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Résumé

Pleurotus et Suillus sont des champignons comestibles appartenant aux Basidiomycetes
récoltés dans la région de Ghazaouet (wilaya de Tlemcen) au nord-ouest d’Algérie. Ils sont de
plus en plus cultivés pour ses vertus nutritives et médicinales. Les poudres obtenues apres
séchage et broyage des carpophores de la souche locale de Pleurotus et Suillus sont soumis a
une macération hydrométhanoliques dans les mémes conditions opératoires. A la lumiére de
ces données, nous avons choisi de réaliser une étude sur les métabolites secondaires du
Pleurotus et Suillus. Les résultats ont montré la présence des triterpénes, les alcaloides, les
flavones, les polypheénols et les hétérosides a genine. Les espéces Pleurotus et Suillus ont des
teneurs en polyphénols totaux respectivement (0.116 £+ 0.007 /0.179 + 0.02 mg EAG/g MS) et
Flavonoides totaux (0,006 + 0,009/0,793 = 0,015mg EAG/g MS). Pour les Tanins totaux, les
concentrations sont minimes et négligeables. L'activité antioxydante a été mesurée a l'aide du
test de piégeage du DPPH, le potentiel antioxydant est de 0,043 et 0,128 mg/ml
respectivement pour Pleurotus et Suillus cette activité antioxydante est plus importante chez
Suillus que chez Pleurotus qui peut étre due au taux de polyphénols totaux élevé chez Suillus
que chez Pleurotus.

Mots clés : Pleurotus, Suillus, polyphénols, activité antioxydante.



Abstract

Pleurotus and Suillus are edible mushrooms belonging to Basidiomycetes collected in the
region of Ghazaouet (wilaya of Tlemcen) in north-western Algeria. They are increasingly
cultivated for their nutritional and medicinal properties. The powders obtained after drying
and grinding the carpophores of the local strain of Pleurotus and Suillus are subjected to
hydromethanolic maceration under the same operating conditions. In the light of these data,
we chose to carry out a study on the secondary metabolites of Pleurotus and Suillus. The
results showed the presence of triterpenes, alkaloids, flavones, polyphenols and genine
heterosides. Pleurotus and Suillus species have total polyphenol contents (0.116 + 0.007
/0.179 £ 0.02 mg EAG / g DM) and total flavonoids (0.006 + 0.009 / 0.793 £ 0.015 mg EAG /
g DM) respectively. For total tannins, the concentrations are minimal and negligible. The
antioxidant activity was measured using the DPPH trapping test, the antioxidant potential is
0.043 and 0.128 mg / ml respectively for Pleurotus and Suillus this antioxidant activity is
greater in Suillus than in Pleurotus which may be due to level of total polyphenols high in

Suillus than in Pleurotus.

Key words: Pleurotus, Suillus, polyphenols, antioxidant activity.
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Liste d’abréviation

C6H50H :phenol

C6C1 : chorismate derived

KD : k-dimension

ATCC18804 : candida albicans (robin) berkhout
Nm : nanometre

CMI90 : la plus faible concentration inhibant, en 18a24heures la multiplication de
90%des bactéries

IG : indice glycémique

HOCL : acide hypochloreux

TNFa : facteur de nécrose tumole

GSH : glutathion

DPPH° : (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)

Flv : Flavonoides.

IC50 : Concentration permettant d’inhiber 50% du radical DPPH.
pg EC/mg MS : microgramme équivalent catéchine par milligramme de matiére séche.
UV : Ultraviolet.

FeClI3 : Chlorure de fer.

H2 SO4 : Acide sulfurique.

HCL : Acide chlorhydrique.4

NaOH : Hydroxyde de sodium.

% : Pourcentage.

C° : Degré Celsius.

ug : Microgramme.

I: Litre.

mg : Milligramme.

ml: Millilitre.

mm : Millimetre.
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deux champignons supérieurs dans la région de Tlemce. Master en AACQ Univ. Tlemcen.

Introduction générale
Le nombre estimé de champignons dans le monde est d'environ 140 000 dont10%,

seulement ~ 14 000 connus (Wasser, 2002). Les champignons sont un élément indispensable
de la plupart des écosystemes naturels et aident a redistribuer les ressources alimentaires
utilisées par tous les étres vivants de I'environnement. De nombreuses especes de
champignons s'intéressent a la nutrition et a la santé humaine (Badalyan, 2012). Plus de 2000
sortes de produits comestibles, pres de 700 sortes de propriétés médicinales intéressantes
(Wasser, 2002).Les champignons accumulent une variété de métabolites secondaires, y
compris les phénols, les polycétols, les terpenes et les stéroides (Cheung et al., 2003). Les
antioxydants présents dans les champignons sont trés intéressants comme agent protecteur qui
aide le corps humain a réduire les dommages oxydatifs sans aucune interférence. lls sont
reconnues comme aliment fonctionnel et source physiologique d’ingrédients bénéfiques
(Wasser et Weis, 1999).

Les champignons affectent 1’alimentation humaine depuis de nombreuses années en tant
que source directe de nourriture ou de médicament. Ils sont considérés comme une riche
source de nourriture en contenant beaucoup de protéines, de sucre, de glycogéne, de graisse,
de vitamines, d'acides aminés et de fibres brutes (Gbolagade, et al., 2006 ; Kalae, 2009).

Les vertus médicinales des champignons ont été reconnues partout dans le
monde (Cochran, 1978), et plusieurs composés ont été isolés du champignon possédant une
activité médicinales (Karaman et al., 2003 ; Acharya, 2007 ).

Les champignons comestibles sont trés riches en nutriments comme ilspeuvent étre
utilisés comme médicaments pour le traitement de pas mal de maladies dont parmi on cite le
cancer, des maladies cardiaques, du diabete, de l'inflammation, des lésions hépatiques, de
I'nypertension artérielle, etc. (Chang, 1996 ;Biswas et al, 2011), Les champignons sont
également l'un des meilleures sources d'autres nutriments essentiels dans 1’alimentation
humaine. Cette valeur peut étre comparable a celle de la viande, des ceufs et du lait (Breene,
1990 ;Gruenet Wong, 1982).

Le but de ce travail est de mener des recherches phytochimiques basées sur des tests quantitifs
des composes phytochimiques et le dosage des polyphénols, flavonoides, des tanins condensé
et les sucres totaux, de I’extrait hydrométhanolique de Pleurotus et Suillus, récolté dans la
région de Ghazaouet wilaya de Tlemcen, et une étude biologique basée sur la recherche

d’activité antioxydante.

Introduction Général




BENKHEDDA. M et AZZAOUI. A, (2021). Screening phytochimique et activités antioxydante des extraits hydrométhanoliques de
deux champignons supérieurs dans la région de Tlemce. Master en AACQ Univ. Tlemcen.

Le mémoire est divisé en deux parties :

» Une synthése bibliographique présentée dans le chapitre | portant sur généralités sur
les champignons, chapitre 1l et portant sur les métabolites secondaires et les activités
des champignons

» Une partie expérimentale divisée en deux chapitres numérotes Il et IV.

e Dans le chapitre Ill, nous présenterons le matériel et les méthodes d’étude
que nous avons utilisée.

e Dans le chapitre IV nous présenterons et discuterons les résultats obtenus.

Introduction Général
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BENKHEDDA. M et AZZAOUI. A, (2021). Screening phytochimique et activités antioxydante des extraits hydrométhanoliques de
deux champignons supérieurs dans la région de Tlemce. Master en AACQ Univ. Tlemcen.

Chapitre | : Généralités sur les champignons
1.1. Définition

Les champignons ou mycetes (du latin fungus, et du grec sphongos = éponge) sont
classés dans le royaume des champignons (Lemoine et Claustres, 2002 ; Llttge et al., 2002
; Gupta, 2004 ; Bouchet et al., 2005 ; Breuil, 2009 ; Raven et al., 2011 ; Falandysz et
Borovicka, 2013). Ce sont des eucaryotes, caractérisés par une paroi cellulaire qui contient de
la chitine composée de résidus N-acétylglucosamine et qui est un polysaccharide
principalement présent chez les insectes (Lemoine et Claustres, 2002 ; Breuil, 2009). Leurs
organes vegétatifs sont composés de filaments ou hyphes, et leur reproduction est soit sexuee
et/ou asexuée (Alexopoulos et al. 1996 ; Luttge et al. 2002 ; Breuil, 2009).

Les champignons sont métaboliquement hétérotrophes et se nourrissent en absorbant la
matiere organique produite par d'autres organismes autotrophes. Ils sécrétent des enzymes
dans le milieu de culture et ces enzymes digérent divers composés organiques et les
décomposent en petites molécules solubles. lls se propagent a travers la paroi mycélienne
(Carlile et Watkinson, 1994 ; Alexopoulos et al. 1996 ; Redecker, 2002 ; Gupta, 2004). La

plupart des champignons sont des organismes aérobies (Carlile et Watkinson, 1994).

Les champignons peuvent étre subdivisés en champignons inférieurs et champignons
supérieurs. Les champignons inférieurs sont unicellulaires et constituent un groupe
hétérogéne. Les champignons supérieurs sont divisés en deux groupes : les ascomycetes et les
basidiomycétes (Davet, 1996 ; Burac, 2006 ; Thaung, 2007).

1.2. Diversité des champignons

Dans un endroit donné, il peut exister en principe de6 a 8 fois plus de types de
champignons que de plantes (knudsen et petersen, 2005).0n estime qu'il existe environ

250 000 espéeces de plantes dans le monde, il devrait donc y avoir 105 millions d'especes de
champignons, ce qui est loin des observations actuelles. Une explication peut étre que la
gamme des champignons est généralement plus large que celle des plantes (knudsen et
petersen 2005). Les champignons se développent avec les plantes et au fil du temps, ils
utilisent différentes plantes ou parties de plantes exclusivement par décomposition ou échange

symbiotique (knudsen et petersen 2005).
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1.3. Organisation taxonomique des champignons supérieurs

1.3.1. Ascomycetes

Il existe 45 000 espéces d'ascomycétes, et environ 75 % d'entre elles sont connues
(Hawksworth, 2001 ; Hibbett et al, 2007) ; ils constituent presque tous les champignons
capables de former des combinaisons de lichens. Les ascomycetes comprennent de nombreux
champignons en forme de coupe (Pezizes), ainsi que d'autres champignons économiquement
importants, tels que les morilles et les truffes. Certaines toxines produites par les ascomycetes
peuvent contaminer les aliments (mycotoxines) ou provoquer des maladies pulmonaires,
comme la coccidioidomycose (coccidioidomycose, Aspergillus) ou des maladies de la peau
(dermatophytes).Par conséquent, cela affecte le nombre de plantes. Les maladies, comme

I'oidium, sont causées par ascomycetes (Breuil, 2009; Clesse, 2011; Raven et al, 2011).
Reproduction asexuée et sexuée des ascomycetes

* Leur reproduction asexuée est assurée par des spores haploides (conidies), qui se
forment aux extrémités d’hyphes modifiés appelés « conidiophores ». Les conidies permettent
une colonisation rapide de nouvelles sources de nourriture, elles sont généralement
multinucléées (Luttge et al, 2002 ; Breuil, 2009 ; Ravenet al, 2011).

* Leur reproduction sexuée se produit dans 1'asque et est déclenchée dans des conditions
environnementales spécifiques (Figure 1a).Les hyphes de polarités opposées sont proches les
uns des autres, et chaque type produit une grande cellule multinucléée terminale
(gamétophyte). Les deux gamétophytes (antheridiuméS / ascogon ~) fusionnent par la
trichinelle (organe récepteur tubulaire femelle) et rejoignent I'ascosome par le noyau du bulbe
a fleur de la trichinelle, tandis que le noyau de type hétérosexuel est combiné par deux.
L'ascogonium produit des hyphes binucléés en forme de septum qui est incorporés dans une
structure complexe appelée enveloppe d'asque. Les cellules a I'extrémité des hyphes bi
noyaux gonflent et forment une structure d'asque. La caryogamie se produit dans I'asque, puis
le noyau des cellules diploides subit une méiose, puis une mitose, et enfin 8 noyaux de
cellules haploides sont produits. Ces noyaux sont incorporés dans des ascospores qui sont

géneralement disposées en rangée (L uttgeet al, 2002; Breuil, 2009; Ravenet al, 2011).

Chapitre | : Généralités sur les champignons

]




BENKHEDDA. M et AZZAOUI. A, (2021). Screening phytochimique et activités antioxydante des extraits hydrométhanoliques de
deux champignons supérieurs dans la région de Tlemce. Master en AACQ Univ. Tlemcen.

1.3.2. Basidiomycétes

Les Basidiomycete regroupent 22 000 especes décrites (Raven et al. 2011). Les macros
basidiomycétes comprennent les champignons comestibles ou vénéneux, les champignons
saprophytes ou symbiotiques végétaux (exomycorhizes). lls comprennent également les
champignons phytopathogénes, tels que les champignons qui causent la rouille et le charbon
(Breuil, 2009).

Ils se reproduisent genéralement par voie sexuée (Figure 1b). En fait, dans la plupart
des champignons de la coiffe des basidiomycetes, les spores haploides germent et forment un
mycélium homocaryotique. Ces mycéliums de différents types de sexe s‘attirent puis
fusionnent (gametes cytoplasmiques) pour former des hyphes binaires. Ces hyphes se
développent et se ramifient pour former un mycélium qui se développe dans le sol, et
finalement forment des fructifications fongiques appelées « sporophytes » ou «
basidiomycétes ». Dans les cellules en forme de batonnet de I'amas de spores, un hyphe bi
nucléaire "basidiomyceéte” est finalement formé. Dans la base, le noyau haploide fusionne
avec le "noyau correspondant™ pour produire un noyau diploide, et le noyau diploide subit une
méiose pour produire 4 noyaux haploides. Quatre noyaux haploides sont incorporés dans les
basidiomycétes. Dans la plupart des cas, les basidiomycétes naissent sur de petites
protubérances appelées « sterigmas » a l'extrémité des basidiomycetes (Breuil, 2009 ; Clesse,
2011 ; Raven et al, 2011).

Le mycélium dicaryotique des Basidiomycetes se développe dans toutes les directions a
partir de la zone des gameétes cytoplasmiques, et forme un cercle fongique appelé « anneau de

sorciére » a la périphérie de la croissance.

* De nombreux champignons basidiomycetes ne se reproduisent pas de manicre
asexuée, bien que certaines espéces produisent des spores asexuées (conidies) (Luttge et al.,
2002 ; Raven et al., 2011).
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Figure 1: Cycle de développement d'un champignon supérieur (Raven et al, 2011):

1.4, Structure Générale

Au microscope, les champignons sont composés d'hyphes et les éléments filamenteux
sont composés de cellules longues, continues ou ramifiées. Ces cellules sont séparées les unes
des autres par une membrane, qui est une forme de barriére et contient généralement un pore
qui permet le passage du cytoplasme. Le mycélium représente I'ensemble du réseau hyphe
d'un seul champignon et peut étre trouvé sous terre. Le champignon forestier que I'on peut
observer au sol est en fait le fruit du champignon, c'est-a-dire le sporophyte (ou corps poreux)
qui contient les spores prétes a étre libérées dans I'environnement. Chaque cellule hyphale
peut contenir un noyau (mono noyau), deux noyaux (noyaux doubles), voire plus, ce qui les
distingue des cellules animales et végétales. La paroi cellulaire des champignons est
composée d'une variété de polysaccharides, dont la chitine, qui sont également présents dans
I'exosquelette des arthropodes. On peut aussi trouver des glucosesglycoprotéines, des lipides,
des glucanes ainsi que des glucides comme le mannose, le tréhalose et le galactose (Ripert
2013)
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Figure 2: Structure générale de champignons (site 1)

I.5.Reproduction

Les hyphes se développent a partir de la fin et se produisent rapidement. La méthode de
division cellulaire des champignons est différente de celle utilisée par les animaux et les
plantes. En particulier, la membrane nucléaire persiste tout au long de la mitose, plutdt que de
se dissoudre et de se réorganiser. La formation du fuseau mitotique se produit a I'intérieur de
I'enveloppe plutdt que dans le cytoplasme. De plus, le champignon ne forme pas les centrioles

des microtubules, mais ce qu'on appelle des plaques (Raven 2002).

Les champignons peuvent se reproduire sexuellement ou asexuellement. Dans la
reproduction sexuée, deux hyphes haploides d'individus différents se combinent pour former
des hyphes diploides en raison de la fusion de deux noyaux. La reproduction asexuée se
produit par la fragmentation des hyphes du mycélium. Les spores sont le principal moyen de
reproduction. 1ls sont le produit de la méiose qui se produit dans la fosse de la région de
I'nymen. Les spores peuvent étre transportées sous de nombreuses formes ; elles sont
généralement transportées par le vent, mais certaines sont collantes et peuvent s'attacher aux
arthropodes et a d'autres organismes pouvant servir de porteurs. Une méthode pour pousser
les spores dans l'air aprés que le renflement sous les sporanges (I'organe qui produit les

spores) soit déchiré en raison de l'augmentation de la pression de gonflage (Raven, 2002).
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I.7.Modes de vie des champignons

Les champignons sont des organismes hétérotrophes et se répartissent en 3 catégories
selon leur mode de nutrition : les parasites, les symbiotiques et les saprophytes (Fig.3).

1.7.1 Saprophytes

Les champignons saprophytes se nourrissent de matiére organique morte dérivée de
plantes (feuilles et restes de plantes) ou d'animaux (carcasses), et ils représentent la plupart
des grands champignons (Senn-Irlet et al. 2012) (Fig. 3a). Selon le substrat qu'ils
décomposent, il existe plusieurs types de champignons saprophytes : les saprophytes
(décompose la matiere organique du sol), la lignine (décompose la matiére organique dans le
bois mort), les saprophytes de litiere (décompose les feuilles mortes, les branches et autres
plantes), herbe (sur I'nerbe), champignon (sur d'autres champignons) et enfin champignon

fécal (vivant sur les excréments) (Moreau et al. 2002).

La décomposition du bois mort et des débris végétaux implique une série d'especes
saprophytes qui dégradent spécifiquement les glucides et les glucides facilement hydrolysés,
la cellulose, I'hémicellulose et la lignine. Cette spécificité est principalement due aux
propriétés biochimiques des enzymes qu'elles peuvent synthétiser (Durrieu, 1993 ; Lutzoni
et al. 2004).

1.7.2 Parasites

Les champignons parasites se nourrissent d'animaux ou de plantes vivants (fig 3b).
Environ 20 % des especes fongiques connues peuvent étre parasites. Selon les différents
substrats parasitaires, il existe une différence entre les parasites végétatifs biologiques qui
vivent sur des organismes vivants et les parasites végétatifs nécrotiques qui survivent sous

forme de saprophytes apres la mort de I'h6te parasite (Sicard et Lamoureux, 2006).

Chez certains champignons, il est parfois difficile de faire la distinction entre
saprophytes et parasites car ils ménent deux modes de vie. C'est le cas du Polyporus pyreus et
du miel d'Armillaria, qui peuvent étre parasites de la partie vivante de l'arbre et qui peut
continuez ensuite a vivre sur les arbres morts en tant que saprophytes. Certains champignons
parasites sont responsables de diverses pathologies de I'homme, des plantes, des animaux, et

méme des champignons (Moreau et al, 2002 ; Lutzoni et al, 2004 ; Senn-Irlet et al, 2012).
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1.7.3 Symbiotique

Les champignons communistes ou symbiotiques établissent des associations a bénéfice
réciproque avec d'autres organismes qui peuvent étre soit des végétaux supérieurs

(mycorhizes), des insectes (termites) (Es-senia, 2014)
A. Mycorhizes

La symbiose mycorhizienne est la symbiose la plus répandue dans le monde des
champignons (Smith et Read, 1997 ; 2008). La relation établie entre les champignons et les
racines des plantes supérieures joue un rdle important dans la dynamique et la survie des
écosystemes forestiers (Fig. 3c). A titre illustratif, le champignon favorise la nutrition
hydrique et minérale de la plante, qui a son tour favorise le métabolisme du carbone du

champignon et le protége physiquement (Smith et Read, 2008 ; Senn-Irlet et al, 2012).

Les champignons mycorhiziens sont trés sensibles aux pluies acides, aux pratiques de
reboisement, aux traitements chimiques, au compactage des sols, a la mécanisation et les

engrais minéraux les font disparaitre (Courtecuisse, 2000).
B. Champignons associés aux termites

Les termites sont des insectes sociaux, divisés en castes fonctionnelles distinctes
(ouvriers, soldats et éleveurs) et se nourrissent de diverses matieres cellulosiques (Uva, 2002 ;
Zaremski et al, 2009).

Selon leur régime alimentaire, on distingue les termites xylophages, les termites
charognards et les termites fongiques. Ce dernier a la particularité d'établir une relation
symbiotique avec les basidiomycetes supérieurs du genre Termitomyces (Rouland-Lefevre et
Bignell, 2001 ; Rouland- Lefevre et al., 2006 ; Zaremski et al., 2009 ; Lefebvre, 2008 ;
Eggleton, 2011).Les termites champignons appartiennent a la sous-famille des Macro
termitinae et sont particulierement abondants dans les écosystémes africains et asiatiques
(Eggleton, 2000 ; Bignell, 2006).1ls machent et avalent des fragments de plantes, puis les
expulsent par l'anus assez rapidement (contrairement aux autres termites qui digerent la
cellulose et la lignine). Ensuite, ces fausses matieres fécales sont emballées dans de petites
structures spongieuses de la taille d'une tomate appelées "roues de champignons™ sur
lesquelles le mycélium fongique se développera. Ce dernier décompose progressivement la
cellulose et la lignine en molécules plus simples et produit un compost fongique assimilable
par les termites (Bignell, 2006 ; Rouland-Lefevre et al., 2006 ;Guedegbe, 2008 ;Zaremski
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et al., 2009 ;). Cette relation symbiotique favorise le développement de Termitomyces
(Fadel, 2008)Et leurs carpophores en saison des pluies (Bignell, 2006 ; Rouland-Lefevre et
al., 2006 ; Guedegbe, 2008) (Fig. 3d)La hauteur des termitiéres peut atteindre 6 m et le

diametre peut atteindre 3 m. Leur forme et leur structure interne sont trés compliquées.
(Duboisset et Seignobos, 2005 ; Nabors, 2008 ; Guedegbe, 2008).

Copyright (c) 2019 Claude Schmid nis

Figure 3: Quelques exemples de champignons selon leur mode de vie.

(@) : Hypholome doux (Hypholomacapnoides) espéce saprophyte fructifiant en troupes
denses sur les vieilles d’arbres (Sicard et Lamoureux, 2006). (b) : Polypore allume-feu
(forme fomentarius), espéce parasite d’arbres (Sicard et Lamoureux, 2006). (¢) :
Fructification d’une souche japonaise de Rhizopogonroseolus sous Pinusradiata, Nouvelle-
Zélande (Wang et al., 2012). (d) :Termitomycesstriatus en association obligatoire avec les
termites sur une termitiere épigée (EyiNdong et al., 2011).

o,
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C.Lichens

Le lichen est une association entre des champignons (organismes ramifiés) et des algues
ou des cyanobacteéries(le photobionte) (Moreau et al, 2002 ; Vust et Arx, 2006), 23 especes
d’algues et 15 especes de cyanobactéries forment des lichens (Luttge, 2002 ; Fortin, 2006).
Environ 98 % des champignons lichens sont des ascomycétes ; les 2 % restants sont des
basidiomyceétes (Nabors, 2008).

Grace a la chlorophylle, les algues fournissent la matiere organique nécessaire au
couple, et le champignon fournit de I'eau et des sels minéraux au couple. Il existe 13500 a
30000 espéces de lichens (Nabors, 2008). Le corps des lichens est appelé thalle. Les
champignons constituent la majeure partie de ce corps, mais entre leurs filaments se trouvent
des cyanobactéries, des algues et parfois les deux. Des filaments spéciaux pénetrent ou
enveloppent les cellules photosynthétiques et fournissent des nutriments directement au
champignon. Ces derniers ne peuvent se développer normalement sans partenaire
photosynthétique, et ils les protegent de la forte lumiére et de la sécheresse. Par conséquent, le

lichen est une association obligatoire (A. F. L., 2011 ; Raven et al., 2011).

Selon la forme de ses frondes, les lichens peuvent étre divisés en trois types principaux :
les lichens crustacés, les lichens foliaires et les lichens fruitiers. Le lichen peut étre utilisé
comme plante pionniére pour coloniser dans des environnements extrémes (haute tolérance a
la déshydratation par le froid et la chaleur) (Bricaud, 2006 ; A. F. L., 2011) : Colonisez les
déserts arides, les rochers alpins jusqu'a 7300 meétres au-dessus du niveau de la mer et la
toundra antarctique et arctique (Littge, 2002). On les trouve également dans les troncs des
foréts humides et des sols forestiers (Nabors, 2008).

Figure 4: Principaux types des lichens (A. F .L,2011). (a): Lichens crustacés Aspicilia
radiosa forment une croute qui colle fortement a son substrat, (b) : Lichen foliaire
Xanthoria parietina, frondes en forme de feuilles ou de feuilles, adhérent rarement aux
supports et se séparent facilement. (c¢) : Lichen ressemblant a des fruits
Teloschistesflavica, apparition de petits arbres attachés par de petits points de contact.
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Les lichens sont sensibles a la pollution atmosphérique (SO-), ils sont donc utilisés
comme indicateur biologique de pollution. Ils ont la capacité de stocker des composes
minéraux, des polluants, et leur accumulation peut déterminer la source de pollution afin
qu'ils puissent étre considerés pour I'amélioration (Luttge, 2002 ; Bricaud, 2006 ; Nabors,
2008 ; A. F. L., 2011 ; Raven et al, 2011). Le lichen peut améliorer la fertilité du sol en
fixant lI'azote par les cyanobactéries. De nombreux types de lichens sont mangés par les
animaux et méme les humains en Asie, en Europe et en Amérique du Nord. D'autres sont
utiliseés pour fabriquer des cosmétiques (parfums, colorants) et des médicaments (antibiotiques
et anti-inflammatoires) (LUttge, 2002 ; Fortin, 2006 ; Nabors, 2008 ; A. F. L., 2011).

1.8 Description de quelques exemples de champignons forestiers des
familles Pleurotus et Suillus

1.8.1 Pleurotus eryngii

Pleurotus eryngii est un champignon comestible largement cultivé. La teneur en eau est
d'environ 90% de champignons frais. Il appartient au genre pleurotes, et il se trouve qu'il est le
plus important de cette famille. 1l a un petit capuchon, mais sa tige est épaisse et charnue. Une
fois récoltés, les champignons ne se détérioreront pas rapidement. C'est un champignon riche
en nutriments, notamment des glucides, des protéines, des vitamines, des minéraux et des
fibres. Cela ressemble beaucoup a une alimentation équilibrée, les champignons garderont
certainement les gens en bonne santé (site 2).

%+ Caractéristiques de Pleurotus eryngii
Pleurotus eryngii est reconnu par :

Chapeau : 4 a 12 cm, gris-brun a brun clair, pale avec I'age, légérement duveteux au
début, mais rapidement glabre et lisse.

La surface convexe s'étend ensuite vers le bas au centre. Irrégulier, assez charnu et
épais. La marge est enroulée, presque toujours face vers le bas. Flocons : de couleur
blanchatre et gris clair ou ocre. Trés doux, assez espacé et large. Pieds : 3 a 10 cm. Blanc,
géneralement un peu excentrique et fusiforme, plein, fort et ferme. Pulpe : blanche, ferme et
épaisse. L'odeur est faible mais agréable et le golt est doux. Spores : blanches. Période de
cueillette : a partir du milieu du printemps, si la température n'est pas trop basse, puis retour a
la fin de I'automne(figure 05)(Bramki et Nekia,2016)
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Figure 5: Exemplaires de Pleurotus eryngii. (Site 3)

1.8.2 Suillus mediterraneensis (Jacque tant& J. Blum)

Le nom francais de Suillus mediterraneensis (Jacque tant& J. Blum) est bolet
méditerranéen et on le retrouve sous pins, surtout sous Pinushalepensis. Son chapeau est
jaune terne, rapidement brun orangé a orangé cuivreé par plages. Ses pores sont jaune olivatres.
Son stipe est blanc ponctué de taches brunes et sont plus nombreuses dans la moitié
supérieure. La chair du bolet méditerranéen est jaune dans le chapeau et le bas du stipe, puis
sur toute la longueur a maturité. Son mycélium est rose, parfois peu évident a déceler. Ses
spores sont de taille de 9-12 x 4-5 um. Le bolet méditerranéen est a comparer surtout avec S.
collinitus qui possede également une chair jaune et le mycélium rose, son chapeau est plus
sombre et nettement vergeté. Ce bolet peut étre résumé comme étant une mixture de trois
autres bolets (Redeuilh 1992).
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Figure 6:Suillus mediterraneensis(site 4)

1.9-Intérét écologique et réle des champignons dans les écosystemes
forestiers

Les champignons jouent un role trés important dans les écosystémes forestiers. Les
saprophytes décomposent la matiére organique en éléments pouvant étre absorbés par les
arbres ; les parasites tuent les individus faibles ou malades, et les symbiotes sont bénéfiques
pour leurs plantes hotes (Luttge et al, 2002 ; Jacob, 2005 ; Senn-Irlet et al, 2012).

Au sol, les filaments fongiques constituent une source de nourriture pour de nombreux
micro-organismes (insectes, nématodes, vers de terre, etc.). Les corps de fruits peuvent
également étre utilisés comme nourriture pour les mammiferes, les escargots et de nombreux

insectes et vers. (Senn-Irlet et al., 2012).

En plus, les champignons sont considérés comme un indicateur biologique de la santé

des écosystémes naturels (Courtecuisse, 2000 ; Moreau et al, 2002).

e

Chapitre | : Généralités sur les champignons



BENKHEDDA. M et AZZAOUI. A, (2021). Screening phytochimique et activités antioxydante des extraits hydrométhanoliques de
deux champignons supérieurs dans la région de Tlemce. Master en AACQ Univ. Tlemcen.

Chapitre 11 : les métabolites secondaires et les activités des
champignons

I1.1. Les métabolites secondaires

11.1.1. Définition

Les métabolites secondaires ne sont généralement pas considérés comme nécessaires a
la vie vegeétale. llIs sont biosynthétisés a partir des métabolites primaires et jouent un role
important dans l'interaction entre les plantes et leur environnement, contribuant ainsi a la
survie des organismes dans leurs écosystéemes. Jusqu’a présent, plus de 8 500 métabolites

secondaires sont connu & echelle mondiale (Boudjerda, 2013).

11.1.2. Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires qui sont classes selon leur structure chimique en quatre

groupes majeurs.

11.1.2.1. Les composés phénoliques
Les résines phénoliques sont une grande classe de substances organiques cycliques avec
de multiples sources secondaires, qui sont dérivées du phénol CgHsOH, qui est un

monohydroxybenzene.

Les composés phénoliques sont trés répandus dans le regne végétal. On les trouve dans
les racines, les feuilles, les fruits et I'écorce. La couleur et I'ardme ou l'astringence des plantes
dépendent de la concentration et de la conversion des phénols. Dans la nature, ces composés
sont généralement a I'état combiné sous forme d'esters ou plus généralement sous forme
d’hétéros glycosides. Ils existent ¢galement sous forme de polymeres naturels (tanins). Les

phénols les plus gros et les plus répandus sont les flavonoides (Walton et Brown, 1999).
a. Les acides phénoliques simples (C6-C1 ou C6-C3)

L'acide phénolique est l'une des formes les plus simples de composés phénoliques,
divisée en deux catégories, a savoir I'acide hydroxybenzoique et I'acide hydroxycinnamique.
(Lamartiet al., 1994).

La coumarine est un composé dérivée de I'acide hydroxycinnamique par cyclisation de
la chaine latérale interne. La coumarine a généralement des effets ecologiques ou biologiques
(Crozier et al, 2006).
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11.1.2.1.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des substances phénoliques qui représentent une grande classe de
métabolisme secondaire. Leur structure se compose de deux cycles aromatiques (A et B)
reliés par trois chaines carbonées, généralement organisés en un cycle hétérocyclique

contenant de I'oxygene (Karabinet al, 2015).

Il existe plus de 5 000 especes de flavonoides identifiées, qui peuvent étre classees selon
leur structure et leur degré de substitution et d'oxydation (Yao et al, 2004). Les principaux
flavonoides sont généralement divisés en six sous-catégories : flavonoides, flavonols, flavan-

3-ols, flavanones, isoflavones et anthocyanes (Karabinet al, 2015).

11.1.2.1.3. Les tanins

IIs sont définis comme des composes hydrosolubles (polymeres) polyphénoliques de
poids moléculaire compris entre 500 et 3000 KD, qui ont des propriétés de bronzage de la
peau, c'est-a-dire de la faire pourrir (empécher la carie), et sont liés aux propriétés des
macromolécules (protéine) la capacité de se lier et de précipiter les alcaloides et la gélatine
(Harrar, 2012).

Selon Boudjouref (2011), il existe deux types de tanins : les tanins hydrolysables et les

tanins condensés, également appelés : proanthocyanidines
A) Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des polyesters d'hydrates de carbone et d'acides
phénoliques. lls sont facilement décomposés par la tannase en sucres et acides phénoliques,
selon ses propriétés : tanins galliques et Ellagitanins

e Tanins galliques (Gallo tanins) Ils donnent par I'nydrolyse des oses et de l'acide
gallique.

e Tanins ellagique (Ellagitanins) Ils sont scindés par les enzymes en oses et en acide
ellagique.

B) Les tannins condenses

Ce sont des proanthocyanidines. C'est-a-dire, des composés polyphénoliques
hétérogenes: 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.
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11.1.2.1.4. Les terpenoides

Les terpenes ingrédients le plus grand ensemble des métabolites secondaires des
végétaux, notamment les plantes supérieures. Ils sont également rencontrés dans les autres
types d'organismes vivants (algues, mousse, mushrooms, insectes) (Guessoum, 2015). Leur
specialité structuree la plus importante est la présence dans leur scelette d'une unité

isoprénique(Boubekri, 2014).

11.1.2.1.5. Les hétérosides

Les hétérosides ou glycosides sont des molécules formées par combinaison d'oses et de
Matériels non glucidique appelées aglycones ou génines .Ce sont le secondaire le plus
anciennement connues .1l forment des Matériels de réserve localisées danélességéreserves
leuserve localise ou génines qui appartiennent a tous les groupes de métabolisme secondaire
(flavonoide, saponosides, et tanins) et par le mode de liaison entre le génine et l'ose ainsi que
par la nature de la partie glucidique. Ils sont classés selon la nature de la liaison en C-, N, O-,
S- hétérosides (Aref, 2015).

11.1.2.1.6. Les saponosides

Les saponines sont des métabolites secondaires hétérosidiques, fréqguemment rencontrés
chez les végétaux supérieurs en particulier chez les Dicotylédones (racines, fruits, écorces,
rétiges, feuilles en les en Le nom saponoside est dérivé du mot latin sapo qui veut dire savon,
qui évoque le caractere moussant de leur solution aqueuse. Ce pouvoir tensio-actif est dii au
caractére amphiphile des molécules, a la fois aphile des molécules, a la fois lipophile Water
(la partie osidique). Les saponosides sont des composés, pour la plupart, tres polaires et
souvent retrouvés sous forme de mélanges complexes dans la plante. Ils possedent en outre un
large spectre de propriétés immunomodulation, immunomodulation, immunomodulation

Adjuvant, cytotoxicity, anti-tumor and low cholestérol (Kissoum et Khalfaoui, 2015).

11.1.2.1.6. Les alcaloides

Les alcaloides sont des matériels organiques naturelles composés de carbone,
d’hydrogene, d’oxygeéne et d’azote. Typiquement comme les amines primaires, secondaires,
out tertiaires et cela confere la basicité a l'alcaloide, en facilité solvant leur isolement et
purification comme sels solves dans I'eau formés en présence des acides minéraux. Ils peuvent

étre présents dans tous Organes Leur teneur est trés variable, généralement includes entre
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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 (Aref, 2015).

Du point de vue biologique, les alcaloides sont des molécules tres intéressantes car
certaines constituent les principes actifs de plusieurs extraits de plantes qui étaient auparavant
utilises comme médicaments, poisons ou psychotropes. lls sont insolubles ou extrémement
difficiles & dissoudre dans I'eau, par contre ils sont solubles dans l'alcool, I'éther, l'acide et
I'ammoniac (Aref, 2015).

11.2. Les activités biologiques des champignons

11.2.1. Activité antibactérienne

Les champignons ont besoin de composés antibactériens pour survivre dans leur
environnement naturel, donc certaines substances a faible capacité inhibitrice (acide
aplanoxydique contre Trichophyton mentagrophytes et stéroides, tels que 5-ergosta-7, 22-dien
-3B-ol de différents types d'isolats de champignons micro-organismes résistants aux micro-
organismes Gram-positif et Gram-négatif) ou hautement inhibiteurs (acide oxalique), ce qui
peut étre bénéfique pour I'nomme (Lindequist, 2005).

11.2.2. Activité antifongique

L'amphotéricine extrait de Streptomycesnodosus, appelée Fungizone, est I'un des agents
antifongiques les plus couramment utilisés pour traiter les infections a levures et moisissures.
Comparé a d'autres produits tels que la caspofungine ou le fluconazole, son prix est
particulierement bas, et il est efficace contre la plupart des levures comme Candida, qui sont
spécifique a I'nomme (Belkherroubi-Sari et al. 2013).

Cependant, son utilisation est principalement limitée par sa toxicité (Sugar, 1995). Ses
effets secondaires peuvent endommager le systéme urinaire, entrainant une insuffisance
rénale, une incontinence urinaire et une acidose tubulaire rénale (Deray et al, 2002). Par
conséquent, le développement de nouveaux traitements antifongiques est pertinent. Certaines
modifications ont été apportées en utilisant la méthode décrite par Fisher et Armstrong pour
mesurer l'activité anti fongique. La levure Candida albicans (ATCC 18804) a été ensemencée
dans une plaque de microtitration 96 puits a fond plat a une densité de 2 x 103 levures par
puits dans un volume de 100 pl de bouillon Sabourauddextrose (Difco). Ajouter des extraits

en concentrations croissantes de 1,56 a 200 pg/ml dans un volume de 100 pl par puits.
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Incuber la microplaque a 37°C pendant 24 heures. Un spectrophotomeétre Varioskan (Thermo,
Labsystems) a été utilisé pour mesurer I'absorbance a une longueur d'onde de 540 nm. Le
résultat est exprimé comme la concentration minimale qui inhibe 90 % (CMI90) de la

croissance fongique (Fisher et Armstrong, 1977).

11.2.3. Activité antidiabétique

Le diabéte est un trouble métabolique qui touche environ 250 millions de personnes
dans le monde. Afin de trouver des traitements plus efficaces avec moins d'effets secondaires,
les chercheurs se tournent de plus en plus vers les grandes bactéries dont Pleurotusostreatus
(Deepalakshmi&Mirunalini, 2014). En effet, l'index glycémique des champignons
comestibles est tres bas (IG = 15) (Roncero&Delgado,2017)

11.2.4. Activité anticancéreuse

Le traitement le plus couramment utilisé pour traiter le cancer est la chimiothérapie. Ce
traitement consiste a administrer un composé qui cible les cellules cancéreuses pour les
empécher de se développer dans le corps. Malheureusement, la chimiothérapie s'accompagne
souvent d'effets secondaires pour le patient. En effet, les médicaments anticancéreux affectent
également les cellules saines. Ces effets se manifestent par des symptdmes tels que la perte de
cheveux, les troubles gastro-intestinaux et I'anémie aplasique (Société canadienne du cancer
2015).

Afin de déterminer une activité anti tumorale potentielle d’un champignon, un test a tres
longtemps été utilisé en recherche. Ce test est basé sur un mécanisme allo génique de rejet de
greffe tumorale in vivo. En effet, une tumeur solide de sarcome* 180 est implantée en sous-
cutané au niveau abdominal d’une souris. L’administration des extraits de champignons a
tester s’effectue a partir du troisieme jour apres 1’implantation et une fois par jour par voie
intra péritonéale pendant 25 jours a une dose prédéfinie dans le protocole. Au 25eme jour, la
tumeur est extraite et mesurée afin de déterminer le taux d’inhibition par rapport a des souris
non traitées (Batut, 1995).Ce test a permis d’établir une liste de champignons avec un

potentiel anticancéreux (Annexe 1).
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11.2.5. Activité anti-inflammatoire

Le corps humain a une capacité de défense innée pour combattre les infections et
éliminer les corps étrangers indésirables, qu'il s'agisse de virus, de bactéries ou de nos propres
cellules endommagées. L'inflammation est la premiere étape de la réponse immunitaire. La
simulation des conditions existant dans le tube digestif humain prouve que les champignons
non seulement en accumulent et en synthétisent dans le tube digestif humain, mais les libérent
également. Les corps fruitiers de champignons comestibles Boletuse dulis, Leccinumscabrum,
Suillus bovinus, Suillus luteus, Pleurotus ostreatus, Tricholomaequestre, Agaricus bisporus et
Auricularia polytricha ont été utilisés afin de déterminer les facteurs de 1’inflammation, Parmi
ces especes, la composition des fructifications fongiques comestibles a été enregistrée et
confirmée comme étant une bonne source d'agents anti-inflammatoires humains (Kata et al.,
2017).

La détermination de l'activité anti-inflammatoire des champignons comestibles peut étre
réalisée par la mesure de I'effet inhibiteur sur la formation de lysine chloramine induite par
HOCI. L'extrait deau chaude de Grifolagargal montre la plus forte activité anti-
inflammatoire. Le principal ingrédient actif de G. gargal a été identifié comme étant I'EGT.
Ce principe actif a été également appliqué sur les adipocytes de souris stimulés par le TNFa,
et il a été onstaté que I'EGT a une activite anti-inflammatoire sur les adipocytes. De ce fait, les
champignons comestibles contenant de I'EGT peuvent étre bénéfiques pour la santé
humaine(lto et al., 2011)

11.2.6. Activité antioxydante

Les antioxydants sont des composés qui réagissent avec les radicaux libres, les rendant
inoffensifs et mettant fin a la réaction en chaine avant que des molécules importantes ne
soient endommagées. Chaque molécule antioxydante ne peut réagir qu'avec un seul radical
libre, il est donc nécessaire de reconstituer constamment les ressources d’antioxydants. Les

mécanismes de défense antioxydants du corps peuvent étre divisés en deux catégories :

% Soit synthétisé par diverses enzymes telles que les peroxyde dismutase, la catalase et

le glutathion (GSH) peroxydase (Amzal, 2010).

“Soit a partir de I'alimentation, puisque ces derniers ne peuvent étre synthétisés par
I'étre humain, car ils comprennent les nutriments et les métabolites secondaires des végétaux,
citons par exemple: les vitamines E et C, les caroténoides, le sélénium, les folates, les
flavonoides, les phytoes trogenes, les glucosinomines lenespolyglycoside(Svoboda et
Hampson, 1999; Pelli et Lyly, 2003; Rolland, 2004).
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Chapitre 111 : Matériel et méthodes

I11.1. Etude phytochimique

111.1.1. Matériel et méthode utilisée

Macération

La macération est la méthode d’extraction solide-liquide la plus simple qui consiste a
mettre en contact prolongé du matériel végétale avec un solvant, pour permettre aux
constituants actifs de bien diffuser. C’est une extraction qui se fait a température ambiante

afin de préserver les substances thermosensibles (Bouchouka, 2016)
- Le choix des solvants d’extraction

Le solvant extracteur est choisi de telle sorte que I’espéce chimique a extraire y soit le

plus soluble possible.

A- Solvants plus polaires (I'eau, I'éthanol, le méthanol), sont utilisés pour extraire les

composés plus polaires (par exemple, des flavonoides glycosides, des tanins, des alcaloides).

B-Solvants de moyenne polarité (acétate d'éthyle, le dichloro-méthane) sont utilisés
pour extraire des composés de polarité intermédiaire (par exemple, certains alcaloides,

flavonoides).

C- Les solvants non polaires (n-hexane, I'éther de pétrole, le chloroforme) sont utilisés
pour solubiliser la plupart des composés lipophiles par exemple, des acides gras, des cires, des

pigments, des stérols, une certaine terpénoides, alcaloides, et des coumarines).
D’autres criteres de choix:

Le solvant choisi, doit étre caractérisé par une faible toxicité, une faible inflammabilité
et un faible risque d’explosion. En outre, il doit étre économique et facilement recyclé par

évaporation (soit volatil et température d’ébullition faible) (Seidel, 2008).
L’évaporation rotative

L’évaporation rotative utilise une technique rapide et efficace de séparation, c’est un
appareil basé sur la distillation simple sous vide, qui permet d'éliminer rapidement de grandes

[

quantités de solvant, bien que partiellement, appelé souvent ‘’rotavapor’’. L’évaporateur

rotatif utilisé lors de I’expérimentation est de type Buchi R-210,

-Le principe de I’évaporateur rotatif :
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Le mélange de solvant et de soluté est placé dans le ballon droit, celui-ci est plongé dans
un bain-marie (Fig.7). Il est incliné et animé d’un mouvement de rotation de maniére a créer
un film de liquide et ainsi accroitre la surface d’évaporation du solvant. La pression a
I’intérieur du montage est abaissée au moyen d’une trompe a eau ce qui augmente la vitesse
d’évaporation. Apres condensation dans le réfrigérant, le solvant est récupéré dans le ballon
de gauche (Ould Amar, 2013)
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Figure 7: Buchi-R-210-Rotavapor-System (site 5)

111.1.2. Mateériel végeétal

Les deux champignons Pleurotus et Suillus ont été récolté dans la région de Ghazaouet,
wilaya de Tlemcen le 23 février 2020 et ont éte par la suite séché et conservé dans un endroit

bien aéré, a une température ambiante et a I’abri de la lumiére.

111.1.3. Préparation des extraits

Apres broyage des champignons au mortier, nous avons réalisé une extraction
solide/liquide en milieu hydro-alcoolique (méthanol/eau : 70/30). Nous avons adopté une

méthode de préparation par macération.
Procédure

-Le procédé consiste a faire une macération sous agitation, a température ambiante,

pendant 24 heures, de 10 g du matériel végétal dans 100ml de mélange méthanol-eau (70/30).
-Filtrer le mélange a I’aide d’un papier Whatman et récupérer le filtrat.

-Utiliser un évaporer le filtrat a sec pour la détermination des polyphénols totaux, des

tanins, des flavonoides et des sucres totaux.
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111.1.4. Calcul du rendement des extraits

Selon (Hadj Moussa.A, 2012), le rendement en pourcentage de champignons en extrait

sec a été calculé par la formule :

R(%) = (M / Mo) x100

R(%) : rendement en pourcentage.
M : masse en gramme de 1’extrait sec résultant.

MO : masse en gramme du matériel végétal de départ.

111.1.5. Criblage des métabolites secondaires

Le criblage des métabolites secondaires est un test qualificatif qui permet de mettre en
évidence la présence ou I’absence des composés chimiques tell que : les alcaloides ; les

saponines ; les polyphénoles ; les flavonoides ; les quinones ....(Facult et al., 2016)
I11.1.6. Tests phytochimiques

Divers tests phytochimiques ont été effectues sur I'extrait hydro-méthanolique obtenu
pour prouver I'existence de divers métabolites secondaires dans le champignon par réaction
colorée, précipitation et observation a la lumiére ultraviolette. Ces tests sont basés sur la
technique de caractérisation qualitative décrite par Trease et Evans, (1989)et Harborne
(1998)

Les résultats ont été évalués comme suit :
++ : Fortement positif ; + : Faiblement positif ;- : Négatif
Les alcaloides

Dans les deux tubes a essai, placer 0,5 ml de I'extrait a analyser. Acidifier le milieu avec
quelques gouttes d'HCI (1%), ajouter 0,5 ml de réactif de Mayer dans le premier tube et 0,5
ml de réactif de Wagner dans le second tube. Respectivement, des précipités blancs ou bruns

apparaissent, indiquant la présence d'alcaloides.
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Les composeés polyphénoliques
+ Lestanins

Dans le tube a essai, ajouter 1 ml de I'extrait a analyser, ajouter 0,25 ml de solution
aqueuse de FeCI3 (1%) et incuber a température ambiante pendant 15 min. La présence de

tanin est indiquée par le vert clair ou le bleu-noir.
+ Les flavonoides

Dans I'éprouvette, ajouter 1 ml de I'extrait a analyser, ajouter 1 ml d'acide chlorhydrique
concentré et quelques copeaux de magnésium. L'apparition de rose ou de rouge ou de jaune

prouve la présence de flavonoides.
+* Les quinones

Dans le tube a essai, ajouter 1 ml de I'extrait a analyser et ajouter 0,1 ml d’hydroxyde de
sodium (1% NaOH). Le changement de couleur en jaune, rouge ou violet indique la présence

de quinone libre.
+ Anthraquinones

Dans le tube & essai, ajouter 1 ml de I'extrait a analyser, ajouter 1 ml de NH4OH (10 %)

et bien agiter. L'aspect violet indique la présence d'anthraquinone.
4+ Les saponines : test de mousse

Dans deux tubes a essai, mettre 1 ml de I'extrait a analyser, utiliser le premier comme
témoin, et ajouter 0,1 ml de NH4OH (10 %) a l'autre. Placer deux points sur le papier filtre et
inspecter sous une lumiére ultraviolette de 366 nm. Une forte fluorescence indique la présence

de coumarine.
+  Terpénoides : Test de Slakowski

Ajouter 1 ml de I'extrait a analyser dans le tube a essai, ajouter 0,4 ml de chloroforme et
0,6 ml d'acide sulfurique concentré. La formation de deux phases et la couleur brune de la

phase médiane indiquent la présence de terpénoides.
+  Les composés réducteurs

Dans un tube a essai, ajouter 1 ml de solution de Fehling (0,5 ml de réactif A et 0,5 ml
de réactif B) a 1 ml d'extrait a analyser, puis incuber au bain-marie bouillant pendant 08

minutes. L'apparition de précipités rouge brique indique la présence de composes réducteurs.
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I11.1. 7. Dosage des polyphénols

Le réactif utilisé est le Folin-Ciocalteu, qui est un mélange de complexes acides L'acide
phospho-tungstique (HsPW12040) et I'acide phospho-molybdique (H3PMo1,040) sont jaunes.
Le principe de la méthode repose sur le réactif qui oxyde les composés phénoliques. Elle
conduit a la formation d'un nouveau complexe bleu molybdéne-tungsténe, qui absorbe a 765

nm.

Procédure
Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon une méthode colorimétrique
décrite par Nickvar et al. (2008).

Me¢élanger 50u 1 d'échantillon ou une des concentrations étalons (0 a 400 pg/ml d'acide
gallique) avec 1 ml de réactif Folin-Ciocalteu (0,2 N) et incuber a température ambiante.
Aprés 10 minutes, ajouter 0,8 ml de solution de carbonate de sodium (Na,COz3) (75%). La
solution finale a été soigneusement mélangée et maintenue dans I'obscurité pendant 30
minutes, et I'absorbance a été lue a 765 nm (annexe2). La teneur en composes phénoliques est

déterminée en référence a la courbe d'étalonnage obtenue avec l'acide gallique.

Les résultats sont exprimés en microgramme équivalent acide gallique par milligramme

de matiére séche de I’extrait obtenu (ug EAG/mg MS).
I11.1. 8. Dosage des flavonoides (Flv)

Le réactif utilisé est une solution incolore de nitrite de sodium (NaNO,) et de chlorure
d'aluminium (AICIs). Le principe de cette méthode repose sur I'oxydation des flavonoides par

ces réactifs. Il en résulte la formation d'un complexe rose qui absorbe a 510 nm.

Le dosage des flavonoides a été effectué selon une méthode colorimétrique décrite par
Zhishen et al., (1999).

Procédure

Me¢langer 250 pl d'échantillon ou une des concentrations de la gamme standard (20 a
260 pg/ml de catéchine) avec 1 ml d'eau distillée, puis ajouter 75 pl de solution de NaNO2
(15%). Apres incubation a température ambiante pendant 6 minutes, ajouter 75 pl de chlorure
d'aluminium AICI3 (10%). Aprés avoir laissé reposer a temperature ambiante pendant 6
minutes, ajouter 1 ml d'hydroxyde de sodium NaOH (4%) au mélange. Le volume total est au
maximum de 2,5 ml d'eau distillée. La solution finale a été soigneusement mélangée et

maintenue dans l'obscurité pendant 30 minutes, et I'absorbance a été lue a 510 nm (annexe3).
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La teneur en flavonoides est déterminée en se référant a la courbe d'étalonnage obtenue avec

les catéchines.

Les résultats obtenus sont exprimés en microgramme équivalent catéchine par

milligramme de la matic¢re séche de I’extrait obtenu (ug EC /mg MS).
I11.1. 9. Dosage des tanins condensés

Les tanins condensés se dépolymérisent en milieu acide et réagissent avec la vanilline
pour se transformer en anthocyanes rouges, qui absorbent a 550 nm. Cette couleur est

directement proportionnelle a la quantité de tanins condensés présents dans I'extrait.
Procédure

Le dosage des tanins condensés est réalisé par le réactif de la vanilline, selon la méthode
décrite par (Sun et al., 1998).

Mélanger 50 ul de chaque extrait (1 mg/ml) avec 1500 pl de solution de

vanilline/méthanol (4%, wiv);
-Agiter les tubes au vortex et ajouter 750l du HCI (35%) ;
-Laisser le mélange incubé pendant 20min a température ambiante ;
-Mesurer I’absorbance a 550nm.

Une gamme d’étalonnage de la catéchine (100 a 1000ug/ml) a été préparée dans les

mémes conditions expérimentales.

Les résultats obtenus sont exprimés en microgramme &eéquivalent catéchine par

milligramme d’extrait (ug EC/mg E).
111.1.10. Dosage des sucres totaux

La teneur totale en glucides des extraits de champignons était déterminée a 1’aide de la
méthode de I’acide phénol sulfurique. En bref, 0,25 ml d’un échantillon dilué approprié a été
préparé dans un tube a essai et 1,25 ml d’acide sulfurique concentré (95% v/v).et 0,25 ml de
phénol (5% v/v) ont été ajoutés immédiatement été chauffé a 100 C pendant 5 minutes, puis
refroidi a la température ambiante. La teneur totale en glucides de 1’échantillon de
champignons était determinée par colorimétrie a une absorbance de 490 nm. Standard et des
échantillons blancs ont éte préparés et analysés de la méme maniére, sauf pour ajouter 0,25 ml
de glucose a I’échantillon standard et 0,25 ml de glucoside I’eau distillée a 1’échantillon

témoin (Sawangwan et al., 2018).
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Tableau 1:Activiteés biologiques des Métabolites secondaires

Métabolites secondaires

Activités biologiques

Acides Phénoliques

Antibactérienne, Antifongique, Antioxydant (Hannebelle, 2006 ;
Bruneton, 2009),antiulcéreuse (Kim et al., 2010).

Coumarines

Anticoagulant, antioxydant, protectrice vasculaire (Bruneton., 2009 ;
Hennebelle.,2006), analgésiques (Ito et al., 2005).

Tanins

Favorise la régénération des tissus (Khanbaba et Rea 2001).
Inhibe la peroxydation des lipides (Perret, 2001).

Piégeurs des radicaux libres (Bruneton., 2009).

Précipite les protéines (fongiques et virales) et les métaux lourds
(Kansol., 2009).

Flavonoides

Veinoactifs : capable de diminuer la perméabilité des capillaires sanguins
et renforceeur résistance.

Anti-radicalaires : capable de piéger les radicaux libres en formant des
radicauxflavoxy les moins réactifs : Flavonoide (OH) + R " — flavonoide
(O) + RH.(Bruneton., 2009).

Chélatrices des ions métalliques (Malesév et Kuntié, 2007).

Anti allergique, hépato protecteur, antivirales, Anti tumorale,
antispasmodiquediurétique, antioxydant, anti inflammatoire, et
antimutagene (Hannebelle, 2006 ;Bruneton, 2009).

Alcaloides

Au niveau du systéme nerveux central, qu’ils soient dépresseurs
(morphine) oustimulantes (caféine), antifibrillants (quinidine),
antitumoraux (vincristine),antipaludiques (quinine) (Bruneton, 2009) et
antidiabétiques (Azzi, 2013).

Saponosides

Antitumoraux : inhibent la formation des tumeurs induite par le virus
Epstein-Barr(Bruneton, 2009).

111.2. Activité anti

radicalaire

Test de piégeage du radical libre DPPH' (2,2 diphenyl-1-Picrylhydrazyl)

Le DPPH" est généralement le substrat le plus utilisé pour I’évaluation rapide et directe de

I’activité antioxydante en raison de sa stabilit¢ en forme radicale libre et sa simplicité de

I’analyse, au contact d’une substance donneuse de proton le DPPH'(2,2 diphenyl-1-

Picrylhydrazyl) de couleur violette se réduit en 2,2 diphenyl-1 Picrylhydrazine de couleur

jaune (Figure 8).Cette décoloration met en évidence le pouvoir antioxydant d’un échantillon

par sa capacité a piéger le radical libre et se traduit par une diminution de 1’absorbance a 517
nm (Parejo et al., 2003 ; Maataoui et al., 2006).
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NO, \Q/ N,

2,2 diphenyl-1-Picrylhydrazyl 2,2 diphenyl-1-Picrylhydrazine

Figure 8: Forme libre et réduit de DPPH (Molyneux, 2004).

Procédure

e Apres avoir préparé le diluant d'extrait de champignon dans de I'éthanol a 96% (v/v),
placer 25 pL de chacun dans un tube Eppendorf, et ajouter 975ul de solution DPPH (60 um).

e Le mélange réactionnel est agité juste avant d’incuber

e Placer au laboratoire dans I'obscurité et a température ambiante pendant 60 minutes.

e Un spectrophotometre Shimadzu 160-UV (Tokyo, Japon) a été utilisé pour mesurer
I'absorbance du milieu réactionnel a 517 nm contre un contréle négatif (contenant de I'éthanol
a la place de I'extrait). Chaque test est répété 3 fois.(Tefiani, 2015)

e Le pourcentage d'inhibition des radicaux libres DPPH est calculé comme suit :

PI = [(Ao— A1)/Ad] x 100

Avec :
Pl: pourcentage d’inhibition.
Ao : absorbance du control (sans échantillon)
A1 : absorbance de 1’échantillon apres 60 min
L’étude de la variation de I’activité anti radicalaire en fonction de la concentration des
extraits permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition (ICs0). Une

faible valeur d’ICso correspondant & une grande efficacitt de champignon.
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Chapitre 1V : Résultats et discussion

IVV.1. Etude phytochimique

IV.1.1. Rendement d’extraction

Le rendement en extrait sec, sont présentés dans le tableau 02

Tableau 2: les rendements des différents extraits

Extrait Poids (g) Rendement (%)

Pleurotus 0,195 3,9

Suillus 0,729 14,58

IVV.1.2. Test phytochimique

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur les extraits hydrométhanoliques du

champignon Pleurotus, préparé par macération. Les résultats sont reportes dans le tableau 3.

Tableau 3:Résultats des tests phytochimiques réalisés sur les extraits hydro-méthanoliques de
champignon Pleurotus préparés par macération

Tests phytochimiques Les résultats
Métabolites secondaires Réactifs Macération
Mayer ++
Alcaloides Wagner o
Tanins FeClz 1% -
Flavonoides AICI3 +
Composés réducteurs Liqueur de Fehling +
Quinones NaOH ++
Anthraquinones NH4OH 10% -
Terpénoides Test de Slakowski ++
Saponines Test de mousse + (05mm)

++ : Fortement positif ; + : Faiblement positif ; - : Négatif
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Les tests phytochimiques qui ont été réalisés sur I'extrait eau-méthanol du champignon

Suillus préparé par macération ont révélé les résultats présentés dans le tableau 04.

Tableau 4:Résultats des tests phytochimiques réalisés sur les extraits hydro-méthanoliques de
champignon Suillus préparés par macération

Tests phytochimiques Les résultats
Métabolites secondaires Réactifs Macération
Alcaloides Mayer ++
Wagner ++
Tanins FeCl3 1% +
Flavonoides AICI3 ++
Composés réducteurs Liqueur de Fehling ++
Quinones NaOH ++
Anthraquinones NH4OH 10% -
Terpénoides Test de Slakowski ++
Saponines Test de mousse + (02mm)

e Larecherche, les anthraquinones a été négative.

Il est a noter que la présence de faibles quantités de tanins et de saponines dans ce
champignon réduit la génine. D'autre part, nous avons également remarqué la présence d'un
grand nombre de terpénoides, d'alcaloides, de quinones, de composés réducteurs et de

flavonoides dans les échantillons.

IV.1.3. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux (PPT) a été estimé par la méthode colorimétrique de
FolinCiocalteu. C’est I’une des méthodes les plus anciennes congue pour déterminer la

concentration en polyphénols totaux des plantes médicinales et des aliments.
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La courbe d’étalonnage représentée dans la figure9 montre une linéarité de

I’absorbance de I’acide gallique en fonction des concentrations.

Les quantités de PPT ont été rapportées en microgramme d'équivalent d’acide gallique

par gramme de matiére séche (ug EAG/g MS)et sont déterminées par 1’équation de type :

y =0,0018x + 0,0263sachant que R?=0,9983.

A

0,9 - y =0,001x + 0,026
0,8 R?=0,998
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Absorbance

0 100 200 300 400 500 600

Concentration (pg/ml)

Figure 9: Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux

Le taux des polyphénols totaux enregistré des especes étudiées est représenté dans la
figure 10.
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Figure 10: Taux des polyphénols totauxde Pleurotus et suillus.
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Ces concentrations en PPT sont nettement supérieures chez le Suillus avec 0.179 +
0.02mg EAG/g MS ; comparé a celui obtenue chez Pleurotus avec 0.116 + 0.007 mg EAG/g
MS.

Dans le travail réalisé par Wong et al.(2013), ils ont constaté une légere différence entre
la concentration en PPT des extraits éthanoliques des carpophore de Pleurotus ostreatus et
celles de P.florida et P. eryngii (respectivement 3,72 £0,02 et 3,57+0,14 mg EAG/g MS).

Comparés a d'autres especes de champignons comestibles comme Hypsizygustessulatus
et Flammulinavelutipes (3,14 £0,31 et 0,9+ 0,1 mg EAG/g MS), les extraits aqueux des

carpophores de P.ostreatuslocal sont plus riches en PPT.

Néanmoins, les extraits acétoniques et celles des extraits a 1’éther de pétrole de
Postreatus obtenus par lwalokun en 2007 sont largement plus riches en PPT en enregistrant
des taux respectifs de 352,8 mg EAG/g MS et 325,7 mg EAG/g MS.

IV.1. 4. Dosage des flavonoides

Les flavonoides (FVT) constituent la classe polyphénolique la plus importante
(Athamena, 2009).

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode AIClzen utilisant comme
standard la catéchine. La courbe d’étalonnage montre une linéarit¢ de I’absorbance en

fonction des concentrations(Figurell).

Les quantités des FVT ont été rapportées en microgramme d'équivalent de catéchine par
gramme de matiére séche (ug EC/g MS) et déterminé par 1’équation de type : y = 0.003 X
+0.021 sachant que R? = 0,998.
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Figure 11: Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides
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e |e taux des flavonoides enregistré des deux especes etudiées est représenté dans la
figure 12.
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Figure 12: Taux de flavonoides de Pleurotus et Suillus.

La concentration en flavonoides dans I'extrait hydro-méthanolique de Pleurotus est
relativement faible (0,006 + 0,009 pug EQ/g MS). D'autre part, lorsqu'un grand nombre de
flavonoides a été trouvé dans les résultats des tests phytochimiques, l'extrait de Suillus
présentait la concentration de FVT la plus élevée (0,793 £ 0,015 ug EC / g MS).

Si nous comparons nos résultats avec les résultats reportés par Bag et al. (2015) qui ont
étudiés plusieurs champignons, nous remarquerons une remarquable différence car les
concentrations des flavonoides sont relativement faibles dans les extraits aqueux de
carpophore de P. ostreatus ayants poussés sur le marc de café (0,133+£0,042 mg EC/g MS)
Parcontre I'extrait de carpophores de P. ostreatus ayant poussé sur un mélange de substrats
amontré la concentration la plus élevée en FVT avec 0,798+0,060ug EC/g MS. P. ostreatus
ayant pousseé sur le mélange Grignons d’olives, Marc de café et paille de blé contient plus de
FVT que les extraits éthanoliques d'autres espéces de Pleurotes: Pleurotus florida, Pleurotus
eryngii(respectivement 0,17 +0,02 et 0,48+0,04 mg EC/g MS) et moins que les-autres genres
de champignons comestibles comme Auricularia polytricha et Hypsizygustes sulatus dont les
valeurs sont respectivement de 6,95+ 0,14 et1,04 +0,10mg EC/g MS.P.ostreatus ayant poussé
sur le mélange des trois substrats de culture cité auparavant s‘annonce plus prometteur car il
est plus riche en FVT que certaines plantes comme: Hedychium spicatum(4,22 +0,425ug
EQ/g MS), Hedychium coronarium (2,47 +£0,079ug EQ/g MS).
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IV.1.5. Dosage des Tanins totaux

La méthode utilisée pour le dosage des tanins totaux (TT) est la méthode utilisant FeCls

rapportée et decrite par Aiche-lratni (2016).

Un standard d'acide tannique (AT) a été utilisé pour tracer une courbe étalon (figurel3)
ayant pour équation y = 0,0005x - 0,014, avec Rz = 0,9927.

0,250 y = 0,0005x - 0,014
0,200 - R2=0,9927
[]
g 0,150 -
©
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Figure 13: Courbe d’étalonnage de I’acide tannique

® | e taux des tanins totaux enregistré des deux especes étudiées est représenté dans la
figure 14.
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Figure 14: Taux de Tanins totaux des Pleurotus et Suillus

A travers la figure 14 nous remarquons que la concentration des tanins totaux est
sensiblement élevé chez le Suillus (en enregistrant 0,009 + 0,0122 mg EAT/100g MS)-par
rapport a celle de Pleurotus (en enregistrant 0,008 + 0,014 mg EAT/100g MS).

Chapitre 1V : Résultats et discussion



BENKHEDDA. M et AZZAOUI. A, (2021). Screening phytochimique et activités antioxydante des extraits hydrométhanoliques de
deux champignons supérieurs dans la région de Tlemce. Master en AACQ Univ. Tlemcen.

D'autres especes de champignons sauvages sont trés riches en TT, exemple
Russuladelica, Russulalepida, Russulamustelina dont les concentrations en tanins totaux sont
respectivement (165 + 0,54 ; 124,20 + 0,25 et 130,05 + 0,16mg EAT/100g MS). Cependant,
la présence, de grandes quantités de tanins condensés dans les extraits aqueux de P.ostreatus
cultivé(144.33 + 13.57mg EC/100g MS) a été rapportée par (Yim et al., 2009).

Unekwu et al. (2014) ont trouvé des résultats nettement plus importants que les notres
en enregistrant des taux de 76.29 + 0.74, 170.56+£0.74 et 88.91 + 0.16 mg EAT/100g MS

respectivement pour C. cibarius, T. robustuset P. pulmonarius.
IV.1. 6. Dosage des sucres totaux

Le dosage des sucres totaux a été réalisé a 1’aide de la méthode de 1’acide phénol

sulfurique.

La courbe d’étalonnage des sucres totaux montre une linéarité de 1’absorbance en
fonction des concentrations. Les quantités des sucres totaux ont été rapportées en
microgramme d'équivalent de glucose par gramme de matiere séche (ug EG/g MS) et
déterminé par 1’équation de type : y=0.01x-0.023, sachant que R2=0.993(figure 15)
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Figure 15: courbe d’étalonnage du glucose pour le dosage des sucres totaux

Le taux de sucres totaux enregistré des deux especes étudiees est representé dans la
figure 16.
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Figure 16: Taux de sucres totaux de Pleurotus et Suillus

On voit qu'il y a beaucoup de sucre dans 1’espéce étudiée de Pleurotus (1,1112+0,8288
ug EG/g MS) et on a dilué¢ D’extrait quatre fois pour obtenir ces résultats, nous avons
également noté que ’extrait de Suillus aussi a été dilué deux fois afin d'obtenir un résultat

acceptable en enregistrant des taux de 0,82+0,140 pg EG/g MS.

Comparés a nos résultats, Wang et al. (2017)ont obtenus des résultats de
6,7325+£0,0261mg/mL, 2,1994+0,0563mg/mL et 4,7472+0,0474mg/mL respectivement pour

P. ostreatus, Auricula judaeet P. pulmonarius:

Ces auteurs indiquent que la composition en glucides dans les extraits de champignons
comprenaient a la fois les sucres réducteurs et non réducteurs sont censés étre des substances

pré biotiques.

Remargue

La concentration des composés récupérés lors d’une extraction est étroitement liée aux
conditions d’extraction et les profils et les activités biologiques sont influencées de facon

importante par le systéme de solvants utilisé pour I’extraction (Aiche-Iratni, 2016).

La methode d'extraction doit permettre une extraction complete des composeés d'interét
et doit eviter leur modification chimique (Athamena, 2009).

D’apreés les résultats des travaux de recherche que nous avons citée précédemment, la
concentration en polyphénols , flavonoides, tannins totaux et les sucres totaux dépend aussi

du genre et de I'espéce de champignon.
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IV.2. Activité antioxydante
Les résultats obtenus lors du test de mesure de la réduction du radical DPPH sont

représentés dans les figures 17 et 19.

Le premier constat tiré de ces figures est que le pourcentage d’inhibition du radical
DPPH augmente avec I’augmentation de la concentration des extraits des champignons
étudiées. Le méme constat a été fait par d’autres auteurs (Chirinang et Intarapichet
2009 ;Sudha et al., 2012 ; Gasecka et al., 2016).
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Figure 17: Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH" en fonction des différentes
concentrations de I’extrait de Pleurotus

90 -
80 -
70
60 -
50 -~
40 -
30 -+
20 -

% d'inhibition du DPPH

10 -

0 T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

concentration pg/ml

Figure 18: Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH+ en fonction des différentes
concentrations de 1’extrait de Suillus .
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Aprés avoir tracé la courbe Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH" en fonction des
différentes concentrations des extraits de Pleurotus et Suillus, nous avons calculé 1’ICso pour
chaque extraits afin de pouvoir comparer leur pouvoir antioxydant.

Les résultats obtenus sont représenté dans les figures 19 et 20.
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Figure 19: Valeurs d’ICs de Pleurotus.
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Figure 20: Valeurs d’ICsq de Suillus.

D’apres les résultats, on peut conclure que D’activité inhibitrice sur une solution
éthanoliqgue de DPPH pour les deux extraits, ces résultats ont été remarqués par les
pourcentages de I’activité antioxydante (%AA) dans la figure 17 et 18. L’activité
antioxydante des extraits est exprimée en ICs (figure 19 et 20), ce parametre a été employé
par plusieurs groupes de chercheurs pour présenter leurs résultats, il définit la concentration
efficace du substrat qui cause la perte de 50% de I’activité du radical DPPH. (Athamena,
2009).

Nous avons calculé I’'ICsp pour chaque extrait afin de pouvoir comparer leur pouvoir
antioxydant et nous avons obtenu des taux de 0,043et 0,128ug/ml respectivement pour

Pleurotus et Suillus.

Chapitre 1V : Résultats et discussion
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Dans une étude menée par Chirinang et Intarapichet (2009) sur deux especes de
pleurotes ils ont constaté que I’extrait aqueux de P. ostreatus a donné une meilleure activité
qui s’est traduite par une ICso de I’ordre de 11,56 mg/ml par rapport a 1’extrait aqueux de P.
sajor-caju qui a donné une ICsy de I’ordre de 11.56 mg/ml et méme cette efficacité de ces
deux extraits mais ils sont plus faibles que ceux enregistrés dans notre étude. De méme les
extraits éthanoliques de ces mémes especes etudiés ont enregistré des 1Cso moins efficaces

que les notres.

En étudions les extraits de Pleurotus eous, Sudha et al, (2012) ont enregistré des taux
d’IC50 de 6,3+0,12, 4,24+0,14 et 7,0 = 0,23 mg/ml respectivement pour les extraits d’éthyle

acétate, méthanoique et d’eau chaude.

Chapitre 1V : Résultats et discussion —
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Conclusion

Dans nos travaux, notre intérét se porte sur I'étude des métabolites secondaires et de
I'activité antioxydante des champignons Pleurotus et Suillus, le nord-ouest de I'Algérie est

également une source importante de substances naturelles biologiquement actives.

les métabolites secondaires de 10 g de champignons ont été extraits par maceération, en
utilisant un solvant hydrométhanoliques (70 % méthanol + 30 % eau), et le rendement de
chaque extrait était de 3,9 % et 14,59 %, respectivement.

La recherche quantitative sur les polyphénols totaux en utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu, le réactif AICI; sur les flavonoides totaux, et FeClz sur les tanins totaux, ce qui
nous a conduit a conclure que ces especes contiennent une grande quantité de polyphénols;
Une petite quantité de flavonoides; et une petite quantité de tanins totaux. Le potentiel anti-
radicalaire des extraits a été mesuré par la méthode DPPH, et les résultats ont montré que ces
extraits ont une bonne activité. Par conséquent, ces champignons contiennent des molécules
qui sont considérées comme antioxydantes et peuvent étre utilisees pour des applications

thérapeutiques.

Il est connu que les antioxydants sont efficaces pour prévenir le cancer et les maladies

cardiovasculaires, etc...

Sachant que notre pays possede une immense biodiversité, chaque type de champignon
se caractérise par une bibliotheque considérable de métabolites secondaires, aux
caractéristiques thérapeutiques et pharmacologiques spécifiques, et doit étre utilisé par la

recherche. Pour cela, nous recommandons :
» Mener des études biochimiques sur les deux especes étudiées Pleurotus et Suillus.

» Déterminer que les nouvelles substances bioactives naturelles peuvent faire face a

différents problémes de santé et devenir des alternatives aux drogues synthétiques.

» Développer des médicaments anti-radicalaires a base de plantes ayant une activité

antioxydante.

 Lancer des recherches sur d’autres type de champignons sauvages.

Conclusion
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ANNEXE

Annexe 1 : Liste des champignons avec un potentiel anticancéreux

Agaricusbisporus, Agaricusblazei, Agaricussubrufescens, Agrocybeaegerita,
Antrodiacamphorata, Antrodiacinnamomea, Auricularia judae, Boletus aerus, Boletus edulis,
Boletus erythropus, Boletus granulatus, Bondarzeuria montana, Calvatiacraniiformis,
Cantharelluscibarius, Cantherellustubaeformis, Cerocorticiumconfluens,
Cheimonophyllumcandissimum, Collybiaconfluens, Collybia maculata, Coprinusepiscopalis,
Coprinushepthemerus, Cordycepsmilitaris, Cordycepssinensis, Coriolusversicolor,
Cortinariussp, Crepidatusfrelvotomntosur, Crinipellisstipitarius, Dacrymycessp,
Dictyophoraindusiata, Entolomaclypeatus, Favolashiapustulosa, Fistulinahepatica,
Flagelloscyphapilatii, Flamulinavelutes, Fomesfomentarius, Funghuhnianitida,
Ganodermaapplanatum, Ganodermaconcinnum, Ganoderma lucidum, Ganodermatsugae,
Gerronema, Gloephyllum, Grifolafrondosa, Grifolaumbellata, Gymnopilusspectabilis,
Hemimycenacucullata, Hericiumerinaceus, Hohenbuehelia, Hydnumrepandum, Hyphodentia,
Hypsizygusmarmoreus, Hypsizygustossulatus, Inerustaporiacarneola, Inonotusobliquus,
Inonotusradiatus, Irpexlacteus, Kuehneromyces, Laccariaamethystea, Laccarialaccata,
Lachnellavillosa, Lactariusdeliciosus, Lactariuslignydus, Lactariuspiperatus, Lactariusuvidus,
Lactariusvellereus, Lactiporussulphureus, Lampteromycesjaponicum, Lentinellusomphalades,
Lentinellusursinus, Lentinusadhaerens, Lentinuscrinitus, Lentinusedodes, Lepista inversa,
Lepistasordita, Leucopaxillusgentianeus, Limacellalenticularis, Lycoperdon piriform,
Macrocystidiacucumis, Marasmiussp., Merismodesanomalus, Meruliustremellosus,
Miopelatum, Mycenaleiana, Mycenapura, Mycena tintinnabulum, Nidulariapulvimata,
Omphalatalapidescens, Omphallatusilludens, Omphallatusolearius, Oudamensiellamucida,
Panaellusretirugis, Panus rudis, Panus sp, Peniophoralaeta, Perenniporiamedulla panis,
Phallus impudicus ,Phellinusgilvus, Phellinusigniarius, Phellinusrimosus,
Phellodonmelaleucus, Pholiotadestruens, Pisolithustinctoris, Pleurotellus hypnophilus,
Pleurotus citrinopileatus, Pleurotus cornupia, Pleurotusdjamor, Pleurotus eryngii, Pleurotus
gesteranus, Pleurotus japonicus, Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius, Pleurotus tuber
regium, Podoscypha, Polyporusumbellatus, Poria cocos(wolfiporia), Psalliotacampestris,
Pterula, Punctulariaatropurpurascens, Resiniciumpinicola, Resupinatusleightonii,
Russulacyanoxantha, Russulaemetica, Russulafoetens, Russulanigricans, Sarcadenleucoporus,
Sarcodon asparatus, Sartigerconfluens, Schizophyllum commune, Sclerodermacitri, Sparassis
crispa, Strobiloriustonacellus, Suillusgranulatus, Tremellafuciformis, Tricholomamatsutake
Tricholomasaponaceum, Tricholomopsisrutilans, Ttremescushelvelloides, VVolvariavolvacea.
Xerocomusnigomaculatus, Xerulamalanotricha
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Annexe 02

Tableau : méthode de dosage des polyphénols totaux

Extrais (1 mg/ml)

La gamme d’étalon (acide gallique) Extrait | Extrait | Extrait
EB AE n-B
Acide gallique | 51 25 | 100 | 200 | 300 | 400 | 500 ; ; ;
(ng/ml)
Acide - 01 | 01 | 01 | 01 | 01 | o1 ; ; ;
gallique(ml)
Eau distillée (ml) | 0.1 - - - ; ; ; - - ;
Extrais (ml) - - - - - - - 0.1 0.1 0.1
Na2C03(2%) ml) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Agitation et incubation pendant 5 min
Folin-Ciocalteu |, 1 51 | 904 | 01 | 01 | 01 | 01 | o1 0.1 0.1
(IN) (ml)

Incubation a I'abri de la lumiere et a température ambiante pendant 30 min

Mesure de I'absorbance a 700 nm

Les résultats sont exprimés en microgramme Equivalent d’acide gallique par milligramme

d’extrait sec (ug Eq AG/mg ES).
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Annexe03

Tableau : méthode de dosage des flavonoides totaux

Extraits (1mg/ml)
La gamme d’étalon ( catéchine)
eb | ae | n-b
(catéchine)ug/ml | blan | 1.25| 2.5 | 25 | 50 | 100 | 200 | 300 | 400 | 500 | - - -
Catéchine(ul) - 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 - - -
Extrait () - - - - - - - - - - | 250 | 250 | 250
Eau distillé(ul) | 1250 | 1000|1000 | 1000|1000 1000|1000 {1000 | 1000 | 1000|1000 | 1000|1000
NaNO,(15%)(ul) | 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75
1°"® incubation pendant 6min a température ambiante
ALCL3(10%)(ul) [7575| 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75
2°™incubation pendant 6min a température ambiante
NaOH(4%)(pl) | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000|1000 {1000 | 1000 |1000|1000|1000|1000|1000
Eau distillée(ul) | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
3°™ incubation a I'obscurité pendant 30 min
Mesure de I'absorbance a 510 nm
Les résultats obtenus sont exprimés en microgramme équivalent catéchine par milligramme
d’extrait sec (ug Eq C/mg ES).
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