 1375£1.06 1425+1.06 0£0@R) 0£0(R)
C. albicans 00 00 020 020 0£0 80 0+0 00 ND 0£0°6)  26£0°(5)
S : micro-organisme sensible | : intermédiaire R : résistant ND : non déterminé

a: Exprimée comme la zone d’inhibition (mm) en moyenne des triples

(o

Nystatine (100 pg/disque)

o

: Amphotéricine B (100 pg/disque)
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- Le potentiel antibactérien le plus elevé a été observé avec I'extrait E3 par la
méthode de diffusion sur disque, les extraits El1, E2.1, E2.2 n’ont présenté
aucune activité antibactérienne a I’exception de M. luteus et P. aeruginosa

- Cet effet etait trés remarquable contre les pathogenes a Gram positif, notamment
M. luteus et L. monocytogenes qui ont la zone d’inhibition la plus grand a la
concentration 400mg/ml d’extrait d’alcaloides E3 (respectivement 16 et 20mm),
suivi de B. subtilis avec zone d’inhibition de 14,25mm.

- Pour C. albicans I’extrait E2.2 a 400mg/ml a produit la plus petite zone
d’inhibition (8mm).

v' Les alcaloides affectent généralement plus les bactéries Gram-positives que les
bactéries Gram-négatives. Les bactéries Gram-négatives sont connues pour avoir
des systemes de barriere complexes qui régulent et parfois empéchent les
biocides de traverser la membrane cytoplasmique et de pénétrer dans le
cytoplasme. Les bactéries Gram-positives devraient étre plus sensibles car elles
n'ont qu'une couche externe de peptidoglycane qui n'est pas une barriere efficace
(Denyer et Maillard.,2002). Ainsi certains alcaloides se sont avérés plus actifs
contre  bactéries Gram-positives que contre les bactéries Gram-négatives
(Manosalva et al.,2016).

v Les résultats de Maatalah et al., 2012 ont démontré que les extraits de saponine
avaient une activité antibactérienne plus élevée que les extraits d'alcaloides d’A.
Articulata contre toutes les souches bactériennes testées. L'activité inhibitrice de
I'extrait alcaloide était comparable a celle d'un antibiotique standard (AMP.CHL)
utilise comme contrble positif, et cette étude a montré des différences dans la
sensibilité des bactéries Gram-positives aux antibiotiques.
> Le CMIl et CMB et CMF

Les résultats obtenus sont représentés ci-dessous

Tableau 05 : le (CMI) et (CMB ou CMF) (mg/ml) des extraits d’alcaloides d’A.
Articulata contre divers microorganismes.

Souches microbiennes CMI (mg/ml) CMB (mg/ml)

El E2.2 E3 El E2.2 E3
S. aureus 10 20 0,781 10 >20 1,56
B. subtilis 10 20 1,562 10 >20 3,125
M. luteus 5 > 20 1,562 5 >20 3,125
L.monocytogenes ND ND ND ND ND ND
E. coli 10 >20 3,125 10 > 20 3,125
K.pneumonia 10 > 20 1,562 10 > 20 3,125
P. aeruginosa 5 > 20 25 10 > 20 25

C.albicans 10 20 >100 10 > 20 >100
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- Les valeurs de CMI variaient de 0,781 a 25 mg/ml pour les bactéries et de 10 a >
100mg/ml pour les champignons, tandis que les valeurs de CMB variaient de
1.562a > 20mg/ml pour les bactéries et de 10 a > 100 mg/ml pour C. albicans.

v' L'extrait d'alcaloide E3 avait la valeur CMB la plus élevée (25mg/ml) contre
Pseudomonas aeruginosa. Cet extrait a eu I'effet inhibiteur le plus fort contre
toutes les bactéries testées, avec les valeurs CMI et CMB les plus basses, bien
qu'elles aient été moins actives contre Pseudomonas aeruginosa. Et C. albicans
(CMI et CMB >100 mg/ml) Parmi tous les extraits, l'efficacité des échantillons
E3 peut étre liée a la teneur en A. alcaloides basique purs qui sont obtenues par la
méthode Stas-Otto avec des solvants non polaires.

> Analyse GC/MS

Cette étude présente une procédure GC/MS qui a été appliquée pour identifier les
alcaloides dans les tiges d’A. Articulata (origine algérienne), par conséquent 49
composés répartis en 16 classes sont obtenues pour cette especes: les alcaloides
cyclo peptidiques , alcaloides stéroidiens , alcaloides de quinoléine , alcaloides de
camptothécine, alcaloides quinazoline, alcaloides d’isoquinoline, alcaloides iso
quinolone, alcaloides indolique ,alcaloides terpénique indoliques , alcaloides
pyridine/pyrrolidine, alcaloides pipirédinique , alcaloide de pyrrolizidine , alcaloides
purique , alcaloides acridones , alcaloide homolycorine .

Article N° 02
Les résultats obtenus sont représentés ci-dessous :

Tableau 06 : Effets antimicrobiens et pourcentage relatif d'inhibition des deux extraits
contenant des alcaloides contre les bactéries a Gram (+) et a Gram (-) (S. aureus (trois isolats)
et E. coli (trois isolats) (Alghazeer et al., 2021).

Souche Cystoseira compressa Sargassum hornschuchii
DIZ (mm) PRI (%) DIZ (mm) PRI (%)
S1 33.5+.50 70 25.5+0.5 123.33
S2 34.5+0.5 121.87 35.5+0.5 130
S3 41.5£0.5 141.17 41.0£0.01 196.42
El 27+1.0 23.68 23.5+0.5 42.10
E2 34.5+0.5 153.57 35.5+0.5 146.42

E3 35.5+0.5 123.33 33.5+0.5 136.66
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Les résultats antibactériens des extraits testés ont été par rapport au témoin positif
(streptomycine, 10 pg), pour évaluer leur pourcentage relatif d’inhibition (Tableau
6).

> Pour les isolats de S. aureus

Les extraits contenant des alcaloides de S. hornschuchii et C. compressa ont montré
leur pourcentage relatif maximum inhibition sur S3 (196,42 % et 141,17 %,
respectivement), S2 (130 % et 121,87 %, respectivement), et S1 (123,33 % et 70 %,
respectivement). (Casciaro et al., 2020).

> Pour les isolats de E. Coli O

Tous les deux echantillons testés ont démontré un pourcentage maximal d'inhibition
relative contre E2 (146,42 % pour C. compressa et 153,57 % pour S. hornschuchii),
alors gu'une inhibition minimale a été notée contre E1 (42,10 % pour C. compressa
et 23,68 % pour S. hornschuchii), et pour E3 (123.33% pour C. compressa et
136.66% pour S. hornschuchii) (Tableau 6). (Casciaro et al., 2020).

Un pourcentage relatif d'inhibition plus élevé de certains alcaloides testés contenant
des extraits concernant [l'antibiotique de référence peut suggérent que ces extraits
sont un bon candidat pour les bactéries souches résistantes aux antibiotiques
conventionnels (Casciaro et al., 2020).
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Figure 18 : les CMI obtenues par extraits contenant des alcaloides contre un S.
aureus (S1, S2, et S3) (a), et (b) les souches E. coli (E1, E2 et E3) (Alghazeer et al.,
2021).

v' Les activités antibactériennes ont été considérées comme significatives lorsque le
CMI était <150 pg/ml, modérée lorsque la CMI était 200 a 500 ug/ml, et inactif
lorsque la CMI était de 1000 ug/ml. En conséquence, l'activité antibactérienne
de l'extrait de S. hornschuchii contenant des alcaloides avait un effet inhibiteur
significatif sur S. aureus, tandis que les extraits contenant des alcaloides des deux
algues ont démontré une activité modérée contre tous les E. Coli O157 isolee
(Tavares et al., 2014).

v' Les valeurs de CMI les plus faibles ont été trouvées contre S. aureus pour les
deux extraits, avec des CMI allant de 125 a 250 pg/ml, par rapport aux bactéries
Gram-négatives, avec des CMI allant de 250 & 500 pg/ml (Fig.15). L’extrait
contenant des alcaloides de S. hornschuchii démontré valeurs de CMI inférieures
contre E1 et E2 (CMI, 250 pg/ml) que l'extrait contenant des alcaloides de C.
compressa (Tavares et al., 2014).
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Tableau 07 : le rapport CMB/CMI des extraits contenant des alcaloides par rapport
aux souches bactériennes testés (Alghazeer et al., 2021).

Les souches Cystoseira compressa Sargassum hornschuchii
CMB/CMI CMB/CMI
S1 2 3
S2 2
S3 2 2
El 2 3
E2 2 2
E3 1 1

La recherche sur la découverte des médicaments antibactériens s'intéresse aux agents ayant
un effet bactériostatique plus qu’aux agents ayant un effet bactéricide, du fait qu’ils peuvent
étre utilisés pour des thérapies a court terme (Gajdacs et al., 2019).

Les concentrations ne dépassaient pas quatre fois leur CMI ont contribué a >99,9 %
réduction de I'inoculum bactérien cela signifiesont des agents bactéricides. Les
extraits d’algues testées ont démontré un rapport CMB/CMI <2 contre toutes les
souches bactériennes (Tableau 7). (Tavares et al., 2014)

L’activité antibactérien a été considérée comme bactéricide lorsque le rapport
CMB/CMI était < 1 ou < 2, et considéré comme bactériostatique si le rapport était de
3 ou 4. Les extraits de C. compressa ont montré un effet bactéricide contre toutes les
souches testées, alors que ceux de S. hornschuchii étaient montré un effet bactéricide
contre les souches d’E. Coli O 157 52, E. Coli 0157 55, S. aureus 287 et S. aureus
128 (Tableau 7). (Tavares et al., 2014)
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Conclusion et perspective

Les alcaloides sont des principes actifs, basiques, azotés, utilisés pour la
diminution, ou [I’inhibition totale de proliférations des microorganismes, extraits
géneralement a partir des plantes.

Nous avons analysé deux articles sur 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne de
quelques alcaloides extraits a partir les tiges de A. articulata, et les deux algues C.
compressa, et S. hornschuchii.

Evaluation de [I’activité antibactérienne des alcaloides par des différentes
méthodes : par I’extraction en milieu acide par un solvant polaire et en milieu alcalin
par un solvant apolaire (méthode Stas-Otto) (Article 01) et extraction acide-base
(Article 02). Pius la méthode de diffusion sur disque du papier (Articles 01), et en
puis d’agar (Article 02), en plus la détermination de CMI, CMB, CMF (Article 01),
CMI, CMB (Article 02).

Les résultats correspondants a [’activité antimicrobiennes par la méthode Stas-Otto
ont montré que : les alcaloides d’A. Articulata affectent les bactéries a Gram (+) plus
que les bactéries a Gram (-). Et ils ont une activité inhibitrice comparable a celle
d’un antibiotique (AMP, CHL) utilisés comme contréle positif. L’extrait d’alcaloide
E3 avait la valeur CMB la plus élevée (25mg/ml) contre Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, a cause de la teneur en alcaloides basiques pure.

L’identification des alcaloides dans les tiges A. articulata par la procédure GC/MS
montre qu’il y a 49 alcaloides répartis en 16 classes.

Les résultats correspondants a 1’extraits d’algues montrent une CMI allant de 125 a
250 pg/ml contre Staphylococcus aureus par rapport aux bactéries a Gram-négatif
avec des CMI allant de 250 & 500 pg/ml. L’extrait de Sargassum hornschuchii
présente une activité inhibitrice inférieur a celle de Cystoseira compressa

En termes de perspectives, d’autres applications sont nécessaires :

v Les extraits contenant des alcaloides testés doivent étre étudiés sur des modeles
animaux pour déterminer leur efficacité in vivo.

v' Faire une analyse chromatographie des deux extraits des algues pour
I’1dentification de type des alcaloides.
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