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INTRODUCTION




INTRODUCTION

L’usage des champignons a des fins thérapeutiques et rituelles religicuses est tres
ancien. Les champignons hallucinogenes étaient utilisés par les hommes préhistoriques, qui
s'en servaient lors des cérémonies religieuses comme les images des personnages masqués sur
les parois de la grotte du Tassili n'Ajjer (Algérie), des "chamans" avec de gros champignons
jaillissant de leur corps (Annexe VII), pourraient étre les premiéres représentations de I'utilisation
rituelle de champignons psychotropes producteurs de psilocybine, datées de 9500 a 7000 av. J.-C.

(Wwww.atlasobscura.com).

Les champignons sauvages font partie de l'alimentation humaine normale et sont
également largement consommeés en raison de leurs propriétés organoleptiques, chimiques et
nutritionnelles. Non seulement les fructifications, mais aussi leurs mycéliums ont été
exploités pour le développement de médicaments naturels. Les industries pharmaceutiques
utilisent les champignons pour produire de nouveaux médicaments car ils sont riches en
métabolites secondaires qui peuvent étre utilisés comme source de biothérapies. Les
champignons sont riches en divers composés biologiquement actifs, nutritifs ou non, tels que
des polysaccharides, notamment des B-glucanes, des peptides, des protéines, des terpénoides,
des esters d'acides gras, des acides organiques, des stérols, des alcaloides et des composés

phénoliques (Golak-Siwulska et al., 2018).

Le Pleurotus eryngii est connu comme un champignon comestible et médicinal qui
possede une variété de molécules nutritives et bioactives. En particulier, il contient des
quantités élevées de fibres alimentaires et de vitamines (Manzi, P et al., 2004). P. eryngii a
une forte capacité a absorber les minéraux pour les incorporer dans des composés organiques
(Baeza, E et al., 2002). En outre, P. eryngii synthétise diverses biomolécules qui ont des
effets pharmacologiques, comme la lovastatine (Lochmann, D. et al., 2019), la pleurerine
(Wang, H. et al., 2001) et la ribonucléase (Ng, T.B. et al., 2004). Ces rapports indiquent que
P. eryngii peut étre un matériau utile a développer comme aliment fonctionnel et

médicament.

L’objectif de ce travail de mémoire était d’évaluer D’activité antioxydante par
différentes méthodes du champignon comestible sauvage de nord-est d’Algérie "Pleurotus
eryngii". Afin d’atteindre notre objectif, notre travail a été divisé en deux grandes parties :
partie bibliographique et partie expérimentale.


http://www.atlasobscura.com/

INTRODUCTION

Dans la premiére partie, le premier chapitre présente une description de 1’espece
étudiée, localisation et son mode de vie, composants chimique et intérét thérapeutique. Le
deuxieéme chapitre est consacré a I’étude bibliographique des métabolites secondaires et leur

classification et le troisieme chapitre est un apercu sur le stress oxydatif et les antioxydants.

La deuxieme partie est divisée en deux chapitres: dans le premier chapitre une
approche méthodologique de la partie expérimentale a été présentée. Le deuxiéme chapitre

regroupe tous les résultats obtenus dans cette étude et leurs interprétations.

Enfin, une conclusion générale qui englobe 1I’ensemble des résultats du notre travail.



Partie
Bibliographique
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Chapitre 1 Etude bibliographique du champignon Pleurotus eryngii

1. Généralitée

Les Pleurotes (pleurotus) sont des champignons basidiomycetes saprophytes
cellulolytiques, eucaryotes, thallophytes, non chlorophylliens, & corps généralement
filamenteux (mycélium). Ce dernier est de couleur blanche et est septé. Il forme, en période
de fructification, des sporophores ou carpophores appelés communément champignon
(Maublanc, 1976 ; Monnier, 1997).

Les champignons Pleurotus sont des aliments a faible teneur en énergie, en matiéres
grasses, en sodium et en cholestérol, tout en étant riches en protéines, en minéraux, en
polysaccharides fonctionnels comme la chitine et les pB-glucanes, et en vitamines
hydrosolubles. En outre, ils contiennent des microconstituants bioactifs favorables a la santé
comme l'ergostérol (provitamine D2), des acides phénoliques, I'acide aminé antioxydant
ergothionéine et la lovastatine (Koutrotsios, G et al., 2018 ; Tsiantas, K. et al., 2021). Les
espéces les plus courantes du genre Pleurotus sont : P. ostreatus, P. djamor, P.
citrinopileatus, P. eryngii, P. tuber-regium, P. pulmonarius, P. nebrodensis, P. cystidiosus,
P. cornucopiae et P. sajor-caju qui a récemment été classé dans les genres Lentinus (Gomes-
Correa et al., 2016). Parmi ces especes de Pleurotus, le Pleurotus eryngii (P. eryngii) est
largement cultivé dans le monde entier et est considéré comme I'une des espéces les plus
importantes sur le plan commercial dans le genre Pleurotus en raison de son excellent godQt,

de sa saveur et de sa longue durée de conservation (Valverde, M. E. et al., 2015).

2. Le champignon Pleurotus eryngii

Le Pleurotus eryngii est un champignon nutraceutique, connu sous le nom d'huitre
royale « King oyster mushroom » ou le pleurote de panicaut, est une espéce de champignon

comestible du genre Pleurotus et de I'embranchement des Basidiomycota (Moore, R.T.,
2013). L’un des champignons les plus préférés dans l'alimentation, largement cultivé
commercialement et dont la demande mondiale est énorme, non seulement pour leurs
propriétés culinaires et de sa valeur nutritionnelle élevée, mais aussi en raison de ses
propriétés médicinales (Yu. E. J. et al., 2018 ; Dai, Y. et al., 2019).

Le P. eryngii est décrit comme une " espece complexe " en raison des variations
importantes de la morphologie, des isozymes et des caractéristiques génétiques entre les

spécimens. Ces variations proviennent des différences géographiques et écologiques de leur
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environnement (Staji¢, M., et al., 2009). IL est composé de plusieurs variétés : var. eryngii,

var. ferulae, var. nebrodensis, var. elacoselini et var. thapsiae (Dinesh, 2017).

Au cours de la derniere décennie, plusieurs études ont indiqué que P. eryngii pourrait
avoir plusieurs fonctions biologiques (Sharma, A. et al., 2021), montrent que Pleurotus
eryngii présente une variété d'activités biologiques, notamment antioxydantes,
antihyperlipidémiques, antitumorales, immunorégulatrices et bactériostatiques (Zhang, B. et
al., 2020 ; Zheng, H. et al., 2020 ; Xu, N. et al., 2017), antimicrobien (Adebayo et al.,
2018), anti-inflammatoires, rénoprotecteurs, hypoglycémiques (Nie, Y. et al., 2019 ; Hu, Q.
et al., 2019), anti-hypertensive (Khan & Tania, 2012).

3. Description

La description de P. eryngii selon Delmas (1989) et (Buyck, B. et Polese, J. M., 2014)
est la suivante :

» Chapeau : 4 a 15 cm de diamétre, charnu, déprimé au centre, brun grisatre a brun
roussatre pale ou plut6t foncé. Lisse, glabre ou avec quelques squames (Figure 1).

> Lames : Assez espacées, inégales, décurrentes, de couleur blanchétre a creme, a aréte
brunissant avec 1’age, peu serrées. (Figure 01).

» Stipe (Pied) : 3-8 x 0,8-2 cm. Court et rigide, excentrique ou central, souvent courbé,
de la méme couleur que les lames (blanchatre) (Figure 01).

» Chair : Tendre, blanche, douce, presque inodore.

> Spores : oblongues, 12-15 um x 3-5 um, avec pli aigu a la base, formant une sporée

blanche.

Figure 01 : pleurotus eryngii (www.mycoleron.fr).
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4. Taxonomie et classification

Le nom Pleurotus est d’origine grecque qui signifie emplacement latéral ou croissance
de branche, la classification du Pleurote de panicaut selon Singer (1986), Delmas (1989) et
Hibbett et al. (2014) est la suivante :

Domaine : Eukarya

Regne : Fungi (Moore, R.T. 1980).

Sous-Regne : Dikarya (Hibbett, T.Y. James & Vilgalys, 2007).
Phylum : Basidiomycota (Moore, R.T. 1980).
Classe : Agaricomycétes

Sous-Classe : Agaricomycetideae

Ordre : Agaricales
Famille : Pleurotaceae (Kuhner, 1980).
Genre : Pleurotus (Fr.) (P. Kumm., 1871).

Espece : Pleurotus eryngii (DC.) Quél., 1872

5. Répartition géographique et mode de vie
L'une des caractéristiques du P. eryngii sauvage est qu'il pousse en parasite de faiblesse
sur les racines du chardon (genre Eryngium, famille des Apiacées) (figure 02), d'ot son nom
de Pleurotus eryngii (Valverde, M. E. et al., 2015), souvent, dans des sols calcaires,
généralement des friches, des paturages, des environnements rudéraux ou des prairies
(Pegler, 1999).

Figure 02 : Eryngium campestre L. (Panicaut champétre).
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Son r6le parasitaire sur les racines ombelliféeres est facultatif car le champignon peut
étre cultivé et fructifier comme saprotrophe sur d'autres substrats lignocellulosiques. Comme
tous les Pleurotus, le P. eryngii est un champignon de la pourriture blanche, étant donné sa
capacité a dégrader la lignine, qui a été largement étudiée ces derniéres années ; néanmoins,
dans la nature, il n'y a pas de cas connus de fructification du champignon sauvage sur bois ou

tout autre substrat autre que I'un de ses hotes naturels (Galceran, 2013).

Pleurotus eryngii est tres répandu en Asie centrale, en Afrique du Nord et en Europe
du Sud. (Mau, J. et al., 1998). La distribution du Pleurotus eryngii se situe dans une large
fourchette entre 30-50°N, du Maroc aux Pays-Bas, couvrant toute la Méditerranée a I'ouest,
s'étendant a l'est par I'Asie jusqua la Chine et I'Inde (figure 03). (Hilber, O., 1982 ;
Zervakis, G., Venturella, G. et al., 2001 ; Kawali, G., Babasaki, K. et al., 2008).

Figure 03 : Approximation de distribution du Pleurotus eryngii par pays, basée sur la

bibliographie existante (Galceran, 2013).

Au niveau national, L*Algérie longe d’Est en Ouest la Méditerranée sur 1622 km. Sa
position géographique et les conditions climatiques sont a 1’origine de 1’existence d’une
diversité écosystémique importante. Pour la diversité fongique, malheureusement 1’ Algérie
ne posséde pas la liste officielle des especes fongiques poussant dans son territoire, ni leurs
appartenances taxonomiques, ni leurs intéréts culinaires et pharmacologiques, ni leurs

dangers sur les populations mycophages, ni leurs localisations.
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6. Composition chimique du Pleurotus eryngii

Pleurotus est l'une des especes de champignons comestibles cultivées
commercialement avec une grande demande mondiale (Rathore, Prasad, & Sharma, 2017)
et ont été largement utilisées en raison de leur haute valeur nutritionnelle et de leurs
propriétés meédicinales. Pleurotus eryngii contient des niveaux élevés de polysaccharides, des
glucides, des protéines, des cendres, et peu de lipides, les principaux acides gras sont l'acide
palmitique, I'acide oléique, I'acide stéarique et I'acide linoléique. Et les principaux minéraux
K, P, Mg, Ca, Fe et Zn (Kalac, 2013 ; Cohen et al., 2014 ; Li, X. et al., 2015 ; Bach, F. et
al., 2017). Des composes phénoliques et flavonoides ayant des propriétés antioxydantes tels
que l'acide p-coumarique, I'acide gentisique, I'acide chlorogénique, I'acide syringique, l'acide
caféique quercétine, la rutine, le kaempférol, la catéchine, acide protocatéchuique, acide
féerulique, acide t-cinnamique, I'acide vanillique, I'acide gallique, la lutéoline, la naringénine,
I'acide benzoique, l'acide 4-hydroxybenzoique, l'acide 2,5-dihydroxybenzoique (Li et
Nagendra 2013, Gasecka et al. 2016). lls sont également une source importante de
vitamines A, B1, B2, C, D et de niacine et leur appétence est due a leur saveur intense (Tsali,
S. Y., Huang, S. J. et al., 2009).

10
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Tableau 01 : Composition nutritionnelle dans 100 g de P. eryngii frai cultivé, (Galceran,

2013 ; Manzi, P. et al., 1999 ; Manzi, P. et al., 2004 ; Akyuz, M. et Kirbag, S., 2010a et

2010b).
Composé nutritionnelle Pour 100 g de P. eryngii frai
Eau (9) 86.6 -91.5/88%
Protéines totales (g) 1.88-2.2
N total (g) 0.43-0.45+0.01
Lipides (g) 0.8+0.0
Carbohycljrates (g) . 9.6+ 0.1
=> Fibres diététiques totales (Q) 4.64 + 058
=> Fibres diététiques solubles (g) 053 +0.19
=> Fibres diétetiques insolubles (g) 411 +0.38
= Béta-glucanes (g) 0.41+0.05
=> Chitine(g) 05+01
Cendres (g)
> Na(mg) 0.76-1.2
> K(mg) 4.2-6.5+0.02
257.3-346.5+20.9
> Mg (mg) 12.0-16.0+ 0.8
> Ca(mg) 28-3.0+0.1
> Fe(ng) 501.7 - 1270.4
> Zn (ug) 37.3-85.6
> Mn(ug) 14.8-31.3
> Cu(ug) 10.5-30.0
> P (mg) 68.0
Vitamine B1 0.1 (mg)
Vitamine B2 0.45 (mg)
Vitamine B3 4.2 (mg)
Vitamine C 3.0 (mg)

11
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Tableau 02 : Teneur en acides aminés libres des échantillons de P. eryngii frais et seché (a

I'air naturel et a température ambiante) (Rui-Lin Yang, et al., 2020).

Acides aminés Frais (mg/g) Séché (mg/g)
Alanine 6.44+0.36 5.29+0.32
Arginine 1.48+0.26 0.51+0.06
Acide aspartique 3.30£0.25 1.52+0.12
Cystéine 0.85+0.13 0.24+0.03
Acide glutamique 8.25+0.54 5.78+0.33
Glycine 2.12+0.15 1.71+0.21
Histidine 2.4740.35 1.33+0.07
Isoleucine 2.55+0.24 1.89+0.6
Leucine 4.32+0.20 3.79+0.22
Lysine 5.33+0.52 4.94+0.15
Méthionine 0.74+0.10 0.58+0.06
Phénylalanine 4.96+0.36 4.13+0.20
Proline 2.93+0.31 1.82+0.08
Serine 1.93+0.26 1.75+0.35
Thréonine 3.32+0.31 2.82+0.09
Tryptophane 4.35+0.41 2.90+0.31
Tyrosine 2.98+0.21 2.54+0.36
Valine 0.74+0.11 0.06+0.01

7. Intéréts thérapeutiques

Les industries pharmaceutiques utilisent les champignons pour produire de nouveaux
médicaments car ils sont riches en meétabolites secondaires qui peuvent étre utilisés comme
source de biothérapies. Les champignons sont riches en divers composés biologiquement

actifs nutritifs et non nutritifs tels que les polysaccharides, y compris les B-glucanes, les

12
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peptides, les protéines, les terpénoides, les esters d'acides gras, les acides organiques, les

stérols, les alcaloides et les composes phénoliques (Golak-Siwulska, I. et al., 2018).

Les polysaccharides extraits de P. eryngii présentent divers effets pharmacologiques, tels
que l'activité antitumorale, I'effet antioxydant, bifidogene et hépatoprotecteur (Wu et Chen,
2017), sont des immunomodulateurs (Rathore, Prasad, & Sharma, 2017), des inhibiteurs
des cellules de mélanome murin (Biscaia et al., 2017), actifs pour soulager I'nyperlipidémie,
pour prévenir le stress oxydatif et pour remédier aux lésions des tissus hépatiques et

cardiaques (Ren et al., 2017).

Le PERP (P. eryngii Enzymatic Residue Polysaccharide) provenant des résidus de P.
eryngii a montré des effets protecteurs potentiels sur le cerveau, le foie, les reins et la peau de
souris vieillissantes induites par le D-galactose in vitro et des activités enzymatiques in vivo,
de la peroxydation lipidique, des analyses et des observations histopathologiques (Zhang, C.
et al., 2021).

L'activité antidépressive a été mesurée par des tests in vitro et in vivo, et l'activité était
similaire a celle de la fluoxétine disponible dans le commerce, également connue sous le nom
de Prozac. Notamment, l'extrait brut de P. eryngii a montré une fonction antidépressive
élevée dans les tests in vitro et les tests sur les animaux. Ce résultat signifie que P. eryngii
synthétise la tryptamine et ses dérivés, et qu'il est possible d'utiliser I'extrait lui-méme pour
soulager la dépression, évitant ainsi la toxicité de la tryptamine rencontrée lors de I'utilisation
de sa forme purifiée. 1l peut étre possible de co-administrer des médicaments antidépresseurs

pour augmenter l'activité de ces derniers (Park, Y.-S. et al., 2021).

La protéine de P. eryngii, PEP 1b, s'est avérée capable d'induire l'activation et la
polarisation M1 des macrophages. Cette derniére est une étape essentielle de l'activation du
systeme immunitaire chez les animaux, elle stimule la production d'oxyde nitrique (NO),
d'IL-1pB, d'TL-6 et de TNF-a et régule la NO synthase inductible, favorise la translocation du
NF-xB du cytosol vers le noyau permettant I'induction de I'expression des génes cibles et la
production de NO (Qiuhui Hu, Hengjun Du et al., 2018). Récemment, Yan, J., Zhu, L., et
al. (2019) ont rapporté les effets du mannogalactane sur les macrophages RAW?264.7 et ont
observé qu'il augmentait la phagocytose et la sécrétion de NO, TNF-a, IL-6 et IL-1B. Les
études mécanistes ont démontré qu'il activait les macrophages par les voies de signalisation
MAPKS et NF-«B via le récepteur TLR2.

L’extrait riche en polyphénols de Pleurotus eryngii (PPEP) possede des activités anti-

inflammatoires pour inhiber la production de médiateurs inflammatoires, de NO et de ROS,

13
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au moins via la suppression de la voie de signalisation NF-kB dans les macrophages
RAW264.7 induits par le LPS. Et activités anti-cancer du c6lon par inhiber la croissance des
cellules cancéreuses du c6lon HCT116 en induisant I'apoptose cellulaire et I'arrét du cycle
cellulaire (Qiuhui Hu ; Biao Yuan, et al., 2018).

D’aprés une recherche tres récente, le champignon P eryngi peut activer le facteur
Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-related factor 2) qui est un facteur de transcription qui a un
réle de protecteur contre le stress oxydant en induisant des génes antioxydants (Teniou, S. et
al., 2022).
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Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont naturellement biosynthétisés par les végetaux mais qui
ne participent pas directement au metabolisme végétal. Ils possedent des propriétés
thérapeutiques qui sont utilisées en médecine humaine, ils peuvent étre utilisés comme des
matieres premieres pour les industries chimiques, etc. (Guillaume & Charrouf, 2005 ;
Hopkins, 2003). lls sont classés en plusieurs grands groupes, parmi ceux-ci, les composes
phénoliques, les terpenes et les composes azotés dont les plus abondants sont les alcaloides.
Chacune de ces classes renferme une tres grande diversité de composés qui possédent une

tres large gamme d'activités en biologie humaine (Krief, 2003).

I.  Composés phénoliques
1. Définition
Le terme « polyphénol » désigne I’ensemble des composés phénoliques des végétaux,

qui concernent a la fois les mono-, di-, et polyphénols dont les molécules contiennent

respectivement une, deux ou plusieurs fonctions phénoliques (Macheix et al., 2005).

Les polyphénols sont des micronutriments abondants dans notre régime alimentaire et
sont des constituants dans plusieurs fruits, légumes secs et boissons comme le thé. Ils sont
essentiels a la physiologie des plantes, car ils sont impliqués dans diverses fonctions
importantes (croissance, structure, défense, pigmentation, lignifications, etc.). Ces molécules
sont classées dans plusieurs groupes en fonction du nombre d’anneaux phénoliques : les
acides phénoliques, flavonoides, stilbenes et lignane, etc. (Valavanidis & Vlachogianni,
2013 ; Yoon et al., 2013).

2. Biosynthese

La majorité des polyphénols est synthétisée par la voie phénylpropanoides, qui est
responsable de la biosynthése d'un grand nombre de composés chimiques avec une diversité

structurelle considérable (Valavanidis & Vlachogianni, 2013).

Tout d’abord la biosynthese se fait par deux voies principales qui sont : la voie de I’acide

shikimique (la cyclogenése) et la voie de 1’acide malonique (acétate).
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Noter bien qu’il y a des substances synthétisées par la voie shikimique, d’autres par la
voie malonique, comme il y’a des substances d’origine mixte entre la voie de 1’acide

shikimique et la voie de 1’acétate.

A. Voie de I’acide shikimique

Cette voie commence d’abord par la condensation de 1’acide phospho-énol-pyruvique
(PEP) avec I’érythrose-4-phosphate pour former apres plusieurs étapes 1’acide chorismique.

Ce dernier est considéré comme un précurseur pour les acides aminés aromatiques tels que :

e La phénylalanine qui est le substrat de la premiere enzyme de la voie des
phénylpropanoides.

e Latyrosine qui est la base de la synthese de certains alcaloides.

Le tryptophane qui est le précurseur de nombreux composés (auxines, alcaloides indoliques,

camalexines...).

La phénylalanine sous I’action de la Phénylalanine Ammonia-Lyase (PAL) va former le
premier phénylpropane qui est [’acide t-cinnamique. Deux étapes enzymatiques
supplémentaires, catalysées par la Cinnamate 4-Hydroxylase (C4H) et la 4-coumarate CoA
Ligase (4CL), permettent la biosynthése du p-coumaroyl CoA, un composé central a partir
duquel vont étre synthétisées différentes familles de composés phénoliques (Amelot, 2010 ;
Macheix et al., 2005).

B. Voie de I’acide malonique

C’est a travers cette voie que s’effectue la cyclisation des chaines polycétoniques
obtenues par condensation de groupements acétates. La condensation des groupements
acétates ne se fait qu’apres carboxylation de 1’acétyl-CoA en malonyl-CoA sous I’action de
I’acétyl-CoA carboxylase (Akroum, 2011).

3. Classes des polyphénols
3.1. Acides phénoliques (C6-C1 ou C6-C3 ; non flavonoide)

Ils sont incolores et rares dans la nature. Deux classes d’acides phénoliques (figure 04)

peuvent étre distinguées : celles qui dérivent de I’acide benzoique qui se trouvent sous forme
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libres que combinées, a I’état d’esters ou d’hétérosides et celles dérivant de [’acide

cinnamique qui sont souvent estérifiées (Akroum, 2011 ; Yoon et al., 2013).

Les fruits rouges, les radis noirs, les oignons et le thé sont des sources importantes
d'acide hydroxy-benzoique, et peuvent avoir des concentrations de plusieurs dizaines de
milligrammes par kilogramme de poids frais. Les myrtilles, les kiwis, les prunes, les cerises

et les pommes contiennent 0,5 a 2 g / kg de poids frais (Manach et al., 2004).

R, R, R; X _~COOH
R, COOH Ry
Rs
Ry
Acide hydroxybenzoique Acide hydroxycinnamique

Figure 04 : structures de base des acides phénoligues (C6-C1 et C6-C3) (Macheix et al.,
2005).

3.2. Les flavonoides

3.2.1. Définition

Le terme « flavonoide » désigne une tres large gamme de composés naturels
appartenant a la famille des polyphénols. Ils sont considérés comme les pigments quasiment
universels des végétaux (Bruneton, 1999). La coloration leur permet d’attirer les insectes
afin que ceux-ci se chargent de pollen. Ainsi, la reproduction de la plante sera assurée. Chez
I’homme les propriétés des flavonoides assurent plusieurs activités biologiques, notamment :
’activité anti-oxydante, antivirale, anti-inflammatoire et anticancéreuse (Causse, 2004). lls
sont aussi capables de moduler I’activit¢é de certaines enzymes et de modifier le

comportement de plusieurs systemes cellulaires (Ghedira, 2005).

Les flavonoides sont les polyphenols les plus abondants dans notre alimentation et plus
de 4000 composés ont pu étre identifiés (D'Archivio et al., 2007). Ils sont particulierement
présents dans I’épiderme des feuilles ainsi que dans la peau des fruits. Ils présentent une
structure commune en C6-C3-C6. Deux cycles aromatiques (A et B) sont lies par une chaine
de 3 carbones formant un hétérocycle oxygéné (C) (figure 05) (Macheix et al., 2006). La
plupart des flavonoides sont glycosylés, ce qui augmente leur solubilité dans 1’eau (Crozier

et al., 2009).
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De facon générale, on estime que seules les plantes possédent la capacité de
synthétiser ou de produire des flavonoides, alors que les animaux et les champignons n’en
contiennent pas (Ferreira et al., 2009). Cependant, selon une étude Coréenne de 2008 et une
autre réalisée en 2015 a I'université de Belgrade (Serbie) montrent la présence effective de
certains flavonoides comme : la catéchine, la chrysine, I'hesperetine, la myricétine, et la
naringénine dans plusieurs champignons (Kim et al., 2008 ; Kozarski et al., 2015a). La
méme année aussi, l'analyse de I'extrait méthanolique de Cantharellus cibarius a montré que
les acides phénoliques étaient ses principaux composants antioxydants mais ils étaient suivis

par les flavonoides (Kozarski et al., 2015a).

Figure 05 : Squelette de base des flavonoides (Girotti-Chanu, 2006).

3.2.2. Les différentes classes de flavonoides :

Plusieurs classes de flavonoides ont été proposées selon le chemin biosynthétique
(Bruneton, 1999). Ils peuvent étre classés selon la nature des différents substituants présents
sur les cycles de la molécule et du degré de saturation du squelette benzo-y-pyrone (Ghedira,
2005).

Les six sous-classes communes de flavonoides sont les flavonols, les flavones, les
isoflavones, les flavanones, les anthocyanidines et les flavanols (Manach et al., 2004 ;
Farkas et al., 2004 ; Perez-Vizcaino & Duarte, 2010).

3.2.2.1.Flavonols

Les flavonols (figure 06) sont des Co-pigments importants dans la couleur des fleurs et
sont également essentiels a la croissance du tube pollinique. Le FLS catalyse la
transformation de dihydroflavonol (ou flavanonol) en flavonol. Pour catalyser cette réaction
le FLS nécessite le 2-oxoglutarate, 1’ascorbat et les ions Fe2+ comme cofacteur (Holton et
al., 1993).
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3.2.2.2.Flavones

Les flavones (figure 06) sont synthétisées a partir des flavanones, & savoir l'introduction
d'une double liaison entre C2 et C3 par abstraction de deux atomes d'hydrogene. Cette
réaction est catalysée par les FNS 11/ 1, qui appartiennent a la superfamille des protéeines du
cytochrome P450 veégétal, exactement a la sous-famille CYP93B (Martens & Mithofer,
2005).

3.2.2.3.1soflavones

Les isoflavones (figure 06) difféerent des flavones par la position du cycle benzyle B qui

est lié a la position 3 au lieu de la position 2 (Wang, H. & Murphy, 2002).

Les principales isoflavones qui existent sont la génistéine, la daidzéine et la glycitéine.
D’autre part, les isoflavones de I’alimentation existent sous quatre formes chimiques
différentes : les aglycones, les glucosides, les acétylglucosides, les malonylglucosides
(Vergne, 2007).

3.2.2.4.Flavanones

Les flavanones (figure 06) sont les premiers produits de la voie de synthése des
flavonoides. Elles sont caractérisées par 1’absence de la double liaison entre C2 et C3 et par la
présence d’un centre de chiralité en C2. La structure des flavanones est trés réactive et donne
lieu a des réactions d’hydroxylations, d’O-méthylations et de glycosylations (Chira et al.,
2008).

3.2.2.5.Anthocyanidine

Les anthocyanidines (figure 06) comme tous les flavonoides ont deux cycles A et B, et
un hétérocycle C ; mais leur caractéristique principale est que ce dernier est chargé
positivement (Akroum, 2011). Ils sont synthétisés a partir des flavanonol. Ils sont
responsables des couleurs rouges, bleues et violettes en fonction du pH du milieu. Ils sont
largement présents dans le régne végétal, principalement sous formes de glycosides, Les
anthocyanidines les plus courantes sont la pelargonidine, la cyanidine, la delphinidine, la
péonidine et la malvidine, mais ces composes ne sont presents que sous forme de conjugués
glycosylés, en appelant les anthocyanines (les hétérosides d'anthocyanidines) (Chira et al.,
2008).
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3.2.2.6.Flavan-3-ol (Flavanol)

Les flavan-3-ols (figure 06) posseédent deux atomes asymétriques en C2 et C3, a cause
de ca il existe quatre stéréo-isomeres : (+)-catéchine, (+)-épicatéchine, (-)-catéchine, (- )-
épicatéchine. Le Premier et le quatrieme sont les formes les plus répandues (Chelghoum,
2015).

3.2.2.7.Chalcone

Chalcone (figure 06) est dérivée du mot grec « chalcos », qui signifie « bronze », c’est la
couleur de la plupart des chalcones naturelles (Zhuang et al., 2017). C’est une énone,
constituée de deux cycles aromatiques (A et B) attachés par un systéme carbonyle a, B-

insaturées. Elle est considérée comme un précurseur clé des flavonoides (Raut et al., 2016).

La chalcone est naturellement synthétisée par un grand nombre de plantes suivant la voie
métabolique des phénylpropanoides. La phénylalanine est d'abord transformée en acide
cinnamique, lui-méme transformé en acide paracoumarique. Ce dernier réagit avec le
coenzyme A pour former le 4-coumaroyl-CoA. La condensation du 4-coumaroyl-CoA avec
trois molécules de malonylcoenzyme A, forme un second groupe phényle, c’est la formation
du chalcone (Dridi, 2015). La chalcone peut ensuite étre transformée par cyclisation interne

en flavonoide.

3.2.2.8.Aurones

Les aurones (du latin Aurum = or), ou benzalcoumaranones, sont des échafaudages qui
conferent la couleur dorée a certaines fleurs ornementales telles que les tournesols (Alsayari
et al., 2019). Elles sont des flavonoides tricycliques comprenant un noyau benzofuranone et
un groupe phényle liés par une double liaison carbone-carbone exocyclique (figure 06)
(Boucherle et al., 2017).

3.2.2.9.Flavanonol (dihydroflavonol)

Le FHT catalyse la transformation du flavanone en flavanonol, ce dernier, est un
intermédiaire important, dans la biosynthése du flavonol et de I'anthocyanine (figure 06)
(Hinderer & Seitz, 1988).
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Flavone Isoflavone
o \\\\\\O
. . o
o}
XA
5 = OH
Flavanone Anthocyanidine Flavanol (Flavan-3-ol)
o}
o
OH
o} o} 0
Chalcone Aurone Dihydroflavonol

Figure 06 : Structures des principales classes des flavonoides.

3.3. Les tanins

Les tannins sont des composés phénoliques d’origine végétale, largement répandus
dans I’alimentation humaine (fruits, légume, thé, dattes, ...) (Hemingway, 1989 ; Muanda,
2010). lls sont tres abondants chez les angiospermes, les gymnospermes et les dicotylédones
(Konig et al, 1994). Ils ont la propriété de se lier a des macromolécules et la capacité de
précipiter les alcaloides, la gélatine et d’autres protéines (Atkinson et Hazleton, 1922 ;
Haslam, 1996 ; Cowan, 1999). En contact avec la salive, les tannins provoquent une
sensation désagréable pour la bouche en développant un golt apre et dissuasif (le godt

astringent). Ce qui fait qu’ils sont considérés comme un moyen de défense vis-a-vis des
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prédateurs (Foley et al., 1999). Les tannins ont plusieurs activités biologiques. Des études ont
montré que des nombreux tannins présentent des propriétés antioxydants. Ces composés
présentent une grande capacité de piégeage des radicaux libres et aussi dans I’inactivation des
ions pro-oxydants (Bruneton,1999). D’autres tannins présentent une activité antiseptique
importante. En effet, ils présentent des activités antibactériennes, antifongiques et antivirales

assez spectaculaires (Chung et al, 1998).

IIs sont divisés essentiellement en deux groupes, qui sont : les tanins condensés, formés
de proanthocyanidines (polymeéres de flavan-3-ols) et les tanins hydrolysables (esters des
acides galliques et ellagique), (figures 7 et 8) (Hemingway, 1989 ; Zucker, 1983).

Figure 07 : Proanthocyanidine de type A (liaison C4—C8 et C2—0—C7) (Rira, 2019).

OH

OH

OH

Figure 08 : Procyanidine (B-1) : épicatéchine - (4—8) - catéchine (liaison de type B)
(Malik, 2009).
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3.4. Les coumarines

Le terme coumarine designe la classe des composes phénoliques dérivés de la
molécule, le 2H-1-benzopyran-2-one, ce composé dériverait de la cyclisation de I’acide
cinnamique (Wolf, S. J. et al, 1984). La structure des coumarines est composée d’un groupe
phényle fusionné avec un cycle pyrone carbonylé en position numéro deux (figure 09) (Cao,
D. etal., 2019).

Les coumarines constituent un groupe de lactones, issues de la lactonisation de 1’acide
hydroxycinnamique (Hopkins, 2003). Ils existent souvent sous la forme d'un complexe
inodore conjugué aux sucres et aux acides (Egan et al., 1990). Elles sont responsables de

l'odeur caractéristique du foin lorsqu’elles trouvent a 1’état libre (Cowan, 1999).

5 4
6 \ 3
7 2
- o; 0

Figure 09 : Structure de base des Coumarines.

D’apres la nature des substituants, plusieurs auteurs ont classé les coumarines en deux
grands groupes : Coumarines simples et complexes. Le second groupe renferme un noyau
furanne ou pyranne associé au noyau benzo o pyrone (Floc’h et al.,, 2002 ; Smyth et
al.,2009).

3.4.1. Les coumarines simples

Les coumarines simples sont les plus répondues dans le régne végétal et possedent des
substitutions (OH ou OCH3) en 6 et 7 (Harkati, 2011). Elles peuvent étre des dérivés

hydroxylés, méthoxylés, alkylés, alcoxylés et glycosylés de la molécule mere. (Lake, 1999).
3.4.2. Coumarines complexes

On distingue deux grands groupes :

® | es furocoumarines ou (furanocoumarines) qui constituent une classe de molécules
diversifiées chimiquement. Il existe deux types de furanocoumarines en fonction de la

position du noyau furane sur I’hétérocycle coumarine. Les furanocoumarines linéaires
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qui comprennent le psoraléne et ses dériveés. Les furanocoumarines angulaires,

comprennent I’angélicine et ses dérivés.

® | es pyranocoumarines sont des composés formés par la fusion d’un hétérocycle
pyranne avec la coumarine, soit dans le prolongement (forme liéaire) comme le
xanthylétine ou latéralement (forme angulaire) comme la séseline et la visnadine
(Harkati, 2011).

3.5. Stilbénoides

Les stilbénoides regroupent les composes qui possedent deux noyaux benzéniques
séparés par un pont éthane de deux carbones. Il y’a trois classes de stilbénoides : les stilbénes,

les bibenzyls et les phénanthrénes (Sahli, 2017).

3.5.1. Les stiblénes

La structure de base des stilbénes (C6-C2-C6) donne naissance a un grand nombre de
composés qui vont différer par le nombre et les positions des fonctions hydroxyles sur les
cycles phénoliques, la conjugaison avec des sucres et des groupements fonctionnels divers
(méthyles, méthoxyles, etc.). Les stilbenes sont présents dans diverses sources alimentaires
comme les raisins, les fruits rouges, les cacahouétes ou les rhubarbes (Richard et al., 2014).

Ce sont des phytoalexines, composés produits par les plantes en réponse a l'attaque par
les microbes pathogenes fongiques, bactériens et viraux (Crozier et al, 2006). Ces composes
existent sous deux formes (figure 10), la forme Cis (obtenue sous action de la chaleur) et la

forme Trans (forme stable et bioactive) (Mérillon et al, 1997).

Cette molécule est principalement citée pour leurs bénéfices sur la santé. Le resvératrol
a fait I’objet de nombreuses études biomédicales notamment sur le cancer et les maladies

cardiovasculaires (Ferrer, 2005).

30 o

Forme cis Forme trans

Figure 10 : Structure générale des stilbenes (Bisson, 2012).

25



Chapitre 2 Les métabolites secondaires

3.5.2. Bibenzyls

Les bibenzyls (figure 11), rares chez les végétaux, sont caractéristiques des Hépatiques

ou marchantiophytes (Marchantia, Plagiochila, etc.) (Bruneton, J. 2009).

Figure 11 : Structure d’un bibenzyl.

3.5.3. Phénanthrénes

Les phénanthrenes sont formés par trois cycles benzéniques (Figure 12). Ils existent
sous forme, monomérique, dimérique et trimérique. Ils se trouvent principalement dans la
famille des Orchidaceae (dans les especes Dendrobium, Bulbophyllum, Eria, etc.), quelques
phénanthrénes ont été trouvés dans le genre Hépatica, et dans les familles : Dioscoreaceae et

Combretaceae, etc. (Kovacs, A., et al., 2008).

Figure 12 : Structure d’un phénanthréne.

3.6. Les anthocyanes (anthocyanosides ou anthocyanines)

Les anthocyanines sont des flavonoides porteurs d’une charge sur 1’oxygéne de
I’hétorocycles C. La structure de base des anthocyanines (figure 13) est caractérisée par un
noyau "flavon" généralement glucosylé en position C3 (Ribereau G P, 1968). Les
anthocyanes se différencient par leur degré d’hydroxylation et de méthylation, par la nature,

le nombre et la position des oses liés a la molécule.
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Ces molécules faisant partie de la famille des flavonoides et capables d'absorber la
lumiere visible, sont des pigments qui colorent les plantes en bleu, rouge, mauve, rose ou
orange (Harbone J B, 1967 ; Brouillard R, 1986). Elles sont généralement localisées dans
les vacuoles des cellules épidermiques, qui sont de véritables poches remplis d'eau (Harbone
JBetal., 1988).

R1

OH

HO ox
X R2
C
7 O-R3

OH

Figure 13 : structure de base des anthocyanes.

3.7. Lignanes (C6-C3)

Ce sont des composés phénoliques bioactifs, non-nutritifs, non caloriques, on les
trouve en plus forte concentration dans le lin et les graines de sésame et en faibles
concentrations dans les fruits et les Iégumes (Peterson et al, 2010). Les lignanes sont formés
par la dimérisation oxydative de deux unités de phénylpropane (figure 14). Les lignanes sont
métabolisés par la flore colique libérant de I’entérodiol et de I’entérolactone ; ils sont ainsi

considérés comme des phytoestrogénes (Thompson et al., 1991 ; Adlercreutz et al., 1997).

CHs
CHs

Figure 14 : structure des lignanes
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3.8. Les saponosides

Les saponosides (figure 15) constituent un vaste groupe d’hétérosides trés fréquents
chez les végétaux. lls sont caractérisés par leurs propriétés tensioactives. La plupart des
saponosides présentent des propriétés hémolytiques. Les saponosides peuvent étre classes en
deux groupes selon la nature de leur génine : saponosides a génine stéroidiques et

saponosides a génine triterpéniques (Bruneton, 1999).

_.CHj

/N

O-R2

HC”  CH,

Figure 15 : structure de base des saponosides.

3.9. Les Quinones

Les quinones sont des noyaux aromatiques avec deux substitutions cétones (figure 16).
Ces composés, étant colorés, sont responsables de la réaction de brunissement dans les fruits
et les végétaux coupés ou lésés. En plus de fournir une source de radicaux libres stables, les
quinones sont connus pour se complexer de maniere irréversible avec les nucléophiles des

acides aminés dans les protéines (Arif et al., 2009).

3§ o) O

Orthobenzoquinone Parabenzoquinone Naphtoquinone Anthraquinone

Figure 16 : structures des principales quinones.
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Il1. Les alcaloides

1.  Définition
Au début du 19eme siécle, W. Meisner a introduit le terme alcaloide pour désigner des
substances naturelles réagissant comme des bases, rappelant les alcalins. Ce terme tire son

origine de l'arabe al kaly, et du grec eidos signifiant respectivement soude et aspect
(Bruneton, 2009).

Les alcaloides sont définis comme un groupe de composes organiques naturels provenant
essentiellement des plantes, de distribution restreinte, contenant un ou plusieurs atomes
d’azote dans leur structure chimique avec un caractére basique de degré plus ou moins fort et
forment du sel avec des acides (Hesse, 2002 ; Bribi, 2018). Et présentant une structure
moléculaire hétérocyclique complexe (Badiaga, 2011). Il possede une activité
pharmacologique a faible dose cependant a forte dose sont des composes toxique (Bruneton,
2015).

2. Biosynthése des alcaloides

Ce sont des composés relativement stables qui sont stockés dans les plantes en tant que
produits de différentes voies biosynthétiques, principalement dérivés d'acides aminés tels que
la lysine, 1’ornithine, la tyrosine, le tryptophane (Harborne et Herbert, 1995 ; Dewick, 2001
; Bhat et al., 2005) et la phénylalanine (Ziegler et Facchini, 2008). Les noyaux de base de
ces différents alcaloides dérivent des acides aminés du métabolisme primaire (Nacoulma,
2012).

3. Classification des alcaloides
La classification des alcaloides est basée sur plusieurs critéres, a savoir 1’origine
biologique, la voie de biosynthese, la structure moléculaire, la taxonomie, la nature chimique
ou les propriétés spectroscopiques (Hesse, 2002 ; Bribi, 2018).
3.1.Selon I'origine biosynthétique et la position de I’azote

On distingue trois classes d’alcaloides (Dehak K., 2013 ; Beddou F., 2015) :
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3.1.1. Alcaloides vrais

Sont biosynthétiquement formés a partir d’un acide aminé et comporte un atome d’azote
dans un systeme hétérocyclique (figure 17) (Bruneton, 1999). lls sont présents dans les

plantes, soit sous forme libre, soit sous forme de sel, soit comme N-Oxyde (Badiaga, 2011).

HO.
R CHy
o} O/
AN \ N—cH, TN
o
= }:H3 HO 7
N (e}

Nicotine Morphine Cocaine

Figure 17 : Structures chimiques de quelques alcaloides vrais.

3.1.2. Pseudo-alcaloides

Les pseudo-alcaloides (figure 18) représentent le plus souvent toutes les caractéristiques
des alcaloides vrais, mais ne sont pas dérivés des acides aminés (Bruneton, 1999). IIs sont
dérivés des précurseurs ou des postcurseurs des acides aminés. Ils peuvent aussi résulter de
I'amination et réactions de transamination des différentes voies reliées a précurseurs ou

postcurseurs d'acides aminés (Dewick, 2002).

Ces alcaloides peuvent également étre dérivés de précurseurs non aminoacides des
dérivés du métabolisme d'acétate et de phénylalanine ou des terpénoides, ainsi que des
alcaloides stéroidiens (Dewick, 2002 ; Tadeusz, 2007 ; Bruneton, 2009).

CHs /CHa
| K OH
N N 0 HN
</ ‘ \’/ )\ ‘ / NH,
N N\c 0 N N
HsC 5 CH;
Caféine Théobromine Noréphédrine

Figure 18 : Structures chimiques de quelques pseudo-alcaloides.
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3.1.3. Proto-alcaloides

Ils sont souvent appelés « amines biologiques ». Ce sont des amines simples dont 1’azote
n’est pas inclus dans un hétérocycle, il est extra-cycle (figure 19), ils ont un caractere basique
et sont ¢laborés a partir d’acide aminé et sont soluble dans 1’eau (Bruneton, 2009 ; Badiaga,
2011).

OH

HO

Hoj@/\/NHZ
NH
~
HO HO CHj3

Dopamine Adrénaline Colchicine

Figure 19 : Structures chimiques de quelques proto-alcaloides.

3.2. Selon la structure moléculaire et leurs compositions chimiques

On distingue cing grandes classes, dont chacune est divisée en plusieurs sous familles
(Hesse, 2002) :

e Les alcaloides hétérocycligues.

e Les alcaloides portant un atome d’azote exocyclique.

e Les alcaloides de type putrescine, spermidine et spermine.
e Les alcaloides peptidiques.

e Les alcaloides terpéniques et stéroidiens.

La classe des alcaloides hétérocycliques représente la grande majorité des alcaloides.
Celle-ci est divisée en plusieurs familles suivant le motif hétérocyclique qui la compose
(pyrrolidine, indole, pipéridine, tropanne, quinoléines, imidazole, isoquinoline, etc.) et elle est

divisée de nouveau suivant leur origine végétale ou animale (Hesse, 2002).
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I1l.  Les terpénoides

1. Définition
Les terpénes, ou les isoprénoides sont des métabolites secondaires volatiles dérivent
d’un précurseur isoprénique a cing carbones (figure 20) (Sell, 2010). Ils constituent la famille
de produits naturels la plus vaste et la plus diversifiée sur le plan structurel et fonctionnel
(Bohlmann & Keeling, 2008). Ces composés sont majoritairement d’origine végétale. Ils

sont synthétises par les plantes, les organismes marins, les champignons et méme par les

animaux (Benaissa O., 2011).

Ils sont des hydrocarbures naturels généralement lipophiles de structure cyclique ou
non, résultant de la combinaison de plusieurs unités d'isoprénes, la formule brute des terpenes
est (C5H8)n dont le n est le nombre de répétitions de I'unité de base isoprene (Hopkins, 2003
; Paduch et al., 2007 ; Nait Achour, 2012). Ces squelettes peuvent étre arrangés de facon

linaire (acyclique) ou bien former des cycles (Kong, 2018).

Figure 20 : Structure de la molécule d'isoprene (Mebarki, 2010).

2. Classification des terpénes
La classification des terpénoides est basée sur le nombre de répétitions de I'unité de
base isopréne, ce qui donne des : hémiterpénes (C5), monoterpénes (C10), sesquiterpenes
(C15), diterpenes (C20), sesterpenes (C25), triterpénes (C30), tetraterpénes (C40) et
polyterpénes comme indiqué sur le tableau (03) (Singh, 2007).
Les terpenoides peuvent également étre classés selon le nombre de structures cycliques

qu'ils contiennent (cyclique, monocyclique, bicyclique) et I’arrangement des cycles
(Benabdelkader, 2012).
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Tableau 03 : Différentes classes des terpénes selon le nombre de répétitions de I'unité de

base isoprene.

Classe Nombre Formule Exemple
d’isopréne | brute
CH,
. . CH
Hémiterpénes 1 CsHs H,C Z
Isopréne (acyclique)
OH

Monoterpéenes 2 CioH16 | OH

Linalol Menthol a-pinéne

(Acyclique) (Monocyclique) (bicyclique)

Sesquiterpénes 3 CisHas

p-Caryophyllene Zingiberene

(bicyclique) (monocyclique)
)\/\*/WOH
Phytol
HO o (Acyclique)
Diterpénes 4 CaoHa2 "N oHy
HyC
Ho OH
Gibbérelline Labdanes
(Tétracyclique) (Bicyclique)

33




Chapitre 2 Les métabolites secondaires
- COOH
Sesterpenes 5 CasHao
Scalarane Retigerane
(Tétracyclique) (Pentacyclique)
Triterpénes 6 CaoHasg
Germanicol Lanosterol
(Pentacyclique) (Tétracyclique)
, . Lycopéne (Acyclique)
Tétraterpénes 8 CaoHeas
N N0 Y Sl W T T e N
B-caroténe (Cyclique)
Caoutchouc (Cis-1,4-polyisopréne)
Polyterpénes >8 (CsHg)n

Gutta-percha (Trans-1,4-polyisoprene)
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Chapitre 3 Stress oxydatif, Antioxydants

Stress oxydatif, antioxydants

En condition physiologique, 1’oxygene, ¢élément indispensable a la vie, produit en
permanence au niveau de la mitochondrie des especes oxygénées activées (EOA)
particuliérement toxiques pour 1’intégrité cellulaire. Ces EOA, dont font partie les radicaux
libres, sont dotées de propriétés oxydantes qui les aménent a réagir, dans 1’environnement ou
elles sont produites, avec toute une seérie de substrats biologiques (lipides, protéines, ADN,
glucose...) (Pincemail, 2004). Lorsque les radicaux libres sont produits en faible quantité, ils
ont un effet bénéfique pour les cellules. En effet, ils sont des médiateurs de réactions
énergétiques ou de défense au niveau cellulaire. Cependant, lorsqu’ils sont surproduits,
celles-ci deviennent incapables de réguler le stress oxydatif induit et vont induire des
dommages cellulaires conséquents (Harrison, Griendling, 2003, Hazout, Menezo et al.,
2008). Pour se protéger contre 1’effet toxique de 1’oxygéne, 1’organisme a développé des
systemes de défense qui permettent de réguler la production des EOA. Ces systemes sont
composés d’antioxydants (le groupe des vitamines A, C et E), d’oligo-éléments, des

polyphénols et de protéines qui empécheront le fer de déclencher une production d’EOA.

Dans les systémes biologiques, le phénoméne d’oxydation correspond a une
perturbation du statut oxydatif intracellulaire, induite soit par production excessive d’especes
hautement réactives principalement les radicaux libres, soit par diminution de la capacité de
défense antioxydante (Haleng et al., 2007 ; Robertson, 2004). Afin de maintenir
I’homéostasie redox de la cellule, il existe de nombreux systemes de défense antioxydante

endogénes ou exogenes, enzymatiques ou non enzymatiques (Rezaie et al., 2007).

. Le stress oxydatif

Le stress oxydant se définit comme étant le résultat d’un déséquilibre de la balance entre
les prooxydants et les antioxydants en faveur des premiers avec comme conséquence,

I’apparition de dégats souvent irréversibles pour la cellule (Pincemail, 2004).

Les dommages liés a un stress oxydant se traduisent par diverses altérations biochimiques
intracellulaires telles que I’oxydation de ’ADN (Cooke et al., 2003 ; Marnett, 2000), des
protéines (Davies, 2003), ou la peroxydation des lipides. Il a également été montré que le
stress oxydant jouait un réle central dans I’initiation, la progression et la malignité de

nombreux cancers (Grek et al., 2010).
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1. Les principaux radicaux libres

Les radicaux libres sont des molécules a base d’oxygéne ou d’azote. Ils sont créés a la
suite d’une réaction d’oxydation normale. Lorsqu’un radical libre interagit avec une autre
molécule, un nouveau radical libre est créé. Les réactions d’oxydations ont souvent lieu a
I’intérieur de la membrane cellulaire ou dans les régions avoisinantes et peuvent endommager
les parois intérieures des cellules. Certains radicaux libres ciblent les mitochondries a
I’intérieur des cellules et entravent leur capacité a produire de 1’énergie. D’autres radicaux

libres ciblent I’ADN (Bechan et al., 2014)

1.1. Espéces réactives radicalaires

1.1.1. L’anion superoxyde Oz *~

Principalement généré a partir de la réduction du dioxygene (O2) par addition d’un

électron au niveau mitochondrial.

O2+e>02°

Il n’a pas la capacité de traverser les membranes lipidiques et sa réaction est spontanée et
s’effectue principalement en milieu aérobie, proche de la membrane interne mitochondriale
de la chaine respiratoire. Cet anion qualifi¢ comme primaire est a 1’origine de la formation
d’autres radicaux libres dit secondaires tels que H202 ou OHe, plus déléteres pour

I’organisme (Hawkins, Madesh et al., 2007).

1.1.2. Radical hydroperoxyle HO2 *

Le radical hydroperoxyle, également appelé le radical perhydroxyle, il s’agit de 1’acide
conjugué de 1’anion superoxyde obtenu apres protonation de ce dernier (Gardés-Albert, M.

2006).

H*+02° > HO, *

Il est plus réactif que le précédent, en I’absence de SOD, I’HO * participe a la dismutation
non catalysée d’O2 * (Migdal & Serres, 2011). En outre I’HO> ° initie la peroxydation des

acides gras par deux voies paralléles :

< L’une est indépendante de I'hydroperoxyde d'acide gras (ROOH).
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< L’autre est dépendante de ROOH : un transfert direct ou indirect d'atomes d’hydrogene
entre ROOH et HO; ® pour produire des ROO ¢ qui propagent la peroxydation (Aikens
& Dix, 1991).

1.1.3. Le radical hydroxyle OH*®

Le radical hydroxyle OHe est issu de la réaction de Fenton, avec une demi-vie de 1’ordre
de la nanoseconde. Il apparait comme le radical le plus instable mais est le plus réactive de
toutes les especes dérivées de 1’oxygéne. En effet, OHe peut réagir avec de nombreuses
espéces moléculaires se trouvant a sa proximité tels que I’ADN, les protéines ou encore les
lipides entrainant ainsi de multiples dommages cellulaires (Cadet, Delatour et al., 1999 ;
Valko, Leibfritz, 2007).

1.1.4. Monoxyde d’azote NO*

C’est un radical libre ayant la capacité de traverser les membranes biologiques et d’aller
agir en tant qu’agent protecteur vasodilatateur au niveau de 1I’endothélium. Malgré ses effets
bénéfiques en condition physiologique, il peut s’avérer étre néfaste en état de stress oxydatif
lorsqu’il interagit avec Oz pour former du peroxynitrite ONOOe. En effet, lorsque NO- est
produit en exces, cela induit des dérégulations au niveau de la chaine respiratoire
mitochondriale et la production croissante d’autres ROS et RNS (Tengan and Moraes
2017).

1.1.5. Le radical peroxynitrite ONOO-

C’est produit a partir de la réaction entre O2 - et NOe. Ce radical est responsable de
dommages irréversibles causés au niveau de I’ADN, des protéines et des lipides via un
phénoméne d’oxydation ou via la génération de radicaux libres trés réactifs (Beaudeux,
Peynet et al., 2006).

Oz +- + NO* = ONOO-
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1.1.6. Radicaux alkoxyle ROe et peroxyle ROQOe-

Ce sont des formes radicalaires dites secondaires formées par I’action oxydante des
radicaux primaires (O2 ®-, H202, ...) sur les composés biochimiques cellulaires tels que les
acides gras polyinsaturés, les glucides, les protéines, etc. Ces radicaux sont moins réactifs
mais ils sont a ’origine des processus de réactions radicalaires en chaine et, en particulier la

peroxydation des membranes cellulaires (Lacolley et al., 2008).

1.2. Espeéces réactives non radicalaires

1.2.1. Le peroxyde d’hydrogéne H202

Produit a partir du Oz * via une réaction catalysée par la superoxyde dismutase (SOD). Le
H202 n’est pas un radical libre mais il est extrémement réactif, plus stable que les autres ROS
et posséde un fort pouvoir oxydant. Il est capable de traverser les membranes biologiques et

peut agir a une grande distance de son lieu de production.

202¢+SOD+2H*=> H02+ 02

H20:> induit la formation de molécule d’eau via la réaction catalysée par la catalase ou la
glutathion peroxydase (GPx). De plus, le H2O2 peut se décomposer en présence d’ions
ferreux (Fe?*) en un ion OH" et un radical hydroxyle (OHe), selon la réaction de Fenton
(Valko, Leibfritz et al., 2007).

H202 + Fe?* + e = OH" + Fe3* + OHe

1.2.2. Acide hypochloreux HOCI

L'un des précurseurs moléculaires les plus importants des radicaux libres dans
l'organisme. C’est un oxydant fort de courte durée. Il est Produit dans le corps humain par la
famille des peroxydases de I'neme mammifere, principalement par la myéloperoxydase
(MPO) qui est sécrétée par les neutrophiles et les monocytes au cours de 1’inflammation. La
MPO catalyse la transformation de I’H202 et d’ion chlorure en HOCI et 1’eau selon la

réaction suivante :

H>0O2 + H+ + Cl- 2 H20 + HOCI
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1.2.3. Oxygene singulet 102

C’est une forme « excitée » d’oxygeéne moléculaire, trés instable, extrémement réactif,
avec une durée de vie tres limitée (Démarchez, 2012). Il est un agent majeur genéré a partir
de plusieurs sources et par de nombreux types de cellules, en particulier par les granulocytes
et les neutrophiles. La NADPH-oxydase membranaire génére des anions superoxydes qui se
transforment en peroxyde d'hydrogéne. Ce dernier peut réagir avec (reaction 1) ou

Peroxynitrite (reaction 2) pour former le 102 non radicalaire (Sorg, 2004 ; Stief, 2003).

CIO- H202 + CIO- — H20 + CI- + 102 (Reaction 1)

H202 + ONOO— — 102 + NO2 — + H20 (Reaction 2)

2. Principaux dommages liés au stress oxydant

2.1.  Oxydation des composés lipidiques

Les lipides membranaires sont les cibles privilégiées des attaques oxydatives. Les
membranes sont plus particuliérement visées par le radical hydroxyle capable d'arracher un
atome d'hydrogéne pour former un radical diéne conjugué, oxydé en radical peroxyle. Le
radical peroxyle peut, quant a lui, libérer différents aldéhydes toxiques dont le
malondialdéhyde (MDA) (Kruidenier et al., 2002 ; Thérond et al., 2005). Ainsi un unique
évenement oxydatif peut altérer de nombreuses molécules lipidiques dans les membranes ce
qui réduira leur fluidité, ainsi que 1’activité des protéines transmembranaires (Kruidenier et

al., 2002 ; Valko et al., 2006).

2.2.  Oxydation des composés protéiques

Les protéines sont les constituants cellulaires les plus abondants, et sont par voie de
conséquence des cibles importantes de 1’oxydation. L’oxydation des protéines peut induire
des reticulations inter- et intra-protéines. De plus, la nitration des protéines sur les fonctions
tyrosine peut induire de séveres modifications de fonction. En effet, la tyrosine est un acide
aminé particulierement impliqué dans les voies de signalisation. Ainsi, une oxydation d’une

protéine peut avoir un effet sur sa fonction propre, mais peut également avoir des
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répercussions sur I’ensemble de la régulation cellulaire (Kruidenier et al., 2002 ; Valko et
al., 2006).

2.3.  Oxydation de ’ADN

Les molécules d’ADN nucléaires et mitochondriales peuvent également étre attaquées par
I’oxydation. Les altérations les plus communes sont 1’hydroxylation des bases puriques et
pyrimidiques et du squelette désoxyribose provoquant le clivage des brins et des mutations
génétiques (Valko et al., 2006). Ces altérations de la molécule d’ADN peuvent conduire soit
a I’arrét de I’induction de la transcription ou de la transduction des voies de signalisation, soit
a des erreurs de réplication, ou soit a une instabilité génomique et I’ensemble est associé¢ au

phénomene de carcinogenese (Valko et al., 2006).

Il. Les Antioxydants

Pour faire face et détruire les radicaux libres produits en exces, les cellules possédent des
défenses antioxydantes de différentes natures. Ces protections sont assurées a la fois par des
composés naturels endogeénes ou apportés par I’alimentation, et par des enzymes spécifiques

se comportant comme des piégeurs de radicaux libres (Belanger et al., 2006).

Les antioxydants sont des agents réducteurs bioactifs qui peuvent prévenir les dommages
causés par les espéces réactives oxygénées (ROS), y compris les radicaux anioniques
superoxydes, 1’hydroxyle, le peroxyde d'hydrogéne et [’oxygéne singulet, retarde
significativement ou prévient I’oxydation des substrats comme les lipides, les protéines, les
DNA et les carbohydrates (Sudip et al. ,2015).

Ce systeme de défense repose sur deux mécanismes distincts ; les enzymes et les
molécules antioxydants (non-enzymatiques) qui neutralisent les EROs de plusieurs manieres :
d’inhiber directement la production des EROs, de limiter la propagation ou de détruire les
EROs (Sies et Jones, 2007).

1. Les antioxydants enzymatiques
Les systémes antioxydants sont responsables du maintien d’un niveau non cytotoxique

des ROS. Parmi la premiere ligne de défense de I’organisme pour lutter contre les ROS, nous
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retrouvons la SOD, la catalase, la glutathion peroxydase (GPx), la glutathion réductase (GR)

et ’héme oxygénase-1 (HO-1) (Kayama, Raaz, 2015).

1.1.  Superoxydes dismutases (SOD)

La SOD est une enzyme antioxydante primaire essentielle qui réagit en défense de
I’organisme contre les produits toxiques du métabolisme cellulaire. Elle est capable
d’éliminer ’anion superoxyde par une réaction de dismutation. Son role est de transformer
dans les mitochondries, les radicaux superoxydes en peroxydes d’hydrogéne, ce dernier, étant
beaucoup moins réactif (Moumen et al., 1997).

La superoxyde dismutase inactive I'ion superoxyde en le transformant en peroxyde
d'hydrogeéne. L’H20 qui vient d’étre formé par la SOD est catabolisé par deux enzymes : la
catalase et la glutathion peroxydases (Menvielle-bourg, 2005).

Ces enzymes sont présentes dans presque toutes les cellules aérobies et dans les fluides
extracellulaires. On distingue 3 isoformes qui se différencient par leur localisation cellulaire
et leur cofacteur métallique : une forme cytosolique et nucléaire associée au cuivre et au zinc
(Cu/ZznSOD, ou SOD1), une forme mitochondriale associée au manganese (MnSOD ou
SOD?2) et une forme extracellulaire (EcSOD ou SOD3) (Mates 2000, Zelko, Mariani et al.,
2002).

O2¢+02¢+ H+ > 02+ H20:2

1.2.  Les catalases

Elle se compose de quatre sous-unités tétraédriques identiques contenant chacune un
groupe d’héme. La catalase agit en catalysant la conversion de H202 en H20 et en O, a la
suite de la dismutation de I’Oze- par la SOD. Elle est largement exprimée dans les
peroxysomes mais est également présente dans le cytosol. Malgré le fait que la catalase ne
soit pas indispensable pour certains types cellulaires en situation physiologique, elle joue un
role important dans 1’acquisition de la tolérance au stress oxydatif chez la réponse adaptative

cellulaire (Hunt, Sim et al., 1998, Sena, Pereira et al., 2013).

2H02; - 2H0+ 0O
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1.3.  Les Glutathions peroxydases (GPx) et les la glutathion réductase (GR)

Les GPx sont une famille d’enzymes antioxydantes majoritairement présentes dans les
mitochondries puis en moins grande quantité dans le cytosol et le milieu extracellulaire
(Ghisolfi-Marque, Boyer et al., 1996). Ce sont des enzymes a sélénium ayant la propriété de
catalyser la réduction des hydroperoxydes et du peroxyde d’hydrogéne par le glutathion
réduit car il assure la stabilisation des groupements thiols de la membrane cellulaire (Saka et
al.,2011). Elles se composent de quatre sous-unités contenant chacune un atome de sélénium
sous forme de sélénocysteine. On distingue plusieurs isoformes de GPx dont la forme la plus
abondante qui est la GPx-1. La GPx agit comme la catalase pour réduire le H>O2 en H>O par
I’intermédiaire du glutathion réduit (GSH) (Ceriello, dello Russo et al., 1996).

H202 + 2 GSH = 2 H20 + GSSG

Les glutathions peroxydases permettent également de limiter la propagation des
réactions radicalaires en chaine, en réduisant les peroxydes instables en acides gras
hydroxylés (Souchard et al., 2002).

A la suite des réactions catalysées par la GPx, une molécule de glutathion oxydée est
formée (GSSG). Pour régénérer la production de glutathion (GSH), la cellule fait appel a la
glutathion réductase (GR) qui va réduire les ponts disulfures et former ainsi du GSH et du
NADP+, grace a son activité d’oxydoréductase dépendante des NADPH exprimées dans les
mitochondries et le cytosol. De ce fait, ’action de la GR est indispensable pour le maintien de
la quantité de GSH (Mates, Perez-Gomez et al., 1999).

GSSG + NADPH, H+ + GR = 2 GSH + NADP+

1.4.  Lathiorédoxine (Trx)

Le systeme des Trx agit parallélement a celui du glutathion. Elle a une structure proche
de celle de la glutathion réductase. Elle consomme aussi du NADPH dans son
fonctionnement. Elle joue un rdle protecteur contre une grande variété du stress oxydatif
grace a ses propriétés de capture des radicaux libres (Reichheld et al., 2005). Sachant qu’elle

porte dans son site actif une paire de résidus cystéine, elle piege les ROS et réduit fortement
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leur pont disulfure. En plus de capter les ROS, la Trx posséde une propriété anti-

inflammatoire (Sena, Pereira, 2013).

1.5.  Peroxyrédoxine (Prx)

C’est une peroxydase a base de cystéine qui non seulement protége les cellules contre les
dommages oxydatifs par les peroxydes, mais joue également un réle important dans la
signalisation cellulaire médiée par H20. chez les eucaryotes. Elle subit des cycles
d'oxydations peroxydodépendantes et de réductions thiolodépendantes au cours de leur
activitée catalytique (Monteiro et al., 2007) :

2R'-SH + ROOH R'-S-S-R" + H20 + ROH

16. L’HO'ou HMOX!

C’est une oxydoréductase impliquée dans la dégradation de I’héme libre et de la
formation de monoxyde de carbone, de biliverdine et de bilirubine qui sont des composés

antioxydants. On en distingue deux isoformes : HO et HO™,

HO? est constitutive et est retrouvée de maniére ubiquitaire dans les cellules
endothéliales alors que HO™ est induite en réponse au stress oxydatif. HO® est capable de
détoxifier I’héme et inhiber la libération du fer responsable d’une production marquée de
ROS. Durant la réaction, la biliverdine est transformée en bilirubine via 1’action de la
biliverdine réductase. Par ailleurs, le fer libéré est pris en charge par la ferritine. Les
composés antioxydants montrent également des propriétés anti-inflammatoires en inhibant
I’action de cytokines pro-inflammatoires sécrétées et les dommages associés (Sena, Pereira,
2013, Xueyan, Shupeng et al., 2019).

2. Les antioxydants non-enzymatiques

Le systéeme antioxydant non-enzymatique englobe des composés de nature endogene, ou
exogene apportés par l’alimentation. Ces molécules jouent un role important dans la

détoxification des ROS grace a leur propriété antioxydante.
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2.1.  Systémes antioxydants endogenes

2.1.1. LeGSH

C’est un antioxydant puissant formé a partir de I’association de glycine, de cystéine et de
glutamate. Ce tripeptide est exprimé sous deux formes : sa forme oxydée GSSG et sa forme
réduite GSH. 1l participe a la réaction catalysée par la GPx et apparait comme un antioxydant
important dans la régulation du statut redox. Par ailleurs, le ratio GSH/GSSG est utilisé
comme marqueur du stress oxydatif dans de nombreuses études. En effet, de maniere
proportionnelle, plus le flux de H>O> est significatif, plus le GSH est consommé et plus le
GSSG augmente (Mates, Perez-Gomez, 1999, Biswas, Chida et al., 2006). Il est également
capable de régénérer les antioxydants les plus importants, I’acide ascorbique et la vitamine E

pour les ramener a leurs formes actives (Valko, M., et al., 2006).

2.1.2. L’acide a-lipoique (AAL)

C’est un antioxydant lipo- et hydrosoluble permettant de détoxifier les radicaux libres
dans divers compartiments cellulaires. 1l a ét¢ démontré que I’AAL est capable d’empécher
I’augmentation du cholestérol plasmatique et I’apparition de 1€sions athéromateuses causées
par le diabéte. De plus, il participe a la récupération des cellules  pancréatiques productrices

d’insuline (Yi and Maeda 2006).

2.1.3. Acide urique

11 s’agit d’un déchet résultant du catabolisme des purines. Une seule enzyme, la xanthine
oxydoréductase, est capable de le produire. Cet acide aux pH sanguins est sous forme
anionique, urate (Becker, 1993). L’acide urique est un antioxydant hydrosoluble fonctionne
en inhibant I’oxydation catalysée par le fer de 1’acide ascorbique en formant des complexes
avec le fer et en piégeant les ROS tels que l'acide hypochloreux et les radicaux hydroxyles
(Deaton & Marlin, 2003).

2.1.4. Bilirubine

La bilirubine est un pigment biliaire, un produit terminal de dégradation de I'néme.
Généralement elle est considérée comme un déchet liposoluble potentiellement cytotoxique

qui doit étre excréte (Stocker et al., 1987). Concernant sa fonction antioxydante, ce composé
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est capable de piéger ’oxygene singulet et les radicaux peroxyles. Ainsi elle est le principal
protecteur de I’albumine et des acides gras liés a I’albumine des attaques radicalaires (NeuZzil

& Stocker, 1993).

2.2.  Systémes antioxydants exogenes

2.2.1. Les vitamines

Ce sont des substances organiques apportées par 1’alimentation nécessaires au bon
fonctionnement de I’organisme et essentielles dans la neutralisation des ROS. Les vitamines
C (acide ascorbique) et E (o-tocophérol) sont des antioxydants particulierement actifs.
Comme I’organisme n’est pas capable de synthétiser ces vitamines, un apport d’origine
alimentaire est requis. Les vitamines sont retrouvées essentiellement dans les fruits et les
legumes pour la vitamine C et dans les huiles végétales, les noix et autres céréales pour la
vitamine E. La consommation journaliere des vitamines C et E est d’environ 90 mg/jour et 12
mg/jour, respectivement (Scalbert and Williamson 2000). De plus, une étude réalisée chez
des patients atteints de néphropathie diabétique a démontré la capacité de ces deux vitamines
antioxydantes a réduire considérablement les taux d’excrétion urinaire d’albumine et

d’HbA1c (Kuchake and Dr 2011).

2.2.2. Les caroténoides

Ce sont des tétraterpénoides précurseurs de la vitamine A et en particulier du -carotene.
Ce sont des pigments de couleur jaune-orangée présents dans les fruits et les légumes, et leur
consommation journaliére est estimée a 5 mg/jour (Scalbert and Williamson 2000). Le B-
caroténe agit grace a sa longue chaine carbonée riche en doubles liaisons en piégeant les
molécules d’oxygene singulet formées par les radiations solaires (Stahl and Sies 2012). De

structure lipophile, ces antioxydants ciblent principalement les lipides oxydés.

2.2.3. Lesoligoéléments

Ce sont des petits minéraux nécessaires a l’organisme en petite quantité. Les
oligoéléments tels que le cuivre (Cu), le zinc (Zn), la manganése (Mn), le sélénium (Se) et le

fer (Fe) sont les cofacteurs indispensables a 1’activité des enzymes antioxydantes endogénes
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impliquées dans la détoxification des ROS produits lors d’un stress oxydatif (Mates 2000).
Ces éléments n'ont aucune action antioxydante en soi mais ils sont requis pour l'activité de
certaines enzymes antioxydante (glutathion peroxydase, thioredoxine réductase...) (Higuchi,
2014).

2.2.4. Les polyphénols

Les composés phénoliques sont capables d'agir comme des antioxydants (Sokmen et
al,2012 ; Apak et al, 2007). lls peuvent neutraliser les radicaux libres en donnant un électron
ou un atome d'hydrogéne, leurs structures leurs conférent une activité antioxydante aussi
importante. Le pouvoir antioxydant des composés phénoliques est également attribué a leur
capacité a chélateur les métaux ioniques impliqués dans la production de radicaux libres.
Cependant, les composés phénoliques peuvent agir comme des prooxydants (Tsao0,2010 ;
Pereira et al, 2009). IIs sont capables de piéger des radicaux libres, notamment H202, O2°" et
102 (Vertuani et al., 2004).

3. Antioxydants synthétiques

Les antioxydants de syntheése les plus connus sont les composés phénoliques tels que
Hydroxyanisole butylé (BHA), Hydroxytoluéne butylé (BHT), tert-butylhydroquinone
(THBQ) et Gallate de propyle (GP) (Suhaj, 2006 ; Tadhani et al., 2007).

La plupart des antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possedent des groupes
hydroxyphénoliques dans leurs structures et les propriétés antioxydantes sont attribuées en
partie a la capacité de ces composés naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux
hydroxyles (OHe) et superoxydes (O2¢) (Rice-Evans et al., 1995 ; Burda et Oleszek, 2001 ;
Antolovich et al., 2002 ; Bartosz, 2003).
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Chapitre 1 Matériels et Méthodes

Notre travail a été réalisé au sein de laboratoire d’analyses et contrble de qualité, Centre
de Recherche en Biotechnologie (CRBt) Ali Mendjli - Constantine.

1. Matériel végétal

Dans ce travail, 1’étude a été portée sur ’espéce « Pleurotus eryngii » (figure 21), un
champignon comestible qui a été identifié par Mr LOUNIS YOUSEF KHODJA, maitre
assistant « A » : laboratoire de mycologie de biotechnologie et de 1’activité microbienne,

département de biologie appliquée FSNV. Université des Fréres Mentouri Constantine 1.

Figure 21 : Pleurotus eryngii sauvage.

Les champignons utilisés dans cette étude ont été recoltés en septembre et octobre
2019 a Oued Athmania, Wilaya de Mila, au Nord-Est d’Algérie. Ils ont été nettoyés, puis
laissés sécher dans un endroit sec et aéré. Une fois séchés, ils ont été conservés a température

ambiante et a I’abri de I’humidité (figure 22 : A).

Notre échantillon de Pleurotus eryngii sec a été broyé a I’aide d’un broyeur électrique

jusqu’a I’obtention d’une poudre fine (figure 22 : B).

Figure 22 : (A) : champignon seché et conservé et (B) : broyage du champignon.
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2. Extraction

2.1.  Extraction solide-liquide « Maceération »

La macération est une méthode d’extraction populaire et peu couteuse. Elle consiste a
laisser un matériel végétal dans un solvant, dans le but d’extraire les molécules solubles.
Cette méthode a plusieurs avantages : utilisation de mélange de solvants, contréle de la
température d’extraction et maintien des molécules thermosensibles. La macération nécessite

des étapes de filtration et d’évaporation qui sont plus ou moins longues (Azmir et al., 2013).

36 g de la poudre du champignon a été macéré dans 250 ml d’hexane (HX) sous agitation
a température ambiante dans un endroit obscur pendant 48 heures dans le but d’extraire les
molécules lipidiques. Le mélange a été filtré sur papier filtre Whatman (0,5) par filtration
sous vide. La solution filtrée a été évaporé a sec sous pression réduite a 45°C a I’aide d’un
évaporateur-rotatif (Annexe ). Le marc récupéré a été macéré dans 250 ml de méthanol
(MeOH) et avec les mémes conditions pendant 24 heures. Puis évaporé a sec sous pression
réduite a 45°C. Les extrait obtenus d’hexane (EHX) et méthanolique (EMeOH) ont été

conservé dans des eppendorfs & 4 °C jusqu’a leur utilisation.

2.2.  Extraction liquide-liquide

A la suite de I’extraction solide-liquide, le reste de I’extrait méthanolique sec dans le
ballon a été dilué dans un volume de 250 ml d’eau distillée pour créer la phase aqueuse
hydrométhanolique, puis soumise & une série de procedes d’extraction liquide-liquide dans
une ampoule a décanter en utilisant des solvants organiques de différentes polarités (polarité
croissante) : Dichlorométhane (DCM), Acétate d’éthyle (EtOAC) et n-Butanol (n-BuOH) en
commencant par le solvant le moins polaire. Dans une ampoule a décanter, un volume de 150
mL de dichlorométhane (phase organique) a été mélangé avec la phase aqueuse, puis agité
énergétiquement avec dégazage régulier afin de libérer I’exces de pression et laisser reposer
pour décantation aux moins 15 minutes jusqu’a atteindre 1'équilibre de partage et I’obtention
de deux phases bien separées (la phase aqueuse se situe dans la partie supérieure de
I’ampoule, et la phase organique (dichlorométhane) de densité plus haute, se situe dans la
partie inférieure. L’opération est répétée pour chaque solvant sous les mémes conditions. Les
trois phases organiques séparées ont été récupérés, évaporés sous pression réduite a I’aide
d’un évaporateur-rotatif et pesés pour determiner leurs rendements. Les extraits obtenu
(EDCM ; EEtOAc ; EBuOH) ont été conservés dans des eppendorfs a 4 °C jusqu’a leurs

utilisations. Les différentes étapes d'extraction sont présentées dans la figure (23) suivante :
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36 g de poudre de
champignon broyé

e Macération 48 H dans Hexane

e Filtration
Elimination du solvant
par évaporation rotatif
h Macérat [« » Marc
e Macération 24 H dans Méthanol
Extrait d’hexane e Filtration

Macérat |<——»| Marc

l Evaporation

Extrait
méthanolique

Dilution avec de
I’eau distillée

Phase aqueuse
hydrométhanolique

e Extraction liquide-liquide
avec Dichlorométhane
e Décantation

\ 4

Phase agqueuse

Evaporation 17 Phase organique |
e Extraction liquide-liquide

Extrait de avec Acétate d’éthyle
dichlorométhane o Décantation

, _ Phase organique
Evaporation ‘

Extrait d’acétate

A
A 4

Phase aqueuse

o Extraction liquide-liquide
avec n-butanol

d’éthyle o Décantation
) Phase organique [< »  Phase aqueuse
Evaporation ‘
Extrait de
butanol

Figure 23 : Schéma résumant les différentes étapes de I’extraction de Pleurotus eryngii.
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2.3. Lerendement R (%)

Le rendement est exprimé en pourcentage massique par rapport a la quantité de matiére

seche selon la formule donnée par (Abe et al., 2010) :

R (%0) = 100 M extrait/ M ¢chantilion

Equation 01 : Rendement (R%).
Ou: R:estlerendementen % ;
M extrait : est la masse de I’extrait apres évaporation du solvant en mg ;

M &chantilion : st la masse séche de 1’échantillon végétal en mg.

3. Activités biologiques
3.1. Préparation des extraits

3.1.1. Préparation des solutions mere

Les extraits sont préparés a 4 mg/ml, 4 mg d’extrait brut ont été ré-solubilisés dans 1 ml
du méthanol, mis a I'ultrason (Annexe I) pendant 15 minutes, afin d’avoir une solution

homogeéne.
3.1.2. Préparation des dilutions

Les tests des activités antioxydantes et des activités enzymatiques sont effectuees sur une

microplaque de 96 puits utilisant différentes concentrations d’échantillon. Pour cela, une série
1

de 7 dilutions (1,% : i , % VT ,6—14) a été réalisee dans des eppendorfs par transfert d’un

32
volume de 500 pl de chaque concentration dans un eppendorf contenant 500 ul du méthanol,

en commengcant par la solution mére avec une concentration initiale 4 mg/ml (Figure 24).

500 pL de la
dilution précédente

FNET NN

Solution

mére ! ‘ 500 pL

méthanol

Figure 24 : Préparation des dilutions
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3.2. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux dans les extraits est déterminée en utilisant le réactif
de Folin-Ciocalteu (Singleton et Rossi, 1965) selon une méthode de dosage sur microplaque
décrite par Muller et al. (2010) avec quelques modifications. Le réactif FCR, constitue par
un mélange d'acide phosphotungstique (H3PW12040) et dacide phosphomolybdique
(HzPMo012040) de couleur jaune, est réduit, lors de I'oxydation des phénols, en mélange
(complexe) d'oxydes de tungsténe (Wg0O23) et de molybdene (MogO23). La coloration bleue
produite est proportionnelle a la teneur en phénols totaux et posséde une absorption

maximum aux environs de 750 -765 nm.

Les extraits sont dilués a une concentration de 1 mg/mL (Une masse de 1 mg d’extrait
est dissoute dans un volume de 1 mL de méthanol). Dans une plaque a 96 puits, 20 ul
d’extrait ont été distribués en triplicata, puis 100 ul de réactif de Folin dilué (1: 9) (1 ml de
solution FCR concentré est diluée dans 9 mL d’eau distillée) et 75 ul de bicarbonate de
sodium 7.5 % (une quantité de 7.5 g de Na2COs est dissouts dans 100 ml d’eau distillée) ont
¢été ajoutés. Apres 2 heures d’incubation a I’obscurité et a température ambiante (23 + 2 °C),
I’absorbance est mesurée a 765 nm a l'aide d'un lecteur de plaques a 96 puits automatisé
PerkinElmer. Un blanc (contréle négatif) est préparé de la méme maniéere en remplacant

’extrait par le solvant utilisé : Méthanol.

Les teneurs en polyphénols totaux des extraits ont été déterminés a partir de la courbe
standard de 1’acide gallique (Annexe IV). Les résultats ont été exprimés en milligrammes
d’équivalents d’acide gallique (EAG) par gramme d’extrait (mg EAG/g d’extrait) (Wong SP
et al., 2006).

3.3. Evaluation de I’activité antioxydante

La capacité antioxydante des molécules peut étre évaluée in vivo ou in vitro sur le
vivant organisme, a l'aide des tests qui imitent les phénomeénes physiologiques, pour évaluer
I'activité antioxydante dans I'extrait naturel, différentes méthodes ont été développées, ces
méthodes impliquent des mélanges d'especes oxydantes, telles que les radicaux ou les
complexes métalliques oxydés avec un échantillon qui contient antioxydants qui peuvent
inhiber la genése des radicaux. Ces antioxydants peuvent procéder selon deux mécanismes
majeurs soit par transfert d'atomes d'hydrogéne soit par transfert d'électrons (Prior et al.,
2005).
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Ces techniques sont différentes les unes des autres par les réactifs utilisés, les
conditions d’application, leurs protocoles ainsi le mécanisme d’action par lequel 1’extrait ou

la molécule testée se manifeste dans le milieu (Madi ,2018).

3.3.1. Test de Piégeage du radical libre DPPH*

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH?®) est un radical azoté organique stable, en
solution il a une couleur violette en raison de I'électron non apparié sur un atome du pont
d'azote. Il fut I’'un des premiers radicaux libres utilisés dans 1I’étude visant a déterminer la
relation structure-activité antioxydante des composés phénoligues (Blois, 1958 ; Popovici et
al., 2010). Le DPPH a été suggeéré la premiere fois en 1950 comme un produit naturel
donneur de proton plus tard, le test a été quantifié pour déterminer le potentiel antioxydant
des composés phénoliques individuels et de la nourriture ainsi que des échantillons d’intérét

biologique (Roginsky et Lissi, 2005).

Cette méthode a été décrite pour la premiere fois par Blois (1958), est basée sur la
mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical 2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl
(DPPH?®). Ce dernier en présence d’un antioxydant donneur d’hydrogéne (AH) est réduit a la
forme d’hydrazine (DPPH-H non radicalaire) en acceptant un atome d’hydrogéne et se
décolore donc en jaune pale (Contreras-Guzman et Strong, 1982) (Figure 25). Cette
transformation peut étre suivie par spectrophotométrie, en mesurant la diminution de
I’absorbance a 517nm (Molyneux, 2004). Le degré de décoloration indique le potentiel de

I’extrait antioxydant (Santoyo et al., 2006 ; Speroni et al., 2011).

N +RH —_— NH +R
O;N NO, 05N NO,

NO, NO,
DPPH - stable violet DPPHH réduit jaune

Figure 25 : Transformation du radical DPPHe en DPPHH (Giilgin, 2012).
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L’évaluation de I’activité antioxydante au DPPH a été réalisé selon le protocole décrit
par Blois (1958). Brievement, 40 ul de chaque extrait a différentes concentrations puis 160 ul
de solution DPPH (6 mg de DPPH dans un volume de 100 mL de méthanol ; I’absorbance est
ajustée a 0.700 £ 0.020 & 517 nm avant 1’usage). Le témoin (Controle négatif) est préparé de
la méme maniére mais avec 40 pl de méthanol. L’absorption de la solution de DPPH est

mesurée a 517 nm en utilisant un lecteur de microplaque a 96 puits (Annexe ).

Les pourcentages d’inhibition (%) du radical DPPHe sont calculés selon I'équation de

(Khoudali et al., 2014) :

% d'inhibition = Abs controdle — Abs extrait / Abs controle x 100

Equation 02 : Pourcentage d’inhibition du DPPH.
Ou: -+ Abs contrdle : est ’absorbance de la réaction sans extrait.

* Abs extrait : est ’absorbance de la réaction apres avoir ajouté 1’extrait.

Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; le a-
tocophérol, BHA (hydroxyanisole butylé) et BHT (hydroxytoluéne butylé) (Annexe 1V), dont

I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons.

3.3.2. Test de piégeage du cation radical PABTS **

L'ABTSe* (acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)) est un radical
libre stable. Il est trés utilisé pour évaluer le pouvoir antioxydant des fluides biologiques, des
mélanges complexes ou bien des composés purs. Ce radical est capable de réagir avec des
antioxydants classiques de type phénols et thiols, mais aussi avec tout composé donneur

d’hydrogéne ou d’électron (Rice-Evans et Miller, 1994 ; Rice-Evans et al., 1995).

L’activité ABTS a été introduite par Miller et al., (1993), et déterminée par Re et al.,
(1999). Cette méthode est basée sur la capacité d’un antioxydant a stabiliser le radical
cationique ABTS*". Ce dernier est un radical cationique obtenu par oxydation de ’ABTS
incolore, avec du persulfate de potassium (K2S208) par transfert d’électrons, donnant une
solution colorée en vert-bleue. L’addition d’un composé antioxydant (donneur de H®)

engendre la réduction du radical ABTS*" en ABTS* (Figure 26), entrainant une décoloration
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et une diminution de I'absorption (Re et al., 1999). La concentration de ce radical peut étre
déterminée en mesurant I’absorbance a la longueur d’onde a 734 nm (Re et al., 1999). Plus

I'absorbance finale est faible, plus I'antioxydant est efficace (Schlesier et al., 2002).

N N (st N N
HOS 5 5 SOH HOS R R SOH

ABTS ABTS*"

Figure 26 : Formation du radical cation ABTS®" a partir de ’ABTS (Sarr et al., 2015).

Le test de décoloration des cations de radicaux libres de l'acide 2,2'-azinobis- (3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique (ABTS) est effectué en utilisant la méthode de Re et al.

(1999) avec de légeres modifications.

Le radical ABTS+" est produit par oxydation de 7 mM de la solution d’ABTS (19,2 mg
d’ABTS dans 5 ml H20) et 2.5 mM de persulfate de potassium (3,3 mg (K2S20s) dans 5 ml
H>0) pendant 12-16 heures dans I'obscurité a température ambiante. La solution obtenue est

diluée avec 1’éthanol pour obtenir une absorbance de 0,708 + 0,025 a 734 nm.

Aprés 16 heures (une nuit), 160 ul de cette solution ont été ajoutés a 40 ul des
différentes concentrations de chaque échantillon déposé déja en triplicata sur une
microplaque a 96 puits (200 pl). L’absorbance a été mesurée a 734 nm. Le témoin (Contréle

négatif) est préparé de la méme maniére mais avec 40 ul de méthanol.

La capacité de piéger I’ABTS*"est calculée par la formule suivante :

ABTS** % Inhibition= [(Abs controle — Abs échantillon) / Abs controle] x

Equation 03 : Pourcentage d’inhibition d’ABTS.
Ou: Abs Contrdle : Absorbance de la réaction témoin contenant I’ABTS®".

Abs Extrait : Absorbance de la réaction contenant de 1’extrait.
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3.3.3. Test de la capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC)

C’est une méthode développée par Apak et al., (2004), basée sur le transfert d'électrons
(Ozyurek et al., 2011). Le test CUPRAC (Cupric lon Reducing Antioxidant Capacity)
mesure la capacité de réduire les ions cuivre présents dans le complexe néocuproine-cuivre
(I1). Ce dernier est formé grice a la capacité chélatrice du néocuproine (Nc) des ions Cu?*
fournis par le chlorure de cuivre (CuCl,). La réduction de Cu?* en Cu'* par la présence d’un
antioxydant conduit au développement d’une couleur jaune-orange (Figure 27) présentant un
maximum d’absorbance a la longueur d’onde de 450 nm et dont I’intensité est

proportionnelle au niveau de la réduction (Apak et al., 2004).

2+ +

Produit

AOX
AOX oxydé

Réactif CUPRAC couleur Bleu Produit jaune-orange

Figure 27 : Réduction du complexe néocuproine / cuivre (1) (Ozyurek et al 2011).

La capacité antioxydante de réduction cuprique des extraits a été déterminée Selon la
méthode d’Apak (Apak et al., 2004).

Dans une microplaque & 96 puits, un volume de 40 pl de nos extraits a différentes
concentrations a été melangé avec 60 pl du tampon acétate d’ammonium 1M (1,927 g de
ACNHj; dans 25 ml H20 ; pH=7), 50 pl d’une solution de neocuproine 7,5 mM (0,039 g de
Neocupronin dans 25 ml MeOH) et 50 pl de CuCl2 10 mM (0,042625 g de Cu Cl2, H202 dans
25 ml H20). Le témoin (Controle négatif) est préparé de la méme manicre mais avec 40 ul de
méthanol. Aprés une heure d’incubation, 1’absorbance a été mesurée a 450 nm. Les résultats
obtenus permettent de calculer la (Aos) qui représente la concentration de l'extrait qui

correspond a une absorbance égale a 0,5 obtenue a I’aide de la courbe de régression linéaire.
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3.3.4. Activité de réduction par la formation du complexe Fe+2 phénanthroline

L’activit¢ de phénanthroline est déterminée par la méthode de Szydlowska-
Czerniaka. (2008). Elle est basée sur la réduction du Fe®*" en Fe?* jon en présence d’un
antioxydant. L'ion Fe?* formé réagi avec I'ortho-phénanthroline pour donner un complexe
rouge-orange nommé Féroien (Figure 28). Le complexe rouge Fe(ll)-phénanthroline (Phen)
est largement utilisé dans la méthode spectrophotométrique classique pour la détermination
du fer (Szydlowska-Czerniak et al., 2008). Ce complexe est soluble a pH basique et peut

étre mesure a une absorbance de 510 nm (Adhikamsetty et al., 2008).

Fe?* + 3

1,10 o-Phénanthroline

Complexe rouge orange (Féroien)

Figure 28 : Formation du complexe Fe+2-phénanthroline (Apak et al., 2007).

L’activit¢ de phénanthroline est déterminée par la méthode de Szydlowska-
Czerniaka (2008).

Dans une microplaque a 96 puits, un volume de 10 pl de nos extraits a différentes
concentrations déposées en triplicata, 50 pl de FeCls 0.2% (0.02 g de FeClz dans 10 ml de
H20), puis 30 pl d'une solution méthanolique de phénanthroline 0.5% (0.05 g de 1,10-
Phénanthroline dans 10 ml de MeOH) et 110 ul de méthanol sont ajoutés. Aprés incubation a
I’obscurité pendant 20 minutes a 30°C, I’absorbance a été mesuré a 510 nm. Le témoin
(Controle négatif) est préparé de la méme maniére mais avec 10 pl de méthanol. Le BHA et

le BHT sont utilisés comme standard (Annexe V).
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3.3.5. Activité du pouvoir réducteur (FRAP)

L’activit¢ FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) est déterminée en utilisant la
technique d’Oyaizu (1986). Cette méthode est basée sur la réaction chimique de la réduction
du fer ferrique Fe®** présent dans le complexe ferricyanure de potassium K3Fe(CN)6 en fer
ferreux Fe** par les antioxydants présents dans I'extrait végétal et la formation de
ferrocyanure de potassium (K4[Fe(CN)6]), (Figure 29) (Oyaizu 1986 ; Pellegrini et al.,
2003 ; Khadhri et al., 2013). Ce pouvoir réducteur peut servir comme un indicateur

significatif du potentiel antioxydant d’une substance (Wang et al., 2008).

La réaction est révélée par le virement de la couleur jaune du fer ferrique (Fe*') en
couleur bleue verte du fer ferreux (Fe?"). L’intensité de cette coloration est mesurée par

spectrophotometre a 700 nm (Karagozler et al., 2008).

N 3 N 4
N m N N (ﬂ N
C///,,, nC §C//’h, i \C%
3K* P C/' ||:e3;C + Antioxydant ——m 4K* C/I Teic + Antioxydant oxydsé
Y N e Yy
| i

Figure 29 : Mécanisme réactionnel du test FRAP (Glgin, 2012).

Le protocole expérimental suivi est celui de Oyaizu, M. (1986). Dans une
microplaque a 96 puits, un volume de 10 pl de chaque extrait a différentes concentrations ont
été mélangés avec 40 pl de tampon phosphate 100 mM (pH 6.6) (Annexe VI) et 50 pl de
ferricyanure de potassium a 1% (1 g de KsFe(CN)s dans 100 ml H20). Le mélange est incubé
a 50 °C pendant 20 min. Ensuite, un volume de 50 pl d'acide trichloroacétique 10% (1 g de
TCA dans 10 ml H20) afin d’arréter la réaction. Et enfin, 40 pl d'eau et 10 pl de 0.1% FeCls
(0,1 g de FeClz dans 100 ml H20). Le témoin (Contréle négatif) est préparé de la méme

maniére mais avec 10 pl de méthanol. L'absorbance est ensuite mesurée a 700 nm.

Les résultats obtenus permettent de calculer la (Aos) qui représente la concentration de
l'extrait qui correspond a une absorbance égale a 0,5 obtenue a 1’aide de la courbe de

régression lineaire.
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3.4.  Activité anti-enzymatique in vitro

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques qui jouent un rdle important dans les
réactions biochimiques nécessaires pour la croissance, la maturation et la reproduction des
étres vivants. Leur quantification par mesure de 1’activité catalytique dans les échantillons

biologiques est importante dans divers domaines (Glatz, 2006).

3.4.1. Inhibition de ’uréase

L'uréase (EC 3.5.1.5 ; urée amidohydrolase) est une enzyme contenant un métal
(nickel dans son centre actif) qui catalyse I'nydrolyse de I'urée en dioxyde de carbone et en
ammoniac (figure 30). La production d'ammoniac a été mesurée par la méthode de
I'indophénol et utilisée pour déterminer I'activité inhibitrice de I'uréase (Dixon N.E. et al.,
1975 ; Mobley H et al., 1989 ; Karplus PA et al., 1997 ; Mentese, M.Y. et al., 2013).

Chez I'hnomme, l'uréase provoque des infections des voies gastro-intestinales et
urinaires, le cancer de I'estomac et l'ulcere gastroduodénal, I'encéphalopathie hépatique et le
coma hépatique (Collins CM et al., 1993 ; Montecucco C et al., 2001 ; Hanif M et al.,
2012). La recherche des inhibiteurs de l'uréase est une cible importante dans le contrdle des
infections causées par les bactéries productrices d'uréase. Ces inhibiteurs jouent un role
important dans le contr6le des micro-organismes uréolytiques, et aident également a explorer
et a comprendre de nouveaux aspects du mécanisme d'action des uréases (El-Zahabi et al.,
2019).

O O
H,0
_ NH3 -|-
HoN NH, Uréase HO NH,
O
)k _ NH;  + CO,
HO NH,

Figure 30 : Formation de NH3 et CO2 par I’hydrolyse de I’'urée (Taha, M., et al., 2018).
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L’¢évaluation de la capacité des extraits a inhiber I'uréase a ét¢ déterminée selon la
méthode de Muhammad Taha (2018) avec des modifications. Dans une microplaque a 96
puits, un volume de 10 pl de nos extraits a différentes concentrations déposees en triplicata,
25 pl de I’Uréase (1 mg enzyme dans 1 ml tampon), 50 pl Urée (0,2553 g Urée dans 25 ml
tampon PH=8,2), 45 ul de réactif phénol (Annexe Il), 70 ul de réactif basique (Annexe Il). Le
témoin (Contréle négatif) est préparé de la méme maniére mais avec 10 ul de méthanol. Le
mélange est incubé a 37 °C pendant 50 min. La quantité d'ammoniac libéré a été évaluée en
mesurant le bleu indophénol formé dans la réaction de Berthelot durant Il'incubation en
suivant les changements d'absorbance a 630 nm. La thiourée (Annexe IV) a été utilisée

comme inhibiteur standard de l'uréase.

Les résultats sont donnés sous la forme d'une valeur de ICso. Le pourcentage

d’inhibition de "uréase est calculé en utilisant la formule suivante :

% Inhibition= [(Abs contrdle — Abs échantillon) / Abs contréle] x 100

Equation 04 : Pourcentage d’inhibition de 1’uréase.

Abs contr6le : I'activité de I'enzyme sans extrait

Abs échantillon : I'activité de I'enzyme avec I’extrait

4.  Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne £ SD d’analyses en trois
essais. Les valeurs de ICso (Concentration d’inhibition a 50%) et de Aos (la concentration
indiquant 0.50 d’absorbance) sont calculées par la méthode de régression linéaire a partir des
deux courbes : [% inhibition = f (concentrations)] pour la ICso et [Absorbance = f

(concentrations)] pour la Agsen utilisant les programmes Excel 2016.

62



CHAPITRE 02 :

Résultats et Discussion




Chapitre 2 Résultats et Discussion

1. Rendement

L’extraction de Pleurotus eryngii a été réalisée par une premiere macération dans
I’hexane puis une deuxieme macération par le méthanol. Ensuite trois solvants de polarité
croissante (Dichlorométhane, Acétate d’éthyle, n-Butanol) ont été utilisés pour I’extraction
liquide-liquide. L’utilisation de solvants a polarités différentes permet de séparer les
composés de ’extrait brut selon leur degré de solubilité dans le solvant d’extraction. La
couleur, 1’aspect ainsi que le poids et le rendement d’extraction obtenu pour chaque solvant a

été calculé et les valeurs sont représentés dans le tableau (04) et les figures (31 et 32) :

EMeOH EDCM EBuOH E-EtOAc

7

Figure 31 : Les extraits bruts obtenus avec les différents solvants.

Tableau 04 : Les rendements, le poids, 1’aspect et la couleur des extraits obtenus avec
différents solvants.

Matériel végétale Extraits Poids d’extraits (g)  Rendement % Aspect Couleur
EHX 0.82 2.27 Pateux av Blanc jaunétre
EMeOH 262 7.28 Pateux Marron
369 EDCM 0.3268 0.90 Pateux Marron fonce
EEtOAc 0.1676 0.46 Visqueux Marron clair
EBUCOH 0.5214 1.45 Pateux Marron foncé

S
T 8
2
3]
£ 6
g
4
= 2,27
§ 2 0,9 0.46 —
3 - =

0

=EHX = EMeOH EDCM EEtOAc = EBUOH

Figure 32 : Histogramme représente le rendement d’extraction des différents solvants.
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D’apres les résultats, on constate que le rendement de I’extrait méthanolique est le plus
élevé avec une valeur de 7.28 %, suivi par ’extrait d’hexane 2.27 %, ’extrait butanolique
1.45 % et I’extrait de dichlorométhane 0.9 %, et enfin I’extrait d’éthyle d’acétate qui présente
un faible rendement 0.46 %.

11 est difficile de comparer les résultats avec ceux de la littérature. Le rendement n’est
que relatif. (Vuong et al., 2013). Les méethodes d’extraction dépendent aussi bien du matériel
fongique que les molécules recherchées. L’extraction est influencée généralement par la
méthode choisie en fonction des composés phytochimiques a étudier. D'autres facteurs,
comme le pH, la température, le rapport quantité de matiére au volume du solvant, les
intervalles de temps, le nombre et les étapes d'extractions individuelles, jouent également un

réle important dans cette procédure (Mansour-djaalab H., 2014 ; Masoko et al., 2008).

2. Dosage des polypheéenols totaux

Le dosage quantitatif des polyphénols totaux dans les extraits du P. eryngii a été réalisé
par la méthode spectrophotométrique de Folin-ciocalteu (FCR) en utilisant 1’acide gallique
comme phénol standard. La teneur en polyphénols totaux est exprimée en ug équivalent
d’acide gallique par mg d’extrait, en utilisant I’équation de la régression linéaire de la courbe

d’étalonnage tracée par I’acide gallique (y = 0,0034x + 0,1044) avec R?2 = 0,9972 (figure 33).

0,90
Abs
O y = 0,0034x + 0,1044
2| =
e 0,70 R2=0,9972
a 0,60
760 0,50
nm
0,40
0,30
0,20
0,10

000 =
0 50 100 150 200 250

Concentration en pg/ml

Figure 33 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.

Les résultats du dosage colorimétrique des composés phenoliques totaux sont

présentés dans le tableau (05) et les figures (34 et 35).
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1/4

EMcOH

EHX

EDCM

EBuOH

E-EtOAc

Blanc

Figure 34 : Plaque de dosage des polyphénols des cing extraits de Pleurotus eryngii.

Tableau 05 : Le contenu total en polyphénols des extraits bruts de P. eryngii.

Extraits EMeOH EHX EDCM EBUOH EEtOAcC

Total phenolic compounds

content (g EAG/mg dextrait) NA 2213+1.67 6.15+135 14.68+1.11 48.90+%4.95

Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + I'écartype.
EAG : équivalents d’acide gallique
NA : non absorbance

50 - 48,9
10 - EMeOH
mEHX
30 - 2213 = EDCM
20 - 1 14,68 = EBuOH
. : 6.15 - EEtOAC
0
Total phenolic compounds content (ug GAE/mg d’extrait)

Figure 35 : Histogramme représente les teneurs en polyphénols totaux des différents extraits
de Pleurotus eryngii.

Le dosage quantitatif des phénols totaux des différents extraits du P. eryngii a révélé
que I’extrait d’acétate d’éthyle renferment une teneur plus élevée en phénols totaux par
rapport aux autres extraits avec une valeur de 48.90+4.95 ug EAG/mg d’extrait, Suivi par
I’extrait d’hexane avec une teneur notable 22.13+1.67 pg EAG/mg d’extrait, 1’extrait
butanolique et I’extrait de dichlorométhane 14.68+1.11; 6.15+1.35 ng EAG/mg d’extrait

respectivement. Cependant I’extrait méthanolique, il n’a présenté aucune valeur.
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La différence de la teneur en polyphénols des extraits bruts résulte de la différence de
polarité des solvants organiques, le temps et la tempeérature d'extraction, le rapport solide-
liqguide d’extraction ainsi que la nature chimique et les caractéristiques physiques des
échantillons (Dai et Mumper, 2010). D’aprés Bruneton et al., (1999) et Macheix et al.,
(2005), ces composés sont généralement solubles dans les solvants organiques polaires et peu
solubles dans les solvants organiques apolaires. Ce qui peut justifier nos résultats, le solvant

qui a donné la teneur la plus élevée est ’EEtOAC, qu’il a une polarité plus élevee.

Les composés phénoliques sont tres connus pour leur réactivité avec le Folin. Ce
dernier est souvent utilisé pour doser les polyphénols totaux des aliments, des extraits de
champignons et de plantes. Cependant, le terme polyphénols totaux semble étre incorrect, car
le réactif de Folin est capable aussi de réagir avec d’autres molécules, notamment : les
composés azotés, les thiols, les vitamines, les glucides et les bases de nucléotides (Everette
et al., 2010 ; Morel et al., 2018). En réalité, il mesure la capacité antioxydante totale de
I’échantillon étudié (Everette et al., 2010).

3. Evaluation de P’activité antioxydante
3.1. Test de Piégeage du radical libre DPPH*

L'évaluation du pouvoir antioxydant des extraits est réalisée par le test DPPH, qui est
considéré comme un radical libre relativement stable. La decoloration de DPPH est
directement proportionnelle a la capacité des molécules bioactives a réduire ce radical. Le
pouvoir antioxydant est déterminé de fagon a ce qu’une quantit¢ de I’extrait d’une
concentration bien déterminée neutralise 50% du radical. 1Cso représente la concentration
équivalente a 50% de DPPH perdu. Les résultats sont présentés dans la figure (36) et le
tableau (06) ci-dessous :

EMcOH __ EHX ... . EDCVM EBuOH — .
PN 1 1
Tl r'r_ RN e | /;» /; ? ;-. - %
N OCOC ;‘, @ ’!,%"!,’!";@ e % v 8o
" COGABEELCBOET | - O 8
18 (¥ '.‘2/.4\ ”}\,‘ ')@)@@Q,‘J ! 18 :3 ,\\ i
is _-‘/’Aﬁ‘{'}(,}f’ﬁ{@@ @@Q ‘ 11s @ @ @
132 ,"' ,L ’* AQJ(,)@)@J@IGIQ 132 G5 0 @\
Lis ) .7 ’;(’;(’, \")N’;\ )@ {‘, Q‘ ves (5 ‘ ‘
Blane (& 47 M0 EC IEE ME T ME BT R N Bune G & g‘

Figure 36 : Les plaques de dosage de I’activité anti-radicalaire (DPPH) des extraits du P.

eryngii.
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Tableau 06 : Pourcentage d’inhibition et valeurs des ICsp de I’activité d’inhibitrice du radical

DPPH par les extraits de P. eryngii et les standards.

Concentration % d’inhibition
(ng/ml)

Extraits o 12.5 ug 25 ug 50 ug 100 pg 200 pg 400 pg 800 ug 1Cso pg/mL
standards

EMeOH 455+0.27 | 6.65+027 | 7-52#0.53 | 860+0.30 | 7.64+0.52 | 14.64+0.80 | 32.19+0.53 ND
EHX 2.80+020 3.85+044 & 948%090 7414114 = 962+1.14 | 22.39+0.83 = 33.35+1.06 ND
EDCM NA NA 0.17x0.36 | 1404090 | 5.77+0.20 | 10.96+0.17 | 17.84+0.36 ND
EBUOH 1.63+0.10 = 344+030 42638020 | §01+053 | 9.15+1.02 @ 1254+0.30 @ 23.85+0.56 ND
EEtOAC NA NA NA 2974044 | 15.63+0.61 | 24.20£0.81 | 52.07+1.21 >200
BHA 76.55+0.48 = 79.89+0.26 = 81.73#0.10 = 8418+0.10 @ 87.13+0.17 = 89.36+0.19 = 90.14+0.00 & 6.14+0.41
BHT 49.09+0.76 | 72.63+2.06 | 88.73+0.89 | 94.00+0.31 | 94.97+0.08 & 95.38+0.41 | 95.02+0.23 | 12.99+0.41

o-Tocopherol | 3721+182 = 81.53+1.51 = 89.23+0.12 = 89.38+0.19 = 89.45+0.22 = 89.99+0.23 = 89.52+0.33  13.0245.17

Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + |'écartype.
NA : non absorbance, ND : non déterminé.

Les résultats obtenus ont permis de tracer la courbe de pourcentage d’inhibition en

fonction des concentrations des d’extraits et des standards (Figure 37)

120
T 100 =@=FMeOH
[a . —
o - — —@—EHX
S 80 EDCM
i
2 EBUOH
2 60
= —8—EEtOAC
; 20 —0—BHA
——BHT
20 =@=-Tocopherolb
0 s ©

125 ug 25 ug 50 pg 100 pg 200 pg 400 pg 800 ng

concentration en pug/ml

Figure 37 : Courbes de pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des

différentes concentrations des extraits de champignon P. eryngii.
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Les résultats obtenus montrent que la capacité d’inhibition du radical DPPH est dose
dépendante vis-a-vis du DPPH, c’est-a-dire le piégeage des radicaux libres DPPH augmente
avec l'augmentation de la concentration des extraits et par conséquent l'augmentation de
I'activité anti-radicalaire.

En comparant le pourcentage d’inhibition des standards : le BHA, BHT et a-tocophérol
et nos extraits : EMeOH, EHX, EDCM et EBuUOH on trouve que ces derniers sont inactifs,
dont le pouvoir anti-radicalaire n’atteint méme pas 50%, sauf pour I’extrait d’acétate d’éthyle
(EEtOAC) présente une trés faible capacité a pieger le radical DPPH. Ces résultats peuvent
étre explique par I’absence des molécules responsable de ’activité anti-radicalire comme les

polyphénoles et les flavonoides (Li et Nagendra 2013, Gasecka et al. 2016).

3.2.Test de piégeage du cation radical ’ABTS **

Le test ABTS est basé sur la génération d'un ABTSe+ bleu/vert qui peut étre réduit par
des antioxydants (Floegel et al., 2011) et la décoloration refléte la capacité d'un antioxydant a
donner des électrons ou des atomes d'’hydrogene pour désactiver les especes radicalaires
(Xiao et al., 2016). La décoloration du radical ABTS a été déterminée par le pourcentage
d’inhibition du cation radicalaire ABTSe+ en fonction de la concentration des différents
extraits. Les pourcentages d’inhibition du radical ABTS et les résultats donnés par le lecteur

des plaques sont illustrés dans la (figure 38) et le tableau (07) ci-dessous :

EMcOH 5  EHX §——EDCM 7 EBuOH e - - E-EtOAc
) L] | : fa el
11 i
12 9,9, W
14 2.9.9.9,9,® 14
1/8 N ’.’.\,ﬁ‘ 1/8
116 9. 9.9,9,9, 116
1/32 (9,909, 9,9,®%% 830 132
1/64 300 9.9.9.9® % 116318319 ve
e | . - 4
Blanc ' . M .\"2"‘ ') Blanc

Figure 38 : Les plaques de dosage de I’activité anti-radicalaire ABTS des extraits du P.

eryngii.

69



Chapitre 2 Résultats et Discussion

Tableau 07 : Pourcentage d’inhibition et valeurs des ICso de 1’activité d’inhibitrice du radical

ABTS par les extraits de P. eryngii et les standards.

% d’inhibition

Extraits et 12.5 pg 25 ug 50 ug 100 pg 200 pg 400 pg 800 g 1Cs pg/mL
standards

EMeOH 2.00+0.92 = 8.91+1.96 @ 14.53+0.47 @ 18.40+0.93 21.39+0.80 26.19+0.82 @ 30.11+2.78 ND
EHX NA NA 4.01+1.14 5.41+0.89 7.47+0.15 12.16+£1.53 16.60+2.68 ND
EDCM 2.10+0.10 = 4.79+1.73 = 7.47+132 | 11.03+2.31 8.50+1.87 11.18+2.94 @ 15.26+2.40 ND
EBUOH 8.24+1.88 11.65£1.52  15.67+2.53 24.2842.10 27.84+1.40 43.16x0.47 63.38+£1.03 >200
EEtOAc 15.77+¢2.15 = 26.97+0.71 38.57+2.13 | 52.03+0.67 58.38+1.78 = 72.46+0.46 81.59+1.32 @ 99.51+13.33
BHT 69.21+0.40 = 78.23+1.34 88.12+1.28 88.76+3.07 90.85+1.74 90.95+0.51 96.68+0.39 = 1.29+0.30
BHA 92.83+1.42 = 94.68+0.42 = 94.95+0.90 & 95.32+0.25 95.59+0.47 | 95.83+0.15 95.86+0.10 @ 1.81+0.10

Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + I'écartype.
NA : non absorbance, ND : non déterminé.

Les résultats obtenus ont permis de tracer la courbe de pourcentage d’inhibition en

fonction des concentrations des d’extraits et des standards BHT et BHA (Figure 39)
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Figure 39 : Courbes de pourcentages d’inhibition du radical libre ABTS en fonction des

différentes concentrations des extraits de champignon P. eryngii.

D’aprés la figure (39) des pourcentages d’inhibitions, nous observons que le taux

d’inhibition augmente en fonction de 1’augmentation de la concentration des extraits. A
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concentration 800 pg/ml, les résultats montrent que 1’extrait d’acétate d’éthyle représente une
activité antiradicalaire avec un pourcentage d’inhibition le plus élevé par rapport aux autres
extraits (81.59+1.32 %) avec un ICsp (99.51+13.33 pg/ml), en comparant avec les standards
BHT (96.68+0.39 %), 1Cs (1,29+ 0,30 pg/ml), et BHA (95.86+0.10 %), I1Cso (1,81£0,10
pg/ml), suivi par I’extrait butanolique avec un pourcentage d’inhibition moyen (63.38+1.03
%). Les extraits méthanolique, d’hexane et dichlorométhane présentent les plus faibles

pourcentages d’inhibition par rapport aux standards.

Les résultats ont montré que I’extrait d’acétate d’éthyle et 1’extrait butanolique ont
donné une faible activité inhibitrice du radical ABTS comparativement aux standards, alors

que les autres extraits ont été inactifs vis-a-vis ce test.

3.3.Test de la capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC)

Le Test de Capacité de Réduction du Cuivre Antioxydant (CUPRAC) est une méthode
de mesure du potentiel antioxydant utilisé pour une grande variété de polyphénols, incluant
les acides phénoliques, hydroxyl cinnamiques, flavonoides, caroténoides, anthocyanes, ainsi
que les thiols et antioxydants synthétiques, les vitamines C et E (Ozyiirek et al., 2011). Dans
I'essai CUPRAC, les résultats sont représentés par Aos correspondant a la concentration par

rapport a I'absorbance 0.5 dans le tableau (08) et la figure (40) :

Figure 40 : Les plaques de dosage de ’activité réductrice de CUPRAC des extraits du P.

eryngii.
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Tableau 08 : Absorbances et valeurs des Ao de I’activité réductrice du de CUPRAC par les

extraits de P. eryngii et les standards.

Absorbances (nm)

Extraits et 12.5 ug 25 ug 50 g 100 pg 200 pg 400 ug 800 ug Agso (Mg/mL)
standards

EMeOH 0.07+0.01 0.08+0.01 0.10+0.01 0.12+0.02 0.17+0.03 0.25+0.03 0.29+0.05 ND
EHX 0.12+0.01 0.20+0.01 0.27+0.00 0.36+0.01 0.52+0.01 0.65+0.00 0.84+0.03 >200
EDCM 0.07+0.01 0.13+0.01 0.21+0.01 0.29+0.01 0.48+0.02 0.73+0.01 1.09+0.02 >200
EBUOH 0.09+0.00 0.11+0.00 0.17+0.01 0.26+0.01 0.39+0.01 0.70+0.01 1.07+0.07 >200
EEtOAC 0.15+0.02 0.15+0.06 0.31+0.02 0.45+0.04 0.76x0.07 1.47+0.13 2.65+0.11 114.83+3.38
BHA 1.12+0.05 1.95+0.31 3.14+0.46 3.58+0.42 3.35+0.20 3.77+0.19 3.92+0.13 5.35£0.71
BHT 1.41+0.03 2.22+0.05 2.42+0.02 2.50+0.01 2.56+0.05 2.86+0.07 3.38+0.13 8.97+3.94

Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + |'écartype.
NA : non absorbance, ND : non déterminé.

Les résultats obtenus ont permis de tracer la courbe des absorbances en fonction des

concentrations des d’extraits et des standards (figure 41)
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Figure 41 : Courbes d’absorbance en fonction de la concentration des extraits obtenus par le
test CUPRAC.

D’apres les résultats présentés dans la Figure 41, nous observons que 1’absorbance
augmente en fonction de 1’augmentation de la concentration des extraits. A une concentration
800 png/ml on observe que I’extrait d’acétate d’éthyle posséde une activité inhibitrice du

complexe cuivre-néocuproine avec une absorbance élevée (2.65+0.11 nm) par rapport aux

72



Chapitre 2 Reésultats et Discussion

autres extraits mais inférieure a celle des standards, BHA (3.92+0.13 nm) et BHT (3.38+0.13
nm), suivi par 1’extrait dichlorométhane (1.09£0.02 nm), butanolique (1.07£0.07 nm) puis
I’extrait d’hexane (0.84+0.03 nm). L’extrait méthanolique présente 1’activité inhibitrice la

plus faible (0.29+£0.05 nm).

L’extrait d’acétate d’¢éthyle présent une faible activit¢ réductrice du cuivre
(A0.5=114.83£3.38 ug/ml) par rapport a celle des standards BHA (5.35+£0.71 pg/ml) et BHT
(8.97+3.94 pg/ml) mais élevée par rapport aux autres extraits. Cependant, les extraits
d’hexane, dichlorométhane et butanolique présentent des trés faibles activités réductrices du
complexe cuivre-néocuproine avec des Aos >200 pg/ml. Alors que I’extrait méthanolique est

inactif dont le pouvoir réducteur n’atteint méme pas 50%.

3.4.Activité de réduction par la formation du complexe Fe+2 phénanthroline

Ce test se base sur une réaction d’oxydoréduction, les ions Fe3+ associés au
phénanthroline vont étre réduits en présence d’un antioxydant en fer ferreux donnant un
complexe F2+ -phénanthroline de couleur rouge orange. Cette réduction est déterminée par la
mesure des valeurs de Aos des extraits et de celles des standards. La réduction du fer par la

méthode phénanthroline pour les extraits est représenté dans le tableau (09) et la figure (42).

Tableau 09 : Absorbances et valeurs des Aos de I’activité réductrice du phénanthroline par

les extraits de P. eryngii et les standards.

Concentration Absorbances (nm)
(ng/ml)
3.125 pg 6.25 pg 12.5 pg 25 ug 50 ug 100 pug 200 g Aos Hg/mL
Extraits
EMeOH 0.23£0.01 | 0.24+0.04 = 022+0.02 0.23+0.01 = 0.24+0.01 = 0.25+0.04  0.29+0.04 ND
EHX 0.23+0.01 = 0.20£0.02 = 021+0.02 0.22+0.01 = 0.28+0.02 = 0.29+0.01  0.39+0.03 ND
EDCM 0.23+0.01 | 0.22+0.01 = (021+0.01 = 0.21+0.01 | 0.23+0.01 = 027+0.01  0.39+0.03 ND
EBUOH 0.22+¢0.02  0.24+0.02 0244002  0.23+0.01 = 0.24+0.01 = 0.30+0.03 = 0.37+0.01 ND
EEtOAC 0.24+0.01 = 0.28+0.01 = (0.30+0.00 = 0.31+0.00 @ 0.35:0.01 = 0.37+0.01 | 0.60+0.01 = 151.39+2.37
Concentration
(ugmi) 078125
1.5625 pg 3.125 ug 6.25 g 12.5 g 25 ug 50 ug Aos po/mL
ug !
Standards
BHA 0.49+0.01 = 0.59+0.01 = (073+0.02 = 0.93+0.01 | 1.25+0.04 = 2.10+0.05 = 4.89+0.06 0.93+0.07
BHT 0.47£0.01 = 047+0.01 = 053+0.03  1.23+0.02  1.84+0.01  3.48+0.03  4.84+0.01 2.24+0.17

Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + |'écartype.
NA : non absorbance, ND : non déterminé.
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Les résultats obtenus on permit de tracer la courbe des absorbances en fonction des

concentrations des d’extraits (figure 42).

=@==EMeOH
EHX
4 EDCM
EBUOH
=@—EEtOAC

Absorbance a 510 nm

2 —o—BHA
——BHT

o 1—&—%3{._\,

&

3.125ug 6.25ug 12.5 ug 25 pg 50 ug 100 pg 200 pg

concentration en pg/ml

Figure 42 : Courbes d’absorbance en fonction de la concentration des extraits obtenus par le
test phénanthroline.

Les résultats obtenus montrent que tous les extraits sont incapables de réduire le fer et
de former un complexe Fe*? — phénantroline, en comparant les résultats avec les standards,
sauf I’extrait d’acétate d’éthyle révele une faible capacité réductrice avec Aos5=151.39+2.37
pg/ml, ce pouvoir réducteur reste treés faible par rapport a celui des standards BHA et BHT,

Ao,50=0,93+0,07 et 2,24+0,17 pg/ml, respectivement.

3.5.Activité du pouvoir réducteur (FRAP)

Le test FRAP a été réalisé sur les différents extraits du champignon P. eryngii. Il est
basé sur la réduction des ions Fe3+ du ferricyanure en Fe2+ pour donner le ferrocyanure avec
I’apparition d’une couleur bleu-vert. L activité du pouvoir réducteur FRAP est évaluée en
mesurant les valeurs de Aos ainsi que par comparaison des extraits avec les standards. Les
résultats de la réduction du fer par la méthode FRAP pour les extraits sont présentés dans le
tableau (10) et la figure (43) :
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Figure 43 : Les plaques de dosage de ’activité réductrice de FRAP des extraits du P. eryngii.

Tableau 10

Concentration
(ng/ml)

Extraits et
standards

EMeOH
EHX
EDCM
EBUOH
EEtOAc

acide Ascorbique

a-Tocopherol

3.125 ug

0.05+0.00
0.05+0.00
0.05+0.00
0.06+0.01
0.05+0.00
0.35+0.05

0.11+0.00

6.25 g

0.05+0.00
0.05+0.01
0.05+0.00
0.060.00
0.05+0.01
0.46+0.03

0.16+0.00

Absorbance in reducing power assay (nm)

12.5 pg

0.05+0.00
0.07+0.02
0.06+0.00
0.060.00
0.06+0.01
0.84+0.12

0.21+0.03

25 g

0.06+0.00
0.08+0.01
0.08+0.01
0.08+0.01
0.09+0.00
0.93+0.30

0.35+0.03

50 pg

0.07+0.02
0.12+0.00
0.12+0.01
0.10+0.02
0.15+0.01
1.18+0.34

0.73+0.03

Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + I'écartype.
NA : non absorbance, ND : non déterminé.

100 pg

0.13+0.01
0.21+0.02
0.18+0.02
0.16+0.02
0.24+0.02
1.37+0.20

1.37+0.08

200 g

0.18+0,03
0.28+0,02
0.31+0,04
0.31+0,01
0.51+0,00
1.44+0,21

1.81+0,09

: Absorbances et valeurs des Aogs de I’activité réductrice du FRAP par les extraits
de P. eryngii et les standards.

Ags pg/mL

ND
ND
ND
ND
198.09+3.10
6.77+1.15

34.93+2.38

Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes relatives pour chaque extrait (Figure

44).

18
16
1,4
12

0,8
0,6
04
0,2

Absorbance a 700 nm

3 M

3.125ug 6.25 g

12.5 ug

25 g

50 ug

concentration en pg/ml

100 ug

200 pg

=@ EMeOH
EHX
EDCM
EBUOH
e=@==FEFtOAC
==@== Ascorbic acid
==@==,-Tocopherol

Figure 44 : Courbes d’absorbance en fonction de la concentration des extraits obtenus par le
test FRAP.
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L’analyse statistique des résultats manifeste une relation proportionnelle entre les
absorbances et leurs concentrations. Plus I’absorbance est élevée, plus le pouvoir réducteur
est important. A une concentration de 200 mg/mL, on observe que I’extrait d’acétate d’éthyle
possede une activité réductrice élevée par rapport a celle des autres extraits avec une
absorbance (0.51+0,00 nm), mais reste trés faible par rapport aux standards: acide
Ascorbique (1.44+0,21 nm) a-tocophérol (1.81+0,09 nm).

A partir de ces résultats, on constate que ’extrait d’acétate d’éthyle a une capacité
réductrice des ions Fe3+ tres faible avec Aos5=198.09+3.10 comparativement a celle des
standards, I'acide ascorbique avec Aos= 6,77+1,15 ug/ml et I’alpha-tocophérol avec Aos=

34,93+2,38 ug/ml. Les autres extraits sont inactifs.

4. Activité anti-enzymatique in vitro
L’activité inhibitrice des extraits de P. eryngii est évaluée contre I’uréase

4.1.Inhibition de I’uréase
Dans la présente étude, 1’activité inhibitrice des extraits de P. eryngii est évaluée
contre I’uréase en mesurant la productiond d’ammoniac selon la méthode de 1’indophenol.
Cette méthode est basée sur la réaction de Berthelot, la molécule d’ammoniac se fixe sur une
molécule de phénol en présence du chlore formant un complexe de type indophénol qui
donne une coloration bleue. Une faible intensité indique un effet inhiniteur important.

L’absence de I’activité est observée par la persistance de la couleur bleue en présence
des différentes concentrations des extraits comme montrés dans la figure (45). Ce qui nous

ameéne a conclure que les extraits sont inactifs contre cette enzyme.
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Figure 45 : Les plaques de dosage de I’activité inhibitrice de I’uréase des extraits du P.
eryngii.
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5. Conclusion
D’aprés les résultats des tests d’activités anti-oxydantes sur les différents extrais
du champignon Pleurotus eryngii, on peut conclure que ce dernier contient de tres faible
quantité des molécules ayant des d’activités anti-oxydantes, comme par exemple polyphénols
et les flavonoides, et ces résultats sont convenable avec les résultats du dosage des
polyphénols qui ont montré que ce champignon a une faible quantité de ce type de molécules.

Nos résultats sont en parfait accord avec les résultats de Teniou et al, 2022.
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Conclusion et Perspectives

Aujourd'hui, les aliments fonctionnels suscitent un grand intérét car, en plus de fournir
les avantages nutritionnels de base, ils ont un impact positif sur la santé humaine. Les
champignons sont aussi actuellement considérés comme des aliments fonctionnels en raison
de leur capacité naturelle a accumuler différents types de substances qui permettent
d'ameéliorer leurs propriétés bénéfiques pour la santé et peuvent compléter I'alimentation
humaine. Le champignon Pleurotus eryngii peuvent étre utilisés comme matiére premiere
pour la production de compléments alimentaires et pour l'industrie pharmaceutique. La
consommation des corps fruités de P. eryngii fournit une large gamme de nutriments majeurs
et mineurs, et peut donc étre traitée comme un aliment fonctionnel pour combattre diverses

maladies de carence et la malnutrition.

Pour ces valeurs nutritionnelles nous avons choisit de travailler sur ce champignon
comestible sauvage du nord-est d’ Algérie (oued athmania), dont nous avons realisé un dosage

des polyphénols totaux et évaluer son activité antioxydante.

Une extraction solide-liquide et liquide-liquide a été effectuée sur 36 g du champignon,
en utilisant 5 solvants de différentes polarités, dont nous avons obtenus les rendements
suivants pour chaque extrait : méthanolique 7.28 %, d’hexane 2.27 %, butanolique 1.45 %,
dichlorométhane 0.9 %, et I’extrait d’éthyle d’acétate qui présente un faible rendement 0.46
%.

Le dosage des polyphénols totaux par le réactif de Folin-Ciocalteu a montré que

I’extraits acétate d’éthyle est le plus riche en ces composés par rapport aux autres extraits.

L’évaluation du pouvoir anti-radicalaire et pouvoir réducteur des extraits par les
méthodes : DPPH, ABTS, CUPRAC, Phénanthroline et FRAP a montré que tous les extraits
sont dénués de I’activité antioxydante sauf 1’extrait d’acétate d’éthyle qui a manifesté une
activité faible dans tous les tests. Ceci donne I’impression que ces extraits contiennent de trés
faible quantité des des composés actifs capables de réduire les radicaux libres méme a des

fortes concentrations.

L’ensemble des résultats obtenus dans cette ¢tude n’est qu'un petit pas dans la

recherche de molécules bioactives de Pleurotus eryngii ainsi plusieurs perspectives se
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présentent a la fin de ce travail pour une future application expérimentale sur les extraits de

ce champignon :

» L’utilisation d’autres méthodes d’extraction et d’analyse chimique ;
» La quantification et la caractérisation des métabolites secondaires ;
» L’évaluation d’autres activités biologiques telles que les activités antifongique,

antimicrobiennes, antivirales, analgésiques et anti-carcinogenes. ..
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Annexe | : matériels et instruments utilisés

1. Matériels du laboratoire

Ampoule a décanter, ballons, béchers, éprouvettes, erlenmeyers, flacons, micropipettes de
volumes différents, microplaques, portoirs, spatules, tubes eppendorf, verres de montre.

2. Instruments

Agitateur magnétiqgue MSH - 20D Bain Ultrason, ElIma S70H, Elmasonic,
WISD Elma Schmidbauer GmbH, Germany

|
| =

Balance analytique ABJ 320-4NM Etuve (Memmert).
KERN




Annexes

Evaporateur rotatif (BUCHI, R215, Switzerlet)

pH métre (METTLER TOLEDO) Ampoule a décanter
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Pompe a filtration sous vide

Annexe Il : Réactifs
Réactifs

DPPH"

ABTS™ (7 mM)

Néocuproine

Phénantroline (0.5%)

Réactif de Folin-Ciocalteu dilué 10

fois

Réactif phénolique

Réactif basique

Compostions

DPPH
Méthanol

ABTS
H20

Persulfate de sodium

Néocuproine
Méthanol

1,10- Phénanthroline monohydraté
Méthanol

FCR concentré (2M)
H.O

Phenol
Naz[Fe(CN)sNQ], 2H20
H.0

NaOH

H.O

NaOClI
H.O

Quantités

6 mg
100 ml

19,2 mg
5mi
5mil

0,039 ¢
25 ml

0,059
g.s.p 10 ml

1ml
9ml

29
25 mg
25 ml

0.7125¢g
25 ml
1.175 ml
25 ml
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Annexe 111 : Solutions enzymatiques et substrats
Solutions Compostions
Uréase Urease

Tampon pH 8.2
Urée Urée

Tampon pH 8.2

Annexe IV : Les standards

standards

Acide gallique

BHA

BHT

Acide ascorbique

a-Tocophérol

Thiourée

Compostions
Acide gallique
Méthanol
BHA
Meéthanol
BHT
Méthanol
Acide Ascorbique
Méthanol
a-Tocophérol
Méthanol
Thiourée

Méthanol

Annexe V : Solutions chimiques

Solutions chimiques

Compostions

Carbonate de sodium anhydre (7,5%0) Na,COs3

H-0
Acétate d’ammonium (pH 7) ACNH,

H-0
Chlorure de cuivre 11 dihydraté CuCly, 2H20

H20

Quantités
1mg
1mL
0.2553 g
25 mL
Quantités
0,5mg
5ml
0,5mg
1ml
0,5mg
1ml
4 mg
1ml
4 mg
1ml
4 mg
1ml
Quantités
7549
100 ml
1,927 ¢
25 ml
0,042625 g
25 ml
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Ferrycianide de potassium (1%0)

Acide trichloracétique (10%0)

Chlorure de fer 111 anhydre (0.1%)

Chlorure de fer 111 anhydre (0.2%)

Persulfate de sodium

Solution acide

Solution basique

Annexe VI :
Tampon phosphate de sodium

pH 6,6

pH 7

pH 8

KsFe(CN)s
H.0
TCA
H.O

FeCI3
H.0

FeCI3
H-.0

KzSzOg (2.45 mM)
H.O

NaH2PO4, 2H20
H20

NaHPQO4, 2H20
H20

Compostions

NaH,PO4
Na;HPO,4

NaH2PO4

Na;HPO4

NaH,PO4
Na,HPO4

lg
100 ml

1g

g.s.p 10 ml
01g

gs.p 100
ml

0,029

g.s.p 10 ml
3,3mg
5ml

156 ¢
100 ml

8.89 g
500 ml

Quantités
62,5 ml
37,5 ml

39 ml
61 ml

53 ml
94,5 mi
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Résumeé

Cette étude s’inscrit dans le cadre de la recherche sur la valeur thérapeutique
d’une source naturelle : Pleurotus eryngii appelé Pleurote du panicaut. Un champignon
comestible du nord-est d’Algérie qui est connu pour ses propriétés thérapeutiques, dont
I’objectif principal de ce travail est 1’évaluation des activités antioxydante et la recherche des
polyphénols totaux. Les résultats du dosage des composés phénoliques de ces extraits
montrent que la teneur en polyphénols la plus importante est obtenue par I’extrait d’acétate
d’éthyle (EEtOAc) avec un taux de (48.90+4.95 ng EAG/ mg d’extrait). L’activité
antioxydante des différents extraits EMeOH, EHX, EDCM, EBUOH et EEtOAC a eté évaluée
in vitro par des méthodes de DPPH, ABTS, CUPRAC, Phénanthroline, FRAP. Seulement
I’extrait d’acétate d’éthyle a manifest¢ une capacité antioxydante dans tous les tests
d’évaluation du pouvoir antioxydant mais reste faible comparativement a celles des
molécules de référence utilisées, on peut considérer que ’existence des polyphénols dans

I’extrait d’acétate d’éthyle est responsable de I’activité antioxydante observé.

Mots-clefs : Pleurotus eryngii, polyphénols, antioxydants, activité antioxydante, activité anti-

enzymatique.



Résumés

Abstract

This study is part of the research on the therapeutic value of a natural source: Pleurotus
eryngii called king oyster mushroom. An edible mushroom from the north-east of Algeria
which is known for its therapeutic properties, for which the main objective is the evaluation
of the antioxidant activities and the research of total polyphenols. The results of the
determination of phenolic compounds of these extracts show that the highest content of
polyphenols is obtained by the ethyl acetate extract (EEtOAc) with a rate of (48.90£4.95 ug
EAG/ mg extract). The antioxidant activity of the different extracts EMeOH, EHX, EDCM,
EBUOH and EEtOAc was evaluated in vitro by DPPH, ABTS, CUPRAC, Phenanthroline,
FRAP methods. Only the ethyl acetate extract showed antioxidant capacity in all the tests of
antioxidant power evaluation but remains weak compared to those of the reference molecules
used, it can be considered that the existence of polyphenols in the ethyl acetate extract is

responsible for the antioxidant activity observed.

Key words: Pleurotus eryngii, polyphenols, antioxydants, antioxidant activity, anti-

enzymatic activity.
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Résumé

Cette étude s’inscrit dans le cadre de la recherche sur la valeur thérapeutique d’une source naturelle :
Pleurotus eryngii appelé Pleurote du panicaut, un champignon comestible du nord-est d’Algérie qui est connu pour
ses propriétés thérapeutiques, dont I’objectif principal de ce travail est I’évaluation des activités antioxydante et la
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I’extrait d’acétate d’éthyle a manifesté une capacité antioxydante dans tous les tests d’évaluation du pouvoir
antioxydant mais reste faible comparativement a celles des molécules de référence utilisées, on peut considérer que

I’existence des polyphénols dans I’extrait d’acétate d’éthyle est responsable de ’activité antioxydante observé.
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