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Résumé

Résumé :

Cette étude vise a promouvoir les vertus des champignons nutritionnels et médicaux en
Algérie pour le champignon «Cyclocybe sp», en étudiant et caractérisant la mycochimie et en
évaluant la capacité antioxydante et les activités biologiques de ses fruits. L'étude
mycochimique a montré qu'il contenait des métabolites secondaires majeurs, tels que les

polyphénols et les terpénes, ainsi que des alcaloides et des tanins.

Elle a examiné I'extraction de ces composés dans des solvants chimiques ou nous avons
utilisé deux types : I'eau et le méthanol (méthanol/eau : hydro-méthanol ; 80/20 v/v), et le

méthanol.

L'essai visant a déterminer les concentrations de polyphénols et de flavonoides a montré
que I'extrait méthanolique aqueux (Hydrométhanolige) contenait ces substances bioactives a
une concentration de 59,2+0,00321 pg GAE/mg Ext ; 17,060,001 pug RE/mg Ext ; Elles ont
également été estimées en extrait méthanolique a 53,52+0,004932 ug GAE/mg Ext;
16,30+0,01967 ug RE/mg Ext successivement.

L'évaluation du potentiel antioxydant in vitro des extraits de DPPH ¢, ABTS « +, FRAP, a
montré que les deux extraits ont une activité antioxydante remarquable, une meilleure activité
a été excercée par I’extrait méthanolique (Ext-MeOH) avec des I1Cso : 493,53+£10,50 pg/ml
pour inhibition de 50% d’activité de radical DPPH ; 168,03+23,95ug/ml pour le piégeage de
cation ABTS, et 255,00+0.00 pour une reduction de la moiti¢ d’absorbance du fer ou FRAP.

Mots cles: Champignon comestible, Cyclocybe sp; potentiel antioxydant; activites

biologiques in vitro.
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Abstract

Abstract:

This study aims to enhance the virtues of edible and medicinal mushrooms of Algeria
especialy « Cyclocybe sp » a mycochemical characterization and an evaluation of the antioxidant
potential and the biological activities of fruiting. The mycochemical study made it possible to
highlight the main secondary metabolites, in particular phenolic compounds, terpene, alcaloides

and tannins.

The dosage of polyphenols and flavonoids shows that the Hydromethanolige extract has the
highest contents for the two bioactive substances with 59,21 + 0,00321 ug GAE / mg Ext; 17,06
+ 0,001 pug RE/mg Ext respectively and (53,52 £ 0,288 ug GA/ mg Ext; 16,30 £ 0,01967 ug RE /

mg Ext) for methanolic extract.

The evaluation of the antioxidant potential in vitro of the extracts by colorimetric methods
(DPPHe, ABTS <+, FRAP), showed that all the extracts had a very significant antioxidant
activity, but the strongest activity is attributed to the methanolic extract (Ext-MeOH) with the
DPPH - (493,53 £ 10, 50 pg/ml), ABTSe+ (168,03 + 23,95 ug /ml) and (255,00 + 0,00 pg /ml)

for reduction of oxidation of ferrous (FRAP test).

This study confirmed the preventive and therapeutic efficacy of the fungus and provided

measurable biological evidence of its antioxidant power.

Keywords: Edibe mushroom, Cyclocybe sp; Secondaries metabolits, antioxidant potential; in

vitro biological activities.



Abréviations

(NHa)2 S203 Persulfate d'ammonium

ABTS Acide 2,2’- azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique
AChE Acétylcholine estérase

A3 Atome d'Aluminium

AICls Chlorure d’aluminium

BHA Butyl HydroxyAnisole

BHT Butyl Hydroxy Toluene

BuChE Butyrylcholine estérase

C2H3sNaO2 Acétate de sodium

CAPS Polysaccharide de Cyclocybe Aegerita
DPPH 2,2-Dephenyl-1-picrylhydrazyl

EAG Equivalent en acide gallique

ERN Espéces réactives de 1’azote
Ext-Hydro- Extrait Hydrométhanolige

MeOH)

Ext-MeOH Extrait Méthanolique

FCR Reactif Folin-Ciocalteu

FeCls

Chlorure de fer




Abréviations

FRAP Ferric ion Reducing Antioxidant Power
FT Flavonoides totaux

H20 Molécule d'eau

H2S04 Acide sulfurique

HCA Acide hydroxy cinnamique

HCI Chlorure d’hydrogéne

1Cso Concentration Inhibitrice a 50 %
K25203 Persulfate de potassium

KsFe (CN)s Potassium ferricyanide

LH Hydrogéne d'une chaine de lipides polyinsaturés
LOO- Radical pyroxyde

LOOH Hydro-peroxydes

MDA Malone dialdéhyde

MeOH Alcool méthylique

NHsOH Hydroxyde d'ammonium

NOX NADPH oxydases

02 Oxygéne moléculaire




Abréviations

OH- Radical hydroxyle OHe

PT Polyphénols totaux

RE Equivalent de rutine

ROS Especes réactives a I'oxygéne
SE Sélénium

TCA Acide trichloroacétique
ADN Acide désoxyribonucléique.
AGPI Acide gras poly-insaturés.
COX Cyclooxygeénase.

ROS Reactive oxygen species.
MycoDB Mycology Data Base.

ITS Internal Transcribed Spacer
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Introduction

L'oxygéne est un élément indispensable a la vie. Lorsque les cellules utilisent I'oxygéne
pour produire de I'énergie, des radicaux libres sont créés a la suite de la production d'ATP
(adénosine triphosphate) par les mitochondries. Ces sous-produits sont généralement des
espéces réactives de lI'oxygene (ROS) ainsi que des especes réactives de l'azote (RNS) qui
résultent du processus d'oxydo-réduction cellulaire. Ces especes jouent un double réle, a la
fois toxique et bénéfique. L'équilibre délicat entre leurs deux effets antagonistes est

manifestement un aspect important de la vie (Pham-Huy et al., 2008).

A des niveaux faibles ou modérés, les ROS et les RNS exercent des effets bénéfiques sur
les réponses cellulaires et la fonction immunitaire. A des concentrations élevées, ils générent
un stress oxydatif, un processus délétére qui peut endommager toutes les structures cellulaires
(Young et al., 2001 ; Halliwell et al., 2015).

Le stress oxydatif joue un r6le majeur dans le développement de maladies chroniques et
dégénératives telles que le cancer, l'arthrite, le vieillissement, les troubles auto-immuns, les
maladies cardiovasculaires et neurodégénératives. Le corps humain dispose de plusieurs
mécanismes pour contrer le stress oxydatif en produisant des antioxydants, qui sont soit
produits naturellement in situ, soit apportés de I'extérieur par le biais d'aliments et/ou de
suppléments (Valko et al., 2006 ; Chatterjee et al., 2007).

Lorsqu'ils sont produits en exces, les radicaux libres et les oxydants générent un
phénomene appelé stress oxydatif, un processus délétere qui peut altérer gravement les
membranes cellulaires et d'autres structures telles que les protéines, les lipides, les

lipoprotéines et I'acide désoxyribonucléique (ADN), (Droge., 2002 ; Young et al., 2001).

L'organisme dispose de plusieurs mécanismes pour contrer ces attaques en utilisant des
enzymes de réparation de I'ADN et/ou des antioxydants (Willcox et al., 2004 ; Halliwell.,
2007).
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L'organisme dispose de plusieurs mécanismes pour contrer le stress oxydatif en
produisant des antioxydants, soit naturellement générés in situ (antioxydants endogeénes), soit
apportés de I'extérieur par les aliments (antioxydants exogeénes). Les antioxydants ont pour
role de neutraliser I'excés de radicaux libres, de protéger les cellules contre leurs effets
toxiques et de contribuer a la prévention des maladies (Pham-Huy et al., 2008).

Certains champignons comestibles communs, sont largement consommeés dans la culture
asiatique, possedent une l'activité antioxydante qui est bien corrélée a leur teneur en

phénoligue totale (Cheung et al., 2003).

Les champignons médicinaux sont dotés de propriétés pharmacologiques et
thérapeutiques intérresantes telles que I’effet antioxydant, ’inhibition de la croissance des
microbes, reduction des processus inflammatoires, I’immunomodulation, [I’effet
antidiabétique, et hépato-protecteur, anticancéreux, antiallergique, antihyper-lipidémique et
prébiotique (Elkhateeb et al., 2020 ; Jeitler et al., 2020). Ces activités sont attribuées a la
présence de nombreux métabolites bioactifs dans le mycélium et les fructifications, dont
l'effet biologique varie selon 1’espeéce fongique ainsi que la nature chimique de ces molécules

(Venturella et al., 2021).

Les champignons sauvages comestibles sont depuis longtemps considérés comme faisant
partie de l'alimentation humaine en raison de leurs vertus médicinales et nutritionnelles dans
de nombreux pays d'Asie et d'Europe depuis I'Antiquité. Les champignons sont considérés
comme une riche source de composés biologiquement actifs qui possedent des propriétés
antifongiques, antibactériennes, antioxydantes, hépatoprotectrices, immunomodulatrices et
apoptogenes (Mallick et al., 2016 ; Chatterjee et al., 2011).

Ces résultats suggerent que les champignons comestibles pourraient constituer une source
potentielle d'antioxydants phénoliques. Toutefois, les études sur les antioxydants dérivés de
champignons comestibles qui sont produits par des méthodes de culture naturelle, montrent
que leurs effets bénéfiques sur la santé, notamment leurs propriétés antioxydantes, suscitent

un vif intérét de la part des chercheurs.
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L’objectif de notre travail, est la bio évaluation du champignon sauvage  « Cyclocybe
sp » d’Algérie a travers une étude des propriétés nutritionnelles, activités antioxydants et
thérapeutiques. Les objectifs spécifiques sont : Analyser de maniére qualitative les composés
phytochimiques, déterminer les substances bioactives (polyphénols et flavonoides) et 1’étude

in vitro des activités antioxydants

Ce travail englobe deux parties, une présentation bibliographique et une partie
expérimentale. La partie bibliographique renferme deux chapitres, le premier présente decrice
quelques informations sur le stress oxydatif, le deuxieme chapitre expose les propriétés
biologiques sur I’espéce étudié « Cyclocybe sp », notamment 1’activité antioxydante, plus que

d’autres activités, avec 1’exposition des travaux scientifiques réalisés a travers le monde.

La partie expérimentale présente le profil nutritionnel, le processus d’extraction utilisé,
les tests d’analyse qualitative par screening phytochimique, quantification des substances
bioactives (polyphénols et flavonoides) des différents extraits, évaluation des activités
biologiques in vitro (activité antioxydante). La partie correspondant aux résultats et leurs
discussions, représente la contribution la plus importante du mémoire. 1l est organisé sous
forme de parties, chacune expose les activités biologiques réalisées. Enfin une conclusion

générale résume les contributions du travail et décrit les perspectives estimées.







Chapitre 1: Stress Oxydatif



Chapitre 1 : Stress oxydatif

1. Stress oxydatif

1.1. Définition

Les radicaux libres sont produits dans le métabolisme naturel normal des cellules aérobies,
principalement sous la forme d'especes réactives a I'oxygene (ROS). Une fois produits, la
plupart des radicaux libres sont neutralisés par les défenses antioxydantes cellulaires
(enzymes et molécules non enzymatiques). Le maintien de I'équilibre entre la production de
radicaux libres et les défenses antioxydantes est une condition essentielle au fonctionnement

normal de I'organisme (Volko et al., 2007).

Les effets bénéfiques des ROS se produisent a des concentrations faibles ou modérées et
impliquent des réles physiologiques cellulaires de signalisation et de régulation (Fang et al.,
2002 ; Freidovich et al., 1999). Néanmoins, I'équilibre entre la production de ROS et les
défenses antioxydantes peut étre rompu soit par la surproduction de ROS, soit par la perte des
défenses antioxydantes de la cellule (Machlin et Bendic., 1987). Ce déséquilibre est connu
sous le nom de stress oxydatif. Dans ce cas, I'excés de ROS peut oxyder et endommager les
lipides cellulaires, les protéines et I'ADN, entrainant leur modification et inhibant leur
fonction normale (Volko et al., 2007 ; Fu et al., 1998 ; Rindour et al., 2005).

1.2. Radicaux libres, espéces réactives de I'oxygene (ROS)

Un radical libre est défini comme tout atome ou molécule possédant des électrons non
appariés dans l'orbite extérieure (Gutteridhe et Halliwet et al., 2000). Les radicaux libres sont
généralement instables et trés réactifs et ils dérivent de lI'oxygéne moléculaire (O2) sont
généralement connus sous le nom d'especes réactives de l'oxygene (ROS) et représentent la
classe la plus importante d'espéces radicalaires générées dans les systemes vivants (Miller et
al., 1990). En fait, malgré I'importance de I'O2 pour la voie aérobie, il peut étre toxique dans

certaines conditions. Ce phénomeéne est appelé "paradoxe de I'oxygene™ (Gilbert., 2000).
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Figure. 1. Principales causes de la surproduction de radicaux libres (stress oxydatif), cibles

cellulaires possibles et conditions associées au stress oxydatif.

1.3. Les différentes especes réactives de I’oxygene

Les espéeces réactives de 1I’oxygeéne (ROS) regroupent I’ensemble des dérivés radicalaires
de ’oxygene (02, OH’, NO*, ROO"), mais également les composés non radicalaires (ROOH,
H202, 0;). Les radicaux libres qui dérivent de 1’02 sont appelés « les espéces réactives de
I’oxygene» (ROS) alors que les radicaux libres qui sont engendrés de la réaction de I’oxygene
avec 1’azote sont considérés comme une sous-classe des radicaux libres appelée « les especes
réactives de 1’azote » (ERN) (Ifeanyi., 2018). Il existe d’autres espéces qui sont réactives
mais ne sont pas des radicaux libres, qui peuvent étre des précurseurs de radicaux (Ahmad et
al., 2017).
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1.4. Production des espéces réactives de 1’oxygeéne (ROS)

Les especes reactives de I'oxygéne (ROS) jouent un rdle essentiel dans les processus
physiologiques en tant que molécules de signalisation cellulaire et dans la modulation de la
transcription, contribuant ainsi a I'noméostasie cellulaire et tissulaire qui est tres importante
dans le fonctionnement. Les ROS interviennent également dans la régulation vasculaire, la
neurotransmission par la production de NO, I'adhésion cellulaire et la réponse immunitaire
(Juan et al., 2021; Di Meo et Venditti., 2020). Les ERO représente le sous-produit naturel

du métabolisme cellulaire aérobique, fournies majoritairement par la mitochondrie.

Les mitochondries sont la source la plus importante de ROS, mais elles sont aussi les
premiéres cibles de ces radicaux car les ROS ont un acces facile aux lipides de la membrane,
qui sont susceptibles d'étre attaqués par les radicaux libres. Cette attaque est appelée
peroxydation lipidique et favorise la production de différents types de ROS (Mehrotra et
al.,1991). La peroxydation des lipides commence généralement par I'extraction d'un atome
d'’hydrogéne d'une chaine de lipides polyinsatures (LH), sous I'action d'especes réactives telles
que les HO-. Cela génére un radical lipidique trés réactif qui peut réagir avec I'O2 pour former
un radical peroxyde (LOO-).

Les cellules endothéliales et inflammatoires ont la capacité de produire des ROS dans des
conditions physiologiques et pathologiques. Bien qu'elles aient une capacité intrinseque
particuliere a produire des ROS, elles ne peuvent pas atteindre la méme quantité que les ROS
mitochondriaux. Les ROS sont produits par une variété d'enzymes, notamment les NADPH
oxydases (NOX), la xanthine oxydase, l'oxyde nitrique synthase et les constituants
peroxysomaux. Dans le réticulum endoplasmique, les oxydants sont libérés lors du repliement
des protéines et de la formation des liaisons disulfures (Nobari et al., 2022 ; Juan et al.,
2021).

Les réactions non enzymatiques impliquent que l'oxygéne réagisse avec la matiere
organique, produisant ainsi des radicaux libres. La production de radicaux libres peut étre
endogene ou exogéne. La voie endogéne peut résulter de I'activation des cellules
immunitaires, de l'inflammation, de l'infection, du cancer, de l'exercice excessif, du stress
mental et du vieillissement, tandis que la voie exogene peut provenir de facteurs externes, tels

que la pollution, le tabagisme, les drogues, etc. (Nobari et al., 2022).
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1.5. Les Cibles des especes réactives de 1’oxygene

En général, les effets nocifs des ROS dans la cellule comprennent des dommages sur
I'ADN ou I’ARN ; la peroxydation lipidique des acides gras polyinsaturés (tels que les
phospholipides membranaires). Polyinsaturés (tels que les phospholipides membranaires) ; et
I’oxydation des protéines, (Figure. 2). lls causent des dommages irréversibles a 'ADN, aux
lipides et aux enzymes présents dans le cytosol de la cellule, car ils oxydent et modifient les

composants cellulaires et les empéchent de remplir leurs fonctions initiales (Yan et Zaher.,
2019 ; Ito et al., 2019 ; Hawkins et Davies., 2019).
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Figure. 2. Effets des especes reactives de 1’oxygene (ERO) sur les principaux constituants
cellulaires. MDA : malondialde’hyde ; HNE : 4-hydroxynonenale ; 8- OHdG : 8-hydroxy-

desoxyguanosine ; AOPP : produits avances de 1’oxydation des proteines (Yzydorczyk et al.,
2015).
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e Les acides nucléiques

Les altérations de I'ADN sont principalement causées par le radical hydroxyle OHe, qui
induit des mutations dans les bases puriques et pyrimidiques ainsi que dans les protéines de la
chromatine, affectant la stabilité du génome et la dynamique de I'expression des génes. Ce
type de dommages oxydatifs a 'ADN est fortement corrélé aux conditions physiologiques
telles que la mutagenese, la carcinogenese et le vieillissement. Les lipides et les protéines sont
également affectés par les ROS, qui peuvent causer la peroxydation lipidique et la
carbonylation des protéines, respectivement. Ces types de dommages oxydatifs ont également

été associés au vieillissement et a diverses pathologies (Assi., 2017).

e Les lipides

La peroxydation des lipides peut altérer les membranes cellulaires en perturbant leur
fluidité et leur perméabilité, ce qui peut affecter négativement la fonction des protéines liées a
la membrane, telles que les récepteurs et les enzymes. La fluidité des membranes est
importante pour l'activité cellulaire, et les lipides peuvent se mouvoir de différentes maniéres
au sein de la membrane, notamment par rotation, diffusion latérale et flip flop. La
composition en acides gras des lipides membranaires est également importante, car plus les
chaines carbonées des acides gras sont courtes et insaturées, plus la membrane est fluide
(Khan et al., 2018).

Le radical hydroxyle OH- a la capacité d'enlever un atome d'hydrogéne d'un acide gras
formant le radical pyroxyle (LOO-) qui lui-méme peut arracher un autre hydrogéne a une
autre molécule lipidique donnant des hydro-peroxydes (LOOH) qui pourront étre neutralisés
et réduits ou bien il va s'oxyder et former des aldéhydes toxiques comme le Malone
dialdéhyde (MDA) ou I'hydroxy-néonatale qui causera des dégats physiopathologiques
comme la plaque d'athéromes apres la formation des LDL oxydées (Nimse et Pal, 2015).
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e Les protéines et les enzymes

Les ERO peuvent attaquer les molécules de protéines principalement sur trois sites, y
compris le squelette des peptides, les groupes de chaines latérales d'acides aminés
aliphatiques et les groupes de chaines latérales d'acides aminés aromatiques. Les protéines
sont principalement attaquées par les OHe, RO et les radicaux réactifs a I'azote, causant des
dommages. Le peroxyde d'hydrogéne et les radicaux superoxydes ont des effets faibles sur les
protéines, a l'exception des protéines contenant des groupes SH. Au cours du processus
d'oxydation des protéines, le groupe de carbone central du squelette peptidique peut étre
converti en radicaux alkylperoxyle et alcoxy par réduction a un électron, abstraction
d'hydrogene et addition d'oxygene de radicaux libres (Sanchez, M. (1994). Implication des
radicaux libres dans I'efficacité et la toxicité des agents anticancéreux. [Theése de doctorat,
I'Université Joseph FOURIER- GRENOBLE 1]).

Les radicaux libres centrés sur I'oxygéne ou le peroxynitrite sont des oxydants puissants
vis-a-vis des lipides, des protéines et de I'ADN. Les produits formés pour chaque biomolécule
sont complexes et nombreux, et certains sont devenus des marqueurs du stress oxydant, tels
que le Malon dialdéhyde et les isoprostanes pour les lipides, les protéines carbonylées pour les
protéines et la 8-oxo-guanine ou 8-oxo-désoxyguanosine pour I'ADN (Sanchez, M. (1994).
Implication des radicaux libres dans I'efficacité et la toxicité des agents anticancéreux.
[Thése de doctorat, I'Université Joseph FOURIER- GRENOBLE 1]).

L'oxydation peut entrainer le clivage du squelette peptidique ou la formation de dérivés
protéiques réticulés. Les groupes de la chaine latérale des acides aminés aliphatiques sont
sensibles a l'oxydation directe pour former des composés carbonyles. Parallelement, les
groupes de la chaine latérale des acides aminés aromatiques sont attaques par des radicaux
libres pour générer des produits de réaction qui peuvent étre convertis en dérivés aromatiques
et en radicaux libres aromatiques par hydrogénation et couplage. Les produits de I'oxydation
des protéines peuvent étre complexes et nombreux, tels que la formation de liaisons disulfures
qui peuvent conduire a une réticulation des protéines, ou la modification de la chaine latérale

de certains acides aminés constitutifs des protéines (Dominguez et al., 2021).




Chapitre 1 : Stress oxydatif

1.6. Les conséquences pathologiques du stress oxydatif et systemes

antioxydants

Les données de la littérature confirment le rdle clé du stress oxydatif dans I'étiologie de
différentes pathologies, notamment le syndrome métabolique, I'athérosclérose, les maladies
cardiovasculaires, le cancer, les troubles cardiovasculaires, les troubles neuro dégénératifs,
le diabete, les maladies rénales, les maladies gastro-intestinales et hépatiques (Figure. 3). Un
déficit de la neutralisation d’ROS par le systéme de défense antioxydant de I’organisme

conduit a des états pathologiques (Vona et al., 2021).

Les antioxydants endogénes peuvent agir de différentes manieres pour protéger
I'organisme contre les radicaux libres. Ils peuvent bloquer la formation de radicaux, les
neutraliser en s'oxydant eux-mémes, ou retarder les réactions d'oxydation d'autres molécules.
Certains antioxydants agissent également comme des chélateurs de métaux, transformant les

pro-oxydants métalliques en des formes chimiques plus stables.

Les antioxydants ont été classés en trois catégories par : les antioxydants primaires,
secondaires et tertiaires, en fonction de leur mécanisme d'action. Les antioxydants primaires
inhibent la formation d'oxydants, les antioxydants secondaires fonctionnent comme des
piégeurs des ROS, et les antioxydants tertiaires agissent comme des agents de conservation.
Les antioxydants sont actuellement classés comme enzymatiques ou non-enzymatiques. Les
antioxydants endogenes sont produits par l'organisme et peuvent étre enzymatiques ou non-
enzymatiques. Les antioxydants exogénes proviennent de I'environnement extérieur et
peuvent étre trouves dans les aliments, tels que les fruits et legumes riches en vitamines et
polyphénols, le chocolat, certains mollusques, et le thé vert. Les antioxydants exogenes et
endogenes interagissent pour optimiser la protection contre les dommages cellulaires dus aux
radicaux (Vona et al., 2021). Tous les organismes vivants sont dotés de systeme de défenses
endogenes capables de capter et déliminer les ROS. Cependant, ces défenses sont
insuffisantes pour leurs éliminations totales et prévenir complétement les dommages oxydatifs

des cellules, tissus et organes (Ishibashi., 2013).
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Figure. 3. Schéma des maladies induites par le stress oxydatif chez I'hnomme (Vona et al.,
2021)

1.7. Les antioxydants exogenes/naturels

Les antioxydants d'origine externe ont suscité un intérét croissant pour prévenir ou
réduire le stress oxydatif. En effet, plusieurs études épidémiologiques ont montré ['effet
protecteur potentiel de I'utilisation d'aliments contenant des antioxydants sur les troubles liés
au stress oxydatif. Les antioxydants interagissent avec les radicaux libres, les stabilisent et les

neutralisent, les rendant ainsi inoffensifs (Kyro et al., 2013).

Les antioxydants naturels tels que les flavonoides, les tanins et les polyphénols agissent
comme des donneurs des électrons aux radicaux intermédiaires et jouent un role dans
I'inhibition de la peroxydation lipidique. Par exemple, la vitamine E, en particulier sa forme
active 1’a-tocophérol, protége les cellules de la peroxydation lipidique et contribue a la

prévention des pathologies chroniques associées au stress oxydatif (Azlina et al., 2018)
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Actuellement, les composés antioxydants des champignons sont devenus une source
importante pour les industries médicales et alimentaires, et fournissent des produits bioactifs

naturels, remplacant ainsi les antioxydants synthétiques (Abdelshafy et al., 2021).
1.8. Le stress oxydatif et les champignons basidiomycetes

Les antioxydants sont généralement utilisés pour réduire ou éliminer les radicaux libres.
Les antioxydants présents dans les aliments et les pharmaceutiques sont utilisés pour la
protection contre la dégradation oxydative et la pathologie causée par le stress oxydatif
(Gulcin., 2020).

Les champignons contiennent des quantités importantes d'antioxydants, notamment des
composés phénoliques, du glutathion, des polysaccharides, des caroténoides, des vitamines,
des minéraux et des sulfates, caroténoides, des vitamines, des minéraux et de I'ergothionéine,
un acide aminé contenant du soufre (Dogan., 2018 ; Dogan et al., 2018). En outre, les
champignons meédicinaux présentent des propriétés antitumorales, immunomodulatrices,
antioxydantes et antihypercholestérolémiques, antioxydants, antihypercholestérolémiques,
antiviraux, antibactériens, antiparasitaires, antifongiques, détoxifiants, des effets de piégeage
des radicaux, ainsi que des effets cardiovasculaires, hépato protecteurs et anti-inflammatoires,

cardiovasculaires, hépato protectrices et antidiabétiques (Wasser.,2011).

Actuellement, les composés antioxydants des champignons sont devenus une source
importante pour les industries médicales et alimentaires, et fournissent des produits bioactifs
naturels, remplagant ainsi les antioxydants synthétiques (Abdelshafy et al., 2021).
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Chapitre 2 : Les champignons Agrocybes et leurs bénéfices biologiques

1. Les champignons commestibles et medicinales Agrocybes

Depuis des millénaires, les champignons comestibles et médicinaux constituent un
régime alimentaire courant pour I'humanité en raison de leur importance nutritionnelle et de
leurs bienfaits thérapeutiques (Patel et al., 2012 ; Liuzzi et al., 2023). lls représentent une
source riche en hydrates de carbone, acides aminés, protéines, acides gras, vitamines,
minéraux et des métabolites secondaires tels que les: polyphénols, tannins, terpénes et
alcaloides qui controlent et améliorent de multiples fonctions du corps humain afin de

maintenir une bonne sante, en réduisant I'apparition de plusieurs maladies chroniques.

Les activités biologiques et thérapeutiques sont variables selon le type d’espéce et la
composition en métabolites secondaires. Parmi 140.000 champignons vivants dans la terre, Il
existe plus de 3000 champignons ayant une richesse en biosubsances d’intérét bénéfique pour
I’homme (Podkowa et al., 2021, Wasser., 2002).

Une famille des basidiomycetes représente une source nutritionnelle importante,
caractérisée par leurs propriétés médicinales attirantes, elle est connue par nomenclature
taxonomique sous 1’appellation des Strophariacae ou Strophariacées, elle regroupe plusieurs

genres.

Les champignons Agrocybe (Cyclocybe) sont des espéces saprobiques dans la famille des
Strophariacées, caractérisée par une taille petite ou moyenne, qui poussent dans I'herbe, les
copeaux de bois, le fumier, le paillis de jardin ou dans les bois, soit en milieu terrestre, soit a
partir de bois mort, ils ont des empreintes de spores brunes. Certaines especes comme
Agrocybe aegerita, Agrocybe praecox, produisent en forte teneur quelques métabolites

comme les alcaloides et nutriments (Gargano et al., 2017),

Ces Métabolites extraits des mycéliums ou de fruits de ces basidiomycétes ont des
propriétés bénéfiques pour la santé, y compris les propriétés anticancéreuses, l'activité anti-
hypertensive, la protection contre : les dommages de I'ADN, les troubles cardiovasculaires,
les maladies neuro-dégénératifs et I'amélioration de systéme immunitaire. A 1’addition, ces
champignons exercent des activités importantes comme I’inhibition de la production des
radicaux libres d’oxygene (espéces réactives d’oxygene ROS) qui fait 1’objectif des
recherches actuelles dans la remediation du stress oxydatif dans le corps humain par des

porduits naturels.
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L'immense rble des composants nutritionnels et des molécules bioactives des
champignons comestibles dans la corrélation avec les problemes de santé est devenu une

tache bridlante dans la thérapie pharmaceutiqgue moderne (Das et Prakash, 2022).
1.1. Description des Agrocybes (Cyclocybes)

Les champignons Agrocybes ou Cyclocybes de la famille des Strophariacae
(Strophariacees) sont des espéces saprobiques de taille petite @ moyenne, qui poussent dans
I'nerbe, les copeaux de bois, le fumier, le paillis de jardin ou dans les bois, soit en milieu
terrestre, soit a partir de bois mort, ils ont des empreintes de spores brunes. lls possedent des
chapeaux convexes ou en forme de cloche ou presque plats. Dans certain région, les mois de
mai et juin sont propices pour la plupart des especes d'Agrocybe. Ils possedent des chapeaux
convexes ou en forme de cloche ou presque plats. Dans certain région, les mois de mai et juin
sont propices pour la plupart des especes source Base de données mycologiques (MycoDB)
Consulté  le: 10/03/2023 sursite web:  https://www.mycodb.fr/fiche.php?genre=

Cyclocybe&espece= cylindracea &numphoto=2&source=list&filter=&numfiche=2233.

Copyright (<) 2005 Qivier Vorer

Figure. 4. Représente le champignon Cyclocybe cylindracea ou connue sous le nom de
Pholiote du peuplier. Source Base de données mycologiques (MycoDB) Consulté le:

10/03/2023 sur site web : https://www.mycodb.fr/fiche.php?genre= Cyclocybe&espece=

cvlindracea &numphoto=2&source=list&filter=&numfiche=2233.
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1.2. Taxonomie

L’identification des Agrocybe repose souvent sur I'examen microscopique. L'observation
des spores, leurs dimensions, et la taille des pores a l'une des extrémités de la spore ; parfois
I'observation des cystides est également importante. Le cas de 1’espéce Cyclocybe erebia et
Cyclocybe cylindracea (AKA cylindrica et aegerita) étaient considérés comme des especes
d'Agrocybe, car ces champignons partagent de nombreuses caractéristiques morphologiques.
Les recherches de Vizzini et al, 2014 démontrent que erebia et cylindracea ne sont en fait pas
tres proches des espéces d'Agrocybe, selon les concepts phylogénétiques des espéces.

Consulté ce site web le 10/03/2023 : https://www.mushroomexpert.com/agrocybe.html

Leur identification macroscopique repose sur plusieurs caractéres qui comprennent les
dimensions générales, la présence ou l'absence d'un voile partiel (laissant des restes sur le
bord du chapeau, ou un anneau sur la tige), et des informations sur l'endroit ou les
champignons ont poussé : dans I'herbe, dans des copeaux de bois, dans les bois, ou en milieu
urbain. L'observation microscopique des spores, leurs dimensions, et la taille des pores a I'une
des extrémités de la spore. Parfois I'observation des cystides est également importante. En
raison de leurs ressemblances, les chercheurs ont (Vizzini, Angelini & Ercole, 2014)
démontré que 1’approche d’identification moléculaire, selon les concepts phylogénétiques des
espéces est une méthode appréciable dans I’identification des espéces en reposant sur les
marqueurs moléculaires (ITS, NucLSU, NucSSU) portés sur le gene ribosomal (Toumi M.E
et al, 2021, Kebaili F.F et al,2022) .
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Tableau. 1. Classification taxonomique des Agrocybes

Classification

Régne Fungi

Division Basidiomycota
Sous-division Agaricomycotina
Classe Agaricomycetes
Sous-classe Agaricomycetidae
Ordre Agaricales

Clade Agaricoide
Famille Strophariaceae

1.3. Habitat et distribution géographique

La plupart des autres champignons semblent savoir ou se trouvent les champs, mais le
champignon des peupliers est un peu rebelle et fructifie sur des souches de peupliers morts.
Malgré son nom commun, ce champignon est également présent sur le sol dans les bois
humides et les taillis. Peu fréquent dans le sud de la Grande-Bretagne et de I'lrlande, le Poplar
Fieldcap est plus commun dans les parties centrales et méridionales de I'Europe continentale.
L'un des endroits les plus propices a la découverte du Poplar Fieldcap en Grande-Bretagne est
le paillis de copeaux de bois. Ce champignon qui pourrit le bois (il provoque la pourriture
blanche) est cultivé depuis I'époque des Grecs et des Romains (Site web). Les Agrocybes sont
principalement distribués dans les zones ou I'numidité relative est élevée, principalement en

Asie, en Europe et en Amérique du Nord (Lau., 2001).

Consulté ses sites web le 10/03/2023 : https://www.first-nature.com/fungi/cyclocybe-

cvlindracea.php ; https://species.nbnatlas.org/species/NHMSY S0001474231 #tab records

View.
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2. Cycle de vie des champignons

D’aprés le mycologiste Peter, 2005, les champignons manquent la caractéristique
principale des végétaux : Privés de chlorophylle, dépourvus de racines, de feuilles et de tiges,
ils ont longtemps intrigué les scientifiques, qui les classent aujourd’hui dans un regne a part,
distinct de celui des plantes ou des animaux : le régne fongique. lls doivent donc assurer leur
alimentation a partir d’autres organismes, en absorbant les substances nutritives du matériel
organique dans lequel ils vivent. D’un point de vue microscopique le mycélium représente

I’ensemble du réseau d’hyphes d’'un méme champignon, que I’on retrouve sous terre.

Les champignons forestiers que 1’on peut observer sur le sol sont en réalité¢ la
fructification du champignon, le carpophore (ou sporophore) contenant les spores prétes a étre
disséminées dans I’environnement. Chaque cellule de I’hyphe peut contenir un noyau
(monocaryotique), deux noyaux (dicaryotique) ou méme plusieurs, ce qui les distingue des

cellules animales et végétales (Ripert, 2013).

Dans la nature, les champignons se multiplient en produisant des millions et des millions
de spores. Lorsqu’un de ces spores atterrit dans un milieu favorable, il germe et se ramifie
pour former un mycélium. Lorsque deux mycéliums compatibles sexuellement se rencontrent,
ils fusionnent pour former un mycélium secondaire capable de produire des fructifications
(Figure. 5), (Peter, 2005).
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Figure. 5. Représentation du cycle de vie des champignons en milieu naturel (Peter, 2005).

Image Source https://www.projetecolo.com/la-reproduction-des-champignons-489.html.
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3. Propriétés nutritionnelles et médicinales des Cyclocybes

Les champignons ont contribué a développement d'ingrédients actifs de base importance dans
le domaine de la chimie pharmaceutique en tant que source en substances bioactives ainsi que
des outils important pour la santé humaine et animale grace a leurs qualités en nutriments et
leurs applications comme des produits neutraceutiques. Les Cyclocybes présentent une source
riche en éléments nutritionnels et en métabolites secondaires caractérisees par leurs potentiaux
biologiques importants. Ici nous avons donné un exemple sur I’espece Cyclocybe aegerita

pour montrer quelques proprietés nutritionnelles et thérapeutiques.

Les analyses nutritionnelles reveles que ces champignons produisent en forte teneur en
glucides, protéines, acides gras insaturés et les comme chez 1’espece Cyclocybe aegerita de la
Serbie qu’elle a les concentrationns suivantes en : glucides 84,51 g/100 g MS, cendre et
proteins avec 6,69 g/100 g MS and 6,68 g/100 g MS, respectivement ; 1’acide linoléique est

I’acide gras insaturé le plus dominant avec un pourcentage de 78,40% (Petrovi¢ et al., 2015)

Petrovi¢ J., et al., 2015 ont montré que ce champignon produit les 4 iso formes de la
vitamine E (Tocophérol) : avec une concentration supérieure en 1’isomforme y- tocophérol
86,08 ug/100 g MS, suivi par B- tocophérol, 3-tocophérol et a-tocophérol (8,80 ug/100 g MS,
3,40 ng/100 g MS and 2,10 pug/100 g MS, respectivement).

Une autre recherche récente fournie par Chen et al., 2023, a montré les teneurs suivantes en
élément nutritionnels essentiels chez Agrocybe cylindracea de la chine : 14,09-27,24 ¢/100 g
MS en protéines, 25,27-34,17g/100g MS en fibres alimentaires non solubles, 0,49—
3,19 g/100 g MS en fibres solubles et 1,69-3,45 g/100 g Ms en lipides. Dix-sept acides aminés
sont detéctés ouu 1’acide glutamique est le plus abondant avec 18,24-46,78 g/100 g MS.

La composition chimique et propriétés médicinales de certains Agrocybes ont resumé dans le

tableau. 2.
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Chapitre 2 : Les champignons Agrocybes et leurs bénéfices biologiques

La Tableau. 2. Les compositions chimiques et propriétés médicinales de certains Agrocybe.

Espece Activités biologigiques Concentration Meétabolites Concentration
(ug/ml) secondaires (ug /g9)
Pleurotus ostreatus (Bains et DPPH-+ 41.3+0.25 Poly-phenol 53.3£0.93
Tripathi., 2017) R-libre H,0O, 27.13+0.06 Flavonoid 13.02+0.12
R-libre NO2 35.1+0.264 B-carotene 8.384+0.42
Lycopene 6.57+0.49
Macrocybe sp DPPH-+ 21.06+0.2 Poly-phenol 22.46+1.87
(Bains et Tripathi., 2017) R-libre H,0, 18.42+0.04 Flavonoid 6.24+0.11
R-libre NO2 22.23%£0.15 B-carotene 0.979+0.42
Lycopene 1.75+0.51
Pleurotus floridanus DPPH-+ 44.4+0.06 Poly-Phenol 17.36+0.40
(Bains et Tripathi., 2017) R-libre H,0O, 28.23+0.05 Flavonoid 15.2+1.13
R-libre NO2 39.46+0.15 B-carotene 12.42+0.42
Lycopene 17.36+0.40
Agrocybe pediades (Acharya et DPPH-+ 1.03+0.04 PolyPhenol 2.9 £0.62
al., 2017) ABTS + 0.02807 £ 0.0 Flavonoid 3.8+0.66
B-carotene 0.01359 +0.002
Lycopene 0.0098869+0.003

19



Matériels et Methodes



Matériel et Méthodes

1. Récolte et préparation de la matiere fongique :

La collecte du champignon Cyclocybe sp ou Agrocybe sp a été effectuée durant le mois
de février 2023 au niveau de la ville de Iben Ziad —Constantine (figure. 6), il croit sur les
troncs des arbres et bois morts, un lavage et la coupure en des petits morceaux sont appliqués
suivis par un séchage a I’obscurité sous I’influence d’une température de 40°C, les fragments
séchés ont broy¢ a la suite pour donner une poudre fine serve a 1’utilisation dans I’extraction

des métabolites secondaires.

L’identification taxonomique de 1’espéce a été effectuee dans un laboratoire Genies
microbiologiques et applications par Dr. Toumi Mohammed Es-seddik par approche

macroscopique.

Figure. 6. Champignon sauvage Cyclocybe sp collécté a lben Ziad- Constantine (Photo

personnelle prise en Février 2023).
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2. Extraction des métabolites bruts

Afin d'extraire les molécules d'intérét (polaires et apolaires) de la matiere fongique, deux
extractions (solide/liquide) ont été réalisées selon la méthode de Baatouche et al., (2019), une

agitation de 24 heures pendant 3 jours a température ambiante.

Une premiére extraction a été effectuee par la macération de la poudre fongique dans un
systeme solvant constitue de deux solvants de polarité différents (un mélange hydro-alcoolique
H>0/ MeOH; 20:80 ; V/V), et une deuxiéme extraction a réalisé par la macération de la poudre

fongique dans le méthanol absolu.

Les résidus sont récupérés apres séchage a une pression réduite avec une temperature de 40°C

dans un évaporateur rotatif (R-210 Buchi).

Figure. 7. Evaporation du solvant par un évaporateur rotatif (R-210 Buchi).
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3. Calcul de rendement

Le rendement désigne la masse de 1’extrait obtenu, il est exprimé en pourcentage par rapport a

la masse initiale de la matiére fongique utilisée dans I’extraction. Les rendements de notre

champignon en extrait sec ont été déterminés par le calcul du rapport suivant :

Rdt : rendement d’extraction
PE : poids de I’extrait sec apres évaporation du solvant

PM : poids sec de la matiere fongique initiale.

4. Screening mycochimique des extraits fongiques

Afin de détecter la présence des métabolites secondaires qui sont des molécules bioactives
appartenant a différentes classes chimiques, un screening mycochimique a été réalisé sur les
extraits obtenus selon le protocole de Cavé (1993), les tests préliminaires comprennent des tests
colorimétriques, de solubilité et de précipitation pour mettre en évidence la présence des grands

groupes de métabolites secondaires.
e Les flavonoides

Dans un tube a essai, un volume de 2 ml de chaque extrait est mixé avec 0,5 ml de HCI
concentré et 0,59 de tournure de magnésium. Apres 3 minutes, une coloration rose/rouge apparait

indique la présence des flavonoides (Cavé., 1993).
e Lestanins

La présence des tanins est révelée par 1’ajout de quelques gouttes d’une solution de FeCls (1%)
a 1ml de chaque extrait. Ce test est différentiel, il donne deux types de coloration selon la nature des

tannins existent dans 1’extrait.

L’apparition d’une coloration bleu-noire indique la présence des tanins galliques par contre la

coloration verte/ bleue prouve la présence des tanins catéchiques.

e
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e Les anthocyanes

L’indentification de la présence des anthocyanes est réalisee par 1’ajoutant de 5 ml de H.SOj et
Sml d’ammoniaque (NH4OH) a 2 ml de chaque extrait. L’apparition d’une coloration rose/ rouge ou

bien bleue violacée indique la présence des anthocyanes.

e Les alcaloides

Un melange de 5 ml de chaque extrait et 1ml de H>SO4 dilué (1/2), dans deux tubes sont
préparés en utilisant deux réactifs différents, I'un est le réactif de Mayer et 1’autre est le réactif de

Wagner. L’apparition d’une turbidité/ précipité apres 15 min indique la présence des alcaloides.

e Les saponosides (test de la mousse)

La détection des saponosides a été réalisée en diluant 2/10 chaque extrait avec 1’eau distillée, le
mélange est mis a ébullition pendant 30 min, tous les tubes sont fortement agités en position
horizontale pendant 15 secondes. La variation de la hauteur de la mousse nous indique la qualité du

test (tableau. 3).

Tableau. 3. Reséultats des saponosides (test de mousse).

Résultat Pas de mousse | Mousse <1 cm Mousse de 1-2 cm | Mousse > 2 cm

Indication négatif faiblement positif | positif tres positif

e Les composeés réducteurs

Un volume de 1ml de chaque extrait a eté mis dans un tube avec 1ml d’eau distillée. Ensuite,
Vingt gouttes de la liqueur de Fehling sont ajoutées, puis le tout est chauffé. La formation d’un

précipité rouge brique indique la présence des composés réducteurs.
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5. Analyse quantitative des composés phénoliques et flavonoides

5.1. Dosage des polyphénols totaux (TPC)
e Principe

Le dosage des polyphénols totaux a été réalise suivant la méthode de (Singleton et Rossi.,
1965) en utilisant le réactif Folin-Ciocalteu. Le réactif FCR, constitué d’un mélange d’acide
phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique est réduit lors de I’oxydation des phénols en
mélange d’oxyde de tungsténe et molybdéne ; la coloration bleu produite est proportionnelle a la
teneur en polyphénols totaux présents dans les échantillons et possede une absorbance maximum

dans un intervalle de lumiére de 750-765 nm.
e Manipulation

Le protocole utilisé est basé sur celui décrit par (Singleton et Ross, 1965) en y apportant
quelques modifications. Brievement, dans des tubes en verre, chaque extrait (Lmg/ml) est ajouté a
1ml du réactif de Folin-Ciocalteu (1/10ml). Ensuite, 500ul de carbonate de sodium Na>CO3 (7,5 %,
m/v : 7.5 g dans 100 d’eau distillée) sont ajoutés pour rendre le milieu plus alcalin et pour catalyser

la réaction d'oxydoréduction.

Le mélange est ensuite incubé a température ambiante pendant 30 minutes. L’intensité de la
coloration bleue produite a été mesurée a 1’aide d’un spectrophotométre Jenway 7315 Advanced

UV/Visible une la longueur d’onde 765 nm.

La quantification des polyphénols totaux a été faite a partir d’une des courbes d'étalonnages
réalisée par 1’acide gallique (standard) a différentes concentrations (10, 20, 25, 50, 75, 100, 125,
150, 175 et 200 pug/ml) dans les mémes conditions que les extraits et les résultats sont exprimes en
microgrammes équivalents d'acide gallique par milligramme d'extrait (ug GAE/mg).
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5.2. Dosage des flavonoides totaux (TF)
e Principe

Les flavonoides totaux (TF) ont dosé selon le protocole décrit de Zhishen et al., 1999 et Kim

et al., 2003, avec quelques modifications.

La méthode repose sur un dosage directe par le chlorure d’aluminium, en effet les flavonoides
possedent un groupement hydroxyle (OH) libre en position 5, susceptible de réagir avec le chlorure
d’aluminium, et permettent de donner un complexe jaunitre par chélation de 1’ion AI**; la

coloration jaunatre produite est proportionnelle a la quantité de flavonoides présente dans 1’extrait.
e Manipulation

Dans un tube a hémolyse en verre, un volume de 900 pl d’extrait (Img/ml) ou d’étalon, ou
d’eau distillée pour le témoin ont été ajoutés a 50 ul d’acétate de sodium (C2H3NaO-) a 5%. Aprés 5
minutes, 50 pl d’AlClz a 10% ont été additionnés, ensuite le milieu est mélangé vigoureusement.

Apres une incubation de 40 min a I’abri de la lumiére, I’absorbance est mesurée a 415 nm.

Un blanc échantillon est préparé par un volume de 900 pl d’eau, 50 pl d’acétate de sodium
(C2H3NaO2) a 5 % et 50 ul d’AlICI3 a 10 % ont été additionnés.

Les TFC dans chaque extrait sont calculées en se référant a 1’équation de la régression de la
gamme d’étalonnage, établie avec un étalon la Rutine & différentes concentrations (31,25 ; 62,5 ;
125; 250 et 500 pg/ml) et dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage. Les résultats
sont exprimés en microgrammes équivalents de Rutine par milligramme d'extrait (ug RE/mg
d'extrait).
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6. Etude in vitro de 1I’Activité antioxydante

Le potentiel antioxydant des différents extraits de Cyclocybe sp est testée par trois méthodes :
I’activité anti-radicalaire du DPPH’, I’activité du piégeage du cation radical ABTS™, le test du
pouvoir réducteur de fer (FRAP), I’activité antioxydante par la méthode de Phenantroline. En nous

comparons avec une molécule de référence : 1’a-tocophérol.

La plupart des méthodes appliquées pour 1’évaluation de I’activité antioxydante des extraits
organiques sont basées sur la coloration ou décoloration d’un réactif dans le milieu réactionnel. La
réalisation de ces tests est effectuée au niveau de laboratoire de biochimie et immunologie du centre

national de biotechnologie (CRBT)-Constantine.
6.1. Activité anti-radicalaire au DPPH’

Pour étudier ’activité anti-radicalaire des extraits de Cyclocybe sp, nous avons utilisé le test au
DPPH (2,2—diphényl-1- picrylhydrazyle).

e Principe

L’activité anti-radicalaire au DPPHe représente I'un des essais plus employés pour révéler le
potentiel antioxydant des molécules naturelles (Bastos et al., 2007). Le composé chimique 2,2-
Dephenyl-1-picrylhydrazyl (DPPHe) est un radical libre stable, posséde un électron non apparié

porté sur un atome d’azote Ne (Liang et Kitts, 2014).

En présence d’un antioxydant, le radical DPPHe est réduit en diphényl-picryhydrazine (DPPH,
H), le spectre d'absorption est diminué et la décoloration résultante est stoechiométrique en ce qui
concerne le nombre d'électrons captés (Bastos et al., 2007) (figure. 8). Cette réaction se déroule
dans une température ambiante et a [’obscurité, afin d’éviter tout risque de dégradation des

molécules thermosensibles et photosensibles. L’absorbance est mesurée a 517 nm.
e Mode opératoire

Le test est réalisé selon la méthode décrite par (Blois, 1958) et (Tel et al., 2012) avec quelques

modifications. Dans une microplaque a 96 puits, a 1’aide d’une micropipette 40 pL de différentes
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concentrations de chaque extrait ont été déposés dans les puits, apres 160 pL de solution

méthanolique de DPPH (0,2 mM) fraichement préparée ont été ajoutés.

Aprés 30 min d’incubation a temperature ambiante a 1’abri, la variation de coloration a été
suivie par la mesure de 1’absorbance a la longueur d’onde 517 nm a I’aide d’un lecteur de

microplaques a 96 puits Multimode EnSpire ; Perkin EImer, Waltham, MA.

L’activité antioxydante de nos extraits est exprimée en ICsg, ce parameétre est défini comme

¢tant la concentration de 1’antioxydant qui réduit 50% de l'activité de DPPH.

VIOLET JAUNE

Figure. 8. Mécanisme de réaction du 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) avec l'antioxydant,
source Chimiactiv : http://chimactiv.agroparistech.fr/fr/aliments/antioxydant-dpph/principe.
Consulté le 25/05/2023.

Les valeurs d’ICsg moyennes ont été déterminées par les régressions linéaires des trois essais
séparés, ou l'abscisse est représentée par la concentration des composés testés et I'ordonnée par le

pourcentage de réduction (d’inhibition) du radical DPPH, qui est calculé par la formule suivante :

I % = [(AbS control négatit— ADS Echantilion) /ADS control

I % : Pourcentage de 1’activité anti radicalaire ; ADS Echantilion : Absorbance de I'échantillon ; Abs

control négatif - Absorbance du control négatif.

Le contrdle négatif est composé de la solution de DPPH dans le méthanol seul, et le contréle
positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard : 1’a-tocophérol. La concentration
des extraits était de I’ordre 15,625 ; 31,25 ; 62,5 ; 125 ; 250 ; 500 et 1000 pg/ml. Le standard était a
I’ordre de 12,5 ; 25 ; 50 ; 100 ; 200 ; 400 et 800 pg/ml.
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6.2. Test de réduction du radical-cation ABTS™*

Le test de réduction du radical-cation ABTS™ est largement utilisée dans les études
d'évaluation d'activité antioxydante grace a leurs caracteristiques, telles que : la facilité a manipuler,
la stabilité du radical dans différents gammes de pH, un potentiel redox faible, une bonne solubilité
dans l'eau et dans les solvants organiques, I'efficacité de la méthode pour les composés de nature
lipophile et hydrophile (Bibi Sadeer et al., 2020 ; Akar et Arslan Burnaz., 2020).

e Principe

Le radical ABTS " est formé en une seule réaction issue de I'oxydation de I’acide 2,2’-azino-bis
(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) avec persulfate d'ammonium ou de potassium ((NHas)2 S203
ou K2S,0s, respectivement) avant l'ajout de 1’antioxydant (Figure. 9). C’est un test appliqué pour
déduire la capacité totale de piégeage des radicaux. Ainsi que, les valeurs d'activité des substances
dans la méthode sont définies sur la base de la réduction de couleur de ABTS™ par les composés

antioxydants.

Nf/ S SO4H
/O: >=N-—N=< U - (NHy); 5,04
HO,S S _JN
A + 1

- SOH 7 -N// 2 S
N N=N : : >=N—N=<
LGy ~Z . <

HO,

bleu clair bleu vert ABTS+°
ABTS regénéré A=734 nm
I
bleu vert bleu clair

Figure.9. Formation de I’ABTS"" par transfert d’électron en présence de persulfate de potassium ou
d’ammonium. La molécule antioxydante (ArOH) réduit le radical formé en donnant un H* (Bibi
Sadeer et al., 2020).
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e Mode opératoire

L’activité ABTS est déterminée selon le protocole de Re et al., 1999, modifié légerement. Le
radical ABTS™" est résulté aprés une oxydation de I’ ABTS (19,2 mg dans 5 ml H,O), par le persulfate
de potassium K2S20s (3,3 mg dans 5 ml H20). Le mélange est conservé pendant 16 heures a 4°C a
I’obscurité. La solution est diluée avec de I’eau distillée pour parvenir leur absorbance a 0,7+0,02 a
A 734 nm.

Un volume 160uL d’ABTS"" est ajoutée dans une microplaque a 96 puits a 40uL de différentes
concentrations d’extraits fongiques ; un contrdle négatif est préparé selon le méme protocole en
remplacant 1’échantillon par le méthanol. Apres une incubation a température ambiante et dans
I'obscurité 10 minutes, I’Abs a été mesurée a 734 nm.

L'activité ABTS" a été exprimée en pourcentage et calculée par I'équation suivante :

1% = [(AbS control négatif — ADS Echantilion) /ADS Control négatif] X 100

1% : Pourcentage d’inhibition de ’ABTS™" ; Abs Echantillon: Absorbance de I'échantillon ; Abs control
négatif: Absorbance du control négatif ; Le contrble négatif est composé du méme volume de la

solution d’ABTS avec le méthanol qui remplace le volume des extraits a testé.
6.3. Test du pouvoir réducteur (FRAP)

Le test du pouvoir réducteur (FRAP « ferric ion reducing antioxidant power») est simple,
rapide, rentable. (Zhong et Shahidi., 2015). Au premier temps, Il a été utilisé pour évaluer le
pouvoir réducteur du plasma, apres, il sera appliqué pour déterminer l'activité antioxydante dans

d'autres fluides biologiques, aliments et des extraits de plantes.
e Principe

Le test au potassium ferricyanide KsFe (CN)g est un autre type de la méthode FRAP basée sur
la réduction du Fe(lll) en Fe(ll). 1l peut étre utilisé pour mesurer le pouvoir réducteur des
antioxydants. De différents complexes colores peuvent former lors de la réaction entre I'échantillon
d'intérét avec le potassium ferricyanide-Fe (I11). Ou la coloration de jaune vers bleu de Prusse (bleu-
vert). La couleur du chromogéne produit dans ce dosage dépend de I'échantillon testé. Le
mécanisme de la réaction et le changement de couleur sont montrés dans la (figure. 10). (Bibi
Sadeer et al., 2020).
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e Mode opératoire

L’expérimentation est réalisée selon la méthode d'Oyaizu., (1986). Le milieu réactionnel est
composé de 10 pl de ’extrait, 40ul du tampon phosphate a pH 6,6 et 50ul de potassium ferricyanide
[KsFe (CN)s] (1%).

L’ensemble est incubé a 50°C pendant 20 min. Ensuite 50ul de I’acide trichloroacétique
(TCA), 40ul H20 distillée et 10 ul chlorure de fer (FeCls) sont ajoutés. Les Abs sont mesurées a une
longueur d’onde A 700 nm. L’augmentation de 1’absorbance est proportionnelle a I’augmentation du

pouvoir réducteur.
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Figure. 10. Le mécanisme de réaction du potassium ferricyanide [KsFe (CN)s] dans le test du

pouvoir réducteur du Fe*3 par un antioxydant (Bibi Sadeer et al., 2020).

7. Analyse statistique

L’analyse statistique a été effectuée par le logiciel Graph Pad Prism (version 8). Les résultats

obtenus a partir des expériences réalisées in vitro ont été exprimeés en moyenne + SD, a p< 0.05.
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1. Rendement d’extraction

L’extraction est un moyen qui aboutit au transfert des molécules chimiques d’un milieu
solide ou liquide en les entrainant d’'une phase a une autre pour laquelle elles ont une plus

grande affinité (Genthon., 2015).

Les rendements d'extraction sont présentés dans le (tableau. 4). Une variabilité peut étre
observée dans le rendement entre les deux extraits. En général, 1’extrait Hydro méthanolique
(Ext-Hydro-MeOH) a donné plus de rendement 6,57% supérieur que celui de I’extrait
méthanolique (Ext-MeOH) 3,08%.

Tableau. 4. Rendement des extraits de Cyclocybe sp.

Extrait Ext-Hydro-MeOH Ext-MeOH
Rendement (%) 6,57 3,08

Les différents rendements illustrés dans le (tableau. 4) ont proche avec les résultats de
(Lo., 2005). Cette équipe de recherche en chine trouvent que la valeur du rendement de

I’extrait aqueux 6,03% du poids sec de champignon Cyclocybe Aegerita.

Les chercheurs Maja et al., 2013, Ont déclaré une valeur de 13,31% aprés utilisation
d’une extraction avec du MeOH a 50%, correspond a 250g d’extrait C. Aegerita. Le chercheur
(Sylvie et al., 2021), déclare dans son étude une valeur de 2,10% et 34,79% respectivement
apres utilisation d’une extraction par de 1’éthanol et de 1’eau assisté par une température en

dessous de 35°C en exercant une sonication pendant 90 minutes.

Acharya et al, 2017, ont trouvé la présence de différents métabolites secondaires apres
I’analyse de I’extrait MeOH du champignon Agrocybe pediades par la technique de

fluorescence, apres le traitement par les réactifs utilisés dans le criblage chimique.
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La variation des rendements d’extraction est attribuée aux polarités des différents
composés de chaque extrait (Ennajar et al., 2009). Les différentes méthodes d’extraction, le
temps et la température de D’extraction, le stade de la récolte ainsi que la taille des
champignons, le rapport du solvant d’extraction et de I’échantillon et enfin la nature des
solvants utilisés, sont a I’origine de la différence constatée entre nos valeurs et celles des

autres études (de Melo Macoris et al., 2017 ; CilerdZi¢ et al., 2019 ; Khatua et al., 2019).

Ces facteurs peuvent varier considerablement d'un échantillon a l'autre, ce quirend
difficile la comparaison avec les résultats des autres études. (Ayouni et al., 2016 ; Dane et al.,
2016 ; Arunika et al., 2015 ; Medini et al., 2013).

L’extraction est influencée en général par le choix de la méthode en fonction des
biomolécules faisant 1’objet de notre étude. En effet, plusieurs parameétres jouant un role
primordial durant cette opération clé a savoir : le rapport quantité de matiére au volume du
solvant (ou rapport solide/solvant), le type et la concentration du solvant, le pH, la
température, les intervalles de temps, le nombre des cycles et les étapes d'extractions réalisées
individuellement (Mansour-djaalab., 2014 ; Masoko et al., 2008 ; Abd Razak et al., 2020).

2. Analyse qualitative

Les propriétés bio-thérapeutiques des produits naturels tels que les plantes, les herbes
médicinales et méme les champignons ont été attribuées a la présence de phytoconstituants,
en particulier des composes phénolique, des flavonoides et les alcaloides (Kaewpiboon et al.,
2012). Les résultats de I’identification des métabolites secondaires des extraits de notre

champignon ont été rassemblés dans le (tableau. 5).

Le screening mycochimique a révélé 1’absence des flavonoides et les composés
réducteurs dans les deux extraits méthanolique et hydro-méthanolique, alors que les
anthocyanes, les tanins et les alcaloides ont été présentés dans les deux extraits (Hydro-MeOH

et MeOH), tandis que les saponosides ont €té trouvés uniquement dans 1’extrait méthanolique.
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Tableau. 5. Analyse qualitative par screening phytochimique des extraits de champignon.

Constituant/ Extraits Ext-Hydro-MeOH Ext-MeOH
Flavonoides - .
Tanins ++ ++
Anthocyanes +++ ++
Alcaloides

e Test de Mayer +++ +

e Test de Wagner +++ +

Composés reducteurs - -

Saponosides - +

Les signes (+++), (++), (+) expriment le niveau élevé, modéré et faible de la présence des
substances chimiques, par contre le signe (-) indique I’absence ou la non détection de ces

COMpPOSeés

Le criblage mycochimique des extraits testés a révélé la présence d’alcaloides, les
anthocyanes et les tanins. Les saponosides avec une faible teneur dans I’Ext-MeOH. Ces
biomolécules possédent un ou plusieurs pouvoirs thérapeutiques pour I’homme. En effet,
notre étude révele I’existence des tanins dans les deux échantillons analysés. Les deux extraits
ne contiennent pas les flavonoides la raison auxquelles la coloration n’a été pas changée lors
d’ajout d’HCL et la tournure de magnésium. Nos résultats dans 1’ensemble sont en
concordance a ceux rapportés par Mensah, F. (2021) qu’elle a évalué la composition des

métabolites secondaires chez 8 champignons sauvages croissent a Ghana.

Ces biomolecules peuvent assurer des fonctions métaboliques essentielles pour le
champignon, et interviennent dans leur protection contre les prédateurs. Les métabolites
secondaires chez les champignons varient sous I’influence de plusieurs facteurs : génétiques
et environnementaux, ainsi que les techniques d’extraction, le solvant, taille de poudre, les

conditions et la durée de stockage de 1’¢chantillon (Tan et al. 2013).
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L’efficacité de I’extraction d’un composé chimique par les solvants organiques dépend
des caractéristiques physico-chimiques de ce composé comme la solubilité, polarite,
(Verdiana et al. 2018 ; Kebaili F.F., 2022). Les solvants a forte polarité permettent
d’extraire les alcaloides, les composés phénoliques, les caroténoides, les tannins, sucres, les
acides aminés, polysaccharides ; par contre, les solvants semi polaires ont capable de ressortir
les terpenes et les alcaloides, les glycines; les solvants apolaire (non-polaire) permettent
d’utiliser dans D’extraction des composés chimiques comme les lipides et les molécules

volatiles (huiles essentiels) (Harborne J.B., 2006).

Les tanins sont tenus comme bons remedes dans le traitement des maladies respiratoires
et contre la toux. Par voie interne, les tanins exercent une activité anti-diarrhéique. IIs
possedent une activité antioxydante importante grace a leurs proprietés structurales et
chimiques, ce sont des trés bons pieges a radicaux libres et ils inhibent la formation de
radicaux superoxydes (Bediaga, 2011). Les alcaloides occupent une place trés importante
parmi les métabolites secondaires. Ces composées possédent un large panel de propriétés
médicinales. Certains alcaloides sont antimicrobiennes (Kakatum et al., 2012) et employés
pour traiter certains cancers. Certains saponosides possédent une activité expectorante, une
activité anti-inflammatoire. De plus, ils possedent également des propriétés édulcorantes,

largement utilisées dans I’industrie agro-alimentaire.
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3. Analyse quantitative des substances bioactives (polyphénols et flavonoides

totaux)

Afin de lutter contre le stress oxydatif, I'apport des antioxydants dans les aliments ou les
compléments est indispensable. Les champignons représentent une source importante des
antioxydants (Das et al., 2020), en raison de leur teneur élevée en composés phénoliques et en
flavonoides (Boonsong et al., 2016 ; Sanchez., 2017), ils se caracterisent par un pouvoir
antioxydant plus élevée que celui trouvée dans les fruits et les Iégumes, grace a leurs capacités

a produire des biomolécules de nature chimique diverse (Sanchez., 2017).

Notre champignon est connu pour étre I'un des champignons médicinaux et nutritionels
les plus importants, qui offre de nhombreux avantages pour la santé, et il est utilisé depuis

longtemps pour améliorer la santé de 1’étre humain.

La teneur en TPC des extraits du champignon est représentée dans le (tableau. 6) ; Les
résultats sont exprimés en microgrammes équivalent d'acide gallique par milligramme
d'extrait (ug GAE/mg d'extrait), en utilisant I’équation de la régression linéaire des courbes
d’étalonnage tracée a partir de 1’acide gallique (Figure. 11). La teneur en flavonoides totaux
(FT) des extraits, et aussi exposé dans le (tableau. 6) ; Les résultats sont exprimées en
microgrammes équivalent de rutine par milligramme d'extrait (ug RE/mg d'extrait), en
utilisant I’équation de la régression linéaire des courbes d’étalonnage tracée a parti de la

rutine. (Figure. 12).

Tableau. 6. Teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux des extraits de Cyclocybe sp.

Extraits Polyphénols totaux (PT) Flavonoides totaux (FT)
png GAE/mg Ext pMg RE/mg Ext

Ext-Hydro-MeOH 59,21+0,0032 17,060,001

Ext-MeOH 53,52+0,0049 16,30+0,0196

Les résultats sont exprimes en moyenneszécart-type (Moy+SD).
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Figure. 11. Courbe d'étalonnage de I'acide gallique.

Les teneurs en polyphénols totaux des deux extraits varient entre 53,52 et 59,21 ug
GAE/mg Ext. La concentration la plus élevée des phénols a été mesurée dans 1’ext-Hydro-
MeOH, avec un taux de 59,21+0.0032 pg GAE/mg Ext, par rapport a I’ext-MeOH, ou nous
enregistrons une teneur de 53,52+0,0049 ng GAE/mg Ext. D’aprés ces résultats, on déduit
que le contenu phénolique dans les extraits examinés, dépend de la polarité du solvant utilisé

pour I’extraction.

Les résultats présentés dans le Tableau montrent que les teneurs en flavonoides totaux
varient considérablement entre les différents extraits. L’extrait Hydro-méthanolique a une
concentration en flavonoides de 17,060,001 pg RE/mg EXt, suivi par I’extrait méthanolique
qui renferme des teneurs de 16,30+0,0196 pg RE/mg Ext.
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Figure. 12. Courbe d'étalonnage de la rutine.

Ces résultats montrent qu’une faible richesse en polyphénols et en flavonoides chez le
champignon étudié. Nous avons remarqué que ces résultats obtenus ont accordé avec ceux
menés dans le screening mycochimique, ou les tests appliqués révélent une absence presque

totale de ces classes chimiques.

Pour le dosage des polyphénols totaux, le FCR a été utilisé. L'ensemble des composés
phénoliques est oxydé par le réactif qui est de couleur jaune. Ce dernier est constitué par un
mélange d'acide phosphotungstique et d'acide phosphomolybdique de couleur jaune et virant

au bleu lorsqu’il est réduit par les phénols.

La coloration bleue produite posséde une absorption maximale aux environs de 765 nm.
Elle est proportionnelle au taux de composes phénoliques. En effet, le réactif de Folin-
Ciocalteu réagit également avec certains composes azotes, thiols, vitamines, bases

nucléotidiques et hydrates de carbone (Everette et al., 2010).

Le contenu des PT de nos extraits, sont nettement supérieures aux résultats rapportés par
(Alkan et al., 2020) qu’ils ont trouvé une teneur de 10,53 + 0,13 mg GAE/g d’extrait dans
I’extrait méthanolique C. cylindracea collecté a Konya en Turquie. Et aussi sont supeérieurs
aux celles signalées par Landingin et al., 2021 ; ou la teneur des PT de I’extrait éthanolique
de I’espéce exotique C. cylindracea est de 41,08 mg GAE/g Ext. De plus ; le chercheur Armin
et al., 2020, ont remarqué une concentration en PT de 6,5 + 0,6 mg GAE/g matiére seche chez

C. cylindracea de la Croatie.
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Concernant les teneurs des FT des extraits étudies de Cyclocybe sp d’Algérie, elles sont
plutdt supérieures aux celles présentés dans I'extrait méthanolique de C. aegerita a été estimée

de 3,8+0,66 pg d'équivalent quercétine/mg d’extrait (Krishnendu et al., 2017).

En genéral, la présence de composés phénoliques et de flavonoides dans les champignons
indique qu'ils sont une source de ces composes chimiques qu'ils présentent des propriétés

antioxydantes et jouent un role préventif vis-a-vis des pathologies humaines.

Plusieurs études ont démontré que la composition chimique des molécules bioactives et le
potentiel antioxydant dépendent fortement de facteurs génétiques, de I'espéce de champignon,
de l'environnement et de I'habitat (origine géographique), de la phase du cycle de vie
(mycélium, fructification maturé ou jaune), du type de solvant, de la méthode de traitement et
de la dose d'extrait examiné (Yildiz et al., 2015 ; Pinto et al., 2013 ; Vaz et al., 2011 ;
Barros et al., 2007 a ; Barros et al., 2007 b ; Ramirez-Anguiano et al., 2007 ; Murcia et
al., 2002 ; Kebaili F.F., 2022).

La nature du solvant a un impact significatif sur le processus d'extraction et définit la
composition chimique de I'extrait du fait que les différents composés phénoliques ont des
polarités différentes (Shah et al., 2018 ; Veljovi¢ et al., 2017). Ainsi, les conditions
d'extraction sont systématiquement ajustées pour obtenir un extrait présentant I'effet bioactif
souhaité (Kebaili, 2022)

4. Evaluation d’activité antioxydante in vitro

Les especes réactives de I'oxygéne (ERO) sont des molécules produites par les cellules
lors du métabolisme cellulaire, mais également lors de processus de stress biotiques ou
abiotiques, déséquilibres redox, interventions ou synthéses d’hormones, développement, mort
cellulaire programmée. Les ERO peuvent étre produites par des enzymes telles que les
NADPH Oxydases qui sont responsables de 1’augmentation soudaine de I’oxydation en
réponse a une attaque pathogeéne. Ils peuvent étre toxiques pour les tissus et les organes en
raison de leur pouvoir pro-oxydant élevé et sont associées a diverses maladies humaines telles

que le cancer, I'athérosclérose et le diabéte (Kim et al., 2021 ; Kebaili, 2022).
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Les cellules sont normalement capables de se défendre contre les dommages causes par
les ERO a l'aide d'enzymes de type superoxyde dismutase, catalase. Les antioxydants naturels
sont des piégeurs d’ERO qui protégent les tissus et les organes du stress oxydatif (Kim et al.,
2021),mais lors d’un déficit dans ces systemes de défense, la cellule peut atteindre des

anomalies graves et séveres, qui développent ensuive a des maladies dangereuses.

Dans la présente recherche, nous avons procédé a 1’évaluation de la capacité antioxydante
en utilisant diverses méthodes, a savoir ’activité anti-radicalaire au DPPH, 1’activité du
piégeage du cation radical ABTS™, le test du pouvoir réducteur (FRAP), ont été utilisées pour
évaluer les propriétés antioxydante des extraits (Ext-Hydro-MeOH et Ext-MeOH) du
champignon Cyclocybe sp. Tous les extraits ont présenté des activités antioxydantes a effet
dose-dépendante. Le tableau. 7. montre les valeurs ICsg et Aos des extraits et de standard a-

Tocophérol.

Tableau. 7. Activité antioxydante des extraits de champignon Cyclocybe sp et I’ o-

Tocophérol.
Extraits (ug/ml) DPPH ABTS -+ FRAP
1Cso ug/mL pg/mL [Aos]
Ext-Hydro MeOH 582,67+19,48 275,42+23,26 < 250
(490,80+137,57)
Ext-MeOH 493,53+10,50 168,03+23,95 255,00+0,00
a-Tocophérol (4mg/ml) 13,03+1,28 7,58+0,44 34,93+2,38

ICso0: la concentration des pourcentages d'inhibition de 50% et Aoso: dans le test de frap on cherche la
concentration qui reduit la moitie (1/2) d'absorbance du réactif, L’ICsq et Agso ont été calculées par analyse de

régression linéaire et exprimées en moyennetécart-type «Moy+SD».
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4.1. Activité anti-radicalaire Test de piégeage du DPPH"

Les résultats de 1’évaluation de ’activité anti radicalaire au DPPH* sont représentés par
les pourcentages d’inhibition de chaque concentration (figure. 13) et (tableau. 8), ainsi que

les valeurs de la concentration d’inhibition de 50% (ICso) (tableau. 8).

L’Ext-MeOH a présenté une meilleure activité anti radicalaire (ICso :493,53+£10.50
pg/ml) avec une inhibition qui variait de 1,38 a 84,65% pour les concentrations d'extrait de
15,62 a 1000pg/ml (figure. 13), ’Ext-Hydro MeOH exerce aussi une inhibiton de radical
DPPH a ICsq : 582,67+19,48 pg/ml ; par rapport a celle de I’a-Tocophérol (ICso: 13,03£1,28),
nos extraits ont un pouvoir inhibiteur trés faible (tableau. 8) et (tableau. 9).

—a- — Extrait Hydro-MeOH

100+ — Extrait MeOH

% d'inhibition de radical libre DPPH

o -
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Figure. 13. Activité anti-radicalaire (DPPH") : a. Des extraits de Cyclocybe sp; b. Le o-

tocophérol (standard).
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4.2. Activité du piégeage du cation ABTS™"

Les données obtenues de ’activité du piégeage du radical ABTS™ sont représentés dans
la (figure. 14) et le (tableau. 8), aprés le calcul des pourcentages d’inhibition pour chaque

concentration ainsi que les valeurs de I1Cso.

L’analyse statistique de ces résultats a montré une activité antioxydante tres importante,
L’Ext-MeOH a donner une meilleure activité avec une 1Cs0=168,03+£23,95 pg/ml et une
inhibition qui variait de 16,68 a 92,44% pour les concentrations d'extrait de 15,62 a 1000 ug
/ml, une activité trés proche a celle de I’Ext-Hydro-MeOH : ICso égale a 275,42+23,26
pg/ml), ces deux extraits ont tjrs une réduction d’ABTS" trés faible que celle de I’a-
Tocophérol, qui a une I1Cso: 7,580, 44 pg/ml, (tableau. 8) et (tableau. 9).
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Figure. 14. Activité du piégeage du cation radical ABTS™" ; a. Extraits de Cyclocybe sp ; b.

I’a- Tocophérol.
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Tableau. 8. Activité antioxydante des extraits de champignon Cyclocybe sp.

% d’inhibition de radical libre DPPH

Extraits 15.625 31.25 62.5 125 250 500 1000 IC 50
(ng/ml)
Hydro-MeOH 11,79+2,55 12,97+2,89 17,30+£0,00 | 22,04+0,36 | 29,98+0,27 | 44,25+0,09 | 76,09+3,58 582,67+19,48
ABTS
8,50+4,30 13,76+7,29 20,55+4,76 | 36,02+7,03 | 47,07+2,86 | 75,95+4,89 90,11+ 275,42+23,26
2,39
MeOH % d’inhibition de radical libre DPPH
NI 1,38+2,40 4.06+0,36 | 12,82+0.54 | 18,54+0,00 | 50,9+1,43 | 84,65+1,17 493 53+10,50
ABTS

16,68+6,57 19,55+4,59 26,38+6,73 | 43,69+3,99 | 63,40+4,22 | 88,95+2,99 | 92,44+0,77 168,03+23,95

Tableau. 9. Activité antioxydante de 1’ a —Tocophérol (4mg/ml).

Concentration 12.5 ug 25 ug 50 ug 100 pg 200 ug 400 g 800 ug I1Cs0 pg/mL

(ug/ml)
% Inhibition de DPPH

37,24+1,82  81,53%1,46 89,22+0,17 89,38+0,38  89,45+0,35  89,53+0,41 89,99+0,56 13.03+1.28
a-Tocophérol % Inhibition d’ABTS
62,07£1,08  79,14+1,26 84,60+0,86 90,69+2,12  91,10+0,87 92,51+0,68 93,44+0,41 7.58+0.44
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4.3. Test pouvoir réducteur de fer (FRAP)

Les données obtenues de 1’activité antioxydante par le test du pouvoir réducteur de fer
(FRAP) sont représentés dans la (figure. 15) et le (tableau. 10). Les resultats sont exprimés
en fonction de la variation de 1’absorbance du radical par rapport la variation des

concentrations.

L’Ext-MeOH a donné une activité réductrice de la moitié¢ de 1’absorbances Aosodu fer a
été remarquée pour une concentration de 255,00+0,00 pg/ml, par contre une activité
inhibitrice faible a était remarque avec I’Ext-Hydro MeOH, la mielleure activité est observée
chez le standard a-Tocophérol avec une concentration de 34,93+2,38 (tableau. 10) et
(tableau. 11).

0.6—_ -a-

-@ Extrait Hydro-MeOH
4 Extrait MeOH

Réduction d'absorbance de fer a 0.5
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Réduction d'absorbance de fer a 0.5
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Figure. 15. Activite du pouvoir réducteur de fer FRAP : a. Extraits de Cyclocybe sp ; b. le
standard.
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Tableau. 10. Pouvoir réducteur des extraits de champignon Cyclocybe sp.

FRAP (Abs o)
Extraits 3,90625 7,8125 15,625 31,25 62,5 125 250 Ao.so (Lg/ml)
(Hg/ml)
Hydro- 0,10+0,01 0,13+0,00 0,15+0,01 0,15+0,01 0,21+0,01 0,25+0,00  0,34+0,04 <250
MeOH 490,80£137,57
MeOH 0,10+0,00 0,11+0,00 0,15+0,01 0,17+0,01 0,21+0,02 0,30+£0,00  0,50+0,00 255,00+0,00
Tableau. 11. Pouvoir réducteur de 1’ a- Tocophérol (4mg/ml).
a- Tocophérol
Concentration 3,125 6,25 12,5 25 50 100 200 Aos pug/mL
(1g/ml)
FRAP (Aos)
Abs a 700 nm 0,11+0,00 | 0,16=%0,00 0,21+0,03 0,35+0,03 | 0,73%+0,03 | 1,37+=0,08 | 1,81+0,09 | 34,93+2,38
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Nos résultats d’activité de piégeage du radical libre DPPH des deux extraits sont
supérieurs que ceux rapportés par (Lo et Cheung., 2005), qui ont déclaré une activité anti-
radicalaire contre le DPPH*avec une I1Cso de 0,378 mg/ml remarqué chez I’extrait MeOH de
I’espece Agrocybe aegerita var. alba cultivé en Chine et une activité anti radicalaire contre
I’ABTS égale a 0,096 +0,004 mM Trolox/mg Ext (exprimé en mM de trolox par mg

d’extrait).

L’étude de Gasecka et al., 2016, montre un résultat similaire que nous chez I’espece
Cyclocybe Aegerita cultivée apres I’addition du Sélénium (Se) a différente concentration dans
le milieu de culture, avec 1Cso= 0,82 mg/ml en absence du Se et une ICso= 0,62 mg/ml en
présence de 0,6 mM du sélénium. Ils ont prouvé que les propriétés antioxydants de ce

champignon comestible peuvent s’améliorer en présence des micronutriments.

Nos resultats obtenus de 1’extrait méthanolique sont trés importants par comparaison avec
ceus meneés par Petrovié¢ et al., 2015, ou I’activité de I’extrait méthanolique de Cyclocybe

Aegerita contre le radical libre DPPH est caractérisee par 1Cso de 7,23+0,18mg/ml.

La capacité de piégeage ABTS de I'extrait d'acétate d'éthyle du champignon Agaricus
blazei murill qui partage la méme division que notre champignon Cyclocybe sp et font partie
des basidiomycetes (Wei et al., 2019) a été mesurée a quatre concentrations, allant de 62,5 a
500 pg/ml. L'extrait d'acétate d'éthyle a montré une activité de piégeage exceptionnelle avec
une valeur d'inhibition de I'ABTS de I1Cs0= 90,89+1,27 % correspond & une concentration de
500 pg/ml.

Nos résultats d’activité chélatrice des métaux (FRAP) sont hautement significatifs par
rapport a ceux rapportés par : kiran et al., 2019, qui ont déclaré une capacité de chélation
chez I’ Ext-MeOH de C. aegerita cultivée en Inde a une concentration de 12 mg/ml ; et de
KARTAL et al., 2021, qui ont trouvé une actvité chélatrice chez 1’espéce Agrocybe praecox
de turquie a une ICso de 5,74 £ 0,09 mg/mL. L’Ext-MeOH obtenu excerce une excéllente
chélation de fer contrairement avec celui fourni pas JH et al., 2002, qui un pouvoir réducteur

a une concentration de 2 mg/ml.
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Nos résultats révelent que le contenu des composés phénoliques dans le champignon
étudié est éminent ce qui signifie que ces molécules phytochimiques sont probablement
responsables des activités antioxydantes mentionnées dans cette étude. Plusieurs chercheurs
ont apporté qu'un contenu phénolique total élevé, augmente le potentiel antioxydant
(Tamrakar et al., 2016 ; Saltarelli et al., 2015 ; Kozarski et al., 2012 ; Yegenoglu et al.,
2011 ; Oke et Aslim., 2010) et qu'une corrélation positive existe entre le contenu des

composés phénoliques et I'activité antioxydante (Yegenoglu et al., 2011).

Les résultats obtenus montrent une faible activité antioxydante contre les deux radicaux
libres (DPPH et ABTS), ceux-ci peut s’interpréter par la faible teneur en molécules
antioxydantes comme nous avons révélés dans le screening des composés phénoliques et des

flavonoides.

De diverses techniques ont été développées pour mesurer la capacité antioxydante des
échantillons biologiques, y compris les extraits de plantes et les échantillons alimentaires
(Bibi Sadeer et al., 2020). Les actions de piégeage de I'ABTS" et du DPPH ont été

démontrées comme ayant de multiples voies antioxydantes impliquées (Xie et al., 2018).

Généralement, I'action des composés phénoliques dans la capacité de piégeage des
radicaux libres est liée & leur possession de nombreux groupes hydroxyles phénoliques qui
participent a l'activité antioxydante en transférant des protons aux radicaux et produisent des
radicaux phénoxydes qui stabilisent les produits (Cayan et al., 2020 ; Shah et al., 2018 ;
Kebaili F.F., 2022).

Les propriétés antioxydants des composés phénoliques jouent un réle essentiel dans la
conservation des produits alimentaires, interviennent dans les mécanismes de défense
antioxydant des systemes biologiques et accélerent I'activité de piégeage des radicaux libres et

de chélation des ions métalliques pro-oxydants (Cayan et al., 2020).

En général, nos extraits exercent une activité antioxydante de maniere dose-dépendante,
cette activité peut étre liée nos seulement aux polyphénols et flavonoides, mais aussi avec les
autres métabolites secondaires (tannins, terpénes et alcaloides), car nous avons remarqué une
faible présence des PT et FT. Ces résultats représentent des données préliminaires, pour
mieux caractériser la propriété antioxydante de Cyclocybe sp d’Algérie, cette recherche

nécessite une amélioration via 1’application de nouvelles méthodes d’évaluation d’activité

46



Résultats et Discussion

antioxydante in vitro et in vivo, et la détermination de la composition chimique de leurs

métabolites.
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Conclusion générale

Conclusion générale

La présente etude comprend de plusieurs résultats originaux sur quelques propriétés biologiques
chez un champignon comestible Cyclocybe sp d’Algérie de la famille des Strophariacées, ou
nous avons appliqué de différentes methodes et techniques pour realiser les objectifs déduits.

Les biomolecules d’intérét ont sibut une extraction solide liquide, suivie par une identification de
la composition chimique, ou nous avons appliqué un screening mycochimique des extraits
obtenu (Hydrométhanolique et Méthanolique). Ce dernier premet de révéler la nature de ces
molécules, dont nous avons mis en évidence quelques classes des molécules doté de pouvoir

antioxydant et qui ont été révélés par des réactifs spécifique.

Le dosage des polyphénols et des flavonoides montre que les deux extraits méthanolique et
Hydrométhanolige ont des teneurs superieures par rapport a celles des autres especes
(53,52+0.0049 ug GAE/mg et 16,30+£0,0196 ug RE/mg d’extrait) et (59,21+0,0032 ug GAE/mg
et 17,060,001 ug RE/mg d’extrait) respectivement.

Nous avons évalué le potentiel antioxydant des 2 extraits par différentes techniques, nottament
I’activité anti radicalaire au DPPH, L’activité du piégeage du cation radical ABTS, le test du
pouvoir réducteur de fer (FRAP), et I’activité antioxydante par la méthode de phenantroline, les
deux extraits avaient une activité potentiel pas forte par rapport au standard mais un pouvoir

antioxydant mieux que les autres especes du méme genre.

Selon les résultats de screening les activités biologique des antioxydants sont liée a la nature
des composés chimiques présenté dans les deux extraits methanolique et hydromethanolique : les
tanins, les anthocyanes, les saponosides et les alcaloides qui sont identifier par les différents test
du screening, Dans 1’ensemble, on peut conclure que le champignon étudié représente une source
importante aux proprietés biologiques multifonctionnelles, qui peuvent étre utilises comme

complément alimentaire et/ou ingrédient cosmétique et pharmaceutique.



Perspectives

e Des travaux supplémentaires sont nécessaires pour étudier les principaux composants actifs
d’extraits responsable de cette activité biologique ainsi que les différents mécanismes d'action

impliqués.

e Lancer des études approfondies sur des modeles animales pour mieux évaluer les potentiels

des extraits & inhiber la production des radicaux libres au niveau cellulaire (in vivo).

e Evaluer le pouvoir du champignon a induire d’autres activités biologiques comme I’activité

antidiabétique, I’activité anti-inflammatoire, 1’activité anti obésité, etc....

Il est également tres intéressant de :

- Compléter 1’étude de profil nutritionnel et réaliser la quantification des oligo-éléments on
se basant surtout sur ceux doté d’un pouvoir antioxydant et faire quantifier d’autres
vitamines.

- Effectuer des analyses instrumentales détaillées LC/MS et GC/MS pour mieux

caractériser les substances bioactifs de ce champignon dans les différents extraits.
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Annexe

Annexe

Réactifs et produits chimiques

Les produits chimiques et réactifs suivants ont été obtenus aupres de Sigma-Aldrich GmbH
(Steinheim, Allemagne) : Réactif de Folin-Ciocalteu ; acide 3,4,5-trihydroxybenzoique (acide
gallique) ; 3, 3', 4, 5,7-pentahydroxyflavone 3-rutinoside (rutine) ; DPPH (2,2 —diphényl-1-
picryl -hydrazyle) ; 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonicacid) diammonium salt
(ABTYS) ; l'acide trichloracétique (TCA) ; le potassium ferricyanide Le carbonate de sodium ;
le chlorure de fer (I11) (FeCI3) ; I'acétate d'ammonium ; le persulfate de potassium et I'acétate
de potassium ont été obtenus aupres de Biochem (Cosne-Cours-sur-Loire, France). Tous les

autres produits chimiques et solvants étaient de qualité analytique.

M¢éthanol, chloroforme, acétate d’éthyle, éthanol et n-butanol sont de marque Merck Index et
Sigma-Aldrich, I’acide Sulfurique (95-97%) de Honeywell ; acide borique (100%) de VWR ;
bleu de méthylene fourni de Biochem ; rouge de méthyléne Fulka ; sulfate de cuivre (CuSO4-
5H20) Honeywell ; Hydroxyde de sodium (NaOH) sigma. (Méthode kjeldahl)

(£)-a-Tocopherol (grade analytique pour HPLC) de Sigma-Aldrich.
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Résumé :

La présente étude vise a promouvoir les vertus des champignons nutritionnels et médicaux en
Algérie pour le champignon «Cyclocybe sp», en étudiant et caractérisant la mycochimie et en évaluant la
capacité antioxydante et les activités biologiques de ses fruits. L'étude mycochimique a montré qu'il
contenait des métabolites secondaires majeurs, tels que les polyphénols et les terpenes, ainsi que des
alcaloides et des tanins.Elle a examiné I'extraction de ces composés dans des solvants chimiques ou nous
avons utilisé deux types : l'eau et le méthanol (méthanol/eau : hydro-méthanol ; 80/20 v/v), et le

méthanol.

L'essai visant a déterminer les concentrations de polyphénols et de flavonoides a montré que I'extrait
méthanolique aqueux (Hydrométhanolige) contenait ces substances bioactives a une concentration de
59,2+0,00321 ug GAE/mg Ext ; 17,06+0,001 ug RE/mg Ext ; Elles ont également été estimées en extrait
méthanolique a 53,52+0,004932 ug GAE/mg Ext ; 16,30+0,01967 ug RE/mg Ext successivement.

L'évaluation du potentiel antioxydant in vitro des extraits de DPPH ¢+, ABTS ¢« +, FRAP, a montré
que les deux extraits ont une activité antioxydante remarquable, une meilleure activité a été excercée par
I’extrait méthanolique (Ext-MeOH) avec des ICsp: 493,53+10,50 pg/ml pour inhibition de 50%
d’activité de radical DPPH ; 168,03+£23,95ug/ml pour le piégeage de cation ABTS, et 255,00+0.00 pour

une reduction de la moitié d’absorbance du fer ou FRAP.
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