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Introduction

Les champignons font partie de I'Histoire culturelle de I'Humanité. Quand on parle de
champignons, on pense tout d'abord a leur comestibilité ou leur toxicité et moins a leurs
propriétés thérapeutiques. Cependant I'utilisation des champignons pour soigner, discipline
appelée mycothérapie, existe depuis des temps immémoriaux, au méme titre que la
phytothérapie. Une étude a démontré que nombreux champignons produisent une gamme de
métabolites d'un intérét intense pour les industries nutriceutique et pharmaceutique (par exemple,
anti-tumorale, immunomodulatrice et hypocholestérolémiante) et alimentaire (par exemple,
composé d'ardme), il existe environ 650 espéces de champignons ayant démontré des propriétés

antitumorales. [1,2,3]

A cet effet le champignon Pleurotus eryngii communément appelé Pleurote du panicaut du
nord-est d’Algérie retient davantage notre attention, ce champignon est un excellent comestible,
il est méme considéré comme l'un des meilleurs champignons, reconnue par son bon godt, sa
richesse nutritive, et par ses propriétés curatives particulieres bénéfiques pour la santé humaine.

Ceci révele I'importance de réaliser une étude sur 'une des familles chimiques les plus

importantes du métabolisme secondaire du champignon Pleurotus eryngii ; les triterpénes. [4,5]

Les triterpenes sont des substances d'origine organique qui appartiennent a la famille
des terpenes avec plus de 100 squelettes différents. lls constituent I'un des groupes de produits
naturels les plus intéressants en raison de leur potentiel élevé en tant qu'agents
pharmacologiques. lls comprennent un large groupe chimique de principes actifs, sont impliqués
dans les mécanismes d'action de nombreuses plantes et champignon médicinales utilisées en
médecine traditionnelle contre plusieurs maladies, ils ont été décrits comme des agents anti-

inflammatoires, antiviraux, antimicrobiens et antitumoraux, ainsi que comme des composés

immunomodulateurs. [6,7]

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

dans les étapes suivantes :

» Dans la premiére étape une étude bibliographique a été effectuée sur le champignon
Pleurotus eryngii et les différents types des métabolites secondaires, notamment les triterpénes.

» Caractérisation des triterpénes dans I’extrait du champignon par une simple réaction
(reaction de Liebermann).

» Une extraction générale des métabolites secondaires a été effectuée en utilisant le solvant
d’extraction : méthanol.

» Extraction liquides-liquide des triterpénes totaux, en utilisant trois solvants : Ether de

B

pétrole, Acétate d’éthyle et le n-Butanol, selon la méthode générale.



https://fr.wikipedia.org/wiki/Terp%C3%A8ne
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I. Les champignons

1.  Généralités sur les champignons
1.1 Historique

La mycologie est une science relativement récente qui a pour objet I'étude des
champignons, alors que ces derniers sont apparus depuis le début de la vie sur terre il y a
environ 4,5 milliards d’années. Le pére de la mycologie pour tous les mycologues n’est autre
qu’Elias FRIES (un Suédois) qui fixe les bases de la systématique en mycologie en 1821.
C’est a partir de cette date que 1’on peut véritablement parler de mycologie, bien qu’a
I’époque cette systématique ne soit basée que sur la macroscopie. C’est un peu plus tard en

1905 que les caracteres microscopiques sont introduits dans la classification des

champignons. La mycologie ne cesse d’ailleurs d’évoluer. [8]

1.2 Le regne fongique

Les Champignons, encore appelés "Fungi" (du latin) ou mycetes (du grec mukés), ce ne

sont ni des animaux, ni des végétaux. Les champignons sont donc aujourd'hui érigés en un

régne autonome celui des Fungi. [3]

Actuellement il existe plus de 400 genres et 100 000 espéces différentes de champignons.
Certains sont minuscules, voire microscopiques, ce sont les micromycetes, comme les levures
qui font lever la pate a pain par exemple. Et puis, il y a les champignons que tout le monde a
pu voir, sans microscope ou binoculaire : les champignons macroscopiques. Ce sont les

macromycetes qui sont, les uns, un délice dans l'assiette; les autres des poisons dangereux et

parfois mortels. [9]

1.2.1. Caractéristiques des champignons

Les champignons présentent les caractéristiques suivantes qui les distinguent des plantes et
des animaux : ce sont des organismes eucaryotes possédant donc de véritables noyaux. Les
champignons sont généralement constitués d’un appareil végétatif ramifié, diffus, non
différencié et tubulaire appelé thalle. Plus rarement, certains champignons peuvent rester sous
forme unicellulaire : il s’agit des levures. Ce thalle, non cloisonné chez les champignons
inférieurs (Zygomycota, Glomeromycota) est appelé siphon alors qu’il est cloisonné chez les
champignons dits supérieurs (Ascomycota et Basidiomycota) ; il est constitué d’hyphes

mycéliennes. Leur paroi cellulaire est composée de chitine ce qui les rapproche des animaux.

Enfin, les champignons se reproduisent généralement par des spores non flagellées. [10]
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1.2.2. Mode de vie des champignons

Concernant le mode de vie fongique, ce sont donc des organismes hétérotrophes dont la
nutrition carbonée est dépendante de la présence de matieres organiques préformées, ce qui
conditionne, suivant les circonstances, leur vie saprophytique sur les débris animaux ou

vegétaux ,parasitaire sur les arbres, les plantes ou les cultures ou symbiotigue (mycorhizes) en

association de la racine d’une plante et du mycélium. [3,11]

1.3 Classification

La classification des champignons a été constamment remaniée. Les champignons étaient
classés sur la base de leur morphologie, selon leurs caractéres phénotypiques, leurs

mécanismes de reproduction et également selon leurs habitats, leurs localisations

géographiques et leurs modes de vie. [12]

Les spécialistes répartissent les champignons en trois grandes familles: les macromycétes
(signifiant «visibles a I’ceil nu»), les moisissures (qui se repérent a leurs filaments ténus) et
les levures (qui sont monocellulaires). [11]

Parmi les macromyceétes, on classe les champignons dans deux grands groupes appelés
divisions:

Les Basidiomycétes qui regroupent les champignons a lames, a plis, a
aiguillons...

Les Ascomycetes regroupent les champignons alvéolés, en forme de coupe ou
encore en forme d’aspérités ou de boules noires tres dures poussant sur du bois.
Les champignons sont ensuite divisés par classe, ordre, famille, genre, espéce, variété ou
forme.

Les Myxomycetes sont placés désormais dans un régne autonome. [8]

1.4 Importance des champignons dans les différents domaines

1.4.1. Du point de vue biologique et nutritionnel

lls jouent un role trés important dans le recyclage des matiéres mortes comme les débris

végétaux et animaux. [13]

Ces décomposeurs vont fertiliser le sol et jouent un réle primordial dans les écosystemes. Il
faut noter que leur richesse en enzymes leur permet de degrader la cellulose et méme la

lignine et d’éviter I’accumulation des déchets végétaux en forét notamment. Certaines especes
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sont indicatrices d’écosystémes particuliers qui peuvent étre menacés par I’urbanisme et
doivent étre pris en compte lors de ’aménagement du territoire. Ils ont donc un rodle trés

important dans 1’équilibre et le maintien des écosystémes. [3]

1.4.2. Dans le domaine économique

Certains saprophytes attaquent divers matériaux et peuvent ruiner toutes sortes de denrées,
de matiéres premiéres et peuvent dans certains cas ruiner des récoltes, des stocks
commerciaux de céréales, de fruits, de légumes, de cuirs, de bois, etc. Néanmoins d’autres
especes apportent leurs concours a la fabrication de certaines denrées alimentaires (fromage,

pain ....). D’autres sont utilisées pour la synthése de molécules utiles dans I’industrie

alimentaire ou pharmaceutique. [3]

1.4.3. Dans le domaine écologique

Les especes symbiotiques permettent la régénération forestiere par des mycorhizes
adaptées. En effet, le mycélium apporte a I’arbre eau, sels minéraux et différents métabolites,
recevant en retour la matiere organique indispensable a son alimentation. Les champignons
font office d’antagonistes chimiques vis-a-vis de parasites, de prédateurs et de concurrents

divers. Les champignons participent donc a 1’équilibre biocénotiques au méme titre que tous

les étres vivants. [3]
2. Pleurotes

Nom Pleurotus: plévre (grec) = la page, otos (grec) = oreille. [14]

Effectivement, quand on regarde le pleurote bien en face, on voit bien que son beau

chapeau a la forme d’une mignonne petite oreille. Et que son pied est décentré par rapport au

chapeau. [15]

Le genre Pleurotus (pleurote) est un organoleptique champignon a croissance rapide qui
appartient au groupe basidiomycota. Bien que 70 espéces soient découvertes jusqu'a présent
pour ce genre. Il appartient a I'Ordre des Agaricales et a la famille des Pleurotacees.
L'identification spécifique a I'espéce des taxons du genre Pleurotus est souvent difficile, car la

morphologie et la couleur des fructifications sont importantes selon les conditions

environnementales montre de la variété. [14 ,16]
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Le pleurote est un saprophyte dans la nature, ou il pousse facilement sur une variété de
substrats organiques comme décomposeur, jouant un rdle clé dans le cycle global du carbone.
[17]

Les pleurotes sont excellents dans leur godt , Ils sont classés au troisiéme rang dans la
production mondiale de champignons comestibles aprés Agaricus bisporus et Edodes
lentinula, et comprennent diverses espéces comestibles avec des applications medicales,

biotechnologiques et environnementales. [14,18]

Ils ont été utilisés dans I'alimentation humaine a travers le monde en raison de leurs riches
nutriments tels que les protéines, les glucides, les minéraux, les vitamines et lipides.

Il convient de noter que de faibles quantités de calories, de sodium, de graisses et de

cholestérol sont signalées dans ce genre. [16]

3. Pleurotus eryngii

3.1 Etymologie

Pleurotus eryngii est en fait un complexe d'especes avec trois variétés (var. eryngii : il vit
principalement sur les racines d'Eryngium campestre plante ; var. ferulae : sur le systéeme
racine Ferula les especes végeétales ; var. nebrodensis : vivant Cachrys ferulaceae plante).
[19]

L'espece tire son nom de l'iris (Eryngium campestre), qui a des pousses, ils cassent leurs
graines puis les roulent comme un char. [14]

Différents noms par pays : connue sous le nom de "Pleurote du Panicaut" (France) ;
""Cardoncello™ (ltalie) ; "Pleurote royale” (Etats-Unis); "seta de cardo" (Espagne):
"kruisdisteloesterzwam™ ou "‘krauterseitling™ (Allemagne), d'autres noms communs sont
""argonane'’,""bouligoule”, "Champignon de garrigue" et '"cépes des steppes", "
Champignon King oyster" ," Trumpet", "champignon de montagne", "le pleurote roi",

Aussi appelée "amande pleurotes', "ombelle pleurotes", "champignons coquille Saint-

Jacques", et "Boletus des steppes ". [14,20,21]
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Figure 1 : Pleurote de panicaut. [22]
3.2 Taxonomie et classification

Regne : Fungi

Division: Basidiomycota

S/Division : Agaricomycotina.

Classe: Agaricomycetes

Sous-classe : Agaricomycetidae

Ordre: Agaricales

Famille: Pleurotaceae

Genre: Pleurotus

Espeéce: Pleurotus eryngii

Tableau I : Classification du champignon Pleurotus eryngii. [23,24]
3.3 Description

Nom : Pleurotus eryngii (Pleurote du panicaut)

Chapeau : charnu, au départ convexe avec une marge enroulée, puis un peu déprimé, de 5 a
15 cm de diametre et de couleur brun fonce a I'état jeune et s'éclaircissant avec 1’age

Lames : blanchatres, larges, espacées et extrémement décurrentes

Pied : ferme, court et de couleur blanchatre Chair : blanche et ferme

Récolte : Eté-automne, pousse sur les souches de panicaut dans les prés et les dunes. [1]



https://champyves.pagesperso-orange.fr/images/Champignons/Pleurote/Pleurotus_eryngii_1.jpg
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Seta_de_cardo_(Pleurotus_eryngii),_2012-10-03,_DD_01.JPG?uselang=fr
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Chapeau gris-brun i brun clair

Souvent cespiteux (base commune a
plusieurs individus

Tiches brun-noiritres

Bord longtemps enroulé

Lamelles blanchatres serrées
et décurrents

Figure 2 : comment le reconnaitre ?

3.4 Localisation

Le "pleurote royal'pousse sur la racine morte de la plante Eryngium compestris
Dans les paturages, les prairies, les jardins, principalement avec des plantes parapluies, ce
champignon pousse a leurs racines et a leurs tiges. Rarement dans les pelouses forestiéres,
peut étre trouvé dans les collines, il peut également étre trouvé dans les steppes, dans les
champs secs et méme dans les zones montagneuses, et peut vivre a la base des racines ou des
tiges des plantes vivantes de la famille des Apiacées. [14,25,26]

Ce pleurote demande quelques conditions pour faire ses apparitions. Une belle prairie sur
un sol a tendance calcaire, plutdt sec, caillouteux, océanique ou méditerranéen et quelques

restes de panicaut. [23]
3.5 Répartition géographique

Les espéces de Pleurotus associées aux inflorescences sont situées dans I'hémisphére nord
dans les années 30 et 50. Ces espéces sont principalement méditerranéennes régions
subtropicales, ainsi qu'en Europe centrale, en Russie, en Ukraine, Asie centrale, Iran et
Chine. 1l est trés répandu dans le sud de I'Europe et les régions de I'Asie centrale et en
Afrique du Nord. Sa répartition est assez vaste en Europe occidentale, il est signalé en

France, on le signale autour du Bassin méditerranéen (Espagne, Italie, Corse). Ce pleurote
est cultivé depuis pas mal d'années en Asie, Corée du Sud, Japon, en Australie, mais aussi

Italie, Afrique du Sud, Amérique... [14,21,23,27]
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3.6 Composition chimique

Les basidiomes Pleurotus eryngii ont une valeur nutritive élevée. lls sont riches en
glucides, la chitine et les polysaccharides. P. panicaut a été caractérisé par la teneur totale en
protéines plus faible suivie de la plus forte teneur en sucres totaux et en matieres grasses

totales. [28]

Les acides aminés les plus abondants sont l'acide aspartique, l'acide glutamique et
I'arginine. Concentrations significatives de vitamines (C, A, B2, B1, D et niacine) et de
minéraux (en particulier K, Mg, Na et Ca), de trés faibles quantités de lipides (0,8% du poids
frais) et une humidité élevée (entre 86,6% et 91,7%) sont présentes dans les basidiomes

(figure 3). [26]
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Figure 3 : teneur en éléments (mg / kg champignon sec) dans P. panicaut. [28]
3.7 Usage traditionnel

P. eryngii joue un réle dans la production alimentaire (basidiomes comestibles), la
biotransformation des matiéres végétales brutes pour l'alimentation, la biopulpage et la
lixiviation biologique de la pate a papier, comme ainsi que la biorestauration des sols et des
eaux industrielles. [26]

Le P. de panicaut est un candidat exceptionnel pour la culture. Principalement parce qu'il
est consideré par beaucoup comme ayant meilleur golt que les autres especes de pleurotes.
D'autres propriétés souhaitables comprennent une durée de conservation relativement longue,

une dispersion des spores relativement faible et un prix du marché plus élevé. [14]
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3.8 Intérét thérapeutique

Cancer : activité anticanceéreuse due a la présence de polysaccharides jouant un role
principal dans le renforcement de l'activité antitumorale, et surtout les polysaccharides
hydrosolubles qui ont la capacité de supprimer de maniére significative la croissance tumorale
in vivo chez les souris. [1,29]

Stress oxydatif : Pleurotus eryngii s'est avéré actuellement posséder une activité
antioxydante qui était également corrélée avec leur contenu phénolique et polysaccharidique
total, dans lequel présente 69,67% d'activité de piégeage de DPPH et 70,82% d'activité de
chélation, qui augmentaient avec I'augmentation de la concentration. [29]

Cholestérol : activité anti-cholestérol protectrice du systéme cardiovasculaire due a la
présence de polysaccharides, de fibres jouant sur I'absorption mais également de molécules
(Polysaccharides, lovastatine, ...) qui en inhibant 'HMG-CoA réductase vont diminuer la
synthése du cholestérol. [1]

Maladies du foie : prévention grace a la présence de polysaccharides hépatoprotecteurs et
anti-oxydants. [1]

Effets immunomodulateurs: De nombreuses études ont rapporté I’effet immunodulateurs
de Pleurotus eryngii de facon ils ont trouvé que les cultures mycéliennes submergées de ce
pleurote peuvent augmenter l'activité des cellules tueuses naturelles (NK). [29]

Ce champignon a des propriétés antihypertensives, antihypercholestérolémiques,
antihyperglycémiques, immunomodulatrices, antitumorales, antibactériennes, antivirales,
antifongiques, anti-ostéoporotiques, anti-radicalaires et antiallergiques. 1l inhibe aussi
I'angiogeneése, et les cellules cancéreuses du c6lon sa poudre a été utilisée comme

médicament anthelminthique. [14,20,26]

Ces propriétés bioactives dépendent de ses composeés bioactifs tels que des

polysaccharides, des eryngiolide A, ubiquinone-9, pentacyclique triterpénoides et ainsi de
suite. [29]

Mais en plus de ses nombreuses propriétés médicinales, les spores de P. eryngii peuvent
provoquer une pneumonite hypersensible basée soit sur I'activation de pneumocytes a cellules

de type Il ou d'épithélium des voies respiratoires périphériques, soit sur une augmentation de

la perméabilité des structures pulmonaires. [26]
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Il. les métabolites secondaires
1. Généralités
1.1. Définition et fonction

Le terme "métabolite secondaire” ft employé pour la premiere fois en 1891 par "Kossel",
qui le définit ainsi : «...les métabolites secondaires ne sont présents que de fagon 'accidentelle’
et ne sont pas essentiels a la vie de la plante».

Les métabolites secondaires sont des molécules de faible poids moléculaire synthétisées au
cours du meétabolisme secondaire a partir de précurseurs issus du métabolisme primaire, dans
des conditions de stress pour répondre aux variations des conditions environnementales,
contrairement aux métabolites primaires, ils n’interviennent pas directement dans le
fonctionnement fondamental des organismes, mais sont impliqués dans les relations de

I’organisme avec son environnement. Il s’agit donc souvent de composés de défense,

d’adaptation a I’environnement. [30,31]

1.2. Les métabolites secondaires chez les champignons

Les métabolites secondaires sont des composés non essentiels au métabolisme basique des
champignons. Ces composés sont généralement produits au cours de 1’idiophase (la phase de
croissance d’une culture au cours de laquelle des métabolites secondaires sont produits) et
sont trés diversifiés au niveau de leur structure chimique. [32]

Les champignons sont des producteurs prolifiques de métabolites secondaires. "Turner" a
enregistré presque 1000 produits fongiques en 1971. En 1983, le chiffre avait plus que doublé.
Les champignons supérieurs produisent presque 2000 composés bioactifs présentant une
grande versatilité structurale et bioactive. [32,33]

La nature chimique tres variée des métabolites secondaires est a l'origine de leurs
propriétés odoriférantes ou colorantes, ainsi que de leurs vertus thérapeutiques connues depuis
des temps reculés. Non seulement les champignons peuvent montrer des productions
impressionnantes mais leurs produits peuvent aussi avoir une grande importance
commerciale. Les antibiotiques comme les pénicillines, les céphalosporines et la cyclosporine

B sont largement prescrites comme médicaments et sont classées dans les 5 % de vente des

produits pharmaceutiques. [32,34]
1.3. Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont majoritairement divisés en trois grands groupes provenant

B

de trois voies biochimiques distinctes : [31]
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Alcaloides et autres
composés

omposés polyphénolique
(les polyphénols)

I Composés terpéniques

i

Chacune de ces classes renferme une trés grande diversité de composes qui possedent une
trés large gamme d'activités en biologie humaine. [35]

1.3.1. Les alcaloides

Ce sont des produits azotés basiques, d'origine naturelle dont I'atome d'azote est inclus
dans un systeme hétérocyclique et dont l'activité pharmacologique est significative. Leur
fréquente toxicité, méme a faible dose, est souvent l'argument principal pour mettre en
évidence la fonction de défense contre la prédation dans les interactions plante-herbivore.
Egalement, Ils agissent en tant que : dépresseurs au niveau du systeme nerveux central,
stimulants, anesthésiques locaux, ganglioplégiques, arasympathomimétique... [35,36]

1.3.2. Les composés phénoliques

Ils se caractérisent par un noyau benzénique, portant un groupement hydroxyle libre ou
engagé dans une fonction ester, éther ou hétéroside. Le ou les noyaux aromatiques peuvent
étre synthétisés soit par la voie du shikimate, soit par celle de l'acétate, ce qui permet de
différencier deux classes de composés phénoliques. [35]

Les polyphénols sont des molécules tres diversifiées, constituées d’un ou plusieurs cycles
benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles. [37]

1.3.3. Composés terpéniques

Les terpénes sont une classe d’hydrocarbures. Elle comprend des molécules simples avec
des structures linéaires et des molécules complexes cycliques. Les terpénes sont synthétisés a

partir d’unité d’isopréne diphosphate composée de 5 C. lls ne sont pas spécifiques des

E
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vegétaux puisque le squalene, le cholestérol ou encore des sesquiterpenes et des diterpenes se
rencontrent chez les animaux. [30,35,38]

Les terpeénes attirent beaucoup d'attention en raison de leurs rbles physiologiques
importants, les rdles écologiques, et leurs larges utilisations dans des applications
pharmaceutiques et industrielles allant des ar6mes et parfums aux médicaments. Ils
constituent l'une des plus grandes classes de produits naturels, cela est di a la diversité
chimique incroyable qui peut résulter des transformations biochimiques des unités de
démarrage de diphosphate de prényle simples. [39]

La formule de base de toutes molécules terpéniques est (C5H8)n et selon le nombre

d’unités d’isopréne, définit les différentes classes de terpénes : [33]
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o Les monoterpénes et les sesquiterpenes
Issus du couplage de 2 unités isopréniques, les monoterpenes existent dans les huiles
essentielles.
Les sesquiterpénes, molécules en C15 se rencontrent aussi dans les huiles essentielles, qui ont
des propriétés antiseptiques et antifongiques.
o Les diterpénes
Ces composés en C20 peuvent étre acycliques ou bi- ou tri-cycliques. Les plus intéressants
sur le plan pharmacologique sont les diterpenes tricycliques a noyau taxane
o Triterpenes
Ce sont des composés en C30, nous allons les examiner en détail dans le chapitre suivant.
o Les caroténoides
Ce sont des molécules tétraterpéniques, constituées de I'enchainement de 8 unités
isopréniques, possedant un chromophore caractéristique (au moins 10 doubles liaisons

conjuguées) expliquant leur couleur jaune-orangée et leur sensibilité a I'oxydation.

ﬂ
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o Les polyterpenes
Hautement polymérisés (500 a 5000 restes), ce sont les composants des latex. Si le
laticifere est endommagé, les particules de polyterpéne s‘agglomerent et permettent de
refermer les Iésions. [35]
En raison de cette diversité chimique, les polytérpenes ont de grandes utilisations
industrielles que des ardbmes, des parfums, des lubrifiants de haute qualité, les biocarburants,
les produits chimiques agricoles et des médicaments. [39]

Note : Les terpénoides sont également connus sous le nom d’isoprenoides car leur

dégradation thermique libere un gaz, I’isoprene. Les terpénoides ont des structures analogues

aux terpenes, mais ne sont pas des hydrocarbures. Ils possédent des atomes d’oxygenes

donnant lieu a des groupements alcools ou cétones. [38,40]

2. Les métabolites secondaires chez les Pleurotus eryngii

En général, Les champignons ont une variété de métabolites secondaires, incluant les
composés phénoliques, les polycétides, les terpénes et stéroides. [41]

Différentes especes de Pleurotus ne contiennent qu'une grande quantité de polysaccharides,
de protéines et de vitamines mais aussi des polyphénoles, flavonoides, stéroides, glycosides,
tanins, terpénoides, alcaloides, glucanes et autres antioxydants. [29]

Pleurotus eryngii est un champignon comestible et médicinal commun, contenant divers
composés bioactifs bénéfiques, notamment des métabolites secondaires tels les polyphénols,
les flavonoides... etc. qui ont des bienfaits pour la santé: guérir diverses maladies et
maintenir une bonne santé en activant notre systeme immunitaire pour une multitude de
fonctions défensives. [29]

La présence de ces nutraceutiques leur permet d'exposer différentes activités
thérapeutiques comme antitumoral, immunomodulateur, génoprotecteur, anti-inflammatoire,
hypocholestérolémique, activités antihypertensives, antiplaquettaires, antihyperglycémiques,
antimicrobiennes et antivirales. Un certain nombre de ces nutraceutiques peuvent étre dérivés
de milieux de culture, mycélium ou extraits de fructification d’huitre champignon présentant

de nombreuses propriétés médicinales. [42]
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I11. Les triterpenes
1. Généralités
1.1 Définition
Les triterpénes constituent un groupe majeur de métabolites secondaires trouvés dans la
faune et la flore terrestres et marines, ils englobent plus de 4000 composés construits sur plus
de 40 squelettes hydrocarbonés différents cycliques ou a chaines ouvertes (figure 4) en C30
dérivés biogénétiquement de [lisoprene actif, d’une grande importance pratique
[33,35,43,44,45]
Les triterpenes présentent une trés forte unité structurale, les différences majeures sont
d’ordre stéréochimique ayant trait a la conformation adoptée par 1’époxysqualéne avant la

cyclisation initiale. Le cation formé lors de cette cyclisation peut ensuite subir une série de

déplacements conduisant aux différents squelettes tétra- et pentacycliques qui caractérisent ce

groupe de substances naturelles. [43]

VYCESgVY

Triterpéne tétracyclique Stéroides Triterpéne pentacyclique

Figure 4 : Squelettes de base des triterpénes. [43]

1.2 Structure et voie de biosynthese

La syntheése des terpenes commence par la formation d’acide mévalonique a partir de 2
unités d’Acetyl-CoA. L’acide mévalonique va ensuite étre phosphorylé puis decarboxylé pour
former de 1’Isopentenyl pyrophosphate (figure 5) et son isomére diméthylallyl-pyrophosphate

(figure 6), ces derniers sont les précurseurs de biosynthése d’isopréne 1'unité de base des

terpénoides et des stéroides (figure 7). [33,38]
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Eigure 5 : structure plane de I'lPP. [46] Eigure 6 : structure plane du DMAPP. [46]
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Figure 7 : La voie du mévalonate et biosynthése du squelette terpénoide [33]

Les triterpenes issus de la cyclisation de I'époxysqualéne ou du squaléne (figure 8). Du fait
de leur cyclisation et de leur oxydation, diverses structures sont formées. Les transformations
se produisent de deux manieres, l'une produisant des triterpénes tétra- et pentacycliques et
l'autre menant par le cycloartenole aux cucurbitacines ou au cholestérol et plus loin aux
phytostérols, aux glycosides cardiagues et aux saponines stéroidiennes. [35,44]

\La plupart des triterpénes contiennent 28 ou 29 C et une ou deux doubles liaisons C-C,
généralement une dans le noyau stérol et parfois une seconde dans la chaine latérale alkyle.
Les structures les plus courantes des triterpenes comprennent le pentacyclique - oléanane,
ursane, taraxérane, taraxastane, lupane et tétracycligue - dammarane et cucurbitane.

taraxastane, lupane et tétracyclique - dammarane et cucurbitane (figure 9). [44,45]
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Figure 8 : la structure du squaléne et I'époxysqualéne. [43]

- - .
Ganumacerans HyC' Mo

Ursane

Figure 9: Exemples de structures triterpéniques. [48]
1.3 Sources

Généralement, Les triterpenes existent dans les plantes sous une forme simple non
modifiée, ils s'accumulent sous forme conjuguées avec des glucides et d'autres
macromolécules, notamment sous forme de glycosides triterpéniques. [47]

Les triterpenes pentacycliques sont également présents dans les huiles végétales et les
extraits de germes de céréales, résines, écorces, cires épicuticulaires, cires de fruits,
fleurs, tubercules... Ils sont tres rependus dans les Iégumes comme le chou blanc, le

poivre, le concombre, la tomate, dans les fruits comme I'olive, la figue, la mangue, la

fraise, le raisin rouge et dans les plantes médicinales (concernant le lupéol). [45,49]
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1.4 Classification et Catégorie

Il existe divers squelettes triterpéniques qui peuvent étre classés en : composes
aliphatiques comme le squaléne présents dans les huiles végétales, Composés tricycliques
comme I’onocérane, des dérivés tétracycliques tels les stéroides et les phytostérols et les
composés pentacycliques. [43]

On trouve plus de 80 types de triterpénes distincts, selon leur structure et leurs
caractéristiques chimiques : [53]

1.4.1 les stéroides

Les stéroides peuvent étre considérés comme des triterpenes tétracycliques ayant perdu au
moins trois méthyles. Structurellement sont des composant essentiels pour les membranes et
jouent un réle dans la signalisation (comme les hormones stéroidiennes). [35,47]

1.4.2 Les saponosides (les saponines)

Les saponosides constituent un vaste groupe d'hétérosides. Ce sont des molécules
composées de deux entités : une genine (appelée aussi aglycone) et une fraction glycoside. lls
peuvent étre classés en deux groupes stéroidique ou triterpénique. Les saponosides
triterpéniques ont souvent un squelette pentacyclique, oléananes ou ursanes.

Ils ont des propriétés hémolytiques, antitussives, anti-oedémateuses, analgésiques et une
activité spermicide. [35,50]

1.4.3 Les hétérosides cardiotoniques

Les glucosides cardiotoniques sont de structure homogéne, comprenant une génine
stéroidique et une partie osidique constituée d'un ose et souvent d'un oligoside. [35]

1.4.4 Autres triterpénes

- Les cucurbitacines sont des triterpénes tétracycliques, insaturés et polyfonctionnalisés,
Toxiques et ameres, elles ont des propriétés purgatives drastiques, ils possedent une forte
activité cytotoxique et antitumorale

- Les limonoides possédent une cyclisation et un squelette triterpénique modifié, ils sont
responsables de 1'amertume qui se développe dans les jus d’agrumes apres préparation

- Les quassinoides ont un squelette triterpénique modifié et dépourvu de la chaine

latérale, ils sont utilisés pour leurs activités insecticides et antiparasitaires, ils sont aussi

cytotoxiques et antitumoraux. [35]
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1.5 Les effets thérapeutiques et industriels

Les triterpénes sont les principaux composants de certaines herbes médicinales, ils sont
utilisés dans les médecines traditionnelles. Pour cette raison, il y a eu une augmentation de
I'intérét thérapeutique et méme I'emploi industriel pour les triterpenes durant la derniere
décennie. [35,49,51]

La diversité chimique de ces metabolites secondaires se traduit par des propriétés
biologiques et pharmacologiques variées et des potentialités thérapeutiques prouvées in vitro
et in vivo dans les domaines les plus divers : cytostatiques, antiviraux, anti—
inflammatoires, anti-cedémateuses, cytoprotectives, immunomodulatrices, analgésiques,
antibactériens et antifongiques. Egalement, Ils possédent des bioactivités antioxydation,
(Antidiabétique, antipaludéen, hépatoprotection, anti-hypertension, en raison de
I'inhibition des enzymes responsables de ces phénoménes, et récemment une activité
potentielle thérapeutique contre la maladie d’Alzheimer a été décrite. Ils sont sélectivement
hypocholestérolémiants, ils inhibent la biosynthese du cholestérol dans les cellules de
mammiferes. [52,54,55,56]

Au niveau cellulaire, les triterpenes peuvent cibler des processus cellulaires tels que
I'apoptose, la régulation du cycle cellulaire et de I'angiogenese par interaction directe avec des
cibles moléculaires aussi, ils ont un réle déterminant dans les phénomeénes de perméabilité
membranaire. [33,49]

En particulier on peut noter l'intérét des hétérosides cardiotoniques ou des sapogénines
spirostaniques qui constituent les squelettes de base des contraceptifs, des anabolisants et
des anti-inflammatoires. En plus, les saponines triterpéniques possedent des activités
cardiovasculaires, anti-ulcéreuses, anti-allergiques et anti-hépatites, Mais il faut
souligner ses problemes, qui peuvent diminuer la valeur nutritive des fourrages ou expliquer
la toxicité de certaines plantes. Pour les glycosides triterpéniques, ils ont des fonctions
écologiques et agronomiques importantes, contribuant a la résistance aux agents pathogénes
et a la qualité des aliments dans les plantes cultivées. [35,47,57]

En dehors des potentialités pharmacologiques des triterpénes, leur toxicité chez les
animaux a sang froid est connue depuis 1’antiquité. Par les propriétés piscicidales et

molluscicidales des plantes qui les contiennent. [52]
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De nombreux triterpenes ont également des applications commerciales dans les secteurs de

la biotechnologie alimentaire, cosmétique, et industrielle, ils sont largement utilisés comme

ardmes comestibles, pigments, polyméres, fibres et colles. [47,53]

2. Triterpenes chez Pleurotus eryngii

D’apres les travaux de (IVONNE J N et al, 2013) qui révelent que les champignons
cultivés du genre Pleurotus ont démontré une biosynthése accrue des triterpénoides avec une
plus grande diversité structurelle sur des substrats de résidus de céréales, également sur des
substrats contenant des coques de cacao mais avec une teneur inférieure a celle obtenue. [58]

En plus; Les travaux de (Zhahui Xue et al, 2015) montrent que les composés
triterpénoides pentacycliques qui ont été isolés a partir d’extraits d'EtOAc fraction du
sporocarpe du champignon comestible Pleurotus eryngii ont une activité anti-tumoral
significative contre lignées cellulaires tumorales in vitro, donc ils peuvent jouer une
prévention du cancer du sein. Cette eétude pourrait aider a élucider les avantages pour la santé
de P. eryngii, et montrer que le P. eryngii est trés riche en triterpénes. [59]

En outre, Nous savons que le pleurote du Panicaut constitue un excellent
hypocholestérolémiant, car ce champignon est riche en tritérpénes substance d'origine

hypocholestérolémiante. [60]
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Matériel et méthodes

1. Matériel fongique (Echantillonnages)

1.1. Identification du champignon

La partie expérimentale de ce travail a porté sur le champignon comestible Pleurotus
eryngii communément appelé « Pleurote du panicaut » (figure 10), ce dernier a été identifié
par Mr LOUNIS YOUSEF KHODJA, maitre assistant « A » : laboratoire de mycologie de
biotechnologie et de D’activité microbienne, département de biologie appliquée FSNV.

Université des Fréres Mentouri Constantine.
4 ‘\

-

- @

Figure 10 : Pleurotus eryngii
1.2. Choix du champignon

Pour cette étude en particulier, notre choix est guidé par :

« L'abondance de cette espéce dans notre pays.

» Ce champignon constitue pour nous un champ d’investigation vierge qui peut étre a
I’origine de nouvelles molécules dotées d’activités thérapeutiques nouvelles. [61]

* la richesse de cette espece en composés actives, notamment en triterpenes.

* Il n'y a aucun risque en travaillant sur cette espéce, parce qu'il s'agit simplement d'un

champignon non toxique.

1.3. Reécolte de matériel

Le pleurote du Panicaut est relativement tolérant au froid, de mai a décembre (SZILI, 1994
; ALBERT et al., 1995). [14]

Notre champignon a été récolté dans la région de son habitat naturel & Oued el-Athmania;
wilaya de Mila qui est située a 44 Km de la wilaya de Constantine, au nord-est d’Algérie

durant le mois de septembre et octobre 2019 (figure 11).
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Figure 11 : carte géographique de la zone de récolte. [62]

Les échantillons Pleurotus eryngii fraichement récoltés sont nettoyés puis laissés sécher a

37°C et pulvérisés puis conservés (figure 12). [59]

Figure 12 : séchage, broyage

2. Criblage des triterpénes (Détection et caractérisation)

Cette étude a été menée au niveau du laboratoire de Biochimie appliquée relevant de
I’Université des Fréres Mentouri Constantine 1.

Les tests de caractérisation sont basés sur une extraction simple et rapide, nous avons
caractérisé la présence des tritérpénes par la réaction de '"Lieberman-Burchard". Cette
réaction est un test qualificatif qui permet de révéler la présence des triterpénes. Un extrait est
préparé a partir d’une macération de 1g de poudre fongique dans 20 ml d’éther éthylique
((C2Hs)20) pendant 24h.
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Les triterpenes sont mis en évidence par 1’ajout de 1 ml de CHClI;3 au résidu de 10ml de
I’extrait de macération. La solution obtenue est partagée dans deux tubes a essais, puis 1 a 2
ml de H,SO,4 concentrés sont ajoutés goute a goute au fond de 1’un des tubes, I’autre servira

de témoin.
La réaction est effectuée a température ambiante, la formation d’un anneau rouge brunatre

ou violet a la zone de contact révéle la présence des tritérpenes. [63]

3. Extraction

3.1. Préparation d’extrait

100 g de poudre du "Pleurotus eryngii "a été mise a macérer dans une quantité déterminé
de méthanol (jusqu’a I’émergement de la poudre fongique, presque 1litre) pendant une nuit a
température ambiante comme une étape préliminaire de I’extraction solide-liquide
(figure 13).

La macération est une méthode d’extraction solide-liquide. Elle consiste a tremper une
substance dans un solvant froid ou chaud, pour extraire les molécules solides ou liquides
présentes dans une substance naturelle par sa dissolution dans ce solvant, a température

ambiante sous agitation ou pas. [64]

brayage macération
AN % b BeBand

Figure 13 : macération

L’extraction a été réalisée avec le méthanol a 1’aide d’un chauffage a reflux pendant 6 heures
(figure 14).
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Figure 14 : montage de chauffage a reflux

Apres filtration sous vide (figure 15), le filtrat obtenu de couleur rouge brique a été

évaporé a I’aide d’un évaporateur rotatif a une température de 60°C pendant 3h (figure 16).

Figure 16 : élimination du solvant par 1’évaporateur rotatif
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3.2. Extraction liquide-liquide

L’extrait sec obtenu a été resuspendu dans I’eau distillée avec une agitation manuelle dans
un bain-marie.

L’extrait liquide du 'Pleurotus eryngii” est soumis a plusieurs affrontements par divers
solvants organigques non miscibles a I’cau, avec une polarité croissante allant du moins polaire
au plus polaire (extraction liquide-liquide) afin de séparer les différents composes selon leurs
polariteés.

Ces affrontements se font dans des ampoules a décanter en commencant par : Ether de
pétrole puis ’acétate d’éthyle et le dernier solvant est le n-butanol.

L’extraction liquide-liquide est une opération fondamentale de transfert de matiére entre deux
phases liquides non miscibles (I’'une aqueuse et I’autre organique). [65]

- Affrontement avec EP : utilisé pour extraire les composés non phénolique : acide gras ;
les huiles... = Délipidation » nous avons réalisé deux affrontements, dans le premier nous
avons versé 200ml de I’extrait et ajouté 200ml du solvant (V/V), les deux phases sont
meélangés énergiquement ; en laissant sortir & chaque fois les gaz des produits. Dans le
deuxieme affrontement nous avons ajouté juste 100ml du solvant. Apres le repos d'une nuit,
on récupere séparément le solvant utilisé chargé de ses composés spécifiques (en haut=phase
organique) et la phase eau (en bas=phase aqueuse).

- Affrontement avec EtOAcC: utilisé pour extraire les composés moyennement polaires tel
que les terpenes ; les alcaloides ; les acides phénolique ; flavonoides aglycone et les mono-
glucosides ; nous avons réalisé 3 affrontements, le 1% affrontement (V/V), 2 ™ (V/1/2V), 3
eme (V/1/2V) avec les mémes étapes. C’est le solvant qui va entrainer les tritérpenes. (Figure
17)

- Affrontement avec n-BuOH: entraine le reste des composés polaires tel que les
flavonoides di-o et tri-o glycosides et les C glycosides.

Les trois phases organiques récupérés « phase d’éther de pétrole ; d’acétate d’éthyle et la
phase de n-butanol » ont été évaporés a sec a l’aide d’un évaporateur rotatif a ces
températures «40°c : 40°c et 60°c » successivement. Nous avons récupéré trois extraits secs
par le méthanol afin de savoir leurs profils chromatographiques et évaluer leur pouvoir

antibactérien.
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Figure 17 : Affrontement d’extrait du "Pleurotus eryngii "avec éther de pétrole, et acétate d’éthyle

Le protocole qui montre les différentes étapes d’extraction est résumeé dans le planning

suivant: (figure 18)
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-Macération dans le MeOH (24H)

-Extraction au chauffage a reflux (6h)

-Extraction par I’éther de pétrole (x2)

-Décantation

-Extraction par ’EtOAc (x3)

-Décantation

Extrait d’éther de pétrole

-Décantation

-Extraction par le n-Butanol (x2) : i

4

Extrait de n-Butanol




Résultats

1. Criblage des triterpenes

Nous avons utilisé le test de Lieberman-Burchard a fin de vérifier la présence ou
I’absence des triterpénes dans le champignon étudié, la présence de ces métabolites est basée
sur des phénomenes de coloration. Les résultats du screening sont classes en fonction des
différents critéres d’observation, entre autre .

1) (+) : Réaction moyennement positive, présence en faible quantité
2) (+ + +) : Réaction positive, présence en forte quantité : trés abondant.
3) (-) : Réaction négative, absence des composés.

Les résultats sont consignés dans les tableaux ci-dessous.

Test Teémoin (blanc) L’extrait (+H2SO,)

Test de Lieberman-Burchard

Résultats - +++

Coloration Transparent un anneau rouge brunatre

Tableau 11 : résultat de recherche des triterpenes chez le Pleurotus eryngii.

Les résultats de criblage définis dans le tableau Il indiquent une forte présence des
triterpénes dans le champignon Pleurotus eryngi. Nos résultats concordent aussi avec les

traveaux de (Zhahui Xue et al, 2015), (Zhiming F et al, 2016) et (Tzu-Tai Lee et al, 2015) qui

montrent que le Pleurotus eryngii est riche en triterpénes. [29,59,67]

7




Conclusion



Conclusion et perspectives

Le nombre limité des médicaments disponibles, leurs colts, leurs effets indésirables et
I’émergence de résistances, exigent la recherche de nouveaux agents thérapeutiques, spécialement
les médicaments traditionnels et leur intérét, qui s’est accru durant la derniére décennie

A cOté des plantes, Les champignons médicinaux constituent une source prometteuse de
nouvelles molécules bioactives d’origine naturelle. Parmi ces molécules, les triterpenes qui sont les
principaux composants de certaines herbes médicinales, ils sont utilisés dans les médecines
traditionnelles. Pour cette raison, il y a eu une augmentation de leur intérét thérapeutique et méme
leur emploi industriel.

Dans ce contexte, une étude mycochimique a été menée sur les triterpenes du champignon
Pleurotus eryngii connue sous le nom de : Pleurote du panicaut du nord-est d’Algérie.

A fin de vérifier la présence ou ’absence des triterpénes dans le champignon étudié nous avons
utilisé des tests physico-chimiques simples du criblage des triterpénes. Les résultats du screening

indiquent une forte présence des triterpenes dans notre échantillon

Apreés avoir réalisé ces tests, une extraction liquide-liquide des triterpenes a été effectuée sur
100g du champignon, en utilisant des solvants d’extraction qui se différent par leur polarité, et
d’apres la bibliographie le rendement le plus €levé a été enregistré dans la phase Acétate d’éthyle

Nous nous sommes également intéressés a utiliser la chromatographie analytique sur couche
pour la mise en évidence des différents triterpénes extraites a partir de notre échantillon Pleurotus
eryngii, et d’utiliser la chromatographie sur colonne pour la séparation et la purification des extraits,
et aussi évaluer certaines activités biologiques antimicrobiennes, antifongiques, enzymatiques...

Généralement les triterpenes ont une biodiversité chimique immense, cela se traduit par des
propriétés biologiques et pharmacologiques variées qui demandent d’étre exploitées par les
recherches, de cet effet, et comme perspectives on propose :

»  trouver des molécules d’intérét aussi bien d’un point de vue anticancéreuse jouer une
prévention du cancer du sein par une étude plus approfondie des extraits de notre champignon

» ldentification structurales des produits obtenus en utilisant les méthodes d’identification
(RMN, UV, IR ........ etc).

» Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles et isoler d’autres métabolites
secondaires contenus dans nos extraits

» L’utilisation des triterpénes comme médicaments devrait étre envisagée pour de futures

recherches.
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Résumé

Résumé

Etude bibliographigue du Champignon Pleurotus eryngii et

extraction des triterpénes a partir de I’espéce Algérienne

Notre recherche porte sur 1’étude du champignon Pleurotus eryngii aussi appelé
Pleurote du panicaut récolté dans la région de Oued el Athmania (wilaya de Mila) au nord-est
d’Algérie, c’est est un champignon comestible largement cultivé, il a une longue histoire
d’utilisation dans la médecine traditionnelle en raison de sa richesse nutritive et ses bienfaits
percus pour la santé, ses fonctions biologiques ont longtemps été décrites dans la médecine
traditionnelle chinoise. A la lumiére de ces données, nous avons choisi de réaliser une étude
sur les triterpenes dans ce champignon. Ces substances sont parmi les plus importants groupes
de produits naturels, en raison de leurs propriétés biologiques et de leur diversité structurale.
Apres avoir récolté le matériel, un criblage des triterpenes a été effectué, dont les résultats
indiquent une forte présence de ces métabolites dans notre champignon. A I’issue du
screening, nous avons réalisé une extraction liquide-liquide des triterpénes du 100g de
I’espéce Pleurotus eryngii par trois solvants «Ether de pétrole, Acétate d’éthyle et

le n-Butanol ».

Mots clés : Pleurotus eryngii, métabolites secondaires, tritérpenes, extraction.
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Summary

Summary

Bibliographical study of the fungus Pleurotus eryngii and

extraction of triterpenes from the Algerian species

Our research focuses on the study of the fungus Pleurotus eryngii also called Pleurote
du panicaut harvested in the region of Oued el Athmania (wilaya of Mila) in the north-east of
Algeria, it is a widely cultivated edible mushroom, it has a long history of use in traditional
medicine due to its nutrient richness and perceived health benefits, its biological functions
have long been described in traditional Chinese medicine. In the light of these data, we chose
to carry out a study on the triterpenes in this fungus. These substances are among the most
important groups of natural products, due to their biological properties and their structural
diversity. After harvesting the material, a screening for triterpenes was performed, the results
of which indicate a strong presence of these metabolites in our fungus. At the end of the
screening, we carried out a liquid-liquid extraction of the triterpenes from 100g of the

Pleurotus eryngii species with three solvents "Petroleum ether, Ethyl acetate and n-Butanol".

Keywords : Pleurotus eryngii, secondary metabolites, triterpenes, extraction.
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Résumé :

Notre recherche porte sur I'’étude du champignon Pleurotus eryngii aussi appelé Pleurote
du panicaut récolté dans la région de Oued el Athmania (wilaya de Mila) au nord-est
d’Algérie, c’est un champignon comestible largement cultivé, il a une longue histoire
d’utilisation dans la médecine traditionnelle en raison de sa richesse nutritive et ses
bienfaits percus pour la santé, ses fonctions biologiques ont longtemps été décrites dans
la médecine traditionnelle chinoise. A la lumiére de ces données, nous avons choisi de
réaliser une étude sur les triterpénes dans ce champignon. Ces substances sont parmi les
plus importants groupes de produits naturels, en raison de leurs propriétés biologiques et
de leur diversité structurale. Apres avoir récolté le matériel, un criblage des triterpenes a
été effectué, dont les résultats indiquent une forte présence de ces métabolites dans
notre champignon. A l'issue du screening, nous avons réalisé une extraction liquide-
liguide des triterpénes du 100g de I'espece Pleurotus eryngii par trois solvants « Ether de

pétrol, Acétate d’éthyl et le n-Butanol ».

Mots clés : Pleurotus eryngii, Métabolites secondaires, Triterpénes, Extraction.
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