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Résumés

Résume :

Cette ¢étude vise a valoriser les vertus d’un champignon médicinal en Algérie qui est
le Reishi, «Ganoderma lucidum» par une étude de profil nutritionnel, une caractérisation
phytochimique et une évaluation du potentiel antioxydant et des activités biologiques des
fructifications. L’analyse de la composition nutritionnelle a révélé la richesse des
fructifications du champignon en protéines (11,26+0,39 ¢g/100g), en glucides (85,25+0,38
9/100g), en minéraux (1,9£0,00 g/100g) et peu de lipides (1,58+0,01g/100g) et de calories
(407,9+0,05Kcal/100g). L’analyse par HPLC a montré la présence d’une importante teneur en
a-tocophérol (2510+3,35u0/100g). L’étude phytochimique a permis de mettre en évidence les
principaux métabolites secondaires, notamment les composés phénoliques (les flavonoides et
les tanins) et les triterpénes. Le dosage des polyphénols et des flavonoides montrent que 1’Ext-
AcEt a les teneurs les plus importantes pour les deux substances bioactives (171,1£1,06 pg
GAE/mg et 102,5+0,69 pg PE/mg d'extrait) et (25,48+0,13 pg QE/mg et 40,45+0,83 ng
RE/mg d'extrait), respectivement; suivi par les extraits aqueux, butanolique et
chloroformique. L’évaluation du potentiel antioxydant in vitro des 4 extraits par des méthodes
colorimétriques (DPPH’, ABTS™, GOR, FRAP, CUPRAC, l'activité antioxydante par la
méthode de phénanthroline et le facteur de protection au soleil), a montré que tous les extraits
avaient une activité antioxydante trés importante, mais I’activité la plus forte est attribuée a
I’Ext-AcEt avec le DPPH" (28,51 + 0,24 pg/mL), 'ABTS™ (10,06 + 0,13 pg/mL), GOR
(15,46 + 0,48 pgmL), FRAP (22,74 + 0,30 pg/mL), CUPRAC (21,36 + 0,04 pg/mL),
phénanthroline (12,87 = 0,26 pg/mL) et le FPS (32,04+0,29).

Une variabilité peut étre observée pour 1’activité d’inhibition des enzymes par les
différents extraits. Un excellent résultat obtenu avec tous les extraits sur 1’activité tyrosinase,
surtout I’Ext-Chl (4,03+0,23 pg/mL). Les extraits Ext-AcEt et Ext-But ont été détecté comme
des inhibiteurs puissants pour 1’uréase (78,97+1,46 et 152,14+1,48 pg/mL, respectivement)
et acceptable pour la lipase (370,33+1,13 et 566,01+8,99 pg/mL, respectivement).
Un effet inhibiteur modéré est marqué pour les 4 extraits avec 1’acétylcholine estérase
et la butyrylcholine estérase. L’effet antibactérien des extraits de ce champignon varie selon
la nature de la souche et de I’extrait testé. L’étude de I’activité anti-inflammatoire de 1’extrait
aqueux a montré un effet significatif a inhiber la dénaturation des protéines in vitro. Un
potentiel anti-inflammatoire est aussi rapporté par le méme extrait en réduisant d’une fagon
treés significative I'oedéme de la patte des rats induit par la carragénine.

La présente étude a permis de confirmer I’efficacité préventive et thérapeutique du
champignon et d’apporter des preuves biologiques mesurables de son pouvoir antioxydant,
inhibiteur des enzymes, antibactérien et anti-inflammatoire.

Mots clés : Ganoderma lucidum ; profil nutritionnel ; potentiel antioxydant; activités
biologiques in vitro et in vivo.
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Abstract

Abstract:

This study aimed to valorize the biological and the pharmacological virtues of an Algerian
medicinal mushroom, named Reishi “Ganoderma lucidum”, by the investigation of its nutritional
profile and phytochemical characterization, as well as the evaluation of its fruiting bodies
biological activities. The nutritional composition analysis revealed that the fruiting bodies were
rich in proteins (11.26+0.399/100g), in carbohydrates (85.25 * 0.389/100g), in minerals
(1.9+£0.00g9/100g), while it contained little amounts of fats (1.58 + 0.01g/100g), and as a result;
calories were found (407.9 £ 0.05 Kcal/100g). In fact, HPLC analysis showed the presence of a
high content of a-tocopherol (2510 + 3.35ug/100g). Besides, the phytochemical study made it
possible to highlight the main secondary metabolites; in particular, the phenolic compounds
(flavonoids, tannins) and triterpenes in major. Whereby, the polyphenols and the flavonoids
quantification stated that Ext-AcEt demonstrated the highest level of the two bioactive
substances (171.1 + 1.06 ug GAE/mg extract and 102.5 + 0.69 pug PE/mg extract) and (25.48 +
0.13 png QE/mg and 40.45 £ 0.83 ug RE/mg of extract), respectively; followed by the aqueous,
the butanol and then the chloroform fractions. Moreover, the results of the in vitro antioxidant
potential of the extracts using several colorimetric methods showed that all the studied extracts
presented a strong antioxidant activity, while the highest activity was proved by Ext-AcEt
[DPPH* (ICs0 =28.51 + 0.24 pg/mL), ABTS™ (ICs0 =10.06 + 0.13 pug/mL), GOR (ICsp =15.46 +
0.48 pg/mL), FRAP (Aos =22.74 + 0.30 pg/mL), CUPRAC (Aos =21.36 + 0.04 pg/mL),
phenanthroline (Aos =12.87 £+ 0.26 pg/mL) and SPF (32.04 £ 0.29)]. The enzymes inhibitory
ability of the same extracts was also examined. In which an excellent inhibitory effect against
tyrosinase enzyme was exhibited, especially by Ext-Chl (ICsp= 4.03 + 0.23 pg/mL). The two
fractions; Ext-AcEt and Ext-But, also exerted a potential effect against urease (ICso = 78.97 +
1.46 and 152.14+1.48 ug/mL, consecutively) and a mild capacity against lipase (ICso = 370. 33 £
1.13 and ICsp = 566.01 + 8.99 ug/mL, consecutively). Additionally, a moderate inhibitory effect
was marked for all the extracts against acetylcholine esterase and butyrylcholine esterase.
Furthermore, the obtained extracts showed a noticeable antibacterial effect against all the
examined bacterial strains. In this research, an in vitro anti-inflammatory activity of mushroom
aqueous extract was also evaluated, in which a significant effect in protein denaturation
inhibition was observed. This latest finding ; in vitro anti-inflammatory activity, was confirmed
by an in vivo test where the aqueous fraction also revealed a potential anti-inflammatory effect
by reducing significantly the paw rats edema induced by carrageenan. Thus, this study confirmed
the preventive and the therapeutic efficacy of the studied mushroom; Reishi, and provided
measurable biological evidence of its antioxidant, enzyme inhibitory, antibacterial and anti-
inflammatory properties.

Keywords: Ganoderma lucidum; nutritional profile; antioxidant potential; in vitro and in vivo
biological activities.



Abréviations

ABTS
AChE
AKE
AICl3
ATCC
BHA
BHT
BSA
BuChE
CMI
CUPRAC
DPPH
ECso
Ext-AcEt
Ext-Aq
Ext-But
Ext-Chl
Ext-MeOH
FCR
FeCls

FPS

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

Acide Kojique Equivalent

Chlorure d’aluminium

American Type Collection Culture

Butyl HydroxyAnisole

Butyl Hydroxy Toluene

Bovine Serum Albumine

Butyrylcholine estérase

Concentration Minimale Inhibitrice

Capacité antioxydante par réduction de cuivre

2,2-Dephenyl-1-picrylhydrazyl

La concentration efficace médiane (Half maximal effective concentration)

Extrait Acétate d’éthyle
Extrait Aqueux

Extrait Butanolique

Extrait Chloroformique
Extrait Hydro-Méthanolique
Reéactif Folin-Ciocalteu
Chlorure de fer

Facteur de protection solaire



Abréviations

FRAP Ferric ion Reducing Antioxidant Power
GAE Equivalent en acide gallique

GALAE Galantamine Equivalent

HCA Acide hydroxy cinnamique

HCI Chlorure d’hydrogéne

HPLC High Performance Liquid Chromatography
1Cs0 Concentration Inhibitrice a 50 %

LP Lipase Pancréatique

M.H Muller-Hinton

MA Maladie d’Alzheimer

Nc Neocuproine

PAL Phosphatase alcaline

PCR Polymerase Chain Reaction

PE Equivalent en pyrocatéchol

PT Polyphénols totaux

QE Equivalent en quercétine

RE Equivalent en rutine

SARM Staphylococcus aureus résistant a la Méticilline

UMTE Millimole Trolox Equivalent
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Introduction

L’apparition de nombreuses pathologies, tels que le cancer, I’Alzheimer, les maladies
cardiovasculaires, I'athérosclérose, 1’obésité, le diabéte ainsi que les affections bactériennes
multirésistantes peuvent étre jointes a la qualité et au mode de vie que nous vivons
aujourd’hui. En effet, nombreuses recherches sur les facteurs declenchant ces pathologies a
long ou a court terme, sont liées au stress et a la qualité des aliments consommeés (Adegbola
et al., 2022). En plus de ces causes, la surproduction des molécules dites « especes réactives
de I'oxygéne » (ERO) qui sont impliquées dans des processus physiopathologiques, en raison
de leur pouvoir pro-oxydant éleve, les ERO peuvent endommager les tissus et les organes
(Shaffique et al., 2021).

Plusieurs travaux ont montré la relation entre les dommages oxydatifs et I'inflammation a
travers la modulation de plusieurs cellules immunitaires et médiateurs inflammatoires (Luo et
al., 2021 ; Tiftik et al., 2021 ; Rjeibi et al., 2020 ). Récemment, les anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS) figurent parmi les médicaments les plus prescrits en pratique clinique dans
le monde. Cependant, I'administration a long terme de ces derniers peut avoir des effets
secondaires importants sur le tractus gastro-intestinal, provoquant de nombreux effets néfastes
tels que des lésions de la muqueuse, des saignements et des ulcéres gastro-intestinaux. Il est
donc indispensable de développer des agents anti-inflammatoires efficaces a partir de sources
naturelles, telles que les plantes médicinales, les algues et les champignons (Patil et Patil.,
2017 ; Imetal., 2016).

Les champignons ont toujours été appréciés pour leur valeur culinaire et nutritionnelle, ils
sont aujourd’hui de plus en plus valorisés pour leurs innombrables propriétés medicinales
importantes, et également comme aliments diététiques (aliments fonctionnels), mais aussi
sous forme de compléments alimentaires, de nutraceutiques et de produits de mycothérapie
(Elkhateeb., 2020 ; Wasser., 2014). Leur usage pour le maintien d'un bon état de santé ainsi
la prise en charge thérapeutique de certaines pathologies existe depuis I'Antiquité dans les

régions asiatiques, tandis qu'en Occident, cette approche est considérablement plus récente.



Introduction

Les champignons médicinaux sont dotés de propriétés pharmacologiques et
thérapeutiques telles que [D’effet antioxydant, antimicrobien, anti- inflammatoire,
immunomodulateur, antidiabétique, hépato-protecteur, anticancéreu, antiallergique,
antihyperlipidémique et prébiotique entre autres (Elkhateeb., 2020 ; Jeitler et al., 2020).
Ces activités sont attribuées a la présence de nombreux métabolites bioactifs surtout dans les
fructifications, dont l'effet biologique varie selon ’espéce fongique ainsi que la nature

chimique de ces molécules (Venturella et al., 2021).

Le champignon Ganoderma lucidum, est l'une des especes médicinales les plus
importantes au monde. Il pousse dans les régions subtropicales et tempérées d'Europe, d'Asie,
d'Afrique et d’Amérique (Yang et al., 2019 ; Taofiq et al., 2017). En médecine traditionnelle
chinoise, G. lucidum est utilisé depuis des milliers d'années a des fins thérapeutiques et
préventives. Ainsi, il est impliqué dans la pharmacopée chinoise et américaine des plantes et
le compendium thérapeutique (Taofiq et al., 2017), il renferme plus de 400 composés
bioactifs différents, principalement des polysaccharides, des triterpénoides, des protéines,
des stéroides, des stérols, des alcaloides, des lactones, des acides gras, et autres (Lee et al.,
2019 ; Zhao et al., 2019).

Des études antérieures ont révélé que les composes naturels de champignon G. lucidum
ont de nombreux avantages pour la santé humaine grace a leurs effets bénéfiques, car ils
participent a de nombreux de processus biologiques (Zhao et al., 2019). Certaines recherches
affirment que les propriétés biologiques des composés phénoliques sont associées a leur
activité antioxydante. Ces composés possedent des propriétés antioxydantes impliquées dans
la stabilité des produits alimentaires et également dans les mécanismes de défenses cellulaires.
IIs jouent un ro6le crucial dans les aliments fonctionnels en raison de leur capacité
neutralisante des radicaux libres et en chélatant les ions métalliques pro-oxydants (Cayan et
al., 2020).

Plusieurs études ont tenté de démontrer le pouvoir thérapeutique des champignons
sauvages, principalement leur propriété antioxydante étant I'une des plus importantes d'entre
elles (Yin et al., 2022 ; Sevindik et al., 2021 ; Udeh et al., 2021 ; Azeem et al., 2020).
Toutefois, le profil nutritionnel et les vertus thérapeutiques des champignons endémiques
Algériens restent largement inexploités. Cette etude a eté réalisée pour la premiére fois, dans
le but de fournir un profil nutritionnel et apporter des preuves sur le potentiel thérapeutique
des extraits de fructifications de ce champignon médicinal sauvage G. lucidum d’Algérie.
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Introduction

L’objectif de notre travail, est la bioévaluation du champignon sauvage
« Ganoderma lucidum » d’Algérie a travers une étude des propriétés nutritionnelles, activités
antioxydantes et thérapeutiques. Les objectifs spécifiques sont : i) Repérer et identifier
I’espéce de champignon récoltée par approche moléculaire ; ii) Analyser la composition
nutritionnelle et quantifier 1’a-tocophérol (la vitamine E) des fructifications ; iii) Analyser de
maniere qualitative les composés phytochimiques, v) Déterminer les substances bioactives
(polyphénols et flavonoides) ; vi) Evaluer le potentiel thérapeutique in vitro par la mesure du
pouvoir antioxydant, 1’inhibition des enzymes et I’activité antibactirienne ; vii) Tester et

évaluer D’effet anti-inflammatoire in vitro et in vivo.

Ce travail englobe deux parties, une présentation bibliographique et une partie
expérimentale. La partie bibliographique renferme deux chapitres, le premier présente
des généralités sur I’espece étudiée « Ganoderma lucidum », la composition chimique
(macro et micro-éléments, vitamines et substances bioactives), les propriétés nutritionnelles,
ainsi que 1’utilisation et I’importance nutraceutique de ce champignon. Le deuxieme chapitre
expose les propriétés biologiques, notament [I’activité antioxydante, 1’inflammation
et I’activité anti-inflammatoire, ainsi que d’autres activités, avec 1’exposition des travaux

scientifiques réalises a travers le monde.

La partie expérimentale présente 1’identification moléculaire du champignon objet
d’étude, le profil nutritionnel et la valeur énergétique avec une anlyse quantitative par HPLC
de T1’o-tocophérol, 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 et antibactérienne, inhibition des enzymes). L’effet anti-inflammatoire de
I’extrait aqueux a eté examiné également in vitro et in vivo. La partie correspondant aux
résultats et leur discussion, représente la contribution la plus importante de la these. Elle est
organisée sous forme de parties, chacune expose les activites biologiques réalisées. Enfin une

conclusion génerale résume les contributions du travail et décrit les perspectives estimeées.
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1. Les Ganodermataceae

Les champignons supérieurs représentent un groupe distinct d’organismes plus
étroitement liés aux animaux et végétaux (Taylor et al., 2000). lls assurent plusieurs réles
biologiques dans 1’écosystéeme comme des bio-indicateurs de la composition du sol, des
producteurs des bio-fertilisants,..., etc (de Mattos-Shipley et al., 2016). Les mycologues
classent ses champignons selon les criteres morphologiques et biochimiques (Taylor et al.,
2000), et également en fonction de la localisation géographique et leur mode de vie. Ces
criteres ne sont pas toujours suffisant pour 1’identification taxonomique d’une espéce, en
raison de la ressemblance qui existe entre les espéces du méme groupe ; la cause a laquelle,
les chercheurs ont mis au point de nouvelles méthodes et techniques pour apprécier
I’identification, par I’intermédiaire des marqueurs moléculaires (de Mattos-Shipley et al.,
2016).

Les Ganodermataceae sont des champignons de la division des basidiomyceétes,
appartenant a 1’ordre des Polyporales, ils se développent dans les écosystémes riches en
coniféres et palmes par deux modes de nutrition ; qui reposent sur la dégradation de la matiére
lignocellulosique. lls comportent 8 genres et environ 300 espéces. Leurs taxonomies reposent
non seulement sur la description morphologique et 1’aspect microscopique mais également sur
les marqueurs génomiques, pour éviter les confusions entre les especes similaires (Seo et
Kirk ., 2000).

Les nouvelles études ont montré que certains champignons sont muni des propriétés
nutritionnelles et exercent des effets bio-thérapeutiques trés bénéfiques comme : Laetiporus
sulphureus, Ganoderma lucidum, Ganoderma subincrustatum, Ganoderma sichuanense et
Fomitopsis officinalis ; ils sont fortement utilisés dans la médicine traditionnelle en chine,
Japon et la coré, dans le traitement de plusieurs pathologies comme le cancer, les
inflammations chroniques, le diabete et la stimulation de la reproduction sexuelle et
immunitaire (Sudheer et al., 2019 ; Mykchaylova et al., 2017).
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2. Ganoderma lucidum (Reishi/Lingzhi)

Ce champignon est un basidiomycete tres connu dans les pays asiatiques et européens,
classé dans le groupe des Ganoderma, en Chine et en Japon est nommeé Lingzhi, Reishi et
Lingchi (Chan et al., 2021). Il représente une source biologique tres riche en substances
bioactives, incorporées dans la pharmacopée traditionnelle chinoise et japonaise depuis plus
de 2000 ans, il est utilisé dans les infusions (la tisane et le thé), sous forme des compléments

alimentaires, des comprimés et des pommades (Yang et al., 2019 ; Parepalli et al., 2021).
2.1. Taxonomie et description morphologique

G. lucidum (Curtis) (figure. 2) est un champignon rare de genre Ganoderma de la famille
Ganodermataceae, d’ordre des Polyporales (tableau. 1) identifié par P. Karsten en 1881, il pousse
fortement dans les conditions obscure et humide, favorables pour leurs activités métaboliques
(Gonzélez et al., 2020).

C'est un grand champignon foncé et brillant avec une texture ligneuse ; issue du mot grec
« lucidum » qui signifie brillant (Wachtel-Galor et al., 2011), il est caractérisé par une
coloration variée durant les differentes phases de croissance, qui se présente comme suit :
un bord extérieur jaune a 1’état jeune, puis brune —rouge au cours de la phase prématurée et un
rouge foncé a la maturation (figure. 1). Le chapeau est de taille variée entre 4-20 cm, et
produit des spores elliptiques de 8 a 11 dans le hyphe, leur taille est entre 6-8,5um, son aspect

est de bois durs, de forme arrondie, avec une odeur caractéristique de bois.

Les tubes et les pores sont fins, jaunatres puis bruns, souvent couverts d'une pruine
blanchatre, le pied souvent latéral, mesurant 4 a 20 cm, de couleur brun noir et luisant.
Sa chair est mince et fibreuse, de couleur beige-brun (source la base de données

mycologique : https://www.mycodb.fr/quicksearch.php, consulté le 27/12/2021).
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Figure. 1. Champignon G. lucidum dans la forét, (source la base de données
mycologiques : https://www.mycodb.fr/quicksearch.php, consulté le 27/12/2021).

Tableau. 1. Taxonomie de G. lucidum (Ahmad et al., 2021).

Taxonomie
Regne Fungi
Phylum Basidiomycota
Classe Agaricomycetes
Ordre Polyporales
Famille Ganodermataceae
Genre Ganoderma
Espéce Ganoderma lucidum (G. luisant)

Synonymes | Boletus lucidus Curtis, 1781 (Espéce CD_NOM = 512765)

Boletus laccatus Timm, 1788 (Espece CD_NOM = 512764)

Fomes lucidus (Curtis) Sacc., 1888 (Espece CD_NOM = 512766)
Ganoderma laccatum (Timm) Pat., 1897 (Espéce CD_NOM = 42556)
Placodes lucidum (Curtis ex Fr.) Quél. (Espece CD_NOM = 42553)
Polyporus lucidus (Curtis) Fr., 1821 (Espece CD_NOM = 512770)



https://www.mycodb.fr/quicksearch.php
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2.2. Distribution géographique

Le genre Ganoderma a une distribution cosmopolite (Hapuarachchi et al., 2015).
L'espece G. lucidum pousse dans les régions tropicales et tempeérées d'Asie (Inde, Chine,
Corée), d'Europe et d’Amérique du Nord, mais elle est tolérante aux conditions chaudes et
humides (Hapuarachchi et al., 2015 ; Nadu., 2014) (figure. 2). Le basidiocarpe (corps
fructifiant ou fructifications) de ce champignon se développe a partir de la décomposition de
bois, de branches, de racines ou de troncs d'arbres a feuilles caduques, notamment ceux des
espéces Quercus, Acer, Alnus, Betula, Pyrus, et Magnolia (Nadu., 2014 ; Gurung et al.,
2012), et moins fréquemment des coniféres (Nadu., 2014). Il se développe généralement
comme un parasite facultatif mais peut se développer de maniére saprophyte (Hapuarachchi
et al., 2015). Ce champignon annuel est rare a I'état sauvage mais il est maintenant cultivé

commercialement (Gurung et al., 2012).

Figure. 2. Distribution de champignon Ganoderma lucidum dans le monde : la couleur orange
indique leur localisation (source la base de donnée CABI: https://www.cabi.org/isc
[datasheet/24926#toDistributionMaps, consulté le 30/12/2021).
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2.3. Cycle de vie et reproduction

La reproduction des basidiomycétes passe par differentes phases sous 1’influence des
conditions environnementales (la température, ’humidit¢ et la composition du sol).
Le développement de G. lucidum commence par 1’évolution du mycélium a partir de spores
portés dans les fruits matures au cours de la saison d’été, ou leur production atteint un
niveau final (figure. 3). L’air transporte les spores vers de nouveaux endroits ou les
conditions sont favorables pour la germination, puis, elles forment I’hyphe primaire par la
reproduction sexuée qui est initiée par la plasmogamie avec une formule génétique
dicaryotique (n+N). Un hyphe secondaire est produit pour accélérer le processus de
dégradation du bois (la matiére lignocellulosique), par les enzymes spécifiques comme les
chitinases, les cellulases (Sudheer et al., 2019 ; Walton., 2018).

Les produits issus de la dégradation enzymatique du bois ont été utilisé pour assurer la
croissance du mycélium, qui se dévlope pour donner les filaments du mycélium primaire.
Au cours de la caryogamie (2n), les spores males et femelles sont appariées, qui par la suite
donnant un zygote (2n), qui se divise par la méiose pour former un mycélium secondaire
puis tertiaire. A la fin de cette phase, le basidiocarpe va se développer pour donner le fruit
final. (Sudheer et al., 2019 ; Walton., 2018).
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Figure. 3. Représentation générale du cycle de vie des basidiomycetes (classe des Agaricomyceétes) exemple G. lucidum (Walton ., 2018 ;

site web: http://websites.umich. edu/~mycology/research.html, consulté le 25/12/2021).
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2.2. Propriétés nutritionnelles et énergétiques

Les champignons sont appréciés pour leurs valeurs nutritionnelles et thérapeutiques ainsi
que leurs teneurs en minéraux (Kuldo et al., 2014 ; Wang et al., 2014). Les études fournies
sur les propriétés et la qualité nutritionnelle de certaines souches de G. lucidum dans les
différentes régions du monde (tableau. 2), une grande variabilité peut étre observée dans la
composition en macro et micro-éléments, ainsi que la valeur énergétique. Généralement,
les proportions et la valeur nutritionnelle varient sous I’influence de conditions
environnementales, génétiques, la composition des milieux et les méthodes de culture, ainsi

le type de souche étudiée (Anusiya et al., 2021).
2.3. Composition chimique de Reishi

Les études de la caractérisation moléculaire ont révélé qu’il existe plus de 600
molécules de nature chimique différente, dans plusieurs souches de G. lucidum,
essentiellement les polysaccharides, les protéines, les enzymes, les stérols, les triterpenes,
monosaccharides de types furanes, les alcaloides, les vitamines et les oligo-éléments.
Les G. lucidum possédent des propriétés nutraceutiques trés intéressantes pour 1’homme et

I’animal (Gong et al., 2019 ; Vazirian M, 2014 a).
2.3.1. Polysaccharides

G. lucidum contient une teneur élevée en polysaccharides (GLP ou GLPSs) et en
glycopeptides, qui jouent plusieurs fonctions biologiques et possédent des propriétés
physicochimiques importantes (El Sheikha et al., 2022 ; Ahmed et al., 2021; Liu, 2021 ;
Boh et al., 2007).

Plus de 200 polymeres saccharidiques ont été isolés et purifiés depuis les différentes
parties du champignon : le mycélium, les spores, les fructifications aussi bien de la souche
sauvage que de celle cultivée. lls sont généralement de la catégorie D-glycanes et en moin
dégré des a- glycanes. Les D-glycanes sont caractérisés par des liaisons de type p (1,3 et
1,6) de groupes glucopyranosyles ayant des degrés de ramification variable au niveau de la
position C-6, et d’un poids moléculaire de 1,05 million Da (Trigos et Suarez Medellin.,
2011).
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Tableau. 2. La valeur nutritionnelle et énergétique de G. lucidum dans differents pays.

Composition en nutriments g/100 g de poudre

Energie .
Pays Références
(kcal)
Glucides Protéines Lipides Fibres Cendres
Chaturvedi et
Europe 82.3 13.3 3 - - 409,4
al., 2018
L Garuba et al.,,
Nigeria 3-28 10-40 2-8 3-32 8-10 76-408
2020
Rahman et al.,
Bengladesh | 37,1-51,6 | 0,278 0,298 1,9-2,4 12,2-14,6 | 3,93-6,11 -
2020
Pathania et
26-28 7-8 3-5 59 - 295-307
Chander, 2018
Inde
Singh et al,
75,5+0,6 13,3+0,99 2,87+0,16 | 7,37%+0,13 8,32+0,6 381+3,23
2020b
396,1- Obodai et al.,
Ghana 73,3-81,9 15,7-245 0,5-1,40 - 0,68-2,1
402,02 2017
Chine 0,54 9,31 0,59 70,2 3,85 751 Yu et al., 2020
. Sharif et al,
Pakistan 35,16 8,59 + 0,37 3,33 54,21 £1,2 | 3,78+0,06 | 244,97+1,89
(2017)
Taofiq et al,
Espagne 38,0£0,7 6,72+0,04 2,5+0,02 50,3+0,5 2,4+0,02 20143 2017
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Les B (1,3) constituent de 1 a 15 unités dans la chaine de type B (1-6) monoglucosyles,
ces polymeres s’organisent et se réarrangent dans la liaison osidique 1-3 pour donner une
forme hélicoidale (Boh et al., 2007).

Les pB- glycanes présentés dans les extraits aqueux de differentes parties
du champignon comportent des homo et des hétéro-polysaccharides riches en Xxylose,
mannose, galactose et acide uronique (figure. 4) ; dans les fructifications, ces molécules sont
liées aux protéines avec une proportion qui varie entre 10-50% (Sudheer et al., 2019).
Mesa Ospina et al., (2015), ont rapporté que le chitosane isolé de G. lucidum a des
caractéristiques prometteuses et souhaitables dans des secteurs spécialisés tels que la

biomédecine, la pharmacie et les cosmétiques, au-dela de I'industrie alimentaire.

Les chitines produites par ce champignon, représentent une autre classe
polysaccharidique tres complexe, elles sont responsable de leur texture dure et leur rigidité
(Singh et al., 2020).

Figure. 4. La structure de deux polysaccharides purifies de G. lucidum: a- une portion
B- glucane de la polysaccharide-K (Choong et al., 2018) ; b- Glycopeptide hydrosoluble
(GLPCW-II) purifié par la chromatographie échangeuse d’anion (Ye et al., 2008).

12
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2.3.2. Protéines

Ce sont des macromolécules nécessaires dans la vie du champignon. G. lucidum est
considérée comme une source riche en protéines et peptides (tableau. 2), ayant des intéréts
thérapeutiques et industriels trés intéressants. Plusieurs molécules extraites de ce
champignon ont été purifiées, caractérisées, puis intégrées dans les domaines médicaux et
agroalimentaires. la glycoprotéine LZ-8 (figure. 5 a), est considérée comme la premiere
molécule protéique isolée, elle a une structure et une fonction similaire a celles des
immunoglobulines (Ig), elle a une chaine lourde comme celle des Ig (Sudheer et al.,
2019).

Les chercheurs Tian et Zhang., (2005) ont purifié et caractérisé un peptidoglycane
avec un PM de 38 kDa, a partir du mycélium obtenu apres la fermentation, ce peptide
glycosylé inhibe spécifiquement les protéinases A fongiques, 70% de sa structure sont des

sucres, liés de la partie peptidique par la liaison de type O-glycane.

D’autres travaux ont montré plusieurs enzymes essentielles pour le champignon
comme les laccases, les ribonucléases, le 1,4-B-endoglucanase (figure. 5 b), les amylases et
les cellulases et certaines protéines a activité antimicrobienne comme la Ganodermine, qui
inhibe la croissance des micromycetes (Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum et
Physalospora piricola). On trouve aussi, les protéines de la famille Ribosome Inactivating
Proteins (RIP) qui sont également purifiées a partir de ce champignon (Sudheer et al.,
2019).

Les protéines fongiques immunomodulatrices FIP (Fungal Immunomodulators
proteins) sont de nature totalement protéique (sans glycosylation), et stimulent

I’immunorégulation des lymphocytes et 1’inhibition de la proliferation des tumeurs

(Sudheer et al., 2019 ; Lietal., 2011).

Les lectines regroupent une autre famille protéique synthétisée par ce
basidiomycéte, elles interviennent dans de nombreux processus biologiques essentiels
comme le parasitisme et la communication avec les autres types cellulaires, ainsi dans le
contr6le de leur croissance durant les différentes phases de vie (Toumi et al., 2021 ;
Thakur et al., 2007).

13
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Figure. 5. Structure tridimensionnelle de deux protéines purifiées de G. lucidum :
a- la protéine LZ-8 immunoglobuline-like (code PDB : 5D8Z) ; b- le 1,4-B-endoglucanase
enzyme de la famille des hydrolases (code PDB : 3F3H).

2.3.3. Triterpénes

Les Ganodermataceae produisent une large gamme de triterpénes via la voie
métabolique d’acétyl-CoA et I’acide mévalonique en présence des enzymes spécifiques qui
les transforment en isoprene Cs puis en squalene ensuite vers lanostérol, qui est le
précurseur des triterpénoides et des stérols (Wang et al., 2021). Le lanostérol peut générer
une variété de triterpénoides a travers une série de réactions chimiques (Wang et al., 2021 ;
Zhu et al., 2019 ; Shi, et al., 2010). Ces substances bioactives représentent la catégorie
majoritaire avec les polysaccharides ; environ 140 triterpenes qui ont été identifiées chez
I’espece G. lucidum, la plupart, sont de type Lanostane triterpene, responsables du golt
amer de leur infusion aqueuse (Wang et al., 2021).

La biogenése des terpenoides est assurée par les cytochromes P450 mono-oxygénases,
qui cyclisent le lanostérol pour donner 1’acide 3-hydroxy-lanostan-(8,24)-diene, 26-oique
(HLDO) et ces dérivées (HLDA, HLDOA) par le CYP5150L38, et 1’acide ganoderique (Ac
G) (figure. 6). Des études génomiques récentes ont révélé qu’il existe 78 génes
responsables de la regulation de la synthése des triterpénoides chez G. lucidum parmi 179
genes codants pour les cytochrome P450, durant la phase de fructification, ces 78 génes
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s’expriment et entrainent une augmentation de la teneur de ces biomolécules (Chen et

al., 2012).

La catalyse de la synthése d’Ac G est réalisée par deux enzymes de CYP 450 qui sont
CYP5150L8 et G. lucidum CYP450 réductase, le CYP512U6 génere les differents sous
formes d’Ac G (TR, Jc et DM) et I’acide Hainanique (hainanic ac) par hydroxylation de
I’oxygéne en position 23 de Lanostane. L’acide ganoderique (Ac G) et I’Ac lucidenique (Ac
L) sont les deux triterpénes les plus abondants ; Ac G a 4 sous fromes moléculaires A, B, C
et F. On compte, plus de 50 triterpenes trouvés uniquement chez G. lucidum, parmi 200
triterpenes caractérisés chez Ganoderma, plus de ces molécules, les chercheurs ont trouvé
des autres triterpenes dans leurs extraits organiques, nommés respectivement: les

ganoderals, les ganoderiols, et les acides ganodermiques (Singh et al., 2020 b).

Figure. 6. Métabolisme de certains triterpenes chez G. lucidum via la voie des
cytochromes (CYP15018, CYP512U6) (Wang et al., 2021).
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2.3.4. Alcaloides

Les alcaloides du champignon G. lucidum sont les molécules de faibles concentrations
et les moins étudiés. Environ 30 alcaloides ont été trouvees dans les Ganoderma, elles
regroupent celles monocycliques et polycycliques, les purines, les pyrimidines et les
cérébrosides (Liu., 2021, Zhao., 2015 b ; Chen et al., 2007). Deux alcaloides ont été isolés
et purifiés a partir des spores, qui sont la choline et la betaine (Huie et Di, 2004), plus
quatre alcaloides polycycliques qui ont été isolés, qui sont les Lucidimines A, B, C, D
(figure. 7). Chen et Lan, (2018), ont réussi de trouver une voie de synthése chimique de
Lucidimines B et C, caractérisés par leurs pouvoirs antioxydant et antiprolifératifes.

Figure. 7. Structure chimiques des lucidimines synthétisés par G. lucidum (Chen et Lan.,
2018).
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2.3.5. Composés phénoliques et flavonoides

Les champignons sont des réserves biologiques par leur richesse en composés
phénoliques et flavonoides. La caractérisation chimique et analytique de G. lucidum par
HPLC, GC-MS/MS et LC-MS/MS, ont revélé des différentes concentrations dans les
extraits organiques des différentes souches de ce champignon, le G. lucidum est riche en

acides phénoliques et flavonoides libres ou combinés aux sucres.

Plusieurs recherches ont montré que ces substance bioactives sont 1’origine de la
propriété antioxydant et anti-inflammatoire du champignon G. lucidum, (Islam et al.,
2018 ; Kumari et al., 2016).

L’analyse quantitative réalisée par Mishra et al., 2018, a montré que les composés
phénoliques sont localisés dans le fruit (GLF) et le mycélium (GLM) dont les concentrations
sontde : 4,13 ug et 3,69 ug GAE/g d’extrait dans I’extrait aqueux- GLF et I’extrait acétate
d’éthyle- GLM, respectivement, et 3,61 ug GAE/g d’extrait dans I’extrait éther d’éthyle-
GLM. Les résultats de Heleno et al., 2012, ont montré la présence des composés phénoliques
avec des concertations élevées dans les fruits contrairement aux spores chez la souche
sauvage du Portugal, avec une teneur en acide p-hydroxybensoique de 0,58+0,0 mg/100g
d’extrait. En outre, plusieurs composants ont été identifiés, appartenant au classe des

flavonoides comme la quercétine et la rutine (Saltarelli et al., 2019) (tableau. 3).
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Tableau. 3. Certains composés phénoliques et flavonoides identifiés chez G. lucidum.

Classe Acides phénoliques Flavonoides Références
Acide Ellagique Apigénine-7-sulphate
Leuteine
Quercetin-3-O-Glucuronide
: Saltarelli et al., 2019
Acide caféique-3- Kaemphérol-3-xyloside
glucoside Quercétin-3,7,4-tri-O-sulphate
Quercétine
Myricetine
Molécule Acide gallique Naringénine
Hespéridine Veljovié et al., 2017
Acide- trans-
) ] Kaemphérol
cinnamique
Quercétine
Acide syringique
Acide protocatechique \E Taofiq et al., 2017

Acide -p- hydroxy-

benzoique

NE : non étudiés.
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2.3.6. Vitamines et oligo-éléments

Les champignons sont reconnus par leur richesse en vitamines et sels-minéraux, elles
attirent I’intention des nutritionnistes et les agronomes pour le développement de la culture de
ces derniers a grande échelles et leur intégration dans la fabrication des aliments pour des
régimes équilibrés (Sudheer et al., 2019). L’ensemble des travaux des recherches ont conclu
que le champignon G. lucidum est une source essentielle en plusieurs vitamines et oligo-

éléments localisés dans le mycélium ou les fructifications (tableau. 4).

Le chercheur Saltarelli., et ces collaborateurs, (2019), ont déclaré la présence de
nombreuses vitamines dans 1’extrait éthanolique du mycélium de G. lucidum collectée en
Italie, citons I’ergocalciférol (vit-D2), y-Tocophérol (vit-E). 1’analyse quantitative menée par
Taofiqg et al., 2017, a montré la présence des 2 formes Alpha (o) et Delta (8) de la vitamine-
E, dont les concentrations sont intéressantes ; Rahman et ces collaborateurs, (2020), ont
signalé aussi la présence d’une forte teneur de la vitamine-C (acide ascorbique) chez 2
souches sauvages du Reishi en Bengladesh, estimée entre 30,58+1,13mg/100g pour la
premiére et 32,2+1,16mg/100g pour la deuxiéme. La méme vitamine est constatée dans
I’espéce sauvage du Pakistan, par I’étude de Sharif et al., 2017, avec une tenneur de
116+7,32 mg/g.

Cepandant, le tocophérol (la vitamine E) est considéré comme une autre classe des
polyphénols, ce composé se trouve en quate type, a, B, v et & tocophérol (Abdelshafy et al.,
2021). Bouzgarrou et al., (2018), ont déclaré que la teneur en tocophérols totaux de trois
espéces de champignons, dont Pleurotus ostreatus, Pleurotus eryngii et Ganoderma lucidum,
était respectivement de 687, 473 et 718 pg. mL™.

Les champignons sont considérés aussi comme une réserve trés importante de sels
minéraux (Liu., 2021). Le G. lucidum est qualifié comme étant une excellente source des ces
éléments, il a été signalé la présence des métaux cationiques essentiels pour 1’organisme,
comme le potassium, le phosphore, le calcium, le magnésium, le fer, le zinc, le cuivre, le

sélénium et le germanium (tableaux. 4).
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Tableau. 4. La teneur minérale chez certaines souches de G. lucidum (Ahmed et al., 2021)

Eléments Teneur Eléments Teneur | Eléments | Teneur
Reishi de Pakistan (mg/100 g) (Sharif et al., 2016)
Al 8,001 Fe 12,100 Na 20,50
B 6.001 Li 0,200 Zn 2,20
Ca 109,200 Mg 89,100 P 502,50
Cu 1,200 Mn 1,10 K 742,10
Reishi Chinois (ug/g) (Chiu et al., 2000)
K 84,650 Na 1,612 Ga 246
Ni 133 Bi 71 Sr 28
Ca 9,449 Ge 489 Mn 179
Pb 86 Cu 47 Be 4
Mg 4,480 Zn 257 Fe 115
Cr 69 Co 31 Ba 2
Reishi de la Pologne (mg/kg de poudre) (Marek et al., 2017)
Souche cultivée
Ag 0.04 Ho 0,03 Sr 4,2
Al 33 In 6,67 Te 1,98
B 6,56 La 0,18 Ti 0,38
Ba 6,8 Mn 18 Zn 31
Bi 1,33 Nd 0,47 Zr 0,05
Cd 0,41 Ni 0,41 Ca 7302
Cu 12 Pb 2,1 K 3729
Eu 0,04 Pr 2,32 Mg 699
Fe 96 Pt 3,3 Na 73
Ge 0,52 Rh 0,33 P 3858
Souche sauvage (mg/kg de poudre) (Marek et al., 2017)

Ag 0,04 Ho 0,07 Sr 1,8
Al 22 In 2,26 Te 0,12
B 1,29 La 0,04 Ti 0,13
Ba 1,3 Mn 14 Zn 34
Bi 0,87 Nd 0,35 Zr 0,04
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2.4. L’importance nutritionnelle/nutraceutique de G. lucidum

Le mot nutraceutique est un néologisme créeé a la fin des années 1980 a partir du préfixe
“nutri” de “nutriment” ou “nutrition” et du suffixe “ceutique” de ‘“pharmaceutique” ou
“thérapeutique” par un médecin américain, Stephen L. De Felice. 1l caractérise les aliments ou
leurs composants qui présentent des propriétés médicales utilisées en thérapeutique (Bureau.,
2016). D’une maniére générale, les nutraceutiques regroupent les aliments fonctionnels, leurs
composants actifs, les compléments alimentaires et les aliments médicinaux (Brower, 1998),
ainsi que les aliments contenants des probiotiques « micro-organismes vivants, lorsqu’ils sont
administrés en quantité adéquate, confere un bénéfice pour la sante de 1’hote (Chaturvedi et
al., 2011).

Les champignons comestibles ont une valeur nutritive élevée, ils sont considérés comme
une source de protéines, de glucides, des oligo-éléments (phosphore, potassium, calcium,
cuivre, magnésium, fer et zinc), de vitamines (principalement de la thiamine, de la
riboflavine, de la cobalamine, de I'ascorbate, des tocophérols) et ont une faible teneur en
lipides. De plus, ils contiennent des fibres alimentaires, notamment de la chitine
et des R-glucanes, ainsi que certains acides aminés essentiels comme l'aspartate et le
glutamate (Abdelshafy et al., 2021 ; Altaf et al., 2020 ; Rathore et al., 2017 ; Aprotosoaie et
al., 2017).

Le Reishi est couramment ajouté aux aliments pour améliorer leurs valeurs
nutritionnelles. 1l a été signalé une augmentation de 23% dans le taux des protéines et 17%
des glucides, tandis que I’enrichissement de yaourt en Reishi a entrainé une amélioration
remarquable de 17 fois en teneur en graisses (Vanegas-Azuero et Gutierrez, 2018). Leur
addition au miel d'Acacia a augmenté les teneurs en composés phénoliques et en flavonoides,
ce qu’engendre 1’augmentation de leur activité antioxydante. L'indice prébiotique a également
été amélioré, ce qui révele une application utile du Reishi dans la préparation d'aliments
naturels (Kiss et al., 2019). 1l a été prouvé que les B-glucanes du Reishi ont un impact
significatif dans 1’amélioration des propriétés nutritionnelles et biologiques des gateaux

(Lindarte Artunduaga et Gutiérrez., 2019).
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L'alimentation supplémentée en Reishi (1-5 ¢g/100g de poids corporel) a amélioré le
contenu minéral sérique et les indices osseux chez les rats. Cela indique que l'inclusion de
Reishi dans le régime alimentaire peut étre tres bénéfique a fin d’améliorer la composition
minérale sérique ainsi que les indices osseux (Elhassaneen et al., 2016). Le Reishi mélangé
au Panax ginseng est utilisé sous forme de soupe pour renforcer le systeme immunitaire,

soulager I'asthme et préserver les nerfs (Zhao., 2015).

La Chine assure la moitié de la production totale des champignons dans le monde (6000
tonnes/ans), avec une grande production et valorisation de G. lucidum. Les derniéres
estimations disponibles placent la valeur annuelle des produits G. lucidum a plus de 2,5
milliards $/ans dans les pays asiatiques incluant la Chine, Japon et la coré du sud (Araque et
al., 2020). En utilisant les différentes techniques de culture, les chercheurs chinois ont réussi
de réaliser de grandes fermes de culture, par la valorisation des déchets biologiques végétaux
ou animaux, avec une consommation de 776 tonnes entre 2004 et 2016, et d’environ 2000
sociétés de transformations des fructifications en produits pharmaceutiques et en additifs
alimentaires (Boh et al., 2007).

Les estimations ont été attendues une augmentation de 1’échange commercial de 3,5
milliards $ en 2017 vers 20 milliards $ au bout de 2028, ces valeurs sont liées a
I’augmentation de la demande sur les différents dérivées de ce champignon. Il a des

utilisations trés importantes dans les domaines nutritionnels et médicaux.

Parmi ces produits, nous trouvons des cafés, des tisanes, des comprimeés ou des gélules,
des pommades, et des compléments alimentaires en poudres ; par exemple : Zhang et L,
2002, ont formulé des capsules nommées «Green Valley Lingzhi », ils les ont données aux
patients qui souffrent d’un diabéte, aprés une durée de 2 mois de traitement, les analyses ont

montré une action synergique avec un médicament hypoglycémique.

Plusieurs médecins ont lui conseillé pour 1’utilisation dans le traitement des pathologies
cardiovasculaires et [’obésité grace au pouvoir antioxydant de ses polysaccharides,
polyphénols et triterpénes, ce qui peuvent étre utilisées dans la production des pommades
antisolaires pour protéger et diminuer le risque d’avoir des cancers de la peau (Xu et al.,

2021).
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Non seulement les fruits mais les spores et le mycélium de Ganoderma peuvent étre
utilisés aussi dans la médecine ; leurs protéines (glycoprotéines, enzymes) servent dans la
formulation des bio-médicaments de la thérapie ciblée des tumeurs, maladies de systémes
immunitaires et inflammatoires (Wang et al., 2020). lls existent aussi plusieurs applications
nutraceutiques de G. lucidum reposant sur les caractéristiques de leurs biomolécules, en raison
de I’augmentation mondiale de la consommation des aliments « bio », Reishi peut étre
entrainé dans plusieurs secteurs médicaux et agroalimentaires de valeurs économiques

importantes (figure. 8).
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Figure. 8. Principaux intéréts, applications biologiques et méthodes de culture de G. lucidum.
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1. Activité antioxydante
1.1. Le stress oxydant

1.1.1. Définition

Le stress oxydant est défini comme un état de déséquilibre entre les systémes oxydants et
le pouvoir antioxydant dans une cellule (Tan et al., 2018), il apparait quand la concentration
des espéces réactives de I’oxygeéne (ERO) est élevée par rapport aux capacités antioxydantes

de cette cellule (Engwa, 2018).
1.1.2. Les radicaux libres ou espéces réactives de I’oxygene (ERO)

Un radical libre ou ERO est définit comme n’importe quelle molécule, atome, ou ion
libre contenant un ou plusieurs électron(s) célibataires (non appariés), qui se trouve dans le
dernier orbital. Les radicaux libres réagissent vite avec d’autres constituants pour capturer
I’¢lectron nécessaire pour se stabiliser, menant ainsi a la formation de nouveaux radicaux
stables par une série de réactions chimiques (Atasoy et Ytcel, 2021). Les ERO sont un terme
générique qui definit une grande variété de molécules oxydantes aux propriétés et aux
fonctions biologiques trés différentes, allant de la signalisation a la détérioration des cellules
(Sies et al., 2022).

1.1.3. Les différentes espéces réactives de 1’oxygeéne

En biologie, les radicaux libres sont formés le plus souvent par gain d’électrons a
partir de 1’O2. Les especes réactives de 1’oxygene (ERO) regroupent 1’ensemble des dérivés
radicalaires de 1’oxygéne (O2, OH’, NO’, ROO"), mais également les composés non
radicalaires (ROOH, H,02, '0,). Les radicaux libres qui dérivent de 1’02 sont appelés
« les especes réactives de 1’oxygene» (ERO) alors que les radicaux libres qui sont engendrés
de la réaction de I’oxygéne avec I’azote sont considérés comme une sous-classe des radicaux
libres appelée « les espéces réactives de 1’azote » (ERN) (Ifeanyi., 2018). 11 existe d’autres
especes qui sont réactives mais ne sont pas des radicaux libres (tableau. 5), qui peuvent étre

des précurseurs de radicaux (Ahmad et al., 2017).
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Tableau. 5. Quelques espéces réactives de 1’oxygene (Sundaram et Shukla, 2021).

Non-radicalaires Radicalaires

J Hydrogene peroxyde HO, | e Superoxyde o,

. Oxygéne singulet 'O, . Hydroxyle OH'

. Acide Hypochloreux HOCI | Peroxynitrite ONOO"

. Ozone O3 . Oxyde Nitrique NO’
. Peroxyl ROO
. Alkoxyl RO
. Hydroperoxyl HO

1.1.4. Production des espéces réactives de 1’oxygéne (ERO)

Dans les processus physiologiques, les ERO jouent un role essentiel en tant que
molécules de signalisation cellulaire et dans la modulation de la transcription, contribuant a
I'noméostasie cellulaire et tissulaire, trés important dans le fonctionnement. Elles
interviennent également dans la régularisation vasculaire, la neurotransmission par la
production du NO: et I’adhésion cellulaire et la réponse immunitaire (Juan et al., 2021; Di
Meo et Venditti., 2020). Les ERO représent le sous-produit naturel du métabolisme cellulaire

aerobique, fournies majoritairement par la mitochondrie.

Les cellules endothéliales et inflammatoires peuvent également produire des ERO dans
des conditions physiologiques et pathologiques. Bien que ces cellules aient une capacité
particuliére a produire des ERO intrinseques, elles ne peuvent pas atteindre la méme quantité
que les ERO mitochondriaux. Ils sont produits par une variéte d'enzymes telles que les
NADPH oxydases (NOX), la xanthine oxydase, I'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).
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Les réactions non enzymatiques impliquent que l'oxygéne réagisse avec la matiére
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 I'exercice excessif, du stress
mental et du vieillissement, tandis que la voie exogéne peut provenir de facteurs externes, tels

que la pollution, le tabagisme, les drogues, etc (Nobari et al., 2022).

1.1.5. Lescibles des especes réactives de 1’oxygene

En général, les effets nocifs des ERO dans la cellule comprennent (i) des dommages sur
I'ADN ou I’ARN ; (ii) la peroxydation lipidique des acides gras polyinsaturés (tels que les
phospholipides membranaires) ; et (iii) I'oxydation des protéines, (Figure. 9). lls causent des
dommages irréversibles a I'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. 9. L'action des ERO sur I'ADN, les lipides et les protéines conduit respectivement a
I'oxydation des bases de I'ADN, a la peroxydation des lipides et la carbonylation des

protéines. * Electron non apparié (Juan et al., 2021).

e Les acides nucléiques

Les altérations de I’ADN sont provoquées principalement par le radical hydroxyle OH’
qui induit des mutationsdans les bases puriques et pyrimidiques et les protéines de la
chromatine, affectant la stabilité du génome et la dynamique de I'expression des genes. Ce
type de dommages oxydatifs a I'ADN est fortement corrélé aux conditions physiologiques

telles que la mutagenese, la carcinogeneése et le vieillissement (Assi., 2017).
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e Les lipides

La peroxydation des lipides peut altérer les membranes cellulaires en perturbant leur
fluidité et leur perméabilité. Ce qui peut également affecter négativement la fonction des

protéines liées a la membrane telle que les récepteurs et les enzymes (Khan et al., 2018).

Le radical hydroxyle OH: a la capacité d'enlever un atome d’hydrogene d'un acide gras
formant le radical pyroxyle (LOO-) qui lui-méme peut arracher un autre hydrogene 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 malonedialdéhyde
(MDA) ou I'nydroxy-nonénale qui causera des dégats physiopathologiques comme la plaque

d'athéromes aprés la formation des LDL oxydées (Nimse et Pal, 2015).

e Les protéines et les enzymes

Les ERO attaquent 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
attaquéees par les OH’, RO" et les radicaux réactifs a l'azote causant des dommages. Le
peroxyde d'hydrogéne et les radicaux superoxydes ont des effets faibles sur les protéines a
I'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.

Cette 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 (Dominguez et al., 2021).
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Nous citons comme exemple, 1’oxydation de la proline et du glutamate par le radical OH"
conduit généralement a la formation de I'hydroxyproline et le glutamyl semi-aldéhyde. Apres
I'oxydation des protéines, elles sont sensibles a de nombreux changements dans leur fonction,
notamment l'inactivation, la fragmentation chimique et une dégradation protéolytique accrue
(Engwa, 2018).

1.1.6. Les implications pathologiques du stress oxydatif et systemes

antioxydants

Les données de la littérature confirment le réle clé du stress oxydatif dans I'étiologie de
différentes pathologies, notament le syndrome métabolique, I'athérosclérose, les maladies
cardiovasculaires, le cancer, les troubles neurodégénératifs, le diabéte, les maladies rénales,
les maladies gastro-intestinales et hépatiques (Figure. 10). Un déficit de la neutralisation
d’ERO par le systtme de défense antioxydant de I’organisme conduit a des états
pathologiques. Halliwell et Gutteridge ont défini les antioxydants comme ™ toute substance
qui retarde, prévient ou supprime les dommages oxydatifs d'une molécule cible” (Vona et al.,
2021).

Les antioxydants endogenes peuvent agir a différents niveaux : blocage de la formation
de radicaux, en les neutralisants en s'oxydant eux-mémes, ou en retardant les réactions
d'oxydation d'autres molécules. De plus, certains antioxydants, agissant comme des chélateurs
de métaux, transforment les pro-oxydants métalliques en des formes chimiques plus stables.
Les antioxydants ont été classés par Gutteridge et Halliwell en trois catégories : les
antioxydants primaires, secondaires et tertiaires, sur la base de leur mécanisme d'action. Les
antioxydants primaires inhibent la formation d'oxydants ; les antioxydants secondaires
fonctionnent comme des piegeurs des ERO, et les antioxydants tertiaires comme des agents de
conservation. Actuellement, les antioxydants sont essentiellement classés comme

enzymatiques ou non-enzymatiques (Figure. 11) (Vona et al., 2021).

Tous les organismes vivants sont dotés de systeme de défenses endogénes capables de
capter et d'eéliminer les ERO. Cependant, ces defenses sont insuffisantes pour leurs
éliminations totales et prévenir completement les dommages oxydatifs des cellules, tissus et
organes (Ishibashi., 2013).
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Figure. 10. Implication des ERO dans différentes pathologies (Sundaram et Shukla, 2021).
1.1.7. Les antioxydants exogenes/naturels

Les antioxydants exogénes ont suscité un intérét croissant pour la prévention ou la
réduction du stress oxydatif. En effet, de nombreuses recherches épidémiologiques ont mis en
évidence l'effet protecteur potentiel de I'utilisation d'aliments contenant des antioxydants sur
les troubles liés au stress oxydatif (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)

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).
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Enzymatiques —— SOD, CAT, GPX, GSR, GST
Endogenes
Non enzymatiques /
Flavanols
TGRS Ubiquinone Flavanones
Flavonoides
] Flavones
Vitamines
Exogenes Isoflavanones
Polyphenols
Flavonones
Anthocyanes
Caroténoides Acide phénols ‘ Resveratrol
Curcumin

Figure. 11. Schéma des antioxydants endogenes et exogenes. SOD, Superoxide dismutase ; CAT, Catalase ; GPX, Glutathione peroxidase ; GSR,
Glutathione reductase ; GST, Glutathione transferase (Vona., 2021).
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1.2. Reishi et activité antioxydante

En raison de leur teneur importante en composés phénoliques et en flavonoides
(Boonsong et al., 2016 ; Sanchez., 2017), les champignons sont considérés comme une
biosource de choix en antioxydants, par leurs capacité a produire plusieurs biomolécules avec
une diversité chimique (Das et al., 2020), et un potentiel antioxydant meilleur que celui des
fruits et légumes (Sanchez., 2017). Le champignon G. lucidum est connu pour étre I'un des
champignons médicinaux les plus importants & 1’échelle mondiale (Veljovi¢ et al., 2017).
De multiples études a travers le monde ont rapporté le potentiel antioxydant du G. lucidum
(tableau. 6) ainsi que la relation étroite entre leur richesse en "composes phénoliques,
triterpénes, polysaccharides, polysaccharides-peptides™ et leur activité antioxydante (Zhang et
al., 2015 ; Mehta., 2014 ; Abdullah et al., 2012).
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Tableau. 6. Activité antioxydante des différentes souches de G. lucidum.

Extrait Région/Origine Espéce Méthode Taux Résultats Unités Références
d’inhibition
Acétate d’éthyle Algérie DPPH* I1Cso 25,51+0,24
ABTS 10,06+0,13
GOR 15,46+0,48 pg/mL Kebaili et al., 2021
FRAP Aos 22,36x0,30
CUPRAC 21,36+0,04
Phénanthroline 12,87+0,26
Ethanolique Portugal DPPH" ICso 0,73+0,01 mg/ml Taofiq et al., 2017
G. lucidum FRAP Aos 0,15+0,01 mg/ml
Méthanolique ; Pakistane ' 52,51+7,93 ; 72,37£4,79 Sharif et al., 2017
acétate d’éthyle DPPH* 1Cs0 et 45,16+5,37 ng/mL
et Aqueux
Méthanolique Inde DPPH ICeo 290 pg/mL Rani et al., 2015
ABTS 580
Différents Turkie DPPH" ICss >200;49,1+1,06 et 47,6 + pg/mL
extraits 1,02
(hexane ; >200 ; 1,06+0,05 et /mL Tel et al., 2015
acétate ABTS 1Cso0 1,07+0,07 He
d’éthyle et 309,1+2,76 ; 19,2+1,11 et
méthgnolique) CUPRAC Aos 20,7+1,21 hg/ml
Méthanolique Serbie | Chine DPPH 1,71+0,07 | 1,33+£0,10
FRAP ICso 0,46+0,01 | 0,38+0,00 mg/mL Stojkovic” etal.,
R-caroténe 0,31+0,04 | 0,22+0,01 2014
Acétate d'éthyle Turkie G. carnosum DPPH ICeo 41,63+1,09 mg TE/g
ABTS 55,08+1,19 mg TE/g Yalcin et al., 2020
FRAP A 27,2212 52 mg TE/g
CUPRAC 05 96,16+3,74 mg TE/g
Ethanolique et Serbie G. lucidum 4+015 151.35+0.81
Aqueux DPPH ABTS 1Cs0 2?5 igzoi 123202;2 ug/mL mg TE/g | Rageta et al., 2021
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2. Activité anti-inflammatoire

2.1. L’inflammation

L’inflammation est une réaction de défense immunitaire de I’organisme qui se met en
place suite a une menace, a une agression d’origine physique, chimique ou biologique dans le
but de maintenir son intégrité (Du et al., 2018 ; Geng et al., 2014). Elle est souvent suivie par
une dilatation des vaisseaux sanguins permettant la migration de cellules et de certaines
molécules du sang vers les tissus ou l'agression a été localisée, favorisant ainsi rougeur,
chaleur, cedéme et douleur (Geng et al., 2014 ; Sanchez., 2006). C’est la premiére ligne de

défense de I’organisme.

2.2. Types d’inflammations

Selon les symptomes et les signes, ainsi que les processus physiopathologiques

observés, I’inflammation se dévise en deux types :

2.2.1. L’inflammation aigue

Elle est caractérisée par quatre phénomeénes typiques qui sont I’cedéme, la douleur, la
chaleur et la rougeur. Elle peut également s’accompagner d’atteintes fonctionnelles régionales
selon la gravite de 1’agression (Botting et Botting, 2000). Elle dure de quelques jours a
quelques semaines. L’inflammation aigue peut étre divisée en trois grandes phases ; une phase
vasculaire immédiate (de 1’ordre de minutes) caractérisée par des modifications de la
microcirculation locale, une phase cellulaire consécutive caractérisée par la mobilisation de
nombreuses cellules immunitaires qui permettra 1’élimination des microorganismes
pathogenes et des tissus lesés, et enfin une phase de résolution et de cicatrisation qui en

quelques jours conduira a la restauration des tissus (figure. 12) (Weill et Batteux., 2003).

2.2.2. L’inflammation chronique

Elle se développe dans les conditions ou persiste une agression ou dans les tissus
soumis a des réactions auto-immunes, ou 1’antigéne ne peut étre éliminé (Rankin., 2004). Elle
est caractérisée par une durée étalée sur des mois ou des années. Elle peut méme se prolonger

tout au long de la vie de I’individu (Fauve et Hevin., 1998).

35



Chapitre 2 : Propriétés biologiques

Figure. 12. Les grandes étapes de la réaction inflammatoire aigue (Magnard., 2014).

La différence de ce qui se passe dans I’inflammation aigué, c’est que les phases
vasculaires et cellulaires ne se succedent pas, mais coexistent tout au long de 1’évolution de
I’inflammation. Des phénoménes de destruction tissulaire et de tentatives de réparation sont
également présents. Les cellules mononuclées et particulierement les macrophages constituent
I’essentiel de I’infiltrat cellulaire vers le site inflammatoire (Weill et Batteux., 2003 ; Fauve
et Hevin, 1998). La présence de lymphocytes dans I’infiltrat est habituelle. Tandis que la
présence des polynucléaires éosinophiles est caractéristique des inflammations chroniques
allergiques et parasitaires (Dombrowicz et Capron, 2001). Elle peut conduire a des
pathologies comme la polyarthrite rhumatoide et la maladie de Crohn (Hajjaj., 2017 ;
Alessandri et al., 2013 ; Sanchez et al., 2006).

2.3. Mécanismes cellulaires et moléculaires de I’inflammation

L'inflammation est la réponse protectrice naturelle du systéme immunitaire inné aux
lesions tissulaires ou aux stimulis externes nocifs tels que les agents pathogenes, les
allergénes, les infections, les irritants et l'irradiation aux rayons ultraviolets (Phull et Kim,
2017 ; Joseph et al., 2016), elle permet de combattre et d’éliminer 1’agent pathogéne et un
retour a I’homéostasie des tissus endommagés (Hajjaj, 2017 ; Medzhitov, 2008). Les
mastocytes, les cellules dendritiques et les macrophages sont les premieres cellules

immunitaires a entrer en jeux d’ou leurs appellation de cellules sentinelles (résidentes).

36



Chapitre 2 : Propriétés biologiques

A ces dernieres s’ajoutent les plaquettes et les lymphocytes (Hirayama et al., 2017 ; Crea et
Biasucci, 2012). Les cellules sentinelles presentent a la surface de leur membrane des
récepteurs spécifique connus sous le nom PRR (Pathogen Recognition Receptors) notamment

les TLR (Toll like receptors) capables de reconnaitre le type d’agresseur.

En cas d’attaque bactériennes, les cellules sentinelles sont dotés des motifs PAMP
(Pathogen Associated Molecular Patterns) qui sont immeédiatement reconnus par les PRR dés
qu’elles pénétrent dans les tissus (Amarante-Mendes et al., 2018 ; Patel et al., 2017). Cette
reconnaissance aboutit a I’activation des cellules résidentes et va déclencher la réaction
inflammatoire (Medzhitov, 2008 ; Rubartelli et al., 2007 ; Sterka et al., 2006).

Plusieurs substances sont impliquées dans le processus inflammatoire. Il s’agit entre
autres des cytokines pro-inflammatoires (TNFa, I’IL-1 et I’IL-6), des prostaglandines (PGs) et
de I'oxyde nitrique (NO), mais aussi de plusieurs types de cellules, dont les neutrophiles, les
monocytes, les macrophages, les mastocytes et les lymphocytes T, jouant également un réle
important et synergique (Xu et al., 2012 ; Kapoor et al., 2005).

La libération des médiateurs inflammatoires (IL-1, TNFa.,...etc) est considérée comme
véritable signal d’alerte pour I’ensemble du systéme immunitaire. Une vasodilatation et
perméabilité des vaisseaux sanguins a proximité des zones endommageés sont assurées par la
libération de certains médiateurs comme 1’histamine et la sérotonine sécrétée par les
mastocytes (Nathan, 2002). Ces deux processuses (vasodilatation et perméabilité) permettent
le recrutement des cellules polynucléaires (granulocytes et monocytes) du milieu sanguin vers
les tissus : c’est la diapédese (figure. 12), d’ou les symptomes typiques de 1’inflammation qui

sont : rougeur, douleur, chaleur et cedéme caractéristiques.

D’autres médiateurs comme les cytokines et les chimiokines émis par les cellules
sentinelles (IL-1, IL-6 et le TNFa) peuvent faire appel & d’autres cellules en renfort comme
les macrophages (phagocytose) leur permettant de neutraliser 1’agresseur (Patel et al., 2017 ;
Le Thi Thu et al., 2014). La réponse immunitaire innée est parfois incapable d’éliminer les
agents pathogénes et agresseurs qui peuvent persister. Le systeme immunitaire adaptatif est
engagé grace a l’activation des lymphocytes pour renforcer I’effet (Scrivo et al., 2011;
Normand, 2009).
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Il arrive souvent que 1’inflammation soit mal contr6lée et/ou non régulée, ce qui conduit a
des pathologies comme la polyarthrite rhumatoide et la maladie de Crohn. C’est

I’inflammation chronique (Hajjaj, 2017 ; Alessandri et al., 2013).

2.4. Médiateurs de la réaction inflammatoire

Les changements locaux qui surviennent au niveau du site inflammatoire sont le résultat
de la formation et/ou la libération séquentielle de médiateurs pro et anti-inflammatoires de
nature diverse (Tableau. 7); amines (histamines et sérotonine), médiateurs lipidiques
(prostaglandines et leucotriénes), et des cytokines de nature peptidique, protéique ou

glycoprotéique (Botting et Botting, 2000).

Tableau. 7. Origines cellulaires et effets des principaux médiateurs inflammatoires (Diallo.,
2019).

Meédiateurs Origine Action
Histamine Mastocytes, basophiles, et Assure la  vasodilatation, augmente la
plaquettes perméabilité vasculaire, induit ’expression des

molécules d’adhésion sur I’endothélium

vasculaire et la douleur.

Cytokines (IL-1, | Macrophages, mastocytes et | Activation endothéliale, diapédese
IL-6) neutrophiles.

Cytokines IL-4, Macrophages, mastocytes et | Inhibition de la production des cytokines pro-

IL-10 neutrophiles. inflammatoires et leurs effets délétéres

Tumor necrosis Macrophages et Mastocytes | Recrutement des globules blancs, diapédese,
factor(TNF a) effet microbicide et élimination de 1’agent

pathogene

Oxyde nitrique Macrophages et Mastocytes | Effet cytotoxique sur 1’agresseur et relaxation

(NO) des muscles
Prostaglandine, Acide arachidonique Provogque la vasodilatation, augmente la
prostacylines et perméabilité vasculaire, augmente la sensitivité
thromboxanes des neurones et est responsable de la douleur,

agrégation plaquettaire
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2.5. Les anti-inflammatoires

Les anti-inflammatoires sont définis comme étant des substances qui agissent sur la
douleur et le gonflement qui apparaissent suite & une agression d’un agent pathogéne.
Ils bloquent la sécrétion ou 1’action de certains médiateurs chimiques de 1’inflammation
(comme les prostaglandines) diminuent la sensation de douleur mais aussi 1’inflammation
(Hajjaj, 2017 ; Orliaguet et al., 2013). Ils sont utilisés lorsque la réaction inflammatoire se

prolonge de facon anormale (inflammation chronique) et entraine des dommages aux tissus.

Ces molécules sont classées en anti-inflammatoires stéroidiens, anti-inflammatoires
non stéroidiens (AINS).

2.5.1. Anti-inflammatoires stéroidiens (AlS)

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou les glucocorticoides constituent une vaste
famille de médicaments dérives du cortisol. Ils représentent le traitement le plus efficace
utilisé pour les maladies inflammatoires chroniques telles que 1’asthme, 1’arthrite rhumatoide,
les maladies inflammatoires de I’intestin et les maladies auto-immunes (Payne et Adcock.,
2001). Leur mécanisme d’action est le méme que celui des glucocorticoides endogénes. Ils se
lient au récepteur des glucocorticoides dans le cytoplasme induisant ainsi sa dimerisation et sa
translocation vers le noyau ou il se lie a son élément de réponse sur les génes appropriés. Ceci
conduit a une élévation de la transcription des genes codants pour les protéines anti-
inflammatoires telles que la lipocortine-1 et I’interleukine 10, avec une inhibition de
I’expression de plusieurs geénes codants pour des protéines pro-inflammatoires incluant des

cytokines, des enzymes, des récepteurs et des molécules d’adhésion (Barnes., 1998).

L’usage des glucocorticoides est associé & de nombreux effets indésirables. Le risque
d'apparition de ces effets indésirables s’accroit avec le prolongement de la durée du traitement
et I'augmentation de la posologie. Divers troubles peuvent étre observés. Ces troubles peuvent
étre aigues tels que I’hypertension artérielle, la dérégulation de la synthése naturelle de
glucocorticoides a la fin du traitement, et 1’apparition d’ulcéres gastroduodénaux. Des
troubles chroniques peuvent aussi se manifester tels que 1’ostéoporose, les cataractes et la

prise de poids (Henzen, 2003).
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2.5.2. Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) est I’une des classes thérapeutiques les
plus utilisées dans le monde en raison de leurs propriétés anti-inflammatoire, antalgique,
antipyrétique et antiagrégant plaquettaire pour certains. C’est une catégorie de médicaments
renfermant des nombreuses molécules telles que le diclofenac, I’ibuproféne, 1’aspirine et
I’indométacine (Erdogan et al., 2019 ; Hassan et al., 2019 ; Katsinelos et al., 2019). Leur
mode d’action repose en grande partie sur I’inhibition compétitive, réversible ou non, de la
cyclooxygénase 1 et/ou 2, enzyme qui permet la production de prostaglandine a partir de
I’acide arachidonique. Cette propriété commune a tous les AINS conduit & une diminution de
la production des prostaglandines (notamment la PGE2 et la PGI2), des prostacylines et des
thromboxanes, les importants médiateurs de I’inflammation (Katsinelos et al., 2019 ;
Grandin, 2013).

Malheureusement, ils sont également associés a de nombreux effets déléteres car leur
utilisation prolongée provoque des troubles gastro-intestinaux (comme les saignements
intestinaux) et le dysfonctionnement plaquettaire ; D’autres effets secondaires comme
I’hypertension associée au dysfonctionnement rénal ont été également mentionnés
(Mebirouk, 2017 ; Orliaguet et al., 2013).

Au cours de ces derniéres années, de nombreux composés pharmacologiquement actifs
avec une activité anti-inflammatoire ont été isolés a partir de plantes médicinales, d’algues

marines et des champignons (Hajjaj., 2017 ; Mebirouk., 2017).

2.6. Reishi et activité anti-inflammatoire

Outre les multiples propriétés thérapeutiques de G. lucidum (antioxydantes, anti
tumorales, hépatoprotectrice, antibactériennes,...), ce champignon possede une activité anti-

inflammatoire largement mise en évidence dans de nombreuses études :

En 2003, Lakshmi et ses collaborateurs, ont mené une étude sur [’activité anti-
inflammatoire d’un extrait éthanolique de G. lucidum sur I’inflammation aigu€ induite par le
carraghénane et sur I’cedéme inflammatoire chronique de la patte induit par le formol chez la

souris ainsi que I’inflammation de la peau induite par 1’ester de phorbol.
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Les résultats ont montré que les extraits inhibaient 1’inflammation aigué induite par le

carraghénane ainsi que I’cedéme inflammatoire chronique induit par le formol.

L’activité anti inflammatoire d’un extrait chloroformique de G. lucidum a par ailleurs été
testée par Joseph et al., (2009), sur I’inflammation aigué induite par le carraghénane et sur
I’cedéme inflammatoire chronique de la patte induit par le formol. Par comparaison au groupe
témoin, il apparait que le traitement a 1’extrait chloroformique a des concentrations de 100 et
50 mg/kg de poids corporel diminue 1I’cedéme de la patte induit par le carraghénane de 73,4%
et 63,2%, respectivement. Concernant 1’cedéme induit par le formol, I’effet inhibiteur était
respectivement de 63,4% et 53,4%. Les mémes chercheurs en 2009, ont en conclu que
I’extrait chloroformique de G. lucidum présente une activité anti-inflammatoire significative

sur des souris.

Une étude menée par Dudhgaonkar et son équipe de recherche en 2009, a permis
d’isoler a partir G. lucidum un triterpene a effet anti-inflammatoire inhibant la sécrétion des
cytokines inflammatoires TNF-a et IL-6, des médiateurs inflammatoires NO et des
prostaglandines E2 (PGE2) sur les cellules RAW?264.7. Choi et son groupe scientifique
(2014), ont testé les activités anti-inflammatoires de 12 triterpénes lanostanes de G. lucidum
sur des cellules RAW264.7. Les résultats ont montré que les triterpénes inhibaient la
production du NO induite par les LPS, des TNF-a et des IL-6, ainsi que des iNOS et des
COX-2.

En 2015, Hasnat et sont équipe de recherche, ont déterminé 1’effet anti-inflammatoire et
le mode d’action de G. lucidum sur la colite chez la souris. Il a été démontré que 1’extrait
supprimait la production des NO et des PGE2 dans les macrophages et diminuent 1’expression
des COX-2, TNF-a, iNOS, IL-1p, IL-6, et IL-10 mRNAs.

Une étude lancée en 2020, par Su et ces collaborateurs, sur 1’activité anti-inflammatoire
de G. lucidum sur des cellules RAW264.7, a réveélé que les triterpenoides lanostanes isolés a
partir de ce champignon présentent une activité anti-inflammatoire via 1’inhibition de la

production de I’oxyde nitrique (Su et al., 2020).
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Récement, en 2021, Xu et son équipe de recherche, ont étudié 1’effet anti-inflammatoire
des stérols issus de G. lucidum sur les cellules RAW264.7. Les résultats de cette étude
révelent que I’activité anti-inflammatoire des stérols est due a I’atténuation des voies p38
MAPK et NF-«B par I’inhibition de la phosphorylation du p38 et du NF-kB p65 (Xu et al.,
2021 b). Par ailleurs, Ryu et al., (2021), ont démontré que I’extrait de G. lucidum présentait
une bonne activité anti-inflammatoire sur les cellules HaCaT par I’inhibition de la réponse

inflammatoire liée aux cytokines aux niveaux d’ARNm

3. Autres activités biologiques de G. lucidum

Les champignons ont été utilisés pour leur potentiel thérapeutique, en raison de leurs
activités anti-tumorales, antioxydantes, immunomodulatrices, antiradicalaires,
hypocholestérolémiantes, cardiovasculaires, antimicrobiennes, anti-inflammatoire,
hépatoprotectrice, détoxifiante, anti-obésité, antidiabétique, analgésique, et diverses autres
propriétés (Yadav et Negi., 2021). En plus des activités antioxydante et anti-inflammatoire,
G. lucidum exerce une large gamme des activités biologiques et thérapeutiques bénéfiques,
il est classé parmi les champignons « d’immortalité » (EI Mansy., 2019), leur richesse en
molecules bioactives, a permis d’étre utilisé dans la prévention et/ou le traitement de

différentes pathologies.

3.1. Anticancéreuse et Immunomodulatrice

Le cancer reste l'une des maladies les plus mortelles au monde et constitue un défi
clinique majeur, malgré le dévolopement des techniques de diagnostic précoce et 1’évolution
des techniques de traitement (El Sheikha., 2022). Les polysaccharides et les triterpénes sont
deux groupes majeurs de composés extraits de G. lucidum qui ont été signalés comme
possédant des propriétés et activités chimiopréventives et/ou tumoricides (Zhao et He., 2018 ;
Bryant et al., 2017 ; Wu et al., 2016). L’acide ganoderique T a été signalé avec une trés
bonne activité inhibitrice de 1’invasion de cancer par le blocage de 1’expression de la matrice
métalloprotéinase (MMP)-9, et aussi induit une cytotoxicité contre les cellules tumorales (95-
D lung cancer cell line) ; de plus, il diminue 1’action du facteur de la leucémie hépatique (COr
et al., 2018) ; un autre triterpene dit « Ac ganoderique D » a été caractérisé par sa liaison
directe avec la protéine (14-3-3& protein) qui facilite ’apoptose des cellules épithéliales
humaines (HeLa) (EI Mansy., 2019).
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Concernant les polysaccharides, les chercheurs ont prouvé que les B-glucanes peuvent
aussi inhiber le cancer, par le renforcement des fonctions immunitaires, ils peuvent stimuler la
production des cytokines apres leurs interactions avec les lymphocytes T et les macrophages
(Boh et al., 2007). Cao et Lin, (2004), ont montré que I’extrait polysaccharidique a un effet
inhibiteur chez les souris portant une tumeur de type Sarcome 180. Ji et al., 2007, ont purifié
des protéoglycanes a partir des fructifications de G. lucidum, ils sont utilisés in vitro dans le
traitement des macrophages de la moelle osseuse des souris, les résultats obtenus montrent
qu’elles ont un réle dans I’immunomodulation de production des cytokines et d’oxyde nitrite

(NO).

De plus, la lucidimine B (904) de nature alcaloide comporte des hétérocycles contenant
de l'azote et des hétérocycles oxygénés induit la fragmentation de I'ADN pour arréter le cycle
cellulaire du cancer du sein humain MCF-7, réduisant ainsi le potentiel membranaire
mitochondrial. Il a pour effet d'inhiber la prolifération des cellules MCF-7, avec une valeur
ECso de 0,27+0,02 pmol.ml ! (Wang et al., 2020 ; Chen et al., 2018).

3.2. Activité Antityrosinase (anti-mélanogénese)

Le mélanogénese est un processus de biosynthése compliqué qui nécessite
I’intervention de plusieurs facteurs cellulaires (D’Mello et al., 2016), les mélanocytes
(cellules dendritiques like) représentent le centre de génération et de transport des
mélanosomes (des organites contenant les enzymes de la mélanogénése), vers les
kératinocytes épidermiques, qui vont ensuite initié ce processus pour controler la
pigmentation de la peau via la production de la mélanine (Weiner et al., 2014). 1l a été
remarqué que 1’apparition des pigmentations anormales est liée aux certaines pathologies
dermatologiques, notamment le cancer mélanome, les inflammations de la peau, les taches de

rousseur, les taches d'age et les autres syndromes de pigmentation (Chung et al., 2018).

La mélanine est le produit d’une chaine de réactions catalysées par la tyrosinase
(EC 1.14.18.1), une enzyme clée de la mélanogénése, qui catalyse deux réactions :
I'nydroxylation de la L-tyrosine dans la L-3,4- dihydroxyphénylalanine (L-dopa) et
I’oxydation supplémentaire de L-dopa dans la dopaquinone, qui est achevee par la
polymérisation spontanée de la dopaquinone réactive pour former la mélanine (Zhang et al.,
2011).

43



Chapitre 2 : Propriétés biologiques

L'inhibition de la tyrosinase est une stratégie importante visant a éviter la biosyntheése
de la mélanine et le traitement des anomalies de la mélanogénese. De nombreux inhibiteurs de
la tyrosinase de source naturelle ou synthétique ont été découverts et classés dans des
polyphénols, des dérivés de benzaldéhyde et de benzoate, des lipides & longue chaine et des
stéroides (Chang et al., 2009).

Cependant, peu d'inhibiteurs de la tyrosinase sont appliqués dans des champs
cosmétiques et médicinaux pour I'éclaircissement et la protection de la peau, a cause de leur
toxicité ou de leurs dangers potentiels (Lee et al. 2016). Les raisons auxquelles, il est
nécessaire de trouver un agent anti-mélanogénique alternatif et naturel sans effets secondaires

importants (Campos et al., 2013).

Le potentiel d'utilisation de Lingzhi comme une forme alternative d'agent éclaircissant
de la peau a été récemment explorée (Hsu et al, 2016). Les extraits de G. lucidum avaient
exposé de haute activité inhibitrice de la tyrosinase, comparée aux basidiomycetes, comme
Antrodia camphorata, Agaricus brasiliensis et Cordyceps militaris (Chien et al, 2008).
De plus, plusieurs inhibiteurs de la tyrosinase, notamment le peroxyde d'ergostérol, le
lucidénate de méthyle F et le ganodermanodiol avaient été purifiés et isolés de I'extrait de G.
lucidum (Kim et al, 2016 ; Zhang et al, 2011 ; Mukaiyama et al, 2008).

Il est soutenu par des rapports existants sur la puissance de G. lucidum en tant
gu'inhibiteur de la tyrosinase, un suppresseur de médiateurs inflammatoires et agents
photoprotecteurs, ce qui en fait un ingrédient avec des effets multifonctions pouvant étre
utilisés pour controler [I'hyperpigmentation, protéger la peau contre les maladies
inflammatoires et des autres désordres (Taofiq et al., 2016 a ; Wu et al., 2016).

Récement, 1’étude menée par Shahid et al., (2022), a démontré que ’extrait d’un
produit commercial de G. lucidum GLSF (contenant a la fois les spores et les fructifications)
posséde une activité chimiopréventive du cancer de la peau, in vitro et in vivo, et que les
suppléments alimentaires du méme produit peuvent avoir des effets préventifs contre le
développement de tumeurs cutanées induites par les UV, en utilisant des modéles murins de
carcinogenese cutanée. Par conséquent, le GLSF prévient le cancer de la peau en atténuant

I'immunosuppression induite par les UV.
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3.3. Activité hépatoprotectrice du champignon

La cytotoxicité hépatique est 1’'une des étiologies principales induisant la mortalité.
Les spores de G. lucidum protégent les cellules hépatiques contre le Cadmium Cd?* et
diminuent leur accumulation au niveau hépatique (Gao et al., 2004 ; Zhang et al., 2002).
L’extrait aqueux de Reishi régule le niveau sérique des transaminases et stimule I’activité de
superoxyde dismutase (SOD) et catalase (CAT), intervenant dans la détoxification lors du
stress oxydatif (Fan et al., 2018 ; Zhang et al., 2002). En outre, 1’analyse histopathologique
et le dosage sérique des enzymes chez les souris ont révélé une excellente activité
hépatoprotectrice par 1’extrait éthanolique de G. lucidum (GLE), qui inhibe la peroxydation
lipidique, favorise D’activité antioxydante en stimulant les enzymes de stress, réduit
I’inflammation et 1’apoptose cellulaire. Le GLE pouvait donc améliorer les Iésions hépatiques

induites par I'alcool (Zhao et al., 2019).

Les GLP peuvent protéger les lésions des hépatocytes en inhibant la peroxydation
lipidique, augmentant l'activité des enzymes antioxydantes et éliminant lI'apoptose et la
réponse immuno-inflammatoire (Liu et al., 2015). Les effets hépatoprotecteurs du G. lucidum
ont été largement étudiés. Les GLP et les triterpénoides de Ganoderma (GT) peuvent agir sur
le systeme immunitaire et efficacement présenter des effets hépatoprotecteurs et traiter les

Iésions hépatiques (Yang et al., 2019).

Récement, I’étude de Chen et al., (2022), confirme 1’effet protecteur des
polysaccharides brut de G. lucidum (GLP) sur les Iésions hépatiques chez les souris, ainsi
deux polysaccharides, dont un B-glucane neutre et un B-glucane acide (GLPC2), purifiés a
partir du GLP par chromatographie d'échange d'anions. Les résultats de cette etude offrent des
informations solides sur le potential d’application des polysaccharides de G. lucidum comme
hépatoprotecteur dans le domain alimentaire et pharmaceutique.
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En fin Avril 2022, Zhang et sont équipe de recherche, ont rapporté 1’effet bénéfique
du G. lucidum dans I'empoisonnement aigu aux champignons avec des lésions hépatiques, a
travers une étude retrospective de 153 patients présentant une intoxication aigué aux
champignons admis dans sept hopitaux de mai 2016 a mai 2021 (135 ont survécu et 18 sont
décédés). D’apres les résultats de 61 patients qui ont survécu avec des lésions hépatiques
(selon gu'ils avaient été traités ou non avec G. lucidum), aucune corrélation entre le traitement
par G.lucidum et la mortalité¢ hospitaliere n'a été observée, la durée et les frais
d'hospitalisation dans le groupe traité avec G. lucidum étaient significativement inférieurs a
ceux du groupe témoin, de plus, les cas avec une durée de traitement de purification du sang
> 48 h du groupe G. lucidum étaient significativement moins nombreux que ceux du groupe

témoin.
3.4. Activité antidiabétique, anti-obésité et effet cardioprotecteur

Il a été démontré que les produits commerciaux issus de G. lucidum, tels que des
poudres, des compléments alimentaires et du thé, possedent une gamme d'activités contre les
maladies cardiovasculaires (MCV), y compris des effets sur les lipides, la pression artérielle,
I'obésité, le diabéte (Chan et al., 2021 ; Liu et Tie., 2019 ; Meng et Yang., 2019 ; Winska et
al., 2019).

Les chercheurs, Sudheesh et son collaborateurs en 2013, ont rapporté la présence
d'a-tocophérol dans le G. lucidum qui protége les mitochondries et réduit la toxicité
cardiaque. De plus, Gao et al., (2004), ont fait référence aux effets positifs du ganopoly
(extrait en polysaccharides de G. lucidum) sur des patients souffrant de maladies
coronariennes. Les mémes auteurs ont montré que 1’extrait polysaccharidique de G. lucidum

induit une diminution de la pression artérielle et du taux de de cholestérol.

Les composants antidiabétiques de G. lucidum ont fait les objectifs de nombreuses
études, elles ont orienté vers la protéine tyrosine phosphatase 1b (PTP1B) comme une cible
thérapeutique importante. Le chercheur Yang et ses collaborateurs, en 2018, ont purifié un
nouveau protéoglycan, appelé Fudan-Yueyang-G. lucidum (FYGL), avec des effets
hypoglycémiants et hypolipidémiants (dose-dépandante) et qui pourrait augmenter les niveaux
d'insulinemie. En outre, il inhibe la surexpression de PTP1B, en favorisant la synthése de

glycogene, suivie par la réduction de la glycémie chez un modele de souris insulino-résistant.
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Le FYGL peut améliorer le diabéte de type 2 causé par le dysfonctionnement mitochondrial et

peut diminuer le niveau des ERO (Yang et al., 2019).

L'extrait aqueux (d'eau chaude) a 200 mg/kg a diminué les niveaux plasmatiques de
cholestérol total, TG et cholestérol LDL et a augmenté le cholestérol HDL (Rahman et al.,
2018). La supplémentation avec I'extrait aqueux de G. lucidum a réduit la prise de poids et
I'accumulation de graisses chez les souris sous régime riche en graisse. Le G. lucidum a
également améliore la tolérance au glucose et la sensibilité a I'insuline. Le G. lucidum et ses
polysaccharides de poids moléculaire élevé (supérieur a 300 kDa) peuvent étre utilisés comme
prébiotiques chez les personnes en surpoids pour traiter les troubles métaboliques (Chang et
al., 2015).

Récement, Shao et al., (2022), a fournit des nouvelles informations sur I'effet bénéfique
d’un hétéropolysaccharide thermostable, le F31, qui a réduit la glycémie de souris diabétiques
induite par un régime riche en graisses et la streptozotocine a 180 et 60 mg/kg, ce qui
représente des effets hypoglycémiques remarquables de 42,25 et 30,21 %. De plus, le F31 a
réparé les cellules des ilots de Langerhans et a augmenté la sécrétion d'insuline, et a favorisé
la synthese et le stockage du glycogéne dans le foie et a amélioré les activités des enzymes
antioxydantes et I’insulino-résistance. Sur le plan fonctionnel, le F31 a amélioré le
métabolisme du microbiote intestinal pour le ramener & un état normal. Pan et al., (2022),
rapportent aussi, I’effet anti-diabétique d'un protéoglycane de G. lucidum par le pouvoir
antioxydant en protégant les cellules B-pancreéatiques contre l'apoptose induite par le stress

oxydatif in vitro et in vivo.

Le G. lucidum modifie le microbiote intestinal et I'absorption des polysaccharides
alimentaires. Il stimule la sécrétion d'acides gras a chaine courte lorsqu'il est digéré par les
bactéries intestinales. Les acides gras a chaine courte sécrétent le glucagon-like peptide-
1 (GLP-1) a partir des entérocytes. lls améliorent également la sensibilité a l'insuline et
I'integrité intestinale et réduisent I'inflammation. Le GLP-1 et les acides gras a chaine courte
passent dans le sang, modifient les mécanismes physiologiques de différents organes et sont
associés a une diminution de l'incidence de I'obésité. Ils réduisent également I'accumulation
de lipides dans les muscles et le foie et diminuent le phénoméne d’insulino-résistance

(Mustafa et al., 2022).

47



Chapitre 2 : Propriétés biologiques

3.5. Activité antimicrobienne

Le G. lucidum a été signalé comme une source prometteuse de molécules
antimicrobiennes contre divers pathogenes viraux, bactériens et fongiques (Radhika.,
2021 ; Subedi et al., 2021 ; Chaiharn et al., 2018 ; Basnet et al., 2017 ; Cilerdzic et al.,
2016 ; Zhang et al., 2014).

3.6. G. lucidum contre le nouveau coronavirus (SARS-CoV-2)

L’actualité scientifique (avril 2021), a prouvé que les cas de pneumonie infectés par le
SRAS-CoV2 (147 539 302 cas dont 3 116 444 déces) avaient €té signalés dans 224 pays a
travers le monde (El Sheikha., 2022). Yu et al., (2012), ont demontré que la scutellaréine et
la myricétine ont puissamment empéché nsP13, une hélicase du SARS-CoV-2, in vitro en

altérant son activité ATPase.

L'ARN polymérase étant une enzyme essentielle pour la synthése de I'ARN, est une autre
cible potentielle pour le développement de composés antiviraux. En effet, une inhibition dose-
dépendante de cette enzyme du SRAS-CoV a été rapportée pour les extraits de G. lucidum
(ICso: 41,9 pg/mL), en comparant avec Coriolus versicolor (ICso: 108,4 pg/mL), Sinomenium
acutum (ICso : 198,6 pg/mL), et Kang Du Bu Fei Tang (ICso : 471,3 pg/mL) (Fung et al.,
2011). Par consequent, le G. lucidum pourrait servir de nouvelle source importante de

composés naturels bioactifs ayant une activité anticoronavirus (El Sheikha., 2022).
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Matériel et Méthodes

1. Récolte et préparation de la matiere fongique

Les fructifications de champignon ont été récoltées dans la forét du lac Tonga, dans le
parc national d'El Kala - Taref, a I'extréme Nord-Est de I'Algérie (coordonnées GPS entre
36°53'N et 36°54'N ; 8°28'E et 8°29'E) durant le mois d’avril 2019 (figure. 13 et figure 14.).

Durant la collecte, les fructifications de Ganoderma ont été identifiées a l'aide de
plusieurs photos prises. Ainsi que leurs caractéristique macroscopique (biologique et
morphologique) : les fructifications de couleur rouge foncé luisante, avec une taille qui variée
de 5,4 a 18,2 cm, de forme arrondie, le chapeau a I’antérieur et poreux de couleur blanchatre.
L’espece de champignon collecté¢ posseéde un aspect dur avec une odeur caractéristique de
bois. Le site de récolte est un écosysteme caractérisé par une richesse en chaine liege et un sol

sableux.

La matiere fongique a été correctement nettoyee des contaminants et laissé a 1’obscurité
a une température ambiante jusqu'a ce qu’elle soit séche. Apres le broyage en une poudre fine,
la matiere fongique est stockeé a -20°C dans des boites hermétiquement bien fermées jusqu'a

son analyse.

Figure. 13. Champignon sauvage G. lucidum recolté du lac Tonga, dans le parc national

d'El Kala - Taref, a I'extréme Nord-Est de I'Algérie (Photo personnelle prise en Avril 2019).

49



Matériel et Méthodes

Figure. 14. Localisation géographique du site de la récolte de champignon : la forét du Lac Tonga, dans le parc national d'El Kala - Taref,
a I'extréme Nord-Est de I'Algérie (APPLE PLANS, le point en couleur rouge indique le lieu de cuillete).
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2. ldentification de I'espéce par approche moléculaire

L’identification taxonomique de ’espece a été effectuée dans un laboratoire de biologie

moléculaire en Espagne, par approche moléculaire.
2.1. Extraction de I’ADN génomique

L'extraction de I'ADN a été réalisée selon la méthode de Murray et Thomson., (1980).
La poudre séchée a été mélangée et malaxée a I'aide d'un pilon & granulés dans 600 uL de
tampon de Cétrimonium bromure (2 % de CTAB, 1,4 M de NaCl, 20 mM d'EDTA, pH 8,0, et
100 mM de Tris-HCI, pH 8,0). Le mélange résultant a été incubé pendant 15 minutes a 65°C.
Un volume similaire de chloroforme/alcool isoamylique (24:1) a été ajouté et mélangé jusqu'a

la formation d’une émulsion.

Les échantillons ont été ensuite centrifugés pendant 10 min a 13000%g, et un volume égal
d'isopropanol a été ajouté au surnageant pour précipiter 'ADN. Le culot a été récupéré apres
une centrifugation de 15 min a la méme vitesse. Le culot d'/ADN a été lavé avec de I'éthanol
froid a 70 %, centrifugé a nouveau pendant 2 min, puis séché et remis en suspension dans
200uL d'eau bidistillée.

2.2. Laréaction de polymérisation en chaine PCR

La réaction de polymérisation des régions spécifiques d'ADNr a été réalisée selon
la méthode de Mullis et Faloona., (1987), comprenant une premiere étape a 95°C pendant
5 min, suivie de 35 cycles (45s a 94°C, 30s a 54°C, 45s a 72°C) et une étape finale pendant 10
min a 72°C.

Des différentes amorces ont été utilisées pour cet objectif : ITS1F et ITS4 destinées pour
I’amplification du gene ITS (White et al., 1990 ; Gardes et Bruns., 1993), NS19b et NS41
pour I'ADNr 18S (nuc-SSU) (Hibbett., 1996), et LROR et LR5 pour la région de I'ADNr 28S
(nuc-LSU) (Vilgalys et Hester., 1990 ; Cubeta et al., 1991) (Tableau. 8) et (Figure. 15).
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Le mélange pour la réaction en chaine par polymérase (PCR) contenait 1 a 2 pL d'ADN
matrice, 1X tampon de polymérase, 2mM de MgClz, 0,2mM de chaque dNTP, 0,5uM de
chaque amorce, et 1U de polymérase. L'électrophorése sur gel d'agarose a été utilisée pour
contréler le produit de la PCR. Les réactions positives ont été séquencees avec les mémes

amorces utilisées.

Tableau. 8. Séquences des amorces utilisées pour I’amplification des régions d’ADNTr.

Reégion | Amorce Séquence (5°-3%) Tm | Référence
Gardes et Bruns.,
ITS1Fs) | CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 55 1993
ITS +5,8s
ITS 4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 53 White et al., 1990
LROR s ACCCGCTGAACTTAAGC 55 Vilgalys et Hester.,
nuc-LSU 1990 ; Cubeta et al.,
LR5g) TCCTGAGGGAAACTTCG 60 1991
NS19 by | CCGGAGAGGGAGCCTGAGAAAC 60
nuc-SSuU Hibbett., 1996
NS 4lgr) | CCCGTGTTGAGTCAAATTA 47

Tm : molding temparture ou la température de fusion des amorces avec leurs parties

complémentaire. (S) brin sens et (R) brin reverse.

52



Matériel et Méthodes

Figure. 15. Représentation de 1’opéron ribosomique des eucaryotes (nuc-SSU, petite sous
unité ribosomique 18s ; nuc-LSU, grande sous unité ribosomique 28s et ITS, séquence interne

du transcrit), et la position des amorces utilisées dans 1I’amplification de ces régions d’ADNr
(Halwachs et al., 2017).

2.3. Séquencage d’ADN et alignement des séquences

Le séquencage a été effectué a I’aide d’un analyseur Thermo Fisher 3730XL (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA), en utilisant la méthode de Sanger., (1977), les données ont
été assemblées et analysées avec le logiciel BioEdit version 5.15.0.0BT. Ensuite,
les séquences obtenues ont fait 1’objet d’un Blast nucléique (Blastn) contre les séquences

de GenBank pour rechercher leurs homologies.
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3. Composition nutritionnelles, valeur énergétigue et parametres

physico-chimiques du champignon

Le champignon sauvage G. lucidum d’Algérie a fait I’objet d’une analyse nutritionnelle
selon les criteres de I'AOAC « Association of Official Analytical Chemists » (AOAC
International, 2016). Une telle analyse permet de déterminer la teneur des protéines, des
lipides, des cendres et des glucides. Les pourcentages de toutes les fractions (protéines, lipides
et cendres) ont été additionnés et soustrait de 100 pour obtenir le pourcentage des glucides

totaux.

3.1. Détermination des proteines totales
Les protéines totales sont déterminées a partir du dosage de 1’azote total, selon
la méthode de Kjeldahl. L’azote de la mati¢re séche est dosé¢ aprés minéralisation sulfurique,
en présence de catalyseur. La teneur en azote est multipliée par 6,25, le coefficient

de conversion de I’azote en protéines (AKyUlz., 2013).

3.2. Détermination de la fraction lipidique

La teneur en lipides bruts est obtene par extraction épuisante dans un appareil de type
Soxhlet comme extracteur. Le solvant utilisé était le cyclohexane. A la fin de I'extraction,
le solvant a été éliminé par évaporation et le flacon a été séché, refroidi et pesé a nouveau.

La différence de poids donne la teneur en lipides de I’échantillon (Bouatia et al., 2018).

3.3. Détermination de cendres

Le pourcentage de cendres totales a été calculé selon (Rao et Xiang., 2009). La méthode
consiste a incinérer 1’échantillon jusqu’a I’obtention de cendres blanches. Un gramme
d’échantillon, préalablement séché est placé dans un creuset en porcelaine taré, puis incinéré
dans un four a moufle (NABERTHERM, Allemagne) a 550 °C = 2 °C pendant 8 heures.
La perte de poids observée lors de la calcination correspond a la matiére organique et le résidu

aux cendres.

54



Matériel et Méthodes

3.4. Détermination des glucides totaux

La teneur des glucides totaux a été estimée par différence des valeurs moyennes (Hamza

et al., 2016), en utilisant la formule suivante :

Glucides totaux (% du poids sec) = 100 - [% protéines + % lipides + % cendres]

3.5. Détermination des sucres totaux

Les teneurs en sucres totaux sont déterminées selon la méthode au phénol-acide
sulfurique telle que décrite par DuBois et al., (1956) , en utilisant le glucose comme
standard (figure 1 Annexe 2). La solution d'échantillon a été mélangée a une solution de
phénol & 5% (p/v) puis a I’acide sulfurique. Le mélange a été incubé a 50°C pendant 10
minutes, puis refroidi dans un bain de glace pendant 10 minutes. L'absorbance a été mesuré

a 490 nm contre le blanc.

3.6. Calcul de la valeur énergétique

La valeur énergétique est calculée par les relations telles que suggérée par Crisan

et Sands., (1978), selon I’équation suivante :

Energie (Kcal/100g)= (protéines) x 4 + (glucides) x 4 + (lipides) x 9

3.7. Détermination d’humidité et de la matiére séche

L'humidité a eté déterminée sur 3,0 g d'échantillons frais par séchage au four a 105°C
jusqu'a masse constante (Akyulz, 2013 ; Hamza et al., 2016). L’échantillon a été laissé
refroidir a température ambiante dans un dessiccateur avant d'étre repesés. La teneur en

humidité a ensuite été calculée.

La matiere séche est calculée par la différence apres la détermination du taux d’humidité :

ms (%)= 100% - h;

Ou, ms : la matiére séche et h : taux d’humidité.
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3.8. Analyse quantitative de 1’a-tocophérol par chromatographie liquide a

haute performance (HPLC)

3.8.1. Préparation d’échantillon

L’échantillon est préparé selon le protocole de Kivrak., (2014). La poudre de
champignon (3 g) est mélangé avec 30mL d'eau-acetonitrile (80:20 ; v/v), et extrait a 4°C
pendant 6h, puis placé dans un bain a ultrasons pendant 15 minutes, centrifugé a 4000
tours/minute a 20°C pendant 10 minutes. Le surnagent est filtré a travers un filtre de 0,2um,

puis injectés en chromatographie liquide.

Le standard«(x)-o-Tocophérol» est préparé avec le méthanol pour une concentration de

Img/mL.
3.8.2. Instrument et conditions pour I’analyse HPLC

L’analyse quantitative de la vitamine E est réalisée par HPLC a 1’aide d’un appareil de
marque KNAUER. Le syst¢tme d’HPLC est équipé d’un détecteur UV-visible. La longueur
d’onde de la détection est 280 nm. La séparation chromatographique s’effectue sur une
colonne analytique KNAUER Eurospher 11 100-5 C18 (150%x4,6 mm). La phase mobile est
constituée de 1% d'acide acétique dans de l'acétonitrile, dont le débit est fixé a 1 ml/min.

L’injection est réalisée d’une fagon manuelle a 1’aide d’une seringue a température ambiante.

56



Matériel et Méthodes

4. Etude des métabolites secondaires

4.1. Extraction des métabolites secondaires

Afin d'extraire les molécules d'intérét (polaires et apolaires) de la matiere fongique,
une extraction séquentielle a été réalisée selon la méthode décrite par Baatouche et al.,
(2019). Nous avons utilisé des solvants de polarité croissante (chloroforme, acétate d’éthyle,
n-butanol et eau). Cette méthode d’extraction a été choisie compte tenu de son efficacité pour
la préservation des molécules d’intéréts issus du champignon, le protocole est réalisé en deux

étapes principales (Figure. 16).
A. Extraction solide/liquide

La poudre du champignon a subi en premier temps une macération dans un mélange
hydro-alcoolique (H20/ MeOH ; 20:80 ; V/V) pendant 3x 24 heures & température ambiante.
Le résidu est récupéré apres évaporation a sec (pression réduite) a une température de 37°C

dans un évaporateur rotatif (R-3 Buchi).

B. Extraction liquide/liquide

L’extrait brut obtenu est dilué avec de I’eau distillée, apres une filtration réalisé pour
I’obtention d’une solution aqueuse qui subit des extractions liquide-liquide par des solvants
de polarite croissante : le chloroforme, 1’acétate d’éthyle et le n-butanol successivement
(figure. 16). Les trois fractions organiques récupérées ainsi que la fraction aqueuse, sont
concentrées et pesées pour calculer le rendement d’extraction. Les extraits obtenus ont été

stockés a l'obscurité a 4 °C jusqu'a I’utilisation ultérieure.

4.2. Calcul de rendement

Le rendement désigne la masse de I’extrait obtenu, il est exprimé en pourcentage par
rapport a la masse initiale de la matiere fongique soumise a 1’extraction. Nous avons

détermine les rendements de notre champignon en extrait sec par le calcul du rapport suivant :

Rdt (%) = (PE/ PM) x 100

Rdt : rendement d’extraction, PE : poids de I’extrait sec aprés évaporation du solvant ;

PM : poids sec de la matiere fongique initiale.
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Extrait-Chloroformique

Extrait-Acétate d’éthyle

Extraction Liquide - Liquide

Extrait-Butanolique

Dissoudre a I’eau distillée

Phase aqueuse 1

h

Macération dans 1’hydro-méthanol
20/80 (v/v) (3x 24h)

Extrait hydro-méthanolique aprés évaporation

Chloroforme (3x 100 ml)

Acétate d’éthyle (3x 100 ml)

y

Chase aqueuse)

h

Décantation

r— n-Butanol (3x 100 ml)

v
Extrait-Aqueux

Figure. 16. Protocole d’extraction des métabolites secondaires.
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4.3. Analyse qualitative des extraits par screening phytochimique

Les extraits de champignon G. lucidum sont soumis & des tests phytochimiques utilisant
des procédures standards pour détecter la présence des substances phytochimiques. L’analyse
qualitative des extraits de champignon étudié par screening phytochimique a été réalisée selon
le protocole de Cavé., (1993). Ce criblage serve a détecter la présence de produits appartenant

a des différentes classes de composés biologiquement actifs appelés métabolites secondaires.

Ce sont des tests préliminaires 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, 2 ml de chaque extrait sont mélangés avec 0,5 ml de HCI concentré
et 0,59 de tournure de magnésium. Une coloration rose/rouge se développe aprés 3 minutes

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

La présence des tanins est révélée par I’ajout de quelques gouttes de FeClz (1%) a 1ml de
chaque extrait. L’apparition d’une coloration bleu-noire indique la présence des tanins

galliques et la coloration verte/ bleue prouve la présence des tanins catéchiques.
e Les anthocyanes

La présence des anthocyanes est mise en évidence en ajoutant 5 ml de H2SO4 et 5ml
d’ammoniaque (NH4OH) a 2 ml de chaque extrait. L’apparition d’une coloration rose/ rouge

ou bien bleue violacée indigue la présence des anthocyanes.
e Lescoumarines

La présence des coumarines a été mise en évidence, en ajoutant a 1 ml de chaque extrait
quelques gouttes d’eau distillée dans un tube a essai, puis le tube est couvert avec un papier
imbibé de NaOH dilu¢ (10%) et mis a ébullition. L apparition d’une fluorescence jaune apres

une révélation UV a 366 nm prouve la présence des coumarines.
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e Les alcaloides

Un melange de 5 ml de chaque extrait et 1ml de H2SO4 dilué (1/2), dans deux tubes sont
préparés en utilisant deux réactifs différents, 1’un est le réactif de Mayer et 1’autre est le réactif
de Wagner. L’apparition d’une turbidité/ précipité aprés 15 min indique la présence des

alcaloides.

e Les triterpénes

La detection des triterpénes a été mise en évidence par évaporation de 5ml des extraits,
qui sont par la suite dissouts dans un mélange d’acide acétique anhydre /chloroforme
(5/5 ; V/V). Quelques gouttes d’acide sulfurique concentré sont ajoutées. L’apparition d’une
coloration verte indique la présence des hétérosides stéroidiques, tandis que I’apparition d’une

couleur verte violette montre la présence des tris terpénes.

e Les saponosides (test de la mousse)

La détection des saponosides a été réalisée en diluant 2ml de chaque extrait avec 1’eau
distillée pour obentir un volume final de 10 ml, le mélange est mis a ébullition pendant 30
min, tous les tubes sont fortement agités en position horizontale pendant 15 secondes. Nous

révélons la hauteur de la mousse persistante.

* Pas de mousse = test négatif.

* Mousse moins de 1 cm = test faiblement positif.

* Mousse de 1-2 cm = test positif.

* Mousse plus de 2 cm = test tres positif.

e Les composeés réducteurs

Un volume de 1ml de chaque extrait a été mis dans un tube avec 1ml d’eau distillée.
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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4.4. Analyse quantitative des substances bioactives

4.4.1. Dosage des polyphénols totaux

e Principe

Le dosage des polyphénols totaux (PT) a été réalisé suivant la méthode de (Singleton et
Rossi., 1965) en utilisant le réactif Folin-Ciocalteu, adapté selon la méthode de dosage sur
microplaque décrite par Muller et al., (2010). Le réactif FCR, constitué par 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 I’échantillon et posseéde une

absorbance maximum aux environ de 750-765 nm.
e Mode opératoire

Brievement, dans une microplaque 96 puits un volume de 20 ul de chaque extrait
(Img/ml) est ajouté a 100 pl du réactif de Folin-Ciocalteu (10 fois dilué). Ensuite, 75 pl de
carbonate de sodium NaxCOs (7,5 %, m/v : 7.5 g dans 100 d’eau distillée) sont ajoutés afin de
favoriser un milieu alcalin pour démarrer la réaction d'oxydoréduction. Le mélange est ensuite
incubé a température ambiante pendant 2 heures. L’intensité de la coloration bleue produite a
¢té mesurée a 1’aide d’un lecteur de microplaques (EnSpire multimode plate reader ;
PerkinElmer, Waltham, MA) a la longueur d’onde 765 nm. La quantification des polyphénols
totaux a été faite a partir d’une des courbes d'étalonnages réalisée par deux standards (1’acide
gallique et le pyrocatéchol) a differentes concentration (25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 et 200
png/mL) dans les mémes conditions que les extraits. Les résultats sont exprimes en
microgrammes équivalents d'acide gallique et équivalents de pyrocatéchol par milligramme

d'extrait (ug GAE/mg et pg PE/mg d'extrait).
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4.4.2. Dosage des flavonoides totaux

e Principe

Le dosage des flavonoides dans les extraits est basé sur la formation d’un complexe entre
Al et les flavonoides. La méthode de Topgu et al., (2007) est utilisée avec quelques
modifications pour une détermination sur microplaque 96 puits. La méthode repose sur le
principe de dosage directe par le chlorure d’aluminium, en effet les flavonoides possédent un
groupement hydroxyle (OH) libre en position 5, susceptible de donner en présence de
chlorure d’aluminium un complexe jaunatre par chélation de 1’ion AI**; la coloration jaunatre

produit est proportionnelle a la quantité de flavonoides présente dans 1’extrait.
e Mode opératoire

Un volume de 50 ul de chaque extraits (1mg/ml) sont ajoutés a 130 ul de méthanol dans
une microplaque 96 puits. Ensuite, 10 pl de la solution d’acétate de potassium 1M (9,80 g de
(CH3COOK) dans 100 ml d’eau distillé) et 10ul de nitrate d’aluminium 10% (10 g de
(AI(NO3)3, 9H20) dans 100ml d’eau distillée), ce mélange est incubé durant 40 min,
I’absorbance est mesurée a 415 nm. Un blanc échantillon est préparé en remplagant
les réactifs par le méthanol (50l extrait + 150l méthanol). Les teneurs en flavonoides totaux
dans chaque extrait sont calculées en se référant aux équations des régressions des gammes
d’étalonnage, établie avec le standard étalon, la Quercétine et la Rutine a différentes
concentrations (25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 et 200 pg/mL) et dans les mémes conditions et
les mémes étapes du dosage. Les résultats sont exprimés en microgrammes équivalents de
Quercétine et d'équivalents de Rutine par milligramme d'extrait (ug QE/mg et RE/mg

d'extrait).
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5. Evaluation des activités biologiques

5.1. Activité antioxydante in vitro

Le potentiel antioxydant des différents extraits de G. lucidum est testée selon sept
méthodes : 1’activité antiradicalaire au DPPH’, I’activit¢é du piégeage du cation radical
ABTS™, le test de piégeage du radical galvinoxyle (GOR), le test du pouvoir réducteur
(FRAP), le test de la capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC), ’activité
antioxydante par la méthode de phénanthroline et le facteur photoprotecteur (FPS). Quatre
standards ont été utilises comme molécules de référence: le BHA, le BHT, le Trolox

et I’a-tocophérol.
5.1.1. Activité antiradicalaire au DPPH*

Pour 1’évaluation de I’activité antioxydante des extraits de produits naturels de
nombreuses méthodes sont utilisées. La plupart de ces méthodes sont basées sur la coloration
ou décoloration d’un réactif dans le milieu réactionnel. Pour étudier 1’activité antiradicalaire
des extraits de G. lucidum, nous avons utilisé le test au DPPH (2,2 —diphényl-1-

picrylhydrazyle).
e Principe

L’activité antiradicalaire au DPPH" est considérée comme I'un des essais principaux
employés pour explorer l'utilisation des extraits de produits naturelles comme antioxydants
(Bastos et al., 2007). Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH")
est un radical libre stable, posséde un €électron célibataire, non apparié, sur un atome d’azote
(Liang et Kitts, 2014). En présence d’un antioxydant, le radical DPPH" est réduit en
diphényl-picryhydrazine (DPPH, H), la force d'absorption est diminuée et la décoloration
résultante est stoechiométrique en ce qui concerne le nombre d'électrons captés (Bastos et al.,
2007) (Figure. 17). Cette réaction se déroule dans une température ambiante et a I’obscurité,
afin d’éviter tout risque de dégradation des molécules thermosensibles et photosensibles.

L’absorbance est mesurée a 517 nm.
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Figure. 17. Mécanisme de réaction du 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) avec
I'antioxydant (Bibi Sadeer et al., 2020).

e Mode opératoire

L’effet antiradicalaire de différents extraits de G. lucidum vis-a-vis du radical DPPH"* est
réalisé sur une microplaque a 96 puits selon la méthode décrite par (Blois, 1958) et (Tel et al.,
2012) avec quelques modifications. Dans une microplaque a 96 puits, 40 pL de différentes
concentrations de chaque extrait ont été introduit et 160 uL de solution méthanolique de
DPPH (0,2 mM) fraichement préparée ont été ajoutés.

Les mélanges ont été placés a ’obscurité a température ambiante pendant 30 minutes.
Apres, la lecture du changement de couleur a été effectuée par la mesure de I’absorbance
a la longueur d’onde 517 nm a I’aide d’un lecteur de microplaques a 96 puits (Multimode
EnSpire ; PerkinElmer, Waltham, MA). L’activité antioxydante de nos extraits est exprimée
en 1Csp, ce parametre est défini comme étant la concentration de I’antioxydant qui cause la

perte de 50% de I'activité de DPPH.
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Les valeurs d’ICso moyennes ont été calculées 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 :

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

Ou:

| % : Pourcentage de I’activité antiradicalaire ;

ADS Echantilion : Absorbance de I'échantillon ;

ADS control négatif : Absorbance du control négatif ;

Le contrble négatif est composé de la solution de DPPH dans le méthanol seul,
et les controles positifs sont représenté par des solutions des antioxydants standards : le BHA,
BHT, trolox et 1’a-tocophérol. La concentration des extraits/standards était a I’ordre de 12,5 ;
25;50; 100 ; 200 ; 400 et 800 pg/ml.

5.1.2. Test de réduction du radical-cation ABTS™

e Principe

Dans cette méthode 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 ((NHs)2 S203 ou K>S20s3, respectivement) avant 1'ajout de 1’antioxydant
(Figure. 18). Ce radical est utilisé pour mesurer la capacité totale de piégeage des radicaux.
Par consequent, les valeurs d'activité des substances dans la méthode sont définies sur la base
de la perte de couleur de ABTS™ par les composés antioxydants. Le test de réduction du
radical-cation ABTS™ est largement utilisé dans les études d'évaluation d'activité
antioxydante pour de nombreuses raisons telles que la facilité d'application, la stabilité du

radical ABTS dans une large gamme de pH, le faible potentiel redox du radical, la solubilité
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dans l'eau et dans les solvants organiques, l'efficacité de la méthode des composés lipophiles
et hydrophiles (Bibi Sadeer et al., 2020 ; Akar et Arslan Burnaz., 2020).

e Mode opératoire

L’activité ABTS est déterminée selon la méthode de Re et al., (1999), avec une légére
modification. Le radical ABTS™ est produit aprés une oxydation de ’ABTS (19,2 mg dans
5 ml H.0), par le persulfate de potassium K2S20g (3,3 mg dans 5 ml H.O). Le mélange est
conservé pendant 12 a 16 heures a 4°C a I’obscurité. Le mélange est dilué avec de 1’eau

distillée afin de parvenir a une absorbance de 0,7+0,02 a 734 nm.

Dans une microplaque a 96 puits, un volume 160uL d’ABTS™ est ajouté a 40uL
de différentes concentrations d’extraits a tester ; un blanc est préparé en parallele suivant
le méme protocole en remplacant le volume des échantillons par le méthanol. Apres 10
minutes d’incubation a température ambiante et dans I'obscurité, 1’absorbance a ét¢ mesurée a

734 nm. L'activité ABTS™ a été exprimée en pourcentage et calculée par I'équation suivante :

I % = [(ADS control négatif— ADS Echantillon) /ADS control négatif] X 100

ou:

| % : Pourcentage d’inhibition de ’ABTS™" ;

ADS Echantillon : Absorbance de I'échantillon ;

ADbS control négatit - Absorbance du contrdle négatif ; Le contr6le négatif est composé du
méme volume de la solution d’ABTS avec le méthanol qui remplace le volume des extraits a

tester.

66



Matériel et Méthodes

Figure. 18. Formation de 'ABTS"™" par échange d’électron en présence de persulfate de
potassium ou d’ammonium. La molécule antioxydante peut alors réduire le radical formé en

donnant un H'* (Bibi Sadeer et al., 2020).
5.1.3. Test de piégeage du radical Galvinoxyle (GOR)
*  Principe

Le radical libre stable galvinoxyle est utilisé pour mesurer et comparer la capacité des
phénols a donner de I'nydrogene. D'apreés sa structure, le galvinoxyle est une molécule plutét
stable et bien qu'il accepte un électron ou un radical hydrogene pour devenir une molécule
stable, il peut étre réduit de maniere irréversible. En raison de son électron impair (Figure.
19), le galvinoxyle présente une forte bande d'absorption a 428 nm (dans I'éthanol) ; a faible
concentration, une solution de galvinoxyle apparait jaune. Lorsque I'électron est apparié,
'absorption disparait et la décoloration qui en résulte est steechiométrique par rapport au
nombre d'électrons absorbés. En profitant du changement de couleur du galvinoxyle en
présence d'un antioxydant, la dynamique de l'activité antioxydante ou l'activité donneuse

d'’hydrogéne, peut étre mesurée facilement (Shi et al., 2001).
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(HsC)s C(CHy)s

0 CH 0

(H;€),C C(CH,);

Figure. 19. Structure du radical Galvinoxyle.

e Mode opératoire

L'activité de piégeage du radical libre Galvinoxyle a été évaluée en utilisant le protocole
de Shi et al., (2001). 40 uL de chacune des dilutions des différents extraits et 160 uL de
radical Galvinoxyle 0,1mM (4 mg dans 100 mL de MeOH) sont ajoutés. Les solutions de
mélange sont ensuite incubées pendant 120 min a I’obscurité, les absorbances sont mesurées a
428 nm. La solution méthanolique de Galvinoxyle a été utilisée comme blanc et un mélange
de 40 pl de méthanol et 160 ul de solution GOR est préparé au temps que controle. Le BHA,
le BHT, le Trolox et I’a-tocophérol ont été utilisés comme standards antioxydants.

Le pourcentage d’inhibition (% d’inhibition) du radical GOR est calculé par la formule

suivante :

% d’inhibition= (Acont - A¢ch/ Acont) X 100

Ou:

Acont : absorbance du control/ Asch : absorbance de 1’échantillon.
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5.1.4. Test du pouvoir réducteur (FRAP)
* Principe

Le test du pouvoir réducteur (FRAP « ferric ion reducing antioxidant power or ferric
reducing ability of plasma ») est simple, rapide, rentable et qui ne nécessite pas d'équipements
spécialises. Il était a I'origine utilisé pour mesurer le pouvoir réducteur du plasma, mais son
utilisation a été étendue pour évaluer l'activité antioxydante dans d'autres fluides biologiques,
aliments et des extraits de plantes (Zhong et Shahidi., 2015).

Le test au potassium ferricyanide 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. En outre, elle a d’autres utilisations telles que la détermination des sucres
réducteurs dans les plantes, la détermination du chlorhydrate de dopamine dans le sérum ou

les échantillons pharmaceutiques.

Il est intéressant de souligner que ce test peut former différents complexes colorés lors de
la réaction de I'échantillon d'intérét avec le potassium ferricyanide-Fe (I11). On peut donc dire
que la couleur du chromogéne formé dans ce dosage des antioxydants dépend de I'échantillon
étudié. Nous nous concentrons sur le ruban de couleur et le principe de la formation d'un
complexe bleu de Prusse (bleu-vert) (Bibi Sadeer et al., 2020). Le mécanisme de la réaction

et le changement de couleur sont illustrés dans la (Figure. 20).

e Mode opératoire

Le pouvoir reducteur des extraits de champignon sauvage G. lucidum d’Algéric a été
détermine selon la méthode d'Oyaizu., (1986). Le mélange réactionnel est constitué de 10 pl
de I’extrait, 40ul du tampon phosphate a pH 6,6 et 50ul de potassium ferricyanide [KsFe
(CN)s] (1%). Le mélange est incubé a 50°C pendant 20 min. 50 ul de I’acide trichloroacétique
(TCA), 40 pl H20 et 10 pl chlorure de fer (FeCls) sont ajoutés. Les absorbances sont
mesurées a 700 nm. L’augmentation de 1’absorbance indique 1’augmentation du pouvoir

réducteur.
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Figure. 20. Réduction du Fe*® par un antioxydant par le mécanisme de réaction du potassium
ferricyanide [KsFe (CN)s] dans le test du pouvoir réducteur (Bibi Sadeer et al., 2020).

5.1.5. Test de la capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC)
* Principe

La méthode CUPRAC (Cupric ion Reducing Antioxidant Capacity) a été développée par
Apak, et son équipe de recherche (Apak et al., 2004). La raison unique du développement de
ce test était de proposer une méthode qui pourrait exprimer l'activité antioxydante totale en
tant qu'indice nutritionnel pour I'étiquetage des aliments en raison de I'absence d'une méthode
de quantification standard. Le chromogéne utilisé dans ce test est le complexe (néocuproine)-
cation de cuivre (1) [Cu (Nc)2?*]. Lors de sa réduction par un antioxidant, le chromophore
bleu clair est réduit en un chélate de cuivre (I) de bis(néocuproine) jaune-orange [Cu (Nc)2']
qui peut étre lu a 450 nm. Le temps de reaction pour atteindre lI'achévement peut varier entre

30 et 60 min, en fonction de la vitesse de 1’antioxydant.
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Le mécanisme de la réaction et le changement de couleur sont illustrés par le ruban coloré

dans la (Figure. 21). La réaction chimique est présentée comme sulit :

[Cu (NC)2>*]+ ArOH — [Cu (Nc)2'] + ArO" + H*
* Mode opératoire

La capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC) a été déterminée selon la
méthode d'Apak et al., 2006, avec de légeéres modifications (Tel et al., 2012). A chaque puits,
dans une plaque de 96 puits, SOuL de solutions de chlorure de cuivre (II) 10 mM, 50uL de la
solution alcoolique de néocuproine 7,5mM et 60uL de tampon d’acétate d’ammonium NH4AC
(1 M, pH 7,0) ont été ajoutés. 60uL d'extrait a différentes concentrations ont été ajoutés au
mélange initial de maniére a porter le volume final a 200uL. Aprés lh d’incubation a

I’obscurité, 'absorbance a 450 nm a été enregistrée par rapport a un blanc de réactif.

Figure. 21. Mécanisme de la réaction de la capacité antioxydante réductrice du cuivre
(CUPRAC) (Bibi Sadeer et al., 2020).
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5.1.6. Activité antioxydante par la méthode de phénanthroline
» Principe

C’est une activité antioxydante colorimétrique due a la réduction quantitative du Fe (111)
dans le complexe Fe(l11)-Phénanthroline pour former un chromogéne stable de couleur rouge
correspondant au complexe Fe(ll)-Phénanthroline qui peut étre mesuré par le

spectrophotometre a 510 nm (Figure. 22) (Szydlowska-Czerniak et al., 2008).
* Mode opératoire

Cette méthode a été déterminée selon le protocole décrit par (Szydlowska-Czerniak et
al., 2008). Un mélange de 50 pl de FeCls (0,2%), 30 pl de phénanthroline et 110 pl méthanol
sont ajoutés a 10 pl de chaque extrait, avec différentes dilutions. Le blanc est préparé en
remplacant 1’extrait par le méthanol. Le mélange réactionnel est incubé a 30°C pendant
20 min. L’absorbance est lue a 510 nm. Le pouvoir antioxydant est déterminé par une

augmentation de I’absorbance.

Figure. 22. Mécanisme propose de la formation du complexe ferreux-phénanthroline en

présence d’un antioxydant (Hammad et al., 2017).
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5.1.7. Effet photoprotecteur (facteur de protection solaire FPS)

e Principe

La peau est le plus grand organe de notre corps, elle constitue la premiere ligne de
défense contre les effets néfastes des agents environnementaux et xénobiotiques pour protéger
les organes internes du corps. Parmi les différents stimuli environnementaux, les rayons
ultraviolets (UV) sont les facteurs causals le plus courant pour induire des photodommages de
la peau. Une exposition excessive aux UVB provoque généralement un photovieillissement de

la peau, une inflammation et méme une photocarcinogenése (Wu et al., 2021).

Les champignons et leurs extraits sont une source prometteuse des composés bioactifs
qu’on peut les utiliser comme ingrédients intéressants dans les cosmétiques comme des agents

photoprotecteurs.
e Mode opératoire

L’effet photoprotecteur ou [I’activité du facteur de protection au soleil (FPS)
est déterminée par la méthode de Mansur et al., (1986). Une concentration de 2mg/ml de
chaque extrait dans le méthanol sont préparée.

e  Mesure spectrophotométrique et détermination du FPS

L’ absorbance de chaque extrait est mesurée dans un intervalle de 290 a 320 chaque
5 nm et la valeur du FPS est calculée par lI'application de I'équation mathématique (Mansur et

al., 1986), suivante :

320
SPF spectrophotométrique = CF x Z EE()L)X I(/'l)X Abs (/1)
290

CF : Facteur de correction (=10), EE : spectre d'action érythémale ; I : Spectre d’intensité
solaire ; Abs : absorbance du produit solaire ;

Les valeurs de : EExI présentées dans le (Tableau. 9), sont des constantes déterminées par
Sayre et al., (1979).
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Tableau. 9. Fonction normale de produit utilisée dans le calcul du FPS (Mansur et al., 1986).

Longueur d’onde A (nm) EE (A)x I(A) (Normes)

290 0,0150

295 0,0817

300 0,2874

305 0,3278

310 0,1864

315 0,0837

320 0,0180
Total 1

Selon les recommandations de la commission européenne (Verheugen., 2006), les différentes
catégories de protection affichées sur les produits et les valeurs du facteur de protection

solaire correspondante sont représentées dans le (Tableau. 10).
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Tableau. 10. Catégories de protection affichées sur les produits solaires en fonction des

facteurs de protection mesurés, selon la recommandation de la Commission Européenne

(Verheugen., 2006).

Catégorie Facteur de Facteur de Facteur de Longueur
indiquée protection protection protection d’onde critique
indiqué solaire mesuré | UVA minimal minimale
recommandé recommandée
Faible 6 6-99 1/3 du facteur de 370 nm
protection 10 10-14.9 protection
solaire indiqué
15 15-19,9
Protection sur l’étiquette
20 20-249
moyenne
25 25-29,9
30 30-49,9
Haute protection
50 50-59,9
Trés haute 50+ 60 <
protection
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5.2. Activité inhibitrice des enzymes in vitro

Le potentiel d’inhibition des enzymes in vitro par les extraits de G. lucidum a été évalué
en utilisant différentes enzymes, notamment 1’acétylcholine estérase, la butyrylcholine

estérase, la lipase, la tyrosinase et I’uréase.

5.2.1. Inhibition de I’acétylcholine estérase et de la butyrylcholine estérase

e Principe

Parmi les diverses méthodes de traitement de la maladie d’Alzheimer, la plus privilégiée
est l'inhibition de I'nydrolyse des neurotransmetteurs cholinergiques, l'acétylcholine et la
butyrylcholine (Ayvaz et al., 2019). L'inhibition de la cholinestérase est utilisée pour la prise
en charge de la maladie d’Alzheimer et cela pourrait augmenter le niveau d'acétylcholine dans
I'espace synaptique pour les fonctions cholinergiques (Raseta et al., 2021).

L’¢évaluation de I’activité inhibitrice de I'AChE a été effectuée selon la méthode d'Ellman
et al., (1961). Le principe chimique de la réaction est représenté dans la (Figure. 23).
L'enzyme hydrolyse le substrat ATCI en thiocholine et en acide acétique. La thiocholine
réagit avec le DTNB, et cette réaction entraine I'apparition d'une couleur jaune. L'intensité de
la couleur du produit est mesurée a 405 nm, et elle est proportionnelle a I'activité de I'enzyme
(Ali-Shtayeh et al., 2014).

Figure. 23. Mécanisme chimique de la méthode d’Ellman (Ali-Shtayeh et al., 2014).
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e Mode opératoire

Cette activité est achevée selon la méthode d’Ellman et al., (1961). Le protocole consiste
a introduire 150 pl de tampon sodium phosphate pH 8,0 (100 mM) avec 10 ul d’extrait a
différentes concentrations et 20 ul de la solution d’AChE ou de BChE. Le mélange est incubé
a 25 °C pendant 15 mn. 10 pl d’acide 5,5'-dithiobis-(2- nitrobenzoic) (DTNB) (0,5 mM) et 10
ul d’acétyl thiocholine iodide (ACI) (0,71 mM) ou 10 pl de butyryl thiocholine chloride (BCI)
(0,2 mM) sont ajoutés. La galantamine est utilisée comme standard. L’absorbance est mesuré

a412 nm ato et t15 (0 et 15 min respectivement).

Le pourcentage d'inhibition a été déterminé en comparant les taux de réaction des extraits

par rapport au blanc de ces derniers en utilisant I'équation suivante :

Pourcentage d’inhibition (%) = [(Abs control - ADS Echantillon) / ABS control] *100.

5.2.2. Inhibition de la lipase
e Principe

La lipase pancréatique est une enzyme critique responsable de la digestion et de
I'absorption de 50 a 70% des triglycérides (TG) alimentaire dans la lumiére intestinale.
L'inhibition de la lipase est considérée comme un moyen efficace pour traiter I'obésité.
Dans ce contexte pour la lutte contre I'obésité est récemment devenue tres intéressante pour la

recherche mondiale (Yuan et al., 2018).
e Mode opératoire

La capacité inhibitrice de la lipase pancréatique par les extraits de champignon
sauvage G. lucidum d’Algérie a été déterminée en utilisant le 4-nitrophénol palmitate (p-NPP)
comme substrat, selon la méthode de (Grochowski et al., 2017 et Santos et al., 2018) avec
quelques modifications. Le mélange réactionnel est composé de 50 pL des extraits a
différentes concentrations avec 100 pL de la solution contenant la lipase pancréatique (1 mg
de ’enzyme dans 1 ml du tampon tris-HCI: 1,21 g de tris base et dissoudre dans 200 ml d’eau
distillée puis ajustement de pH a 8 avec de HCI) , le mélange est incubé pendant 20 min
a 37 °C, puis on ajoute 50 puL de p-NPP 5mM (3,8 mg dans 2 ml DMSO ) ; une deuxiéme

incubation est lancée pendant 2h a 37 °C. Un blanc est préparé en remplacant le volume de la
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solution enzymatique par le solvant des extraits (méthanol ou eau distillée). L'orlistat a été
utilise comme contrdle positif. Les absorbances ont été mesurées a l'aide d'un lecteur de
microplaques a 96 puits (Perkin Elmer, Enspire) a 410 nm. Aprés avoir obtenu les
absorbances, I'analyse de régression linéaire par la méthode des moindres carrés a été tracée
pour obtenir I'équation linéaire et les coefficients angulaires (pente de la ligne), et I'inhibition
de la lipase pancréatique a eté determinée. L'inhibition de la lipase pancréatique a été calculée

selon I'équation suivante :
1(%) = [A-(B-b)/A] x 100 ;

ou A: Abs control = Abs ©n ~ Abs 1o est I'absorbance en absence de l'inhibiteur éventuel
(extrait), qui correspond au dosage enzymatique témoin ; B : AbS extr = Abs ©2nh ~ADbS o est
I'absorbance en présence de I'inhibiteur éventuel avec I'enzyme et le substrat ; et b: Abs extr

est I'absorbance en I'absence de I'enzyme et substrat.

5.2.3. Inhibition de la tyrosinase

»  Principe

La tyrosinase c’est une enzyme de la famille des oxydases, présente principalement dans
les mélanocytes, ou elle intervient dans la mélanogenese. En plus, elle joue un réle tres
important dans le controle et la régulation de la quantité de la mélanine dans les cellules
de la peau. L'eumélanine commence par la voie commune en convertissant la tyrosine en
Dopa et ensuite la Dopa en Dopaquinone. La tyrosinase interagit avec deux protéines
apparentées a la tyrosinase, TYRP1 et TYRP2 ou dopachrome tautomerase (DCT) pour
former les pigments d'eumélanine (Varghese et al., 2021 ; Hida et al., 2020), selon la

réaction illustrée dans la (Figure. 24).

La production excessive et l’accumulation de la mélanine dans la peau résulte
des maladies d’hyperpigmentation. Donc, la régulation de la synthése est trés importante

(Zolghadri et al., 2019).
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Figure. 24. Les étapes de la synthése d’eumélanine, réactions catalyseées par la tyrosinase lors

de la mélanogénése (Hida et al., 2020).
«  Mode opératoire

L’activité d’inhibition de la tyrosinase est testée selon la méthode décrite par (Deveci
et al., 2018). Le melange réactionnel contient 150 ul du tampon phosphate (pH 6,8), 10 pl de
I’extrait a différentes concentrations et 20 pl de la tyrosinase, la mixture est incubée pendant
10 min a 37 °C. Par la suite, 20 ul du substrat L-DOPA sont ajoutés. Les absorbances sont
mesurés a 475 nm aprés 10 min d’incubation a 37°C. L'acide kojique est utilisé comme

inhibiteur de référence (standard) pour la comparaison.

Le pourcentage d'inhibition a été déterminé en comparant les taux de réaction des

extraits par rapport au blanc de ces derniers en utilisant I'équation suivante :

Pourcentage d’inhibition (%) = [(ADS control - ADS Echantillon) / AbS control] x100.
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5.2.4. Inhibition de ’uréase

*  Principe

L'uréase catalyse I'hydrolyse de l'urée pour former du CO> et du NH3z (Sahin, 2016).
L'activité de cette enzyme fournit un environnement pour la colonisation d'Helicobacter
pylori dans I'épithélium et neutralise l'acidité (Ruckriemen et al., 2017). Par conséquent,
l'inhibition de l'activité d’uréase est efficace pour le traitement des pathologies liées
a I’H. pylori telles que linflammation gastrique, les ulcéres, la pyélonéphrite,
I'encéphalopathie hépatique, le coma hépatique, l'urolithiase et I'incrustation des cathéters

urinaires chez les humains et les animaux (Li et Mobley, 2002).

« Mode opératoire

Dans cette étude 1’activité inhibitrice de 1'uréase est évaluée selon la méthode
de Taha et al., (2018). Le mélange réactionnel constitue de 10 pul des extraits a différentes
concentrations, 25 pl de la solution d’enzyme (Img d’enzyme dans 1ml phosphate tampon
pH=8,2 : 0,078g NaH:PQO4, 2H>0 dans 50 ml H20 +0,1780 g (Na2HPO4, 2H20) dans 100 ml
H20) et 50 ul de I'urée comme substrat (0,2553 g urée dans 25 ml tampon). Aprés 15 min
incubation a 30 °C, 45 ul du réactif phénol (2 g Phénol (CéHsOH) dans 25 ml H2O + 25 mg
Naz[Fe(CN)sNO],2H20 dans 25 ml H20) et 70 pl du réactif basique (0,7125 g NaOH dans 25
ml H20 + 1,175 ml NaOCL (Liquide) dans 25 ml H20) sont additionnés. Les mélanges sont
incubés pendant 50 min a 30°C. Un blanc est préparé en remplagant le volume de la solution
enzymatique par le solvant des extraits (MeOH ou ED). La thiourée est utilisee comme

standard. Les absorbances ont été mesurées a 630 nm.
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5.3. Activité anti-inflammatoire par le test d’anti-dénaturation d’albumine

*  Principe

La dénaturation des protéines est une cause bien documentée de I’inflammation.
Lorsque les protéines sont denaturées, elles perdent leurs fonctions biologiques. La production
d'auto-antigeénes dans certaines maladies d’arthrite est due a la dénaturation des protéines
(Swati et al., 2018). Pour combattre I'inflammation, les médicaments stéroidiens et non
stéroidiens sont les plus fréquemment utilisés. Cependant, ces médicaments présentent de
nombreux effets indésirables tels que les ulcéres gastriques et les irritations tissulaires.
Par conséquent, les composants bioactifs naturels et les substances phytochimique obtenus a
partir de champignons ayant une activité anti-inflammatoire ont suscité un grand intérét ces

dernieres années (Bains et Chawla., 2020).
»  Mode opératoire

L’activité anti-inflammatoire in vitro est déterminée par la méthode de Karthik.,
(2013), avec des légéres modifications. Le melange réactionnel (1ml) est constitue de 0,5ml
de I’extrait a différentes concentrations (0,5; 1; 2; et 4 mg/ml) et 0,5ml de la solution
d'albumine bovine (BSA 0,2%, préparée dans le Tris HCI, pH 6,6). Chaque concentration est

répétée 3 fois.

Pour chaque concentration d’extrait de G. lucidum, un extrait blanc est préparé dans
lequel 0.5 ml d’extrait est ajouté a 0,5 ml de Tris-HCI. Un blanc BSA contenant 0,5 ml de la
solution de BSA ajouté a 0,5 ml du solvant utilisé pour les extraits (le resultat obtenu
correspond a la dénaturation totale du BSA en absence de substance inhibitrice). Les tubes
préparés sont incubés a 37°C pendant 15 min, puis chauffés a 72°C pendant 5 min.
Apres refroidissement, la turbidité des échantillons a été mesurée par spectrophotométrie a
660 nm. Le diclofénac de sodium est utilisé comme standard avec les concentrations (62,5 ;
125 ; 250 et 500 pg/ml).

Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation de la protéine est calculé comme suit :

% Inhibition = [(ADS controle — ADS ¢chantition) / ADS controte] X100
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5.4. Activité antibactérienne

Les médicaments antimicrobiens sont utilisés depuis longtemps & des fins
prophylactiques et thérapeutiques. Malheureusement, I'augmentation récente de I'apparition
des souches bactériennes résistantes aux médicaments pose de graves problémes de
traitement. Les champignons sont connus pour leurs composés bioactifs naturels (Radhika.,
2021).

L'activité antibactérienne des extraits de G. lucidum a été évaluée in vitro par la méthode

des disques (la diffusion en milieu solide) selon le protocole décrit par (Biondi et al., 1993).

5.4.1. Souches bactériennes utilisées

Notre étude a porté sur six souches pathogenes (Gram + et Gram -) representées dans
le (tableau.11) :

Tableau. 11. Souches bacteriénnes testées.

Souches bacteriennes

Gram + Gram -
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Bacillus cereus (isolat clinique) Escherichia coli ATCC 2592
Staphylococcus aureus résistante a la Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
méthicilline (SARM isolat clinique)

5.4.2. Préparation de I’inoculum et mode opératoire

Pour chaque bactérié testée, un inoculum est réalisé a partir d’une culture de 24 heures,
mis en suspension dans de I’eau physiologique stérile de telle maniére a obtenir une densité
optique comprise entre 0,1 a 0,2 pour une longueur d’onde de 620 nm

(approximativement 106 CFU/mI).
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Les extraits de G. lucidum (AcEt-Ext, But-Ext et Chl-Ext) ont été solubilisés dans

le méthanol, tandis que I’ Ag-Ext dans 1’eau distillée a une concentration finale de 20 mg/ml.

Des disques de papier filtre stériles (4 mm de diametre, Whatman n°3, UK) recoivent
20ul de chaque extrait. Aprés séchage sous courant d’air, les disques sont deposés sur
les boites de Peétri contennant du milieu Mueller-Hinton préalablement ensemencé par
écouvillon avec les souches testeés. Avant I’incubation a la temepérature optimale de
la croissance de chaque bactérie, les boites sont laissées 2h a 4°C. La lecture des résultats est
réalisée apres 24h. La Gentamicine (10ug) a été utilisée comme contrdle positif et le MeOH

comme contrdle négatif. Chaque test est répété trois fois, pour une analyse statistique.

5.4.3. Lecture et interprétation des résultats

La lecture de I’activité antibactérienne a été réalisée par la mesure des diametres

des zones d’inhibitions au tour des disques.
Les résultats sont exprimeés par le diametre de la zone d’inhibition (Ponce et al., 2003):
- Non sensible (-) ou résistante : diamétre < 8mm.
- Sensible (+) : diamétre compris entre 9 a 14 mm.
- Tres sensible (++) : diamétre compris entre 15 a 19 mm.

- Extrémement sensible (+++) : diametre > 20mm.
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5.5. Evaluation de I’effet anti-inflammatoire in vivo

Récemment, plusieurs chercheurs se sont focalisés sur l'utilisation de médicaments
traditionnels a base de plantes et de produits naturels qui sont riches en composeés bioactifs
comme alternatives aux médicaments anti-inflammatoires synthétiques existants qui ont de

nombreux effets secondaires (Kim et al., 2018).

L’objectif de ce travail est d’évaluer I’effet anti-inflammatoire de 1’extrait aqueux

de champignon sauvage G. lucidum d’Algérie.

5.5.1. Animaux et conditions expérimentales

L’étude in vivo a été réalisée sur des rats males adultes, de la variété Wistar, agé de 6
semaines, dont le poids varie entre 170 et 190 g, procurés aupres de 1’Institut Pasteur d’Alger
(Algérie). Les rats sont placés dans des cages en polyéthyléne tapissées d’une litiere
composée de copeaux de bois, les cages sont nettoyées et la litiere changée tous les trois jours.
L’eau, la nourriture ; la température (ambiante 23 °C) et 1’éclairage (cycle 12 heures de
lumiére/12 heurs d’obscurité) sont également controlées de maniére réguliére. Les rats ont été
gardés dans ces conditions pendant une période d’adaptation de deux semaines avant le début
de D’expérimentation afin de permettre une meilleure comparabilité avec le protocole
expérimental. L’aliment provient de I’Office National des Aliments de Bétails (ONAB)
d’EL Kseur, Bejaia.

5.5.2. Prétraitement et induction de 1’inflammation chez les rats

Les rats ont été traités par I’extrait aqueux de G. lucidum pendant 15 jours.
Deux doses (150 mg/Kg et 300 mg/Kg) ont été testées dans cette étude, ils sont administrés

par voie orale (gavage) a I’aide d’une sonde gastrique.

L’induction de I’inflammation aigué chez les rats a été réalisée selon le protocole de
Winter et al., (1962), dans lequel, I’cedéme de la patte est induit par injection d’une solution
1% de carragénine (dissoute dans NaCl 0,9 %) sous le coussinet plantaire de la patte arriere
droite de I’animal. L’injection de carragénine est effectuée au 15°™ jour du traitement et une

heure apres I’administration de 1’extrait. Cette étape permet de comparer la réduction de
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volume de l',edéme plantaire aprés administration de différentes doses de 1’extrait a tester et

du produit de référence correspondant a 1’acide salicylique.

Les animaux sont divisés en 5 groupes (n=7), I’inflammation a été induite par injection
sous cutanée de 0,1mL de carragénine 1% (w/v) dans les pattes de rats. Les groupes ont été

répartis comme suit :

G1 : groupe témoin (a recu de I'eau physiologique)

G2 : groupe traité a la carragénine

G3 : groupe traité a la carragenine et I'extrait (150 mg/Kg)

G4 : groupe traité a la carragénine et I’extrait (300 mg/Kg)

G5 : témoin positif (groupe traité a carragénine avec l'acide salycilique 40 mg/kg).

5.5.3. Evaluation de I’effet anti-inflammatoire

Pour évaluer I’effet anti-inflammatoire, le diametre de la patte a été mesuré, a 1’aide
d’un pied a coulisse a affichage électrique avant et aprés I’induction de I’cedéme. L’évolution

de I’;edeme est déterminée aux temps 1, 3, et 6 heures apres 1’injection.

5.5.4. Calcul du pourcentage d’inhibition de I’cedeme

L’activité anti-inflammatoire a été évaluée par la détermination du pourcentage
d’augmentation (% AUG) et d’inhibition de I’cedéme (% INH) (Ndiaye et al., 2006), selon les

formules suivantes :
(% AUG) = (Volume de la patte au temps t — volume initial (Vo) / Volume initial) X 100 ;

(% INH) = [(%AUG témoin - %AUG traité) / %AUG témoin] X 100.
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6. Analyse statistique

L’analyse statistique a été effectuée par le logiciel Graph Pad Prism (version 8).
Les résultats obtenus a partir des expériences realisées in vitro ont été exprimés en
moyenne * SD, tandis que celles réalisées in vivo ont été exprimés en moyenne = SEM. Les
différences statistiques entre les groupes traités et les témoins (les controles) ont été évaluées
par le test ANOVA a un facteur suivi par le test post-hoc de Tukey. Les valeurs de p<0,05;
p<0,01; p<0,001 ont été considérées comme significatives (*), trés significatives (**) et

hautement significatives (***) respectivement.
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Résultats et Discussion

1. Identification moléculaire du champignon

La technique moléculaire moderne réduit les défis des caractéres discrets de la nature,
de la morphologie incohérente et de I'impossibilité et I'absence de différenciation entre
les especes fongiques souvent avec la méthode traditionnelle de nomenclature. Cette
procédure fait appel a [l'utilisation d'un marqueur génétique identifiable a une région

spécifique de la partie codante ou non codante du génome fongique.

Ces genes sont présents en plusieurs copies et contiennent des codes conserves (la petite
sous-unité « SSU » et la grande sous-unité « LSU ») ainsi que des parties non codantes
variables (espaceurs transcriptionnels internes « ITS ») qui sont hautement conservés au sein

d'une méme espece (Adeniyi et al., 2018).

Le résultat de séquencage de I'ADN est présenté dans le (tableau. 12). Les régions ITS,
LSU et SSU de I'ADNr isolés des fructifications de champignon récolté (FK2580) ont été
initialement amplifiées en utilisant la technique de PCR et ensuite séquencées. Les séquences
de genes de la souche isolée présentaient une identité supérieure a 99 % avec 1’espéce
Ganoderma lucidum (ITS : 100%, LSU : 100% et SSU : 99,11%) dans la base de données
GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). Les séquences obtenues ont été alignées par
le BLASTn et attribuées dans la banque de données GenBank avec les codes d’accession
suivants : MT225392, MT225549 et MT225545 pour ITS, SSU et LSU respectivement
(tableau. 12 et Annexe 1).

L’identification des spécimens de Ganoderma reste difficile, via la plasticité
morphologique de l'espece, de la surabondance de synonymes, et aussi de la mauvaise
utilisation des noms d'especes (Smith et Sivasithamparam., 2003). C’est pour ces raisons
nous avons adopté I’identification moléculaire pour repérer la souche Algérienne sauvage

collectée pour la premicre fois a I’échelle mondiale.
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Tableau. 12. Spécimens et séquences utilisés dans cette etude.

Espéces GenBank no Spécimen Références
voucher/culture

ITS LSU SSU
KU310900 _ M9720 Hennicke et al., 2016
EU498090 _ Glu 5108 Saltarelli et al., 2009
MT225392 MT225545 MT225549 FK2580 Kebaili et al., 2021
FJ379265 _ FJ379281 HGS-18 Huang et al., 2009
FJ379263 _ FJ379279 Gl-16 Huang et al., 2009

Ganoderma

lucidum _ _ KY464926 CCG1 Agrawal and Shahi,
2017

MG706226 MG706172 LGAM 408 Fryssouli et al., 2019

MG706229 MG706176 MG706175

JQ781851

LGAM 504-ACAM
2013-0062

Dai2272

Fryssouli et al., 2019

Cao et al., 2012

ITS : Internal transcribed spacer ou Espaceur interne transcrit; LSU : Large subunit ou la

grande sous-unité ; SSU : Small subunit ou la petite sous-unité.
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2. Compositions nutritionnelles et valeur énergétique du G. lucidum

Les résultats de 1’analyse nutritionnelle, la valeur énergétique et les parameétres physico-chimiques des fructifications du champignon
sauvage G. lucidum d’Algérie (FK2580) ainsi que la teneur en vitamine E sont représentés dans le (tableau. 13). Les glucides étaient les

composés les plus abondants comme macronutriments, suivis par les protéines, les cendres et les lipides.

L’analyse quantitative par HPLC a montré la présence de 1’a- tocophérol, avec un pic correspond a un temps de rétention de 1,700, le méme
constat pour le standard utilisé, comme illustré dans la (Figure. 25 a-b, Rapport HPLC Annexe 2). Le chromatogramme de 1’analyse HPLC

a révélé une teneur de 2510+3,35u9/100g, aprés une comparaison quantitative avec le standard.

-a- -b-
500 = 500 500 4 h 500

o 1 s o J L o
£ 250 F250 B E o250 Losp  E

| | J | | I [ || |

01T | | 0 0 | T 0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Minutes Minutes

Figure. 25. Chromatogramme HPLC de 1I’a- tocophérol ; a. standard ; b. I’extrait analysé de G. lucidum.
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Tableau. 13. Composition nutritionnelle, valeur énergétique et parameétres physico-chimiques
des fructifications de G. lucidum (FK2580).

Composant/Parametre Moyenne+SD

Composition nutritionnelle (g/100 g MS)

Protéine 11,26+0,39
Lipides 1,58+0,01
Cendre 1,9+0,00

Glucides totaux 85,25+0,38
Sucres totaux 32,92+0,05

Valeur énergétique (Kcal/100 g)

Energie (Kcal/100 g)

407,9%0,05
Parameétre physico-chimique (%0)
Humidité (%) 88,91+0,42
Matiére séche (%) 11,3+0,21
Teneur en Vitamine (ug/100 g)
a- tocopherol 2510+3,35
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Les champignons sont appréciés pour leurs valeurs nutritionnelles et thérapeutiques ainsi
que leurs teneurs en minéraux (Kuldo et al., 2014 ; Wang et al., 2014). lls sont riches
en protéines, vitamines et minéraux et peu de calories et graisses (Gengcelep et al., 2009).
Les fructifications des champignons sont aimés pour leurs saveurs et leurs goQt et sont aussi
consommes frais et/ou transformées (Zahid et al., 2010). Les Ganoderma sont dépourvues de
texture charnue et ne figurent pas parmi les champignons comestibles, car leurs fructifications
sont épaisses, dures et liégeuses. Alors que ces especes ne font pas objet direct de
consommation, cependant, elles sont réputées mondialement pour leurs vertus médicinales
(Jonathan et Awotona., 2010). La quantité de nutriments et de composés bioactifs difféerent
selon la souche, la provenance, la période de récolte, les facteurs environnementaux
(I’écosysteme), les conditions et les méthodes de culture (Bakir et al., 2018 ; Zhang et al.,
2013).

La composition nutritionnelle de champignon G. lucidum rapporté dans le (tableau. 13)
est trés proche a celle de Reishi (G. lucidum) Européen (carbohydrates 82,3 ; protéines 13,3 et
lipides 3,0 g/100g) (Chaturvedi et al., 2018), ainsi a celle de la méme espece du Ghana en
Afrique (cendres 0,68-2,1 ; protéines 15,7-24,5 ; lipides 0,5-1,40 et carbohydrates 73,3-81,9
g/100 g) (Obodai et al., 2017).

La teneur totale en protéines est la méme que celle notée par Stojkovi¢ et al., (2014),
pour la méme souche collectée de la foret de BojCinska, Belgrade-Serbie (11,34+1,21%)
et supérieure a celle rapportée en Chine (9,93 *+ 0,26%) dans la méme étude. Nos résultats
sont supérieurs a ceux rapportés par Taofiq et al., (2017) (6,72+0,04 g/100g) dans la souche
cultivée en Portugal ; Nos résultats sont aussi plus proches aux données de I'étude rapportée
par Fraile-Fabero et al., (2021), qui ont trouvé une teneur brute en protéines de 11,70+0,35%
dans le champignon cultivé en Espagne. Hung et Nhi., (2012), ont déclaré que la teneur en
protéines de G. lucidum était de 13,3% du poids sec, alors que Ogbe et Obeka., (2013), ont
trouvé 17,27+0,35 g/100 g dans la méme espece sauvage au Nigeria. Singh et al., (2020), ont
rapporté dans les fructifications de G. lucidum récoltés sur un site forestier de 1’Uttarahhand
en Inde, une teneur de 13,3+0,99 % ; Sharif et al.,, (2016), déclarent une valeur

de 15,04+0,01 g/100 g dans I’espéce sauvage de G. lucidum au Pakistan.
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Les protéines constituent le groupe le plus important de biomolécules contribuant
a la valeur nutritionnelle des champignons (Singh et al., 2020). Plusieurs facteurs affectent
la teneur en protéines des champignons, notamment le type et la morphologie des espéces,
le stade de développement ou de croissance, les parties de champignon analysées, le niveau
d'azote disponible et le substrat/habitat. (Singh et al., 2020 ; Sharif et al., 2016). Selon des
rapports antérieurs, la teneur en protéines brutes a ¢été déterminée dans D’intervalle
de 9,93-16,8% (Stojkovi¢ et al., 2014 ; Ogbe et Obeka 2013) pour différentes especes
de Ganoderma. La valeur de protéines brutes dans cette enquéte est conforme aux rapports

de la littérature.

Les glucides totaux représentent plus de 70% de la composition proximale pour I’espéce
étudiée. Leurs présences dans les aliments fournissent de I'énergie et constituent le principal
composant de la fructification des champignons. La teneur en glucides de notre champignon
est conforme aux valeurs rapportées pour différentes espéces de Ganoderma (Stojkovi¢ et al.,
2014 ; Ogbe et Obeka 2013). A titre de comparaison, il est important de signaler que le son
de riz et les grains de céréales sont généralement connus comme des sources riches en
glucides. Dans le cas des céréales, leurs composants contiennent environ 71 a 87%
de carbohydrates, 6 a 12% de protéines brutes et 0,5 a 3% de graisses brutes (Rani et al.,
2021 ; Priya et al., 2019). Les sources principales de fibres sont la cellulose et d'autres
polymeres glucidiques indigestibles de la paroi cellulaire. Elles améliorent le fonctionnement
et le maintien du tractus intestinal, réduit la glycémie et agit comme des prébiotiques et
favorisent la synthese des acides gras a chaine courte. (Mukhopadhyay et Guha., 2015 ;
Elleuch et al., 2011).

Ces substances ont la capacité d’abaisser le taux du cholestérol total dans le sang, ce qui
explique leur importance dans le traitement ou la prévention des maladies cardio-vasculaires
(Rathore et al., 2017). En outre, la teneur en fibres alimentaire est a 1’origine
de I’amélioration des distinctions sensorielles, de sa capacité a retenir de I’eau et de 1’huile,
la texture, les propriétés d’émulsion et la période de conservation des aliments (Elleuch et al.,
2011). Les fibres brutes des champignons sont composés d’ingrédients majeurs a savoir ;

la chitine et les B-glucanes (Cheung et al., 2013).
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En cosmétique, les polysaccharides dérivés de sources naturelles, ont été largement
utilises comme ingrédients cosmétiques fonctionnels en raison de leurs propriétés
d'hydratation, de conditionnement et de modification de la rhéologie. En outre, certains
polysaccharides peuvent eégalement présenter des activités biologiques qui leur permettent
d'étre utilisés comme ingrédients actifs dans des formulations cosmetiques. Récemment,
les sources naturelles alternatives ont été largement explorées, en raison de la tendance

croissante aux cosmetiques naturels.

Les polysaccharides de champignons sont devenus intéressants pour les applications
cosmétiques et cosméceutiques, en raison de leurs effets bénéfiques. Les sucres simples
et les oligosaccharides peuvent avoir des effets hygroscopiques car leurs molécules
contiennent des groupes polyhydroxyles, appelés polyols, qui peuvent exercer des effets

hydratants et humectants sur la peau et les cheveux (Souak et al., 2021; Hong et al., 2017).

La teneur en lipides dans les champignons était généralement faible. Les lipides sont
des biomolécules essentielles qui agissent en tant que composants structurels et fonctionnels
des membranes, modulateurs hormonaux et isolants thermiques, et servent comme étant une
source importante d’énergie métabolique. Par conséquent, les lipides sont vitaux pour le bon
fonctionnement de 1’organisme humain. Cependant, ’exces de lipides dans I’alimentation
aboutit a des risques accrus de certaines pathologies chroniques, telles que I'athérosclérose,

les troubles cardiovasculaires, I'nypertension, le diabete et I'obésité. (Singh et al.,. 2020).

Le Reishi séché est riche en protéines, mais dans I’ensemble c’est un champignon qui est
pauvre en calories (tableau. 13). Cela est expliqué par la teneur élevée en fibres et une faible
teneur en lipides (Zahid et al., 2010).

La teneur de I'numidité du G. lucidum est calculée (tableau. 13), des études similaires
rapportent des résultats différente, Ogbe et al., 2009 (7,5%), Abdalla et al., 2016 (81% du
poids frais et 8,10% du poids sec), Slynko et al., 2017 (10,78% et 11,47%) sur I’espece
sauvage de G. lucidum. Les différences de teneur en humidité pourraient étre dues
a la variation des conditions environnementales telles que la température et I'numidité pendant

la période de croissance (Roy et al., 2015).
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La vitamine E ou I’a-tocophérol, est tres considérée du fait de ces bénéfices prouvés sur
la santé humaine et de ses puissants effets antioxydants, elle est largement employée en
dermatologie clinique comme photoprotecteur de la peau contre 1’agression des rayons
ultraviolets. Cette vitamine est trop demandee par les industriels que ¢a soit pharmaceutiques
et cosmetiques a la supplémentation a fin de pallier aux carences liées a un mangue de cette
vitamine, ainsi dans le jargon des spécialistes de la peau le recours au terme « pilule de la
beauté » impliquant 1’usage des vitamines, rétinol, lycopéne ainsi les acides gras essentiels

doués de propriétés antioxydantes qui bonifient I’apparence de la peau (Taofiq et al., 2017).

Nos résultats rapportés dans cette étude ont révélé une source trés importante de cette
vitamine avec une teneur de 2510+£3,35ug/100g de matiére seche de champignon, d’aprés
la littérature les valeurs variées de 9,4 a 55ug/100 g pour I’a-tocophérol et de 719 a
3136u0/100 g pour 1’B-tocophérol et pour la totalité de la molécule elle est de 741 a 3191
Mg/100 g (Ahmad et al., 2021).

D'aprés cette étude concernant la composition nutritionnelle, G. lucidum renferme des
quantités appréciables de glucides, de protéines, de minéraux et d'éléments essentiels comme
la vitamine E qui servent au maintien du bien étre. Les concentrations des différents
macronutriments et micronutriments dépendent principalement de I'espéce étudiée,
de sa capacité daccumulation, de I'environnement et des interactions entre l'espéce

et I'environnement.
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3. Etude des métabolites secondaires
3.1. Rendement d’extraction

L’extraction est un moyen qui aboutit au transfert des molécules chimiques d’un milicu
solide ou liquide en les entrainant d’une phase a une autre pour laguelle elles ont une plus
grande affinité (Genthon., 2015).

Les rendements d'extraction sont présentés dans le (tableau. 14). Une grande variabilité
peut étre observée dans le rendement de chaque type d'extrait. En général, 1’extrait aqueux
(Ext-Aq) a donné plus de rendement que les autres extraits avec 5,78%, suivi par 1’extrait
butanolique (Ext-But), acétate d’éthyle (Ext-AcEt) et chloroformique (Ext-Chl) avec 1,42% ;
0,63% ; 0,46%, respectivement. L’extrait hydro-méthanolique résultant de 1’extraction

solide/liquide a marqué un rendement de 9,15%.

Tableau. 14. Rendement d’extraction des extraits de G. lucidum.

Extrait Ext-HMeOH | Ext-Chl | Ext-AcEt Ext-But Ext-Aq

Rendement (%) 9,15 0,46 0,63 1,42 5,78

Les différents rendements illustrés dans le (tableau. 14) viennent confirmer les résultats
de Ryu et al., (2020), cette équipe de recherche en Corée du sud trouvent que les valeurs
des rendements des extraits de G. lucidum (n-hexane 0,25%, acétate d'éthyle 2,10%, n-butanol
0,70%, méthanolique 4,25% et aqueux 1,00%), indiquent la présence des quantités
importantes de composés polaires que les composés apolaires. Le chercheur Oludemi.,
(2019), déclare dans son étude une valeur de 5,2+0,6% aprés utilisation d’une extraction
assistée par la chaleur et un rendement de 4,9+0,6% en exercant 1’extraction assistée par
les ultrasons, alors que Gao et al., (2011), ont révélé les conditions optimales d'extraction :
90% éthanol, rapport liquide-matiére de 35 mL/g, pendant 2 h et a 80 °C et avec
un rendement d'extraction de 1,09%.
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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 1’extraction, le stade de la récolte ainsi que la taille
des champignons, sont a 1’origine de la différence constatée entre nos valeurs et celles des
autres études. (Cilerdzi¢ et al., 2019 ; Khatua et al., 2019 ; de Melo Macoris et al., 2017).
Ce pendant, il est difficil de se comparer aux informations recueillies de la littérature car ces
variations sont liées a certains nombres de parametres a savoir : le site de la récolte, la
méthode de séchage, les protocoles d’extraction, la température appliquée pour I’extraction, la
polarité des composés extraits, le rapport du solvant d’extraction et de I’échantillon et enfin la
nature des solvants utilisés (Ayouni et al., 2016 ; Dane et al., 2016 ; Arunika et al., 2015 ;
Medini et al., 2013).

Certains composés ont une meilleure solubilité dans les solvants polaires tels que
le méthanol, l'eau, tandis que d’autres se dissolvent mieux dans des solvants apolaires
(Smolskaite et al., 2015). Pour extraire les molécules d’intéréts du champignon sauvage
G. lucidum, nous avons utilisé quatre solvants de différente polarité a savoir : le chloroforme,
I’acétate d’éthyle, n-butanol et I’eau. Les extraits aqueux et alcoolique (butanol) ont donné
les rendements les plus élevés. Ces résultats paraissent étre prévus compte tenu de la richesse
des champignons en glucides et en composés phénoliques. Sachant que ces derniers sont
des molécules polaires, leur présence dans les extraits 3 et 4 (extraction par solvant polaire)

est donc justifiée.

Les méthodes d’extraction sont subordonnées aussi bien pour les champignons que pour
les molécules recherchées. 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 parametres
jouant un réle primordial durant cette opération clée a savoir : le rapport quantité de matiere
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 (Abd Razak et al., 2020 ; Mansour-djaalab., 2014 ; Masoko et
al., 2008).
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Selon la littérature, pas mal de procédés d’extraction des substances peuvent étre révélés
en présence de certains solvants tels que : I’heptane, I’hexane, éther diéthylique, toluéne,
dichlorométhane, acétone, acétate d’éthyl, éthanol ou de 1’cau. La plupart du temps, 1’éthanol
et I’ecau sont les solvants les plus fréquemment procédés dans 1’extraction des substances
d’intéréts des champignons, car on obtient des rendements élevés. (de Melo Macoris et al.,
2017 ; Kalyoncu et al., 2010). Peu d’études ont utilisé le chloroforme et 1’acétate d’éthyl
dans I’extraction des différents métabolites, en revanche, des extractions hydro-alcoolique ont
- pas mal de fois - étaient réalisées pour augmenter de maniére considérable le rendement

de I’extraction et/ou la nature des substances importantes a extraire (Diallo., 2019).

De nombreuses recherches révelent que le prétraitement des produits naturels avec
des solvants organiques polaires (éthanol, méthanol) ou une solution hydro-alcoolique, peut
exclure un grand nombre de substances telles que les polysaccharides, les protéines, les acides
nucléiques, les acides gras, les acides amines et les composes phénoliques, qui pourraient par
la suite étre extraits par le solvant a haute polarité tel que lI'eau (Sudheer et al., 2019).
La solution hydro-alcoolique d'éthanol 60-90% (v/v), a été utilisée dans ce but en raison de sa

capacité a extraire une large gamme de composants de différentes polarités.

L'élimination préalable des constituants hydrophobes, tels que les graisses, est une étape
essentielle du prétraitement avec la solution hydro-alcoolique d'éthanol qui influence
grandement I'étape d'extraction et limite la pénétration de l'eau dans la structure solide
(Sudheer et al., 2019).

Dans notre étude nous avons suivi le méme principe d'extraction, le champignon
en forme de poudre a été extrait avec une solution hydro-méthanolique (20:80, v/v), le résidu
obtenu est mis en suspension dans l'eau, suivie d’une extraction séquentielle réalisée avec
différents solvants de polarité croissante (chloroforme, acétate d'éthyle, n-butanol et 1’cau).
L'usage de solvants de polarités différentes est trés bénefique pour I'extraction efficace
des antioxydants ainsi que des molécules bioactives (Park et Kim., 2017), certains
antioxydants sont plus solubles dans les solvants polaires tels que le méthanol, I'eau, tandis

que le dichlorométhane ou le cyclohexane est excellent pour isoler les composés lipophiles.
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Deux approches principales pourraient également étre appliquées pour I'isolement
efficace de divers composants a partir de matériel biologique, spécifiguement I'extraction
parallele du materiel initial en utilisant différents solvants avec une polarité croissante
(Smolskaiteé et al., 2015). Goli et al., (2005), ont rapporté que la concentration de composes
phénoliques dans I'extrait dépend du type de solvant utilisé.

D’apres Pérez-Jiménez et al. (2010), et Viacava et al. (2015), un procédé d'extraction
des antioxydants des aliments veégétaux doit combiner au moins deux cycles d'extraction
réalisés avec des solvants aqueux-organiques de polarités différentes afin d'extraire un

maximum de composés d’intérét biologique de structures chimiques différentes.

D'autre part, Veljovié et ces collaborateurs, (2017), ont montré que la taille des particules
et le temps d'extraction affectaient le processus de transfert des biomolécules de G. lucidum
vers la solution hydro-alcoolique, déterminant ainsi la quantité et la qualité de ces composés
bioactifs. Quant a Dong et al.,. (2019), ont démontré que les propriétés physiques,
les ingrédients bioactifs et l'activité antioxydante de G. lucidum, ont été significativement
affectés par les différentes techniques de séchage. Cependant, un solvant qui a une polarité
similaire a celle du soluté est capable de dissoudre plus qu'un solvant de polarité opposée
(Maisuthisakul., 2008).

3.2. Analyse qualitative des extraits

Les propriétés pharmacologiques 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 composés phénoliques, des flavonoides, des terpénoides et les alcaloides
(Kaewpiboon et al.,, 2012). Les résultats de I'évaluation phytochimique des extraits

de champignon G. lucidum d’Algérie, ont été rassemblés dans le (Tableau. 15).

Les terpénoides et les anthocyanes ont été détectés dans tous les extraits du champignon,
tandis que les composés réducteurs ont été trouvés uniquement dans 1’extrait d’acétate
d’éthyle (Ext-AcEt) qui contient aussi les tannins en plus de I’extrait aqueux (Ext-Aq).
De méme, les trois extraits (acétate d’éthyle, butanolique et chloroformique) contenaient des

alcaloides alors que les saponines et les flavonoides étaient présents dans tous les extraits mis
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a part le chloroformique. En général, I’Ext-AcEt est avéré riche en substances

phytochimiques.

Tableau. 15. Analyse qualitative par screening phytochimique des extraits de champignon

G. lucidum d’Algérie.

Extraits/Constituant Ext-Chl Ext-AcEt Ext-But Ext-Aq
phytochimique
Flavonoides + +++ ++ -
Tanins

Galliques - +++ - ++

Catéchiques - - - -

Anthocyanes ++ +++ + +
Coumarines - - - -
Alcaloides

Test de Mayer ++ +++ + -

Test de Wagner - - - -
Composes réducteurs - o+ - -
Triterpenes + +++ ++ ++
Saponosides - +++ + ++

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

Ces CoOmposes.

Nos résultats dans I’ensemble sont en concordance a ceux rapportés par Uma Gowrie
et al., (2014). Le criblage phytochimique des extraits de G. lucidum a révélé la présence
d'alcaloides, des composés réducteurs, triterpénoides, flavonoides, et de tanins dans différents
tests. Ces molécules phytochimiques possedent un ou plusieurs pouvoirs thérapeutiques pour
I’organisme humain. En effet, les flavonoides qui font partie des composés phénoliques
détectés dans cette étude sont connus pour étre des substances bioactifs dotés et qui peuvent
protéger les nerfs, le cceur, le foie et d'autres organes et tissus. La présence des alcaloides dans
les extraits de champignon assure une activité antibactérienne, puisque ces substances
phytochimiques sont signalées comme ayant une activité antibactérienne, ils sont actifs aussi

sur certaines infections et pathologies malignes (Kakatum et al., 2012 ; Iwalokun et al.,
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2007). La présence de tanins qui peuvent se complexer avec les ions métalliques
et les macromolécules telles que les proteines et les glucides, peut étre utilisée dans la gestion
de la réduction du poids. Les saponines ont des propriétés anti-inflammatoires, expectorantes,
immunostimulantes et antidiabétiques (Kakatum et al., 2012 ; Joseph et al., 2009);
Les terpénoides possedent des vertus anticancéreuses (Kakatum et al., 2012).
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3.3. Analyse quantitative des substances bioactives (polyphénols

et flavonoides totaux)

L'apport des antioxydants dans les aliments ou les compléments est utile pour lutter
contre le stress oxydatif. Depuis longtemps les champignons sont considérés comme
une source importantes d'antioxydants (Das et al., 2020), en raison de leur teneur élevée en
composés phénoliques et en flavonoides (Boonsong et al., 2016 ; Sanchez., 2017), avec une
activité antioxydante plus élevée que celle trouvée dans les fruits et les Iégumes (Sanchez.,
2017), par leur capacité a produire plusieurs biomolécules avec une grande diversité
chimique. G. lucidum est connu pour étre l'un des champignons médicinaux les plus

importants (Veljovi¢ et al., 2017).

La teneur en polyphénols totaux (PT) des extraits de champignon G. lucidum d’Algérie,
est représentée dans le (tableau. 16). Les résultats sont exprimés en microgrammes équivalent
d'acide gallique et équivalent de pyrocatéchol par milligramme d'extrait (ug GAE/mg et
ng PE/mg d'extrait), en utilisant I’équation de la régression linéaire des courbes d’étalonnage
tracée a partir de I’acide gallique et de pyrocatéchol (figure 1 a et b Annexe 3). La teneur en
flavonoides totaux (FT) des extraits, est aussi exposée dans le (tableau. 16). Les résultats sont
exprimés en microgrammes équivalent de quercétine et d'équivalent de rutine par
milligramme d'extrait (ug QE/mg et RE/mg d'extrait), en utilisant I’équation de la régression
linéaire des courbes d’étalonnage tracée a partir de la quercétine et de la rutine (figure 2 a et
b Annexe 3).
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Tableau. 16. Teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux des différents extraits

de G. lucidum.
Polyphénols totaux (PT) Flavonoides totaux (FT)
Extraits
(Mg GAE/mg Ext) | (ug PE/mg Ext) | (ug QE/mg Ext) | (ug RE/mg Ext)

Ext-Ch 54,40 £ 1,03° 26,62 +0,79¢ 6,59 + 0,08° 11,77 £ 0,14°
Ext-EtAc 171,1 + 1,062 102,5 + 0,69* 25,48 + 0,132 40,45 £ 0,832
Ext-But 60, 00 + 0,69° 30,38 + 0,44° 19,16 + 0,08" 31,54 +0,13
Ext-Aq 90,06 + 0,89° 49,84 +0,58° 5,62 +0,14° 10,19 + 0,23°

Les résultats sont exprimés en moyennestécart-type (Moy+SD). Les valeurs avec
des exposants différents (a, b ou c¢) dans les mémes colonnes sont significativement

différentes (p< 0,05).

Les concentrations des polyphénols totaux (PT) dans les extraits sont comprises entre
54,40£1,03 et 171,1+1,06pug GAE/mg et entre 26,62+0,79 et 102,5+0,69ug PE/mg d’extrait.
L’Ext-AcEt présente la teneur la plus élevée en polyphénols totaux avec une valeur
de 171,1£1,06pg GAE/mg et 102,5+0,69ug PE/mg d'extrait, suivi par les extraits Ext-Aq avec
une teneur de 90,06+0,89ug GAE/mg et 49,84+0,58ug PE/mg d'extrait ; I’Ext-But avec une
teneur de 60,00+0,69ug GAE/mg et 30,38+0,44ug PE/mg d'extrait et enfin I’Ext-Chl avec une
teneur de 54,40+1,03ug GAE/mg et 26,62+0,79ug PE/mg d'extrait.

Les teneurs en flavonoides totaux (FT) dans les extraits examinés variaient de 5,62+0,14
a 25,48+0,13ug QE/mg et de 10,19+0,23 a 40,45+0,83ug RE/mg d’extrait. L Ext-AcEt
est le plus riche en flavonoides avec une teneur de 25,48+0,13ug QE/mg et 40,45+0,83ng
RE/mg d'extrait, suivi par le Ext-But (19,16+0,08ug QE/mg et 31,54+0,13ug RE/mg
d'extrait). L’Ext-Chl et I’Ext-Aq ont montré les teneurs les plus faibles avec (6,59+0.08ug
QE/mg et 11,77+0,14ug RE/mg d'extrait) et (5,62+0,14ug QE/mg et 10,19+0,23ug RE/mg

d'extrait), respectivement.
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Chaque année, le nombre d'études sur les champignons a la recherche de composants
pharmaceutiques alternatifs pour la gestion de diverses pathologies ne cesse d'augmenter.
Les composés phénoliques sont les plus importants et probablement les principaux candidats

responsables des propriétés bénéfiques pour la santé (Cayan et al., 2020).

Les composés phénoliques sont réputés par leur réactivité avec le Folin. Ce dernier
est souvent utilisé pour doser les polyphénols totaux des extraits de champignons,
des aliments et de plantes. 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 (Morel et al., 2018 ; Everette et al., 2010). En réalité, il mesure la capacité
antioxydante totale de 1’échantillon étudié (Everette et al., 2010).

Le contenu des PT des extraits de G. lucidum, sont nettement supérieures aux resultats
rapportés par Subedi et al.,. (2021), dans I’extrait éthanolique de G. lucidum cultivé
en philippine avec une valeur de 5,6 + 0,080mg GAE/g d’extrait ; par Yalcin et al., (2020),
avec l'extrait d'acétate d'éthyle de Ganoderma carnosum et Ganoderma pfeifferi
(8.72+0,89mg GAE/g et 11,18+1,73mg GAE/qg, respectivement), et de ceux trouvés par Ryu
et al., (2020), déclarons dans leur étude des valeurs de 6,37+0,12; 70,65+3,19; 66,83+£1,07 et
15,96+0,62 mg% d’acide gallique, concernant les extraits n-hexane, acétate d’éthyle, n-
butanol et aqueux, respectivement de G. lucidum, ainsi que les travaux de Tamrakar et al.,
(2016), pour un extrait éthanolique de G. lingzhi (63,1+1,13mg GAE/g d'extrait).

Les teneurs en composés phénoliques présentées dans cette étude sont également
supérieures a celles rapportées par Yildiz et al. (2015), dans l'extrait méthanolique
de G. lucidum (26,40+0,33mg GAE/g), et par Rawat et al., (2013), qui ont rapporté une
teneur de 8,44+0,10mg catéchol Eq/g dans l'extrait aqueux et 9,24+0,18mg catéchol Eg/g
dans I'extrait methanolique. Les teneurs en polyphénols totaux obtenues pour I’extrait
d’acétate d’éthyle (AcEt-Ext) (102,5+0,69ug PE/mg d'extrait) sont comparables a celles
mentionnées par Tel et al., (2015) (98,67+0,32mg PE/g extrait). Cette teneur est presque
similaire aux résultats de Singdevsachan et al., (2017), qui ont rapporté un contenu des
composés polyphénoliques dans I'extrait méthanolique des especes sauvages G. applanatum,
G. lipsiense, G. chalceum et G. tsugae, collectées dans la forét de la réserve de biosphére de
Similipal, Odisha (Inde) de 107,88+ 1,82; 106,61 + 1,51; 91,22 + 0,68 et 101,44 + 0,74mg
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de catéchol/g d'extrait, respectivement. De plus, Kim et al., (2008), ont signalé une teneur en

composés phénoligues totaux de G. lucidum cultivé en Corée de 16,2 mg/100g ms.

Concernant les flavonoides totaux (FT) des extraits présentés dans cette étude, ils sont
plutdt supérieurs aux résultats de Rawatet al., (2013), dans I'extrait méthanolique et aqueux
de la méme espece (2,14+0,13 mg QE/g ms et 1,84+0,08 mg QE/g ms, respectivement).
Nos résultats sont presque identiques a ceux rapportés par les travaux de Singdevsachan et
al.,(2017), qui ont indiqué que cette teneur dans I'extrait méthanolique des especes sauvages
Ganoderma tsugae et Ganoderma chalceum eétait de 24,24+1,30mg QE/g et 32,07+2,00mg
QE/g d'extrait, respectivement.

Nos résultats sont comparé aussi a ceux de Ryu et al., (2020), cette équipe de recherche
en Corée du sud qui s’intéresse a étudier la souche de G. lucidum cultivé, rapportent des
teneurs de 3,92+0,32; 28,13+0,57 ; 53,04+0,39 et 0,93+0,03 mg% de catechine, dans
les fractions n-hexane, acétate d’éthyle, n-butanol et aqueux, respectivement ; la méme étude
révélent des teneurs de 9,93+1,39; 24,91+121et 11,26+0,00mg% dans les fractions
d’éthanol a 30%, 60% et 90%, respectivement par rapport a I’extrait méthanolique

(27,31£0,44mg% ), en utilisant la catéchine comme molécule de référence.

Les champignons produisent des enzymes, principalement la manganése peroxydase
et la laccase responsable de la dégradation de la lignine, la cellulose et I'némicellulose
contenu dans le milieu de croissance (habitat naturel ou milieu de culture) comme substrat
pour synthétiser des phénols simples (Gaitdn Hernandez et al., 2017 ; Elisashvili et al.,
2015). 11 existe d’autres enzymes comme la phenylalanine-ammoniaque lyase qui catalyse la
conversion de la phénylalanine et la tyrosine en acides phénoliques (Gaitan Hernandez et
al., 2017 ; Melin et al., 1977). Donc, les différences observées dans les teneurs en
polyphénols pourraient étre expliquées par l'activité de ces groupes d'enzymes qui dégradent

le substrat, en participant a la biosynthese des polyphénols dans les basidiomes.

En général, la présence de composés phénoliques et de flavonoides dans les champignons
indique que ces derniers sont une source de ces composés chimiques qui présentent des
propriétés antioxydantes et jouent un rdle 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 genétiques, de I'espece de champignon,
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de l'environnement et de I'habitat (origine géographique), de la phase du cycle de vie
(mycélium, fructification maturée ou jeune), 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).

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). Par conséquent,
les parametres d'extraction sont toujours optimisés pour obtenir un extrait avec l'impact
bioactif désiré. Les études précédentes ont prouve que les extraits méthanolique de G. lucidum

renferment une plus grande activité antioxydante que les extraits aqueux (Rawat al., 2013).

L'utilisation de solvants de polarités différentes est trés bénéfique pour I'extraction
efficace des antioxydants ainsi que des molécules biologiquement actives (Park et Kim.,
2017), certains antioxydants sont plus solubles dans les solvants polaires tels que le méthanol,
I'eau, tandis que le dichlorométhane ou le cyclohexane est excellent pour isoler les composes
lipophiles (Smolskaité et al., 2015). Goli et al., (2005), ont rapporté que la concentration

de composés phénoliques dans I'extrait dépend du type de solvant utilisé.

De plus, plusieurs auteurs ont rapporté que les solvants d’acétate d’éthyle et le n-butanol
peuvent solubiliser et extraire les polyphénols et les flavonoides en teneur élevée, selon leurs

polarités (Thavamoney et al., 2018).
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4. Evaluation des activités biologiques
4.1. Activite antioxydante in vitro

4.1.1. Activité antiradicalaire

Les espéces réactives de I'oxygene (ERO) sont un sous-produit du métabolisme cellulaire
impliqué dans des processus biologiques pour la protection de notre organisme contre les
agents pathogenes. Cependant, en raison de leur pouvoir pro-oxydant élevé, les ERO peuvent
endommager les tissus et les organes et sont associées au processus de vieillissement ainsi

qu'a diverses maladies humaines telles que le cancer, I'athérosclérose et le diabete.

Les antioxydants naturels sont des piégeurs d’ERO qui protégent les tissus et les organes
du stress oxydatif. Actuellement, il existe plusieurs marchés industriels pour les antioxydants

naturels en tant qu'ingrédients d'aliments fonctionnels et de cosmétiques (Kim et al., 2021).

Dans notre étude, nous avons procédé a 1’évaluation de la capacité antioxydante en
utilisant diverses techniques et méthodes, a savoir 1’activité antiradicalaire au DPPH, 1’activité
du piégeage du cation radical ABTS™", le test de piégeage du radical galvinoxyle (GOR), le
test du pouvoir réducteur (FRAP), le test de la capacité antioxydante réductrice du cuivre
(CUPRAC), l'activité antioxydante par la méthode de phénanthroline et le facteur de
protection au soleil (FPS). Ces derniers ont été utilisés pour tester et évaluer les propriétés
antioxydantes des extraits (Ext-Chl, Ext-AcEt, Ext-But et Ext-Aqg) du champignon G. lucidum
d’Algérie.

Tous les extraits ont présenté des activités antioxydante de maniere dose-dépendante.
Le (tableau. 17) montre les valeurs ICso et Aos des extraits et des composes standards ou
références (BHA, BHT, Trolox et a-tocophérol).
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Tableau. 17. Activité antioxydante des extraits de champignon sauvage G. lucidum d’Algérie et les molécules de réferences.

Extraits DPPH- ABTS-+ GOR FRAP CUPRAC Phénanthroline
1Cs0 pg/mL Aos pg/mL
Ext-Ch 129,1+0,09% 31,76+0,36° 68,13+0,58° 85,53+1,34° 77,65+0,08° 99,94+0,84
Ext-EtAc 28,51+0,24° 10,06+0,13° 15,46+0,48° 22,74%0,30¢ 21,3620,04° 12,87+0,26¢
Ext-But 61,64+0,17° 23,42+0,69° 37,04+0,43° 108,54+1,03? 51,74+0,82° 38,74+1,25°
Ext-Aq 57,18%3,65" 13,61+1,08°¢ 39,77+0,13° 60,110,45°¢ 48,31%0,84° 28,92+1,81°
BHA 6,24+0,09° 1,80+0,10 5,37+0,06¢ 7,99+0,82° 6,63+0,06¢ 0,93+0,08"
BHT 12,99+0,33¢ 1,29+0,30 3,31+0,18° >200 9,61+0,86¢ 2,24+0,39
Trolox 5,1120,20° 3,20+0,05° 4,30+0,04¢ 5,24%0,20° 8,69+0,13¢ 5,21+0,26°
a-Tocophérol 13,03+1,28¢ 7,58+0,44¢ 8,06 + 0,04 34,93+2,38¢ 19,93+1,62° 6,90+0,21°

ICso: la concentration des pourcentages d'inhibition de 50% et Agso: la concentration a 0,50 d'absorbance, L’ICsp et Agso ont été calculées par analyse de régression linéaire

et exprimées en moyennezécart-type « Moy+SD » (n=3).

Les valeurs avec des exposants différents (a, b, c, d, e ou f) dans les mémes colonnes sont significativement différentes (p < 0,05).
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* Test de piégeage du DPPH"

Les résultats de 1’évaluation de I’activité antiradicalaire au DPPH® sont représentés
par les pourcentages d’inhibition pour chaque concentration (figure. 26) et (tableau. 1

Annexe 4), ainsi que les valeurs de la concentration d’inhibition de 50% (ICso) (tableau. 17).

L’Ext-AcEt a présenté une meilleure activité antiradicalaire (ICso : 28,51+0,24 pg/mL)
avec une inhibition qui variait de 28,20 a 87,75% pour les concentrations d'extrait
de 12,5 a 800ug/mL (figure. 26 a), une activité proche a celle du BHT et de I'a-tocophérol
(ICso : 12,99+0,33 et 13,03£1,28 pg/mL, respectivement) et modéré par rapport au BHA
et Trolox (ICso : 6,24+0,09 et 5,11+0,20) (figure. 26 b) , suivis par I’Ext-Aq, 1’Ext-But et
I’Ext-Chl (ICso : 57,18+3,65 ; 61,64+0,17 et 129,1+0,09 pg/mL, respectivement) (tableau.
17) et (tableau. 1 Annexe 4).

*  Activité du piégeage du cation radical ABTS™"

Les données obtenues de I’activité du piégeage du radical ABTS™* sont représentées dans
la (figure. 27) et le (tableau. 2 Annexe 4), apres calcul des pourcentages d’inhibition pour

chaque concentration ainsi que les valeurs de la concentration d’inhibition de 50% (ICsp).

L’analyse statistique de ces résultats a montré une activité antioxydante tres importante ;
L’Ext-AcEt donne la meilleure activité avec une 1Cso =10,06+0,13ug/mL et une inhibition qui
variait de 56,01 a 93,80% pour les concentrations d'extrait de 12,5 a 800ug /mL, une activité
tres proche a celle de I'a-tocophérol (ICso : 7,58+0,44ug/mL) et considérée comme modérée
par rapport au BHA, BHT et Trolox (ICso: 1,81+0,10; 1,29+0,30 et 3,20+0,05ug/mL,
respectivement), suivi par les extraits Ext-Aq, Ext-But et Ext-Chl avec des valeurs de
1C50:13,61+1,08, 23,42+0,68 et 31,76+0,23ug/mL, respectivement (tableau. 17) et (tableau.
2 Annexe 4).
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Figure. 26. Activité antiradicalaire (DPPH") a. des extraits de G. lucidum ; b. des standards
(BHA, BHT, Trolox et a-tocophérol).
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Figure. 27. Activité du piégeage du cation radical ABTS™ ; a. des extraits de G. lucidum ;

b. des standards.
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e Test de piégeage du radical Galvinoxyle (GOR)

Les résultats pour le test de piégeage du radical galvinoxyle (GOR) sont illustrés dans la
(figure. 28) et le (tableau. 3 Annexe 4). La valeur maximale de I’activité est notée avec
I’Ext-AcEt (ICso: 15,46+0,48ug/mL), avec une inhibition qui variait de 40,79 a 94,86% pour
les concentrations d'extrait de 12,5 a 800 g /mL, une activité proche de 1’a-tocophérol (ICso:
8,06 + 0,04ug/mL) et modérée par rapport a celle trouvée avec le BHA, BHT et Trolox (ICso :
5,37 £ 0,06 ; 3,31+ 0,18 et 4,30 + 0,04pg/mL, respectivement), suivi par les extraits Ext-But,
Ext-Aq et Ext-Chl (ICso : 37,04+0,43 ; 39,77+0,13 et 68,13+0,58ug/mL, respectivement)
(tableau. 17) et (tableau. 3 Annexe 4).
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Figure. 28. Test de piégeage du radical Galvinoxyle (GOR) ; a. extraits de G. lucidum;
b. standards.
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L'oxydation est une réaction chimique qui peut produire des radicaux libres, conduisant
ainsi a des réactions en chaine qui peuvent endommager les cellules des organismes (Lin et
Deng., 2019). Les antioxydants sont des composes qui piégent les radicaux libres des cellules
de I'organisme pour diminuer ou prévenir les dommages causés par I'oxydation des cellules
de l'organisme (Ozcan et al., 2014). Actuellement les recherches s’intéressent de plus en plus
a I'étude de l'effet antioxydant et du piégeage des radicaux libres du G. lucidum (Lin et
Deng., 2019).

Etant donné que la complexité des phénomeénes d’oxydation et la nature diversifiée
des antioxydants, avec des éléments a la fois hydrophiles et hydrophobes, pratiquement
il n’existe pas une méthode universelle, de fiabilité reconnue avec laquelle on peut mesurer
avec précision I’activité antioxydante de manicre quantitative. Réellement, I’effet antioxydant
global d’un extrait ou d’une molécule d’origine végétale ou alimentaire, afin qu’il puisse
étre jugé il est nécessaire le plus souvent de combiner les réponses de tests différents
et complémentaires pour avoir une vision claire sur la capacité antioxydante de 1’échantillon a
tester (Diallo., 2019).

Nos résultats d’activité de piégeage du radical libre DPPH sont Supérieurs que ceux
rapportés par Taofiq et al. (2017), qui ont déclaré une activité de piégeage du radical DPPH*
avec une ICso= 0,73 £ 0,01 mg/ml dans I’extrait éthanolique de la méme espéce cultivé au
Portugal ; Rani et al. (2015), pour l'extrait méthanolique de fructifications de G. lucidum

cultivées sur de la sciure de bois avec 1Cso = 290ug/mL.

L’activité de piégeage de radicaux libres DPPH de l'extrait d'acétate d'é¢thyle dans notre
travail était supérieure aux activités rapportée par Tel et al. (2015) de I'extrait d'acétate
d'éthyle de G. lucidum (ICso : 49,1£1,06pg/mL) ; pour I’activité antiradicalaire ABTS, a une

valeur trés significative signalée dans les mémes travaux (ICso : 1,06+0,05 pg/mL).

Nos résultats sont en accord avec I'étude de Yalcin et al. (2020), indiquant les valeurs les
plus élevées de DPPH et d'ABTS sur l'extrait d'acétate d'éthyle d’une espéce du méme genre
G. carnosum avec 41,63+1,09 et 55,08+1,19mgTE/g d'extrait, respectivement. RaSeta
et al. (2020), révelent que les extraits éthanolique et aqueux de G. pfeifferi et G. resinaceum
ont un effet de piégeage de DPPH significatif avec 18,9+0,4 pug.mL™?, 36,1+0,9 pug.mL™? et
22+1 pg.mL?, 14+0,6 pug.mL?, respectivement.
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Nos donnés rapportées dans cette étude pour le test ABTS sont nettement supérieures aux
résultats de 1’étude menée par Rani et al. (2015), qui ont déclaré une activité avec ICso =

580ug/mL dans I’extrait méthanolique de G. lucidum cultivé en Inde.

L’activité de piégeage de radical libre GOR des extraits de champignon notament celui de
I’acétate d’éthyle qui a présenté I’activité la plus forte par rapport aux autres extraits, sont
nettement supérieure aux résultats rapportés par Serrano-Marquez et al., (2021), avec
I'extrait chloroforme-méthanol (v/v) de la biomasse de la souche G. curtisii GH-16-012
(20,28+2,47TUMTE/mg, avec ECso de Trolox =23,30+ 0,56 pM).

Les résultats obtenus indiquent aussi que les extraits de champignon sauvage G. lucidum
d'Algérie, sont capables de réduire les radicaux libres surtout I’Ext-AcEt. Les essais DPPH,
ABTS et GOR sont basés sur la réduction du radical stable (DPPH"), du cation radial
(ABTS*) et du radical stable (GOR), par le don de proton (atome d'hydrogene) d'un
antioxydant puissant. Ce sont des méthodes largement utilisées pour mesurer la capacité des
composés a agir comme piégeurs de radicaux libres ou donneurs d'hydrogene et pour évaluer

I'activité antioxydante des produits pharmaceutique et des aliments (Kedare et Singh., 2011).

Le test de piégeage du radical galvinoxyle (GOR) est une autre fagon d’évaluer l'activité
antioxydante des composés polyphénoliques. D'apres sa structure, le galvinoxyle est une
molécule plutdt stable et bien qu'il accepte un électron ou un radical hydrogene pour devenir
une molécule stable, il peut étre réduit de maniere irréversible. Le radical libre stable
galvinoxyle est utilisé pour mesurer et comparer I'efficacité de la capacité des composés

phénoliques comme donneur de I'nydrogéne (Shi et al., 2001).

Les tests d'antioxydants sont bases sur un concept appelé capacité antioxydante totale
(CAT). La CAT est mesurée comme la quantité de radicaux libres éteints par une solution de
test utilisée pour déterminer le pouvoir antioxydant d'un échantillon biologique. En fonction
du mécanisme des réactions chimiques impliquées, les tests de CAT peuvent étre classés
comme suit (i) transfert d'électron unique (SET : single electron transfer), (ii) transfert
d'atome d'hydrogene (HAT : hydrogen atom transfer) ou (iii) chélation des métaux de
transition ou encore la combinaison des mécanismes HAT et SET (Liang et Kitts., 2014 ;
Santos et al., 2017).
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Le mécanisme de transfert d'électron unique (SET) implique une réaction
d'oxydoréduction (réduction-oxydation) avec un oxydant (également appelé sonde ou radical)
comme indicateur du point final de la réaction. Les essais de transfert d'atomes d'hydrogéene
(HAT) font intervenir un générateur synthétique de radicaux, une sonde oxydable et un
antioxydant. Dans les mécanismes HAT, le radical libre enléve un atome d’hydrogéne de
I'antioxydant, et I'antioxydant lui-méme devient un radical. Les tests basés sur la réaction SET
et HAT mesurent tous les deux la capacité de piegeage des radicaux au lieu de la capacité
préventive d'un échantillon (Xiao et al., 2020 ; Rubio et al., 2016 ; Liang et Kitts, 2014 ;
Huang et al., 2005).

Les tests basés sur la réaction SET mesurent la capacité de réduction de l'antioxydant,
tandis que les tests basés sur la réaction HAT quantifient la capacité a donner des atomes
d'’hydrogéne (Apak et al., 2008). Dans les tests SET, le transfert d'un électron de I'AO au
radical provoque une stabilisation et un changement de couleur du radical. Le degré de
changement de couleur (soit une augmentation ou une diminution de l'absorbance de la sonde
a une longueur d'onde donnée) est corrélé a la concentration d'antioxydants dans I'échantillon
ou l’extrait a tester. Le point final de la réaction est atteint lorsqu'aucun changement de
couleur n'est observé (Bibi Sadeer et al., 2020 ; Xiao et al., 2020 ; Huang et al., 2005).

En plus des mécanismes SET et HAT, le troisieme type de mécanisme d'action des AO
est leur capacité a chélater les métaux de transition, a savoir Zn?*, Fe?* et Cu?*. La chélation
des métaux de transition peut également étre considérée pour estimer la capacité d'OA
d'un extrait ou d'un composé. Plusieurs sources de preuves extraites de la littérature récente
ont démontré que les métaux de transition tels que Fe?* et Cu?" sont responsables
de la pathogenese de nombreuses pathologies, notamment neurodégénératives (Alzheimer,

Parkinson) et cardiovasculaires (Santos et al., 2017).

La plupart de ces méthodes sont dépendantes du solvant utilisé et du pH, tandis que la
présence de métaux peut interférer avec ces méthodes (Diallo., 2019). 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).
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Les actions de piégeage de I'ABTS" et du DPPH ont été démontrées comme ayant de
multiples voies antioxydantes impliquées dans les deux mécanismes (HAT et SET)
(Xie et al., 2018). Dans la plupart des situations, ces deux mécanismes de reactions ont lieu
simultanément, et le mécanisme de la réaction est déterminé par la structure et la solubilité

de I'antioxydant, le coefficient de partage et la polarité du solvant (Liang et Kitts, 2014).

Nos resultats 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).

Généralement, l'action des composés phénoliques dans la capacité de piégeage
des radicaux libres est liée a 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).
Les propriétés antioxydantes des composés phénoliques jouent un rdle essentiel dans la
conservation des produits alimentaires, interviennent dans les meécanismes de défense
antioxydant des systemes biologiques et accélerent I'activité de piégeage des radicaux libres et

de chélation des ions métalliques prooxydants (Cayan et al., 2020).

En outre, le nombre et I'emplacement des groupes hydroxyles des composés phénoliques
ont également un impact sur la capacite de piégeage des radicaux libres. Il a été signalé que
les composés dont le deuxiéme groupe hydroxyle secondaire est en position ortho ou para ont

une activité plus élevée par rapport a la position méta (Yuan et al., 2018).
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4.1.2. Activité chélatrice des métaux

e Test du pouvoir réducteur de fer (FRAP)

Les résultats de I’évaluation de I’activité antioxydante par le test du pouvoir réducteur de
fer (FRAP) sont exprimés en Aos (Lg/mL) en comparaison avec des composes de référence
(standards) a différentes concentrations (figure. 29) et (tableau. 4 Annexe 4). Les résultats
montrent que I’Ext-AcEt est le plus actifs avec Aos = 22,74+0,30ug/mL avec des absorbances
qui variaitent de 0,15+0,00 a 1,96+0,09. Cette activité supérieure a celle de 1’a-tocophérol
(Aos=34,93£2,38 ug/mL) et de BHT (>200 pg/mL), elle est considérée comme modérée par
rapport au BHA (presque 3 fois inférieur) et au Trolox (4 fois inférieur), suivi par les extraits
Ext-Ag, Ext-Chl et Ext-But (Aos: 60,11+0,45 ; 85,53£1,34 et 108,54+1,03ug/mL,

respectivement) (tableau. 17) et (tableau. 4 Annexe 4).

e Test de la capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC)

Les résultats de test de la capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC) sont
exprimés en Ags (ug/mL) et comparés au standards (figure. 30) et (tableau. 5 Annexe 4). Les
résultats indiquent que D’activité la plus élevée est signalée pour I’Ext-AcEt avec Aogs
=21,36+0,04 pg/mL et des absorbances qui variait de 0,33+0,00 a 3,52+0,02. Une activité
équivalente a celle de I’a-tocophérol (Aos = 19,93+1,62ug/mL), et considérée comme
modérée par rapport au BHT et Trolox (2 fois inférieur avec Ags = 9,61+0,86 et 8,69
+0,13ug/mL, respectivement) et au BHA (presque 3 fois inférieur avec Ags = 6,63+0,06 et
pg/mL). L’Ext-AcEt est suivi par I’Ext-Aq, I’Ext-But et I’Ext-Chl (Aos: 48,31+0,84 ;
51,74+0,82 et 77,65+0,08 pg/mL, respectivement) (tableau. 17) et (tableau. 5 Annexe 4).
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Figure. 29. Test du pouvoir réducteur (FRAP); a. des extraits de G. lucidum;
b. des standards.
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Figure. 30. Test de la capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC);
a. des extraits de G. lucidum ; b. des standards.
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e Activité antioxydante par la méthode de phénanthroline

Les résultats pour I’activité antioxydante évaluée par la méthode de phénanthroline sont
rapportés dans la (figure. 31) et le (tableau. 6 Annexe 4). L’activité la plus élevée est
marquée par I’Ext-AcEt (Aos =12,87+0,26 pg/mL), dans un intervelle d’absorbance qui
variait de 0,30+0,01 a 3,14+0,03 pour une gamme de concentrations de 3,125 a 200ug/mL ;
cette activité est proche de I’a-tocophérol et du Trolox (Aos : 6,90+0,21 et 5,21+0,26 pg/mL,
respectivement) ; mais reste faible par rapport au celle de BHT et BHA (Aos : 2,24+0,39 et
0,93+0,08ug/mL, respectivement), suivi par les extraits Ext-Aqg, Ext-But et Ext-Chl (Aggs:
28,92+1,81 ; 38,74+1,25 et 99,94+0,84ug/mL, respectivement) (tableau. 17) et (tableau. 6

Annexe 4).

Figure. 31. Activité antioxydante par la méthode de phénanthroline; a. des extraits ;
b. des standards.
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Nos résultats déclarés sont supérieurs a ceux obtenus par Taofiq et al., (2017), qui ont
rapporté une valeur d’absorbance Aogs= 0,15+0,0lmg/ml présentée par I’extrait éthanolique
de G. lucidum du Portugal dans le test du pouvoir réducteur de fer ; de Yalcin et al., (2020),
marquant ainsi une activité antioxydante avec le test de FRAP et CUPRAC pour I'extrait
d'acétate d'éthyle d’une espéce du méme genre G. carnosum avec 27,22+2 52 et 96,16+3,74
mg TE/g d'extrait, respectivement ; les résultats du test CUPRAC concordent avec les valeurs
de Tel et al., (2015), de I'extrait dacétate d'ethyle de G. lucidum avec (ICso
19,2+1,11pg/mL).

Les activités chélatrice des métaux (FRAP, phénanthroline et CUPRAC) sont basées sur
la réduction des metaux de transition stables, Fe(ll1l) et Cu(ll), respectivement (Yalcin et al.,
2020).

Le fer est essentiel au bon fonctionnement des cellules, et constitue un cofacteur pour un
certain nombre d'enzymes Ferro-meétalliques. Cependant, un excés de fer libre peut provoquer
la génération d'espéces réactives de l'oxygéne a partir des réactions de Fenton, qui sont une
décomposition catalysée par les métaux de transition de I'hydrogene ou du peroxyde lipidique
en radicaux hydroxyle et peroxyle lipidiqgue hautement réactifs et biologiqguement
dommageables (Islam et al., 2016 ; Ayvaz et al., 2019). Les métaux de transition tels que
I'ion ferreux (Fe?*) sont de bons promoteurs des réactions radicalaires en raison de leur
transfert d'électron unique pendant leur changement d'état , le Fe?* étant le pro-oxydant le plus
puissant parmi les différentes espéces d'ions métalliques. Les agents chélateurs agissent
comme des antioxydants secondaires et jouent un réle important dans le retardement de la
dégradation des radicaux et dans l'inhibition de la génération de radicaux et stabilisent

les métaux de transition dans les systemes vivants (Boonsong et al., 2016).

La présente étude montre que les extraits étudiés possédent une activité chélatrice
importante dans les différents tests realisés grace a leur capacité de réduire avec succes les
deux cations (Fe**et Cu?*). L’activité chélatrice élevée des extraits de G. lucidum peut étre
due a la présence de composés ayant un effet chélateur. En fait, ’activité chélatrice des ions
métalliques est souvent attribuée aux flavonoides (Hayat et al., 2017 ; Symonowicz et
Kolanek., 2012).
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Il a été observé que les antioxydants chélateurs de métaux elimineraient également
les dommages d'autres ions métalliques prooxydants moins importants mais aussi néfastes,
comme le Cu. Ainsi, la capacité de chélation du fer des espéces de champignons empécherait
les métaux de transition de participer a l'initiation du stress oxydatif (Islam et al., 2016 ;
Ayvaz et al., 2019). Il est connu que le caractere antioxydant des especes de champignons
provient du contenu phénolique et varie de maniere proportionnelle (Lin et al., 2015 ; Ren
et al., 2014). Les composés phénoliques sont considérés comme des composants importants
des champignons gréce a leur capacité comme piégeur, via la présence de leurs groupes
hydroxyles (Kaewnarin et al., 2016 ; Ayvaz et al., 2019).

Par conséquent, dans le cadre de ce travail, la capacité antioxydante totale des
différents extraits a été évaluée sur la base de différentes méthodes. L'activité antioxydante
des extraite de champignon est tres probablement attribuée aux composés phénoliques et aux
polysaccharides, ayant un pouvoir d'accepter ou de donner de I'nydrogene pour stabiliser les
radicaux libres. (Serrano-Méarquez et al.,. 2021). Des études proposent que d'autres
biomolécules peuvent également contribuer a la capacité antioxydante, comme les triterpénes
(Rani et al., 2015). L'examen in vitro et in vivo révele que les extraits de G. lucidum ont un
potentiel antioxydant significatif en raison de leur contenu élevé en polyphénols,
polysaccharides et triterpénoides (Dong et al., 2019). D’apres les résultats obtenus dans cette
étude, on peut dire qu’il existe une corrélation positive entre le contenu des composés

phénoliques et I'activité antioxydante.
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4.1.3. Effet photoprotecteur des extraits de G. lucidum

Les résultats de 1’effet photoprotecteur (ou facteur de protection solaire FPS) des extraits
de champignon sauvage G. lucidum d’Algérie sont présentés dans le (tableau. 18). Une forte
capacité d'absorption des rayons UV a été enregistrée par tous les extraits (FPS varie de
30,93+0,14 a 32,04+0,29)

Tableau. 18. Facteur de protection solaire des extraits de champignon sauvage G. lucidum
d’Algérie.

Extraits FPS
Ext-Ch 31,52+0,12

Ext-AcEt 32,04+0,29
Ext-But 31,2940,44
Ext-Aq 30,93+0,14

D’aprés la littérature, les radicaux libres, générés par les métabolismes cellulaires et
diverses conditions environnementales (principalement les rayons UV, les polluants
atmosphériques, les produits chimiques et les déchets industriels), peuvent endommager les
cellules de la peau, ce qui peut entrainer le vieillissement de la peau, des rides, ainsi que des
taches brunes, des cernes sous les yeux, une sécheresse de la peau et une perte d'élasticité de
la peau. Pour surmonter ces phénomenes, on a recours aux antioxydants qui agissent contre
les radicaux libres par différents mécanismes (Pintathong et al., 2021). 1l a été signalé que de
nombreux composés naturels contenant des molécules ou des complexes moléculaires
peuvent absorber le rayonnement UV pour réduire le stress oxydatif et protéger les cellules de
la peau (Pintathong et al., 2021). L'utilisation de ces composés naturels comme produits
photoprotecteurs a suscité une grande attention de la part des industries cosméceutiques et

pharmaceutiques (Abdul Rahman et al., 2021).

Nos résultats de FPS des extraits de champignon G. lucidum, sont clairement supérieurs a
ceux rapportés par Sulkowska-Ziaja et al., 2021, avec un FPS de 9,03 sur les cultures

mycéliennes de G. applanatum issues de fructifications collectesé des foréts en Pologne.

123



Résultats et Discussion

Dans la présente étude, I'absorption UV des extraits bruts de G. lucidum a été détectée par
balayage sur un spectrophotometre UV-Vis entre 290 et 320 nm. Tous les extraits bruts testés
ont présenté une capacité d'absorber le rayonnement UV. L’effet photoprotecteur des extraits
de G. lucidum pourraient étre associées a l'activité antioxydante et avoir aussi la capacité
d'inhiber les ERO par leur activité de piégeage (Chen et al., 2012). 1l est connu que le rdle

des antioxydants est de neutraliser les radicaux libres (He et al., 2017).

Plusieurs études ont révélé que les capacités significatives d'absorption des UV sont
associées aux constituants chimiques, en particulier les flavonoides et les composés
phénoliques (Martinez et al., 2012). En plus, il existe des corrélations entre l'activité

antioxydante et les effets photoprotecteurs (Gimenis et al., 2018).

Les valeurs de nos résultats, indiquent une forte corrélation positive entre les teneurs en
substances bioactives (polyphénols totaux et flavonoides), 1’activité antioxydante et 1'activité
photoprotectrice des extraits de G. lucidum. Selon la littérature, ces composés sont considerés
comme d'excellents filtres solaires grace a leur effets photoprotecteurs significatifs, et par la
modulation de plusieurs voies de signalisation (Oliveira et al., 2021 ; Daré et al., 2020 ; De
Oliveira-Junior et al., 2017 ; Wolfle et al., 2014 ; Saewan et Jimtaisong., 2013 ; Chen et
al., 2012). Dans le domaine cosmétique, les composés phénoliques sont couramment utilisés
comme ingrédients actifs, avec la revendication de propriétés multifonctionnelles telles que

des activités antioxydantes, antirides et photoprotectrices (Pintathong et al., 2021).

Certaines études ont rapporté que les polysaccharides ont une capacité photoprotectrice
potentielle contre les rayons UV (Monsalve-Bustamante et al., 2019) ; des études antérieures
ont montré que les polysaccharides de G. lucidum sont efficaces pour traiter diverses
pathologies de la peau, comme les problémes de la cicatrisation des plaies (Tie et al., 2012),
I'inhibition du photovieillissement de la peau (Zeng et al., 2017), l'inhibition du mélanome
(Sun et al., 2014) et l'inhibition de la mélanogénese induite en inhibant les voies de
signalisation (Hu et al., 2019).

D’aprés nos recherches bibliographiques, l'activité photoprotectrice des extraits de
champignon G. lucidum d'Algérie n'a pas été étudiée auparavant. Par conséquent, les données
présentées dans cette étude représentent une contribution originale a la littérature. Cette étude

a montré 1’efficacité de l'utilisation de nouvelles sources de composes naturelles efficaces
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pour la protection de la peau contre les rayons UV. Les produits de protection de la peau
ayant des valeurs FPS supérieures a 30 sont considéres comme des filtres efficaces contre les
rayonnements UV (Ratnasooriya et al., 2016) et a haute protection selon la recommandation

de la Commission Européenne (Verheugen., 2006).
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4.2. Activité inhibitrice des enzymes

Dans le présent travail, les activités inhibitrices des extraits contre la cholinestérase
(AChE et BuChE), la lipase, la tyrosinase et 1’uréase ont été étudiées. Les résultats sont

résumés dans un tableau récapitulatif (tableau. 19).

Tableau. 19. Activité inhibitrice des extraits de champignon G. lucidum d’Algérie

et de molécules de références sur les enzymes (AChE, BUChE, Lipase, Tyrosinase et Uréase).

Extraits AChE BuChE Lipase Tyrosinase Uréase
1Cso ug/mL

Ext-Ch >2002 164,16+3,34° >1000* 4,03+0,23¢ >200?

Ext-EtAc >2002 176,02+2,42>  370,33+1,13¢ 22,30+0,44° 78,97+1,46°

Ext-But >200? >200* 566,01+8,99° 8,78+0,45° 152,14+1,48°

Ext-Aq >200? >2002 >1000 ? 154,70£3,732 >2002

Galantamine  6,27+1,15°  34,75+1,99¢ - - -

Orlistat - - 0,058+0,01¢ - -
Ac. Kojique - - - 25,23+0,78° -

Thiourée - - - - 11,57+0,68¢

La valeur ICs est définie comme la concentration de pourcentage d'inhibition de 50%, elle est calculée
par analyse de régression linéaire et exprimées en moyenne = SD (n=3). Les valeurs avec des
exposants différents (a, b, ¢ ou d) dans les mémes colonnes sont significativement différentes (p <
0,05).

4.2.1. Evaluation de ’activité anti-Alzheimer des extraits

Les produits synthétiques utilisés comme des inhibiteurs de I'AChE tels que
la galantamine, la tacrine et le donépézil ont été utilisés dans le passé pour traiter la démence.
Malgré le fait qu'ils aient réussi a traiter la démence légére, en raison de leurs effets
secondaires, notamment les anomalies gastro-intestinales et I'hépatotoxicité, leur popularité

diminue (Ayvaz et al., 2019).
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Par conséquent, il est nécessaire de développer des médicaments plus strs, d’origines

naturelles telles que les plantes et les champignons.

e Inhibition de I’acétylcholine estérase

Récemment, pour le traitement de problemes de santé mondiaux, notamment la maladie
d'Alzheimer et la maladie de Parkinson, les méthodes préférées sont basées sur des stratégies
d'inhibition des enzymes (Ayvaz et al., 2019). La maladie d'Alzheimer est un probléeme
de santé majeur, au cours des dernieres décennies, elle a connu une augmentation alarmante
dans le monde entier. Des estimations récentes indiquent un chiffre de 50 millions de

personnes qui vivent avec la maladie d'Alzheimer (RaSeta et al., 2021).

Le taux d’inhibition de I’enzyme acétylcholine estérase par les extraits de champignon
sauvage G. lucidum, ainsi que ceux de la galantamine qui est utilisé comme standard sont
représenteés dans la (figure. 32). Les résultats obtenus pour tous les extraits étaient inférieurs
au standard, car les extraits testés ont montré une faible activité inhibitrice de cette enzyme.
A des faibles concentrations (3.125 a 12.5 pg/ml), tous les extraits n’affichent aucun effet
inhibiteur, sauf I’Ext-Chl qui a signalé un taux d’inhibition de 1,39 a 5,18%. L’activité
inhibitrice des extraits testés est comparée avec la galantamine avec une ICso= 6,27+1,15
ug/ml (tableau. 19) et (tableau. 1 Annexe 5).

A une concentration de 200upg/ml Dactivité anti-acétylcholine estérase était
de 33,55+2,30; 29,80+2,67 et 12,24+0,14% pour I’Ext-AcEt, Ext-Chl et Ext-But,
respectivement. L’Ext-Aq n’affiche aucun effet inhibiteur dans toute la gamme

des concentrations testées (tableau. 1 Annexe 5).
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Figure. 32. Pourcentages d’inhibition de I’enzyme AChE par les extraits de G. lucidum

et la galantamine.

e Inhibition de la butyrylcholine estérase

Les résultats de I’inhibition de la butyrylcholine estérase des extraits de G. lucidum
sont présentés dans la (figure. 33) et le (tableau. 2 Annexe 5). L'effet inhibiteur
de butyrylcholine estérase a été plus remarquable que I’effet de I’acétylcholine estérase.
La meilleure activité est marquée pour I’Ext-Chl et I’Ext-AcEt avec une 1Cso de 164,16+3,34
et 176,02+2,42ng/mL, respectivement. Cette activité inhibitrice et significativement faible
parapport a celle trouvée avec la molécule de la galantamine (P <0,05) avec une ICso
de 34,75+1,99ug/mL (tableau. 19). Concernant I’Ext-But la valeur d’ICso est >200 ug/mL,
avec une activité anti- butyrylcholine estérase de 27,54+1,90% a cette concentration.
L’Ext-Aq ne montre aucun pouvoir inhibiteur avec cette enzyme et pour toutes les

concentrations testées (de 3,125 a 200ug/mL) (tableau. 2 Annexe 5).
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Figure. 33. Pourcentages d’inhibition de BChE par les extraits de G. lucidum et le standard a

différentes concentrations.

Les inhibiteurs enzymatiques sont des molécules qui ont des effets pharmacologiques en
raison de leur caractere inhibiteur sur des enzymes particuliéres, ce qui leur permet d'étre
utilisées comme médicaments pour plusieurs pathologies humaines telles que les maladies
transmissibles, métaboliques, cardiovasculaires, neurologiques et le cancer (Ayvaz
et al., 2019). Cependant, la plupart des inhibiteurs actuels sont associés a plusieurs effets
secondaires désagréables tels que des troubles gastro-intestinaux et la toxicité (RaSeta
et al., 2021). En effet, les recherches sur des nouveaux inhibiteurs enzymatiques provenant de
ressources naturelles comme les champignons présentant un intérét clinique attirent I'attention

de la communauté scientifique.

Actuellement, les scientifiques se sont attachés a trouver de nouveaux inhibiteurs
de la cholinestérase a partir de sources naturelles en raison de leur potentiel pour la prévention
et le traitement de la maladie d'Alzheimer et pour ameéliorer le déficit cholinergique
(Kiiciikaydin et al., 2021).
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Nos résultats rapportés dans cette étude sont en accord avec les donnés rapportées par
Tel-cayan et al., 2015, déclarons dans leur étude sur le champignon sauvage Ganoderma
adspersum collect¢é en Turkie, des pourcentage d’inhibition (a 200 pg/mL) et ICso
de 41,34+3,79 (430,93£2,14); 76,60 (15,29+£1,02); 56,49+2,46 (113,12+1,54) et 51,96%
(182,48+1,87 ng/mL) concernant les extraits méthanolique, hexane, acétate d’éthyle
et aqueux, respectivement, pour 1’activité de I’AchE et des pourcentage d’inhibition avec des
ICs0 de 68,78+0,00 (21,76+1,21); 67,01 (20,35+1,16); 78,15+0,65 (19,97+1,32) et 58,59%

(75,30+1,74 pg/mL) pour ’activité de I’BchE avec les mémes extraits.

Nos resultats pour I’activité d’inhibition de I’AChE, sont plus au moins supérieurs aux
résultats rapportés par Cilerdzi¢ et al., 2018, de I’extrait éthanolique (96%) de culture
de G. lucidum réalisé sur deux milieux différent : le premier contient un seul substrat (paille
de blé) et le deuxiéme contient un substrat mixte, les deux cultures ont été isolées a partir
des fructifications collectées d’une forét prés de Belgrade, plus des basidiocarpes

commercial ; les ICso sont 0,56 ; 1,42 et 2,3 mg/ml, respectivement.

L’équipe de recherche de RaSeta., 2021, & déclaré des résultats trés proche a nos donnés
mené par la présente enquéte sur 1’extrait aqueux de quatre especes de genre Ganoderma
(G. applanatum; G. lucidum; G. pfeifferi; G. resinaceum) collecté en Serbie avec
une activité d’inhibition de I’AChE (1,04+0,01; 1,04+0,01; 1,05+0,02; 1,04+0,0 mg
GALAE/g d’extrait) et une activit¢é d’inhibition de la BChE (2,04+0,03 ; 2,04+0,03;
2,08+0,01 ; 2,10+0,02 GALAE/g d’extrait).

L’inhibition de I’AChE est probablement liée a la présence des polysaccharides,
de composés phenoliques et de flavonoides, par contre I'activité inhibitrice des terpénoides
ne peut pas étre confirmée (Cor et al., 2018). Les acides phénoliques et les dérivés
flavonoides ont été signalés comme de puissants inhibiteurs de I'AChE (Roseiro et al., 2012 ;
Dundar et al., 2015). Il a été marquée aussi que les acides phénoliques tels que les acides
chlorogeéniques et galliques et les dérivés flavonoides (la quercétine, la génistéine, la lucoline-
7-galactoside, la naringine, la silibinine et la silymarine) possédent des activités inhibitrices
de la BChE (Orhan et al., 2007).
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Dans cette expérience, On peut dire que l'effet inhibiteur modéré des extraits
du champignon sur les deux enzymes (AChE et BChE) par rapport au standard, peut étre da a
la présence de différents composés actifs et non actifs, ainsi la possibilité da 1’apparition
du phénoméne d’antagonisme entre les substances bioactives de chaque extrait testé.

Par conséquent, des études plus approfondie et trés souhaitables pour affirmé cette possibilité.

4.2.2. Inhibition de la lipase pancréatique par les extraits de G. lucidum

L’activité inhibitrice de la lipase pancréatique (LP) par des extraits de G. lucidum
a montré une activité inhibitrice a des concentrations testées (15,62 ; 31,25 ; 62,5 ; 125 ; 250 ;
500 et 1000ug/mL), elle est d'une maniére dose-dépendante (figure. 34) et (tableau. 3
Annexe 5). Bien que le taux d'inhibition du contréle positif (Orlistat) était de 79,84+1,07%
a 0,98ug/mL (soit 2 uM) avec une valeur d’ICso= 0,058+0,01, I’activité inhibitrice des
extraits est variée de 1,83+0,10 a 93,58+0,50% et de -6,73+1,38 a 82,60+0,96% pour les

extraits acétate d’éthyle et butanolique, respectivement.

Ce taux d'inhibition varié aussi de 2,93+0,57 a 25,91+0,82% et moins de 4% pour
les extraits chloroformique et aqueux, respectivement. Cependant, les quatre extraits
présentaient des activités inférieures a celles de I’inhibiteur de référence (I'orlistat)
(figure. 34) et (tableau. 3 Annexe 5). L'extrait d’acétate d’éthyle et butanolique avaitent
une meilleure activité inhibitrice de la lipase avec des valeurs d’ICso de 370,33+1,13ug/mL
et de 566,01+8,99ug/mL, respectivement, par contre cette valeur significative dépasse
1mg/mL (concentration maximale utilisée) pour I’extrait chloroformique et aqueux (tableau.
19). Les quatre extraits ont montré une capacité d'inhibition différente. Cette activité était
relativement moins importante, en comparaison avec l’orlistat, qui un inhibiteur connu

de la lipase pancréatique.
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Figure. 34. Activité inhibitrice de la lipase des extraits de G. lucidum.

Les valeurs sont exprimées en MoyennexSD (n = 3).

Les séries de barres (méme concentration) avec (***) sont différentes.
* Plus faible que I’orlistat.

L'activité de la lipase pancréatique est nécessaire a I'absorption intestinale des lipides
alimentaires. La lipase pancréatique joue un role clé dans la digestion des triglycérides en
monoacylglycérides et en acides gras, ce qui facilite I'absorption des lipides alimentaires dans
le tube digestif. (Jo et al., 2019). L'inhibition de la lipase est considérée comme un moyen

efficace pour traiter I'obésité (Yuan et al., 2018).

Dans cette étude, nous avons évalué ’activité inhibitrice de la lipase pancréatique par les
extraits de G. lucidum d’Algérie. Nos résultats sont en concordance aux données apportées
par Ryu et al., (2020), dans 1’extrait d’acétate d’éthyle 86,26% et 1’extrait n-butanol 82,59% a
une concentration de1000 pg/ml ; lls sont aussi supérieurs a ceux de Joo et al., (2018), dont

I’activité maximale est de 67,56% dans 1’extrait éthanolique (70%).
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Des recherches antérieures ont indiqué que les extraits riches en polyphénols du thé, des
legumineuses et des fruits peuvent inhiber I'activité de la lipase (Zhang et al., 2018 ; Glisan
et al., 2017 ; Zhang et al., 2015). Des rapports ont montré que les produits naturels riches en
substances bioactives telles que les polyphénols et les saponines ont présenté le type
d'inhibition non compétitive sur la lipase pancréatique ont allégé le gain de poids dans les
modeles murins induits par les régimes riches en graisses (Unuofin et al., 2018; Martinez-
Gonzalez et al., 2017 ; Li et al., 2007 ; Han et al., 2005 ; Han et al., 2002). Les inhibiteurs
non compétitifs offrent I'avantage majeur de ne pas étre affectés par les concentrations plus
¢levées du substrat par rapport aux inhibiteurs compétitifs tels que 1’orlistat, qui peuvent
nécessiter de grandes quantités pour compléter avec le substrat (Ghadyale et al., 2012).
L'augmentation du groupe hydroxyle phénolique dans les polyphénols pourrait augmenter

leurs affinités de liaison et d'inhibition pour la lipase (Wu et al., 2017).

Dans la présente étude, les deux extraits (acétate d’éthyle et butanolique) ont présenté une
activité inhibitrice modérée contre la lipase pancréatique (93,58+0,50 et 82,60+0,96 %
a une concentration de 1000 pg/mL), par contre les deux autres extraits (chloroformique
et agueux) ont une activité inhibitrice plus au moins faible (25,91+0,82 et 3,22+0,88 % a une
concentration de 1000 pug/mL). On peut dire que l'orlistat était plus puissant que les extraits de
G. lucidum, ce qui peut étre d0 a la présence de composants actifs et non actifs dans ces
extraits. Par conséquent, nous prévoyons d'étudier l'effet anti-lipase d'autres constituants
bioactifs des extraits de G. lucidum, ce qui conduira au développement de nouveaux agents
thérapeutiques naturels, donc une étude plus approfondie est nécessaire in vitro et méme

in vivo.
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4.2.3. Inhibition de la tyrosinase

La tyrosinase est une enzyme qui joue un réle important dans la synthese de la mélanine
(Kiiciikaydin et al., 2021). Les inhibiteurs de la tyrosinase sont recherchés par les industries
médicales et cosmétiques afin d'éclaircir la peau ou de la protéger de I'hyperpigmentation
(Abd Razak et al., 2020). Des inhibiteurs synthétiques tel que I'acide kojique et
I'nydroquinone (arbutine) sont utilisés comme inhibiteurs de la tyrosinase pour les troubles de
la peau, mais ces inhibiteurs provoquent également des dermatites et des irritations cutanées,

la destruction des mélanocytes et de cancer d'intestin (Rengasamy et al., 2014).

Pour cette raison, la recherche de médicaments sans effets secondaires provenant
de sources naturelles telles que les champignons est trés souhaitable.

Les extraits de champignon G. lucidum ont montré une excellente activité inhibitrice de
la tyrosinase (figure. 35). Cependant, I’Ext-Chl a présenté une capacité d'inhibition nettement
supérieure a celle de I'acide kojique utilisé comme standard (6 fois supérieure),
une augmentation progressive a ¢té mentionné avec la concentration de 1’extrait de 3,125
a 200ug/mL, pour atteindre un taux de 94,05% (figure. 35) et (tableau. 19). De la méme
facon ’Ext-But a montré un effet inhibiteur trés important (3 fois meilleur que I’acide
kojique), ou une capacité d'inhibition était également associée a l'augmentation
de la concentration de I'extrait, passant de 46,56% a une concentration de 3,125 pg/ml pour

atteindre a 94,59% avec une concentration de 200 pg/ml.

Les résultats de I’inhibition de 1’enzymetyrosinase a 50% (Tableau. 19) et (Tableau. 4
Annexe 5), ont prouvé les excellents résultats obtenus. Les extraits Ext-Ch, Ext-But et
Ext-AcEt ont marque des valeurs d’activité inhibitrice tres importantes avec une ICsg
de 4,03+0,23 ; 8,78+0,45 et 22,30+0,44pg/mL, respectivement, contre une valeur d’ICsp de
25.23£0.78 pg/mL pour le standard. L’Ext-Aq a marqué une activité modéré avec
une 1Cs0=154,70£3,73 pg/mL pour un taux d’inhibition de 53,60% a la concentration
de 200pg/mL.
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Figure. 35. Pourcentage d’inhibition de la tyrosinase par les extraits de G. lucidum et 1’acide
kojique.

Nos résultats sont supérieurs a ceux déclarés par Raseta et al., (2021), avec I’extrait
aqueux des especes sauvage de Ganoderma collecté en Serbie : G. applanatum ; G. lucidum ;
G. pfeifferi ; G. resinaceum (14,48+0,85 ; 12,74+0,58 ; 15,89+1,45 ; 14,76+0,75 mg AKE/g
d’extrait, respectivement). Les résultats de cette étude sont aussi supérieurS & CeUX rapportés
par Abd Razak et al., (2020), ou les extraits agueux de G. lucidum cultivé en Malaysie ont
montré une activité modérée d'inhibition de la tyrosinase (30,56 et 45,37% pour I’extraction

d’eau froid et I’extraction a I’eau chaude, respectivement).

Cette étude a rapporté aussi des résultats nettement supérieurs aux données de Zengin et
al., (2015), concernant I’activité d’inhibition de la tyrosinase de I’extrait méthanolique
et aqueux de fructifications maturées de deux especes sauvage Ganoderma applanatum
et Ganoderma resinaceum collecté des régions en Turquie, les extraits méthanoliques
présentés des activités inhibitrices de I'enzyme de 8.47+0.06 et 13.40+0.57 mg KAE/g
d’extrait, respectivement contre les extraits aqueux qui ont montré aucune activité inhibitrice

pour les deux espece étudiées.
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Nos données sont aussi positives que celles enregistrées par Chien et al., 2008, qui ont
réalisé une recherche sur la méme espéce en Taiwan sur trois extraits differents (75% éthanol,
50% éthanol et aqueux), la meilleure activité¢ d’inhibition (presque 80%) est enregistrée avec

ICs0 d’environ 0,32 mg/ml.

Bien que les composés phénoliques tels que les acides férulique, p-coumarique
et caféique soient connus pour étre des inhibiteurs efficaces de la tyrosinase (Zolghadri et al.,
2019 ; Taofiq et al., 2016), aucune corrélation n'a été observée entre l'activité d'inhibition
de la tyrosinase des extraits de champignons étudiés et leur contenu en composés phénoliques
correspondant. Cela prouve que l'activité d'inhibition de la tyrosinase d'un extrait peut étre
attribuée a l'interaction entre les composés bioactifs présents dans I'extrait. Les combinaisons
de composés entrainent des changements dans les effets biologiques ultimes de chaque
composé present dans I'extrait (Phan et al., 2017). En plus, I’a-tocophérol est également
un antioxydant important qui est signalé comme inhibiteur de l'enzyme tyrosinase, ce qui

en fait un important agent antirides et correcteur d’hyperpigmentation (Miyake et al., 2010).

Le potentiel d'un extrait ou d'un composé en tant qu'ingrédient anti-pigmentation
ou blanchissant peut étre indiqué par sa capacité a inhiber I'enzyme tyrosinase (Abd Razak et
al.,. 2020). Donc on peut dire qu’il existe une corrélation positive entre 1’effet photoprotecteur
et I’activité inhibitrice de la tyrosinase d’un extrait. Dans la présente étude tous les extraits
de champignon G. lucidum ont présenté un potentiel photoprotecteur trés important ainsi

qu’une excellente activité inhibitrice de la tyrosinase.

4.2.4. Inhibition de I’uréase

Le maintien de la bactérie Helicobacter pylori dans le milieu acide de I'estomac dépend
fortement de I'activité de I'enzyme uréase. Cette enzyme transforme le milieu gastrique en un
environnement convenable pour la bactérie en neutralisant I'acide gastrique par hydrolyse de
I'urée (Mahernia et al., 2015). Par conséquent, l'inhibition de l'activité d’uréase est efficace
pour le traitement des maladies liées a I’H. pylori telles que I'inflammation gastrique, les
ulcéres, l'urolithiase, la pyélonéphrite, I'encéphalopathie hépatique, le coma hépatique,
I'urolithiase et I'incrustation des cathéters urinaires chez les humains et les animaux (Ayvaz
etal., 2019).
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D'aprés les resultats d’inhibition et d’ICso de ’activité inhibitrice de l'uréase présentées
dans le (figure. 36) et (tableau. 5 Annexe 5), ’Ext-AcEt et I’Ext-But ont présenté une
acceptable activité inhibitrice de l'uréase avec des valeurs d’ICso de 78,97+1,46 et
152,14+1,48ug/mL, respectivement. Par contre une activité inhibitrice trés faible est marquée
avec I’Ext-Chl et I’Ext-Aq (ICso >200 pg/mL pour les deux extraits). En outre, I’Ext-AcEt et
I’Ext-But ont provoqué les deux une courbe dose-réponse avec un pourcentage d'activité
inhibitrice de l'uréase de 79,96+1,90 et 58,52+0,65%, respectivement, a une concentration de
200 pg /mL, tandis que I’Ext-Chl et I’Ext-Aq ont montré une capacité d’inhibition de
31,89+1,24 et 10,45+0,73%, respectivement, a la méme concentration testée. Tous les extraits
de G. lucidum ont présenté une activité inhibitrice de l'uréase inférieure a celle du de
I’inhibiteur de référence, la thiourée (ICs50=11.57+0.68 pg/mL) (tableau. 19).

Figure. 36. Pourcentage d’inhibition de 1’uréase par les extraits de G. lucidum et la thiourée.

Le stress oxydatif et l'inflammation chronique jouent un role essentiel dans la
pathogenese de la gastrite et des ulcéres gastriques causés par divers stimuli, y compris
H. pylori. (Ngan et al., 2021). Les uréases sont tres répandues dans la nature et présentes chez
les plantes, les bactéries, les champignons, les algues et les invertébrés. Les bactéries
productrices d'uréase ont un effet néfaste sur la santé humaine. Chez I'homme, l'uréase

d’H. pylori provoque des infections du tractus gastro-intestinal et urinaire. H. pylori survit au
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faible pH de I'estomac pendant la colonisation, ce qui conduit finalement & des ulceres
gastriques et dans certains cas a un cancer. Les stratégies basées sur l'inhibition de l'uréase

constituent le principal traitement des maladies causées par H. pylori (Taha et al., 2018).

Dans la littérature, plusieurs sources naturelles découvertes ayant un potentiel
anti-uréase. Il s'agit de échantillons de miel de la Nouvelle-Zélande et de la Turquie
(Ruckriemen et al., 2017 ; Sahin, 2016). Cependant, les activités d'inhibition de nos extraits

(sutout Ext-AcEt et Ext-But) étaient plus élevées que celles des échantillons de miel.

Les substances bioactives des champignons, notamment les composés phénoliques
et les flavonoides, sont également dotés d’une activité inhibitrice des enzymes (Yoon et al.,
2011). De nombreuses études publiees récemment ont révélé le potentiel thérapeutique
de divers extraits et composés dérivés de produits naturelles, tels que les flavonoides,
dans les cas de I’ulcére, l'infection par H. pylori et les tumeurs malignes gastriques (Sharaf et
al., 2022 ; Abou Baker., 2020 ; de Mendonca et al., 2020 ; Salehi et al., 2018).

Les flavonoides d'origine naturelle présentent des effets inégaux d'inhibition de
I'uréase contre H. pylori (Kataria et Khatkar., 2019). Les glycosides de flavone présents
dans les médicaments chinois a base de plantes sont utilisés depuis longtemps comme agents
thérapeutiques pour prévenir et traiter de nombreuses maladies (Basu et al., 2020).
Les flavonoides présentent une excellente activité inhibitrice de I'uréase en interagissant avec
I'enzyme et en bloguant son interaction avec les substrats naturels et synthétiques
correspondants (Krajewska et Brindell., 2016) ou en interagissant avec les cellules
bactériennes d” H. pylori et induit une perturbation de la membrane en créant des pores dans
les membranes externes des cellules bactériennes, ce qui entraine une fuite d'acides amines

comme un autre mécanisme thérapeutique (Sharaf et al., 2022).

Une étude plus récente aussi a confirmé 1’effet inhibiteur des bioflavonoides a travers
des travaux réalises sur hesperetin-7-rhamnoglucoside isolé de I'écorce du fruit de Citrus
uranium (Sharaf et al., 2022).
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4.3. Activité antibactérienne

Les champignons synthétisent des composés antibactériens et antifongiques pour leur
survie naturelle (Waithaka et al., 2017), ces molécules antimicrobiennes d’origine naturelle
deviennent de plus en plus importants en tant que potentielles alternatives aux conservateurs
synthétiques dont I'impact sur la sécurité et la santé sont encore contestables (Olatunde
et Benjakul., 2018). De nombreux champignons ont démontré une activité antimicrobienne
puissante contre les agents pathogénes humains résistants. Plusieurs extraits de champignons
et leurs composés isolés ont été signalés comme possédant une activité antibactérienne élevée,
indiquant leur potentiel en tant que conservateur naturel pour divers aliments (Yadav
et Negi., 2021).

L'activité antibactérienne de divers extraits de G. lucidum a été réalisée par la méthode de
diffusion sur gélose d’agar contre six souches pathogenes (Gram + et Gram -) dont quatre
référenciées (ATCC) et deux isolats cliniques. Les profils de sensibilité aux antibiotiques
des isolats testés ont été évalués par rapport a un antibiotique standard (la gentamicine).
Tous les isolats étaient complétement sensibles & la gentamycine (GEN), utilisé comme
controdle positif.

L'activité antibactérienne maximale de G. lucidum a été enregistrée avec Ext-Chl avec
une zone d'inhibition la plus élevée contre Escherichia coli (20,33+0,57mm) suivie par
Pseudomonas aeruginosa (13,66+0,57mm), Staphylococcus aureus (12,33+0,57mm), SARM
(11,66£0,47mm), Bacillus cereus et Klebsiella pneumoniae  (09,66+1,52mm
et 09,66+1,15mm, respectivement). L’Ext-AcEt et I’Ext-But ont également produit une bonne
activité antibactérienne contre certains microorganismes testés, avec une zone d'inhibition
variant de 08,66 a 16,16mm pour le premier extrait et de 08,66 a 13mm pour le deuxiéme.
La plus faible zone d'inhibition a été marquée par I’Ext-Aq contre Escherichia coli
(06.66+1.15mm). En comparant les résultats obtenus pour les extraits de G. lucidum avec
la gentamicine, antibiotique commercial utilisé comme référence, nous remarquons que cette
molécule a montré un potentiel antibactérien plus fort pour tous les extraits testées avec
des zones d'inhibitions (16,33+0,80; 15,50+0,50; 20,40+0,69; 18,80+0,34 et
16,66+0,57mm) contre (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,

Bacillus cereus, Klebsiella pneumoniae, respectivement) (figure. 37) et (tableau. 20).
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Figure. 37. Activité antibactérienne des extraits de G. lucidum et de la Gentamicine.

Nos résultats obtenus, sont clairement supérieurs au résultats rapportés par Subedi et al.,
(2021), qui ont testé I’espéce de G. lucidum cultivé en Philippine sur six isolats bactériens
cliniques (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeroginosa, Bacillus subtilis, Salmonella
typhii, Klebsiella pneumoniae, and Klebsiella oxytoca) avec des concentration de 100 et
200mg/ml, la meilleure activité déclarée contre S. aureus et K. pneumoniae avec des zones
d’inhibition de 16 et 15 mm, respectivement. Taofiq et al., (2017), ont rapporté dans leur
étude que I’extrait éthanolique de G. lucidum a présenté une activité antimicrobienne assez
importante contre Enterococcus faecalis et Listeria monocytogenes avec une CMI de 10 et
20mg/ml respectivement, et contre Eschericia coli, Klebsiella pneumoniae, Morganella

morganii, Pseudomonas aeruginosa avec une CMI de 10, 20 et >20 mg/ml respectivement.
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Tableau. 20. Activité antibactérienne des extraits de G. lucidum sur différents isolats

bactériens.
Bactérie (isolat) Extraits et zones d’inhibition (mm)
teste Ext-Chl Ext-AcEt Ext-But Ext-Aq Gentamicine
Escherichia coli | 20,33+0,57 | 16,16+0,76 | 13,00+1,00 | 06,66+1,15 16,33+0,80

(ES) (TS) () (NS) (TS)
Pseudomonas 13,66+0,57 13,33+0,57 08,66+0,57 00 15,50+0,50
aeruginosa (S) S) (NS) (NS) (TS)
Staphylococcus 12,33+0,57 | 08,66+0,57 00 00 20,40+0,69
aureus (S) (NS) (NS) (NS) (ES)
Klebsiella 09,66+1,15 00 00 00 16,66+0,57
pneumoniae (S) (NS) (NS) (NS) (TS)
Bacillus cereus 09,66+1,52 00 00 00 18,80+0,34

(S) (NS) (NS) (NS) (TS)
SARM 00 11,66+0,47 | 09,33+0,47 00 NT

S

(NS) () ©) (NS)

Contrdle négatif Nul Nul Nul Nul -

ES : extrémement sensible ; TS : trés sensible ; S: sensible ; NS : non sensible (résistant) ; NT : non

testé ;  Nul : nulle.

Cette étude confirme également I'efficacité antibactérienne des extraits de G. lucidum
contre différentes espéces microbiennes, les résultats coincident avec ceux rapportés par
Radhika., (2021) ; Chaiharn et al., (2018); Cilerdzic et al., (2016) ; Stojkovi¢ et al.,
(2014) ; 1ls ont également déclaré les potentiels antimicrobiens de ce champignon.

Les mécanismes des activités antibactériennes de Ganoderma restent largement
indéfinis. Bien que les extraits contiennent plusieurs composés bioactifs (glucides, glycosides,

triterpénoides, composés phénoliques et tannins) qui exercent un certain degré d'activite
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antimicrobienne, principalement dans un mélange, I'activité antibactérienne est partiellement
dérivée du pouvoir inhibiteur de certains polysaccharides présentés dans le G. lucidum.
Etant donné la présence d'un large spectre d'agents antimicrobiens, les extraits pourraient

inhiber les bactéries a Gram positif ainsi que les bactéries a Gram négatif (Cor et al., 2018).

En général, I'extrait aqueux et le solvant organique (hexane, dichlorométhane, acétate
d'éthyle et méthanol) du G. lucidum ont été utilisés, ils agissent contre Bacillus cereus,
Enterobacter aerogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Pseudomonas
aeruginosa. La méthode d'extraction est étroitement liée a l'action inhibitrice des extraits
contre certains microorganismes (Kamra et Bhatt., 2012).

Selon Upadhyay et al., (2014), l'inhibition de la croissance de S. aureus peut étre
attribuée aux acides ganodériques présents dans les extraits de G. lucidum. En dehors des
acides ganodériques, les composés phénoliques peuvent aussi étre responsables de I'effet
antibactérien (Li et al., 2012). L'un des mécanismes possibles par lesquels les extraits de G.
lucidum exercent une activité antibactérienne pourrait étre une action directe sur les
membranes cytoplasmique des bactéries en modifiant leur perméabilité, en interrompant la

chaine de transport des électrons, et la phosphorylation oxydative (Li et al., 2012).

Des composes tels que des acides gras, des terpenes et des phénols obtenus a partir des
especes de Ganoderma ont été rapportés avec cette capacité antibactérienne (Cor et al., 2018;
Rempe et al., 2017 ; Desbois et Smith, 2010). Heleno et al., (2013), déclarent que les acides
phénoliques présents dans ce champignon ont été identifiés comme les principaux
responsables de cette activité. En plus, la présence des alcaloides dans les extraits de
champignon assure une activité antibactérienne puisque ces substances phytochimiques sont
signalées comme ayant une activité antibactérienne, elles sont actives aussi sur certaines

infections et pathologies (Kakatum et al., 2012 ; Iwalokun et al., 2007).

Quereshi et al., (2010), ont rapporté que les molécules antimicrobiennes les plus
actives sont genéralement insolubles dans I'eau ; on s'attend a ce que les solvants organiques a
faible polarité donnent des extraits dotés de potentiels antimicrobiens les plus actifs. Selon
Mishra et al., (2018), I'extrait de G. lucidum a été utilisé pour traiter diverses infections

bactériennes. Les triterpénoides et les polysaccharides jouent aussi un role clé dans l'activité
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antibactérienne. Cependant, les terpénoides, les isoflavonoides et les tanins ont des effets

antimicrobiens plus forts que les autres composés pris séparément.

De plus, certains composants tels que ganomycine, les triterpénoides et les extraits
aqueux des espéces de G. lucidum ont une activité antibactérienne in vitro a large spectre
contre les bactéries Gram-positives, Gram-négatives ainsi que Helicobacter pylori (Subedi et
al.,. 2021 ; Liu et al.,. 2014). Les especes européennes de Ganoderma produisent
des hydroquinones sesquiterpénoides nommeées ganomycines qui empéchent la croissance

du Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) (Mothana et al., 2000).

4.4. Activité anti-inflammatoire par le test d’anti-dénaturation de 1’albumine

L'inflammation est une réponse d'une importance critique qui protege les tissus des
organismes vivants contre les stimuli endogénes et exogenes, notamment les agents
pathogenes, les infections virales et les stimuli chimiques (Lee et al., 2020). Pour combattre
I'inflammation, les médicaments stéroidiens et non stéroidiens sont les plus fréquemment
utilisés. Cependant, ces médicaments présentent de nombreux effets indésirables tels que les
ulceres gastriques et les irritations tissulaires. Par conséquent, les composants bioactifs
naturels et les substances phytochimiques obtenus a partir de champignons ayant une activité
anti-inflammatoire ont suscité un grand intérét ces derniéres années (Bains et Chawla.,
2020).

Les résultats de I’activité anti-inflammatoire in vitro (test d’anti-dénaturation de
I’albumine) par I’Ext-Aq de champignon sauvage G. lucidum d’Algérie sont présentés dans le
tableau. 21. L'Ext-Ag comparé au Diclofénac utilisé comme molécule de référence,
a montré une activité inhibitrice dose-dépendante contre la dénaturation des protéines induite
par la haute température. La concentration de 2mg/mL a un effet anti-inflammatoire
significatif et a été obtenue avec un pourcentage d'inhibition de 62,99%, ce taux est considéré
faible par rapport au Diclofénac (99,23%) a 250ug/mL. L’ICso de I'extrait testé
(1494,33+15,73ug/mL) était plus élevée que celle du standard (34,97+0,33ug/mL) (tableau.
21).
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Tableau. 21. Effet anti-inflammatoire in vitro de 1’extrait aqueux et de composé référence

(diclofénac).

Extrait/standard Concentration (pg/mL) % d’inhibition I1Cs0 (Mg/mL)
a
Ext-Aq 250 09,30+ 1,26 1494,33+ 15,73
500 25,54+ 1,18
1000 36,58+ 1,93
2000 62,99+ 1,34
b
Diclofénac 31,25 34,11+ 0,50 34,97+ 0,33
62,5 51,37+ 0,91
125 76,87+ 1,24
250 99,23+ 0,41

Les ICso sont exprimées en tant que Moyenne+SD de trois répétitions. Les différences
statistiques entre les groupes ont été évaluées par le test ANOVA a un facteur suivi par le test
post-hoc de Tukey. Les valeurs avec des exposants différents (a et b) sont significativement
différentes (p<0,001).

La capacité anti-inflammatoire in vitro par I’effet anti-dénaturation d’albumine de 1’Ext-
Aqg de G. lucidum a été étudiée dans la présente enquéte. Nos résultats sont inférieurs a ceux
déclarés par Swati et al., (2018), aprés une étude de deux extraits hydro-alcooliques des

souches de G. lucidum cultivés in vitro.

La dénaturation des protéines est une cause bien documentée de 1’inflammation (Swati et
al., 2018 ; Bains et Tripathi., 2017 ; Padmanabhan et Jangle., 2012). Lorsque les protéines
sont dénaturées, la structure tertiaire et secondaire est partitionné, elles perdent leurs fonctions
biologiques. La production d'auto-antigénes dans certaines maladies d’arthrite est due a la
dénaturation des protéines (Swati et al., 2018 ; Al Bashera et al.,, 2021). Plusieurs
médicaments anti-inflammatoires ont montré une capacité dose-dépendante a inhiber la

dénaturation thermique des protéines (Padmanabhan et Jangle., 2012).

Par conséquent, la capacité de I’Ext-Aq & inhiber la dénaturation des protéines a éte
étudiée comme l'un des mécanismes possibles de prévention de [l'inflammation.
L’Ext-Aq de G. lucidum a montré un effet préventif plus au moins important contre

la dénaturation des protéines.
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4.5. Evaluation de 1’effet anti-inflammatoire in vivo

L'inflammation est considérée comme une partie de la réponse biologique complexe
visant a éliminer les blessures ou les stimuli nocifs tels que les ERO, les agents pathogeénes,
les cellules endommagées ou l'irritation par la chaleur thermique, la lumiere ultraviolette ou
les radiations ionisantes. Récemment, les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) figurent
parmi les médicaments les plus prescrits en pratique clinique dans le monde. Cependant, de
nombreuses études ont montré que I'administration a long terme d'AINS peut avoir des effets
secondaires importants sur le tractus gastro-intestinal, provoguant de nombreux effets néfastes
tels que des lésions de la muqueuse, des saignements et des ulcéres gastriques. Il est donc
nécessaire de développer des agents anti-inflammatoires sirs et efficaces a partir de sources

naturelles, dont les champignons (Im et al., 2016).

L’administration par gavage de ’extrait aqueux du champignon sauvage G. lucidum
d’Algérie avec deux doses a raison de 150 et 300 mg/Kg et de 1’acide salicylique a 40 mg/kg

exercent un effet inhibiteur sur ’augmentation du volume de la patte des rats.

Nos résultats du pourcentage d’inhibition de I’cedéme, révelent une activité inhibitrice
trés importante pour I’anti-inflammatoire de référence (acide salicylique), ainsi que pour

I’extrait aqueux avec les deux doses testées.

Les valeurs des pourcentages d’inhibition de I’oedéme (% INH) chez les rats traités avec
les doses 150 et 300 mg/kg, respectivement, révélent une différence non significative
(p>0,05) par rapport aux rats traités par 1’acide salicylique tout au long de la période
d’expérimentation (figure. 38). Néanmoins, aprés la troisiéme heure nous avons noté une
augmentation de I’effet inhibiteur de I’extrait (pour les deux doses), toutefois cette

augmentation reste statistiquement non significative.

Pour I’anti-inflammatoire de référence (acide salicylique) le % INH noté est de
58,54+11,06 ; 61,49+6,64 et 65,75+5,86% pour la 1°® heure, 3°™ heure et la 6°™ heure,
respectivement. Ce pourcentage pour la dose de 150 mg/kg d’extrait varie de 44,23+3,55 ;
49,80+5,03 et 46,36+5,04% pour la 1°® heure, 3*™ heure et la 6°™ heure, respectivement et

pour la dose de 300 mg/kg est marqué par les pourcentages de 40,21+9,24 ; 50,52+6,48 et
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52,45+6,80% pour la méme période de suivi. Les données sont exprimées en moyenne +

erreur standard a la moyenne (E.S.M.).

Figure. 38. Effet des traitements sur l'inhibition de l'cedéme de pattes des rats ; toutes les
valeurs sont exprimées en moyenne * erreur standard a la moyenne (E.S.M.) ; ANOVA a

deux facteurs, test de comparaison multiple de Tukey.

Dans ce travail, nous avons évalué le potentiel anti-inflammatoire ou 1’effet préventif
direct de I’Ext-Aq du champignon sauvage G. lucidum d’Algérie a travers une expérience

in vivo (modele d’inflammation aigue induite par la carragénine).

L'cedéme de la patte induit par la carragénine est une méthode géneralement utilisée dans
les études animales pour évaluer les effets anti-inflammatoires (Akinnawo et al., 2017).
L'inflammation induite par la carragénine progresse de maniére biphasique au fil du temps, et
la réaction anti-inflammatoire est généralement évaluée pendant 6h car le cofacteur
inflammatoire, le kininogéne, est épuisé apres cette période (Akinnawo et al., 2017 ; Lee et
al., 2017 ; Crunkhorn et Meacock., 1971). Les réponses inflammatoires de la phase precoce
(2h apres l'injection de carraghénane) sont médiées par la libération de médiateurs

inflammatoires tels que I'histamine et la sérotonine.
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Les réponses de la phase tardive (3-4 heures aprés l'injection de la carragénine) sont
médiées par la libération de la bradykinine, du facteur de nécrose tumorale (TNF-a) et de
leucotrienes, et sont soutenues par l'augmentation des niveaux de la cyclo-oxygénase-2
(COX-2) et de la prostaglandine E2 (PGE2) (Rajput et al., 2021 ; Lee et al., 2020 ; Silva et
al., 2017 ; Zuntini-Viscardi et al., 2017 ; Crunkhorn et Meacock., 1971). La libération
d'histamine dans la phase initiale entraine le mouvement vers l'extérieur des protéines et du
liquide dans les espaces extracellulaires, tandis que la prostaglandine produite pendant la
phase tardive est responsable de la formation de I'cedéme et la plupart des médicaments anti-
inflammatoire sont plus efficaces dans la phase tardive du développement de I'eedéme (Im et
al., 2016).

Les résultats de notre étude in vivo ont montré que I'administration orale d'Ag-Ext (150 et
300 mg/kg de poids corporel) réduisait 1’cedéme de la patte induit par le carragénine de
maniére indépendante a la dose, a la fois dans les phases précoces et tardives. En particulier,
le taux d'inhibition était plus élevé dans la phase tardive, ce qui suggére que le mécanisme
anti-inflammatoire d'Ag-Ext était associé a I'inhibition de la COX2, la PGE?2 et la sécrétion de
la bradykinine, TNF-a et leucotriénes ; Ceci revient probablement au contenu en antioxydants

et substances bioactives de I’extrait.

Les composés anti-inflammatoires identifiés dans les champignons comprennent
des polysaccharides, des terpenes, des acides phénoliques, des stéroides, des coumarines,
des alcaloides et d'autres métabolites. Parmi eux, les polysaccharides, les terpénoides
et les composés phénoliques semblent étre les plus importants contributeurs a l'activité
anti-inflammatoire des champignons et présentant des effets thérapeutiques prometteurs
sur l'inflammation a la fois in vitro et in vitro (Taofiq et al., 2016 b ; Hou et al., 2020).
Ces dernies métabolites biologiquement actifs, peuvent conférer a I’Ext-Aq de champignon
sauvage G. lucidum Algérien, la capacité d’inhiber 1’activité des enzymes impliquées
dans I’apparition des médiateurs inflammatoires et s’opposent a 1’augmentation de 1’cedéme

dans la zone de I’inflammation.
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Nos résultats sont en accord avec 1’étude menée par Joseph et al., (2009), qui ont évalué
les activités anti-inflammatoire de l'extrait chloroforme de G. lucidum en utilisant des
modeles de souris souffrant d'inflammation aigué induite par la carragénine. Le traitement
avec ’extrait a des concentrations de 100 et S0mg/kg de poids corporel a réduit I'cedéme de la
patte a 73,4% et 63,2%, respectivement. L’effet anti-inflammatoire de I’Ext-Aq présenté dans
cette étude, est supérieur aux résultats rapportés par Vazirian et al., (2014 b), avec I’extrait
aqueux de G. applanatum collecté en Iran, cette équipe a déclaré des % d’inhibition de
1’cedéme de la patte des rats a la 5°™ h (25,6 ; 36,3 et 42,4%) pour les concentrations (50 ; 100
et 500 mg/kg, respectivement)

Nos résultats suggerent que I’extrait aqueux exerce un effet anti-inflammatoire potentiel
en réduisant 'cedéme de la patte induit par la carragénine in vivo, et mettent en évidence

’effet thérapeutique de notre extrait étudié.
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Conclusion et Perspectives

Conclusion générale

Le champignon médicinal Lingzhi ou Reishi « Ganoderma lucidum » est l'une des
especes médicinales les plus importantes. Le Reishi a de multiples propriétés pharmacologiques
et thérapeutiques (propriétés  antioxydante, anti-inflammatoires,  antimicrobiennes,
hypoglycémiques, anticancéreuses...). Jusqu’a présent aucune étude n’a été menée sur les
propriétés nutritionnelles et thérapeutiques de ce champignon en Algérie. S’appuyant donc sur ce
constat, I’objectif de ce travail était d’évaluer la composition nutritionnelle, le potentiel
antioxydant et les activités biologiques des fructifications de ce champignon sauvage G. lucidum
d’Algérie.

Tout d’abord, nous avons repéré et identifié 1’espéce récoltée par approche moléculaire,
les séquences de genes de la souche isolée présentaient une identité supérieure a 99 % avec
I’espece Ganoderma lucidum (FK2580) dans la banque de données GenBank. L’analyse de la
composition nutritionnelle, a révelé que les fructifications de cette espece sont riches en
protéines, glucides, minéraux, par contre elles sont pauvres en lipides et peu caloriques. Une
analyse instrumentale par chromatographie liquide a haute performance HPLC a affirmé
la présence d’une importante teneur en o-tocophérol (2540 pg/100 g), considérée comme
élément essentiel et antioxydant trés puissant.

Aprés une extraction séquentielle avec 4 solvants de polarité croissante, les extraits
obtenus ont été utilisés pour évaluer les parameétres suivants : la capacité antioxydante, 1’activité
inhibitrice des enzymes, [D’activité antibactérienne et anti-inflammatoire. Le screening
phytochimique des extraits a révélé la nature des différents constituants dont nous avons mis en
évidence quelgues classes des molécules dotées de pouvoir antioxydant et qui ont été révélées

par des réactifs spécifiques.

Le dosage des polyphénols et des flavonoides montrent que ’extrait d’acétate d’éthyle
a la teneur les plus importante pour les deux substances bioactives (171,1+1,06 ug GAE/mg et
102,5+0,69 png PE/mg d'extrait) et (25,48+0,13 pg QE/mg et 40,45+0,83 ug RE/mg d'extrait),
respectivement, suivi par les extraits aqueux, butanolique et chloroformique. Nous avons évalué
le potentiel antioxydant des 4 extraits par différentes techniques et méthodes, a savoir 1’activité
antiradicalaire au DPPH, I’activité du piégeage du cation radical ABTS™", le test de piégeage du

radical galvinoxyle (GOR), le test du pouvoir réducteur de fer (FRAP), le test de la capacité
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antioxydante réductrice du cuivre (CUPRAC), l'activité antioxydante par la méthode de
phénanthroline, et le facteur de protection au soleil (FPS). Tous les extraits avaient une activité
antioxydante trés importante, mais elle est plus prononcée chez I’extrait d’acétate d’éthyle qui a
présenté une forte activité antioxydante ; ce qui suggere gu'ils peuvent prévenir/minimiser le

stress oxydatif lié a la génération de ERO.

Une variabilité peut étre observée pour D’activité d’inhibition des enzymes par
les différents extraits. Un résultat extrement positif obtenu avec la tyrosinase est enregistré avec
tous les extraits surtout le moins polaire (chloroformique). Les extraits d’acétate d’éthyle
et butanolique semblent étre des inhibiteurs puissants pour ’uréase et acceptables pour la lipase.
Un effet inhibiteur modéré est marqué pour les 4 extraits avec I’acétylcholine estérase

et la butyrylcholine estérase.

Cette étude confirme également I'efficacité antibactérienne des extraits contre
les différentes especes bactériennes, ainsi ces extraits peuvent étre utilisables aussi bien dans
le traitement de certaines pathologies infectieuses, que dans le domain de conservation naturel

pour des aliments.

L’étude de ’activité anti-inflammatoire de I’extrait aqueux a montré un effet significatif
inhibiteur de la dénaturation des protéines in vitro. Un potentiel anti-inflammatoire est aussi
rapporté par le méme extrait en réduisant d’une fagon trés significative I'eedéme de la patte des
rats induit par la carragénine. Les composés phénoliques semblent étre les plus importants

contributeurs a I’activité anti-inflammatoire de ce champignon.

Nos résultats ont montré que le champignon objet d’étude est une espéce prometteuse via
sa richesse en polyphénols et en flavonoides dans les extraits a différentes polarités, et que le
choix et la sélection des fructifications, la préparation de I'échantillon, la procédure d'extraction
et le type de solvant avaient un effet significatif sur ces substances bioactives, ainsi que le
potentiel antioxydant des extraits pouvait étre explique en grande partie par la présence de ces
composés phénoliques et une corrélation positive existe entre ces composés et l'activité
antioxydante surtout celle antiradicalaire et chélatrice des métaux. Outre ces effets, il apparait
que la présence de I’a-tocophérol renforce 1’effet photoprotecteur par absorption du rayonnement
UV, ce qui suggére que les extraits de notre champignon sont considérés comme des excellents

filtres solaires.
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Selon les résultats illustrés dans cette étude, la consommation de champignon sauvage
G. lucidum d’Algérie pourrait conférer un certain degré de potentiel antioxydant, et participer a
la protection des cellules de I’organisme contre les dommages oxydatifs causés par les ERO,
considérés comme étant 1’une des sources des pathologies. Dans I'ensemble, on peut conclure
que le champignon étudié représente une source importante aux propriétés biologiques
multifonctionnelles, qui peuve étre utilisé comme complément alimentaire et/ou ingrédient

cosmetique et pharmaceutique.

Perspectives

e Des travaux supplémentaires sont nécessaires pour étudier les principaux composants
actifs d’extraits responsable de cette activité anti-inflammatoire ainsi que les différents
mécanismes d'action impliqués. Il s’agit en particulier d’explorer I’effet d’extrait testé sur

les enzymes COX2 et PGE2 impliquées dans 1’apparition des médiateurs inflammatoires.

e comme nous n’avons pas testé les extraits apolaires et de ceux moyens polarité pour leur
pouvoir anti-inflammatoire, il serait donc intéressant d’évaluer leurs effets sur
I’inflammation pour mieux comprendre 1’effet protecteur de ce champignon et faire la

comparaison entre les extraits et leurs métabolites bioactifs disponibles.

e Lancer des études approfondies sur des modeles animaux pour mieux évaluer les
potentiels des extraits a inhiber les enzymes surtout ceux qui ont révélé une activité

inhibitrice tres remarquables.

o |l est egalement trés intéressant de :

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

- Effectuer des analyses instrumentales détaillées LC/MS et GC/MS pour mieux
caractériser les substances bioactives de ce champignon dans les différents extraits.

- Reéaliser une valorisation du champignon a des fins thérapeutiques en collaboration avec

le partenariat des industries pharmaceutiques et les sociétés dietétiques.
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Annexe 1

Réactifs et produits chimiques

Les produits chimiques et réactifs suivants ont été obtenus auprés de Sigma-Aldrich GmbH
(Steinheim, Allemagne) : Réactif de Folin-Ciocalteu ; acide 3,4,5-trihydroxybenzoique (acide
gallique) ; 1,2-dihydroxybenzene (pyrocatéchol) ; 2-(3,4-dihydroxyphényl)-3,5,7-trihydroxy-
4H-1-benzopyran-4-one, 3,3',4'.5,6-pentahydroxyflavone (Quercétine) ; 3, 3', 4/, 5.7-
pentahydroxyflavone 3-rutinoside (rutine) ; hydroxylanisole butylé (BHA) ; hydroxyl- toluéne
butylé (BHT) ; acide 6- hydroxy-2,5,7,8-tétraméthylchromane-2 carboxylique (Trolox) ; a-
tocophérol ; néocuproine ; DPPH (2,2 —diphényl-1- picryl -hydrazyle) ; 2, 2’-azino-bis(3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonicacid) diammonium salt (ABTS) ; le radical libre galvinoxyle
GOR ; I'acide trichloracétique (TCA) ; le potassium ferricyanide et la 1,10-phénanthroline. Le
carbonate de sodium ; le nitrate d'aluminium ; le chlorure de fer (I1I) (FeClI3) ; l'acétate
d'ammonium ; le chlorure de cuivre (1) ; le persulfate de potassium et l'acétate de potassium
ont été obtenus auprés 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)

La lipase pancréatique (type Il, provenant de pancréas de porc, Sigma-Aldrich, Louis, MO),
le 4-Nitrophenyl palmitate (Sigma-Aldrich)

(x)-a-Tocopherol (grade analytique pour HPLC) de Sigma-Aldrich.
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Ganoderma lucidum strain FK2580 small subunit
ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal RNA gene,
complete sequence; and internal transcribed spacer

2, partial sequence

GenBank: MT225392.1
FASTA Graphics

LOCUS MT225392 621 bp DNA linear PLN 24-
MAR-2020

DEFINITION Ganoderma lucidum strain FK2580 small subunit
ribosomal RNA gene,

partial sequence; 1internal transcribed spacer 1
and 5.8S ribosomal

RNA gene, complete sequence; and internal
transcribed spacer 2,

partial sequence.

ACCESSION MT225392

VERSION MT225392.1
KEYWORDS
SOURCE Ganoderma lucidum

ORGANISM Ganoderma lucidum

Eukaryota; Fungi; Dikarvya; Basidiomycota;
Agaricomycotina;
Agaricomycetes; Polyporales; Polyporaceae;

Ganoderma.
REFERENCE 1 (bases 1 to 621)

AUTHORS Kebaili,F.F., Nouadri,T., Toumi,M.E., Rebai,R. and
Pablo,A.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (19-MAR-2020) Department of Biochemistry
and Molecular

and Cellular Biology, University of Mentouri
Brothers, Bp, 325

Route de Ain El Bey, Constantine 25017, Algeria
COMMENT ##Assembly-Data-START##


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT225392.1?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT225392.1?report=graph
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=5315

Annexes

FEATURES

source

misc RNA

RNA,

Sequencing Technology

##Assembly-Data-END##

Sanger dideoxy sequencing

Location/Qualifiers

1..621

/organism="Ganoderma lucidum"

/mol type="genomic DNA"

/strain="FK2580Q"

/db xref="taxon:5315"

/country="Algeria: EL Kala"

/collection date="Apr-2019"

<l..>621

/note="contains

internal

transcribed spacer 1,

and internal

ORIGIN

1
ggaaggatca

61
cctgctcatc

121
ccttgcgggg

181
tagaatgtgt

241
tctcgcatcecg

301
gaatcatcga

361
tgagtgtcat

421
cttgtcggcc

481
ggctctcggt

541
tcttcgettg

small

transcribed spacer 2"

gaagtaaaag
ttatcgagtt

ctgactgggt
cactctacac

ctgtgcactt
cttcgtgaag
cgcgtctgtg
attgcgatgt
aacgcatcta
atgaagaacg
cagcgaaatg
atctttgaac

gcaccttgcg
gaaatcttca

acctacaagc
ctttgtcggt

cggctcctcet
gtgataatgt

ctacgccgcg
aagacagctt

tcgtaacaag

tgtagctggc

actgtgggtt

cctgcgttta

tatacaactt

cgataagtaa

ctccttggta

ctttgcggtt

taaatgcatt

accgtgaagc

601 tatgacctct gacctcaaat c

gtttccgtag

cttccgaggce

tcagatctgt

tcacaaactc

tcagcaacgg

tgtgaattgc

ttccgaggag

tgtaggcttg

agcttgattc

gtttggcgag

subunit

ribosomal

5.8S ribosomal RNA,

gtgaacctgc

acgtgcacgc

gaagcgtgcc

tataaagtat

atctcttggc

agaattcagt

catgcctgtt

gacttggagg

cttgcggatc

cttctaaccg


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=5315
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT225392.1?from=1&to=621
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Ganoderma lucidum strain FK2580 small subunit

ribosomal RNA gene, partial sequence

GenBank: MT225549.1

FASTA Graphics
Go to:
LOCUS MT22554 785 bp DNA linear PLN 24-MAR-2020

DEFINITION Ganoderma lucidum strain FK2580 small subunit
ribosomal RNA gene,

partial sequence.
ACCESSION MT225549

VERSION MT225549.1
KEYWORDS
SOURCE Ganoderma lucidum

ORGANISM Ganoderma lucidum
FEukaryota; Fungi; Dikarya; Basidiomycota;

Agaricomycotina;
Agaricomycetes; Polyporales; Polyporaceae;
Ganoderma.
REFERENCE 1 (bases 1 to 785)
AUTHORS Kebaili,F.F., Nouadri,T., Toumi,M.E., Rebai,R. and
Pablo,A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (19-MAR-2020) Department of Biochemistry
and Molecular
and Cellular Biology, University of Mentouri
Brothers, Bp, 325
Route de Ain El1l Bey, Constantine 25017, Algeria

COMMENT ##Assembly-Data-START##
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
##Assembly-Data—-END##
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..785

/organism="Ganoderma lucidum"
/mol type="genomic DNA"
/strain="FK2580"
/db xref="taxon:5315"
rRNA <1..>785
/product="small subunit ribosomal RNA"


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT225549.1?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT225549.1?report=graph
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT225549#goto1822183654_0
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=5315
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=5315
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT225549.1?from=1&to=785
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ORIGIN
1 gcagcaggcg cgcaattacc
agtgacaata aataacaata
61 tggggctctt tcgggtctca

taaatctctt aacgaggaac

121 aattggaggg caagtctggt
cagctccaat agcgtatatt

181 aaagttgttg cagttaaaaa
cctggccggg cggtctgect

241 aacggtatgt actgtctggc
gccggcatgce cctttactgg

301 gtgtgtcggg gaaccaggac
agtgttcaaa gcaggcctat

361 gcctgaatac attagcatgg
ggttctattt tgttggtttc

421 tagagtcgcc gtaatgatta
tagtattcag ttgctagagg

481 tgaaattctt ggatttactg
catttgccaa ggatgttttc

541 attaatcaag aacgaaggtt
ataccgttgt agtcttaaca

601 gtaaactatg ccgactaggg
tgtgtcgctc ggcaccttac

661 gagaaatcaa agtctttggg
caaggctgaa acttaaagga

721 attgacggaa gggcaccacc
aattgacccc aaacccgggg

781 aaaag

caatcccgac

taattggaat

gccagcagcc

gctcgtagtt

tgggtcttac

ttttaccttg

aataataaaa

atagggatag

aagactaact

aggggatcga

atcgggcgac

ttctgggggg

aggagtggag

acggggaggt

gagtacaatt

gcggtaattc

gaacttcaga

ctcttggtga

agaaaattag

taggacgtgc

ttgggggcat

actgcgaaag

aaacgatcag

ctcaatctta

agtatggtcg

cctgcggcett
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Ganoderma lucidum strain FK2580 large subunit

ribosomal RNA gene, partial sequence

GenBank: MT225545.1

FASTA Graphics
Go to:

LOCUS MT225545 937 bp DNA linear PLN 24-MAR-2020
DEFINITION Ganoderma lucidum strain FK2580 large subunit
ribosomal RNA gene,

partial sequence.
ACCESSION MT225545

VERSION MT225545.1
KEYWORDS.
SOURCE Ganoderma lucidum

ORGANISM Ganoderma lucidum
FEukaryota; Fungi; Dikarya; Basidiomycota;

Agaricomycotina;
Agaricomycetes; Polyporales; Polyporaceae;
Ganoderma.
REFERENCE 1 (bases 1 to 937)
AUTHORS Kebaili,F.F., Nouadri,T., Toumi,M.E., Rebai,R. and
Pablo,A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (19-MAR-2020) Department of Biochemistry
and Molecular
and Cellular Biology, University of Mentouri
Brothers, Bp, 325
Route de Ain El1l Bey, Constantine 25017, Algeria

COMMENT ##Assembly-Data-START##
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
##Assembly-Data—-END##
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..937

/organism="Ganoderma lucidum"
/mol type="genomic DNA"
/strain="FK2580"
/db xref="taxon:5315"
rRNA <1..>937
/product="large subunit ribosomal RNA"


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT225545.1?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT225545.1?report=graph
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT225545#goto1822183609_0
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=5315
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=5315
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT225545.1?from=1&to=937
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ORIGIN
1 attttacccg cggaaaacta
aaaagaaact aacaaggatt
61 cccctagtaa ctgcgagtga
aaaatctggc ggtcttcggc
121 cgtccgagtt gtagtctgga
ccgtgtataa gtctcttgga
181 acagagcgtc atagagggtg
gactaccagt gctttgtgat
241 gcgctctcaa agagtcgagt
aatgggtggt gaattccatc
301 taaagctaaa tattggcgag
ccgtgaggga aagatgaaaa
361 gcactttgga aagagagtta
aaagggaaac gcttgaagtc
421 agtcgcgtcg tccggaactc
cactttccgg atgacgggtc
481 agcatcgatt ttgaccgtcg
ggcacctccg ggtgtgttat
541 agactctagt cgcatacggc
gcgcgccgca aggcaggggat
601 tcgcccactt tcgcgcttag
aaacgacccg tcttgaaaca
661 cggaccaagg agtctaacat
aaaacccgag cgcgtaatga
721 aagtgaaagt tgagacctct
ccggacctga cgttctctga
781 aggatccgcg gtagagcatg
ggtgaactat gcctgaatag
841 ggtgaagcca gaggaaactc
tctgacgtgc aaatcgatcg
901 tcaaatttgg gtataggggc

agcatatcaa

agcgggaaaa

gaagtgcttt

agaatcccgt

tgtttgggaa

agaccgatag

aacagtacgt

agccttgcett

gaaaagggct

ggttgggatc

gatgctggca

acctgcgagt

gtcgtggagg

tatgttggga

tggtggaggc

gaaagactaa

taagcggagg

gctcaaattt

ccgcgctgga

ctttgacacg

tgcagctcaa

cgaacaagta

gaaattgctg

tcgcttggtg

ggagtaatgt

gaggaacgca

taatggcttt

gtttgggtgg

gcatcgacgc

cccgaaagat

tcgtagcgat

tcgaacc
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Annexes 2

Figure 1. Courbe d’étalonnage du glucose, utilisée pour le dosage des sucres totaux de

champignon G .lucidum (Chaque valeur représente la moyenne de trois répétitions).
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Rapport HPLC dosage du Vitamine E (a- tocophérol)

e Standard
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e Echantillon G. lucidum
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Annexe 3

Figure 2. Courbes d’étalonnage de : a. I’acide gallique et b. de pyrocatéchol, utilisée pour le

dosage des extraits de G .lucidum (Chaque valeur représente la moyenne de trois répétitions).
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Figure 3. Courbes d’étalonnage de : a. la Quercétine et b. de la Rutine, utilisée pour le dosage

des extraits de G .lucidum (Chaque valeur représente la moyenne de trois répétitions).
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Annexe 4

Tableau.l. Inhibition du radical DPPH" par les extraits de G. lucidum et les standards (BHA, BHT, Trolox et a-tocophérol)

Extraits % d’inhibition de I’activit¢ DPPH?

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

Ext-Ch 8,90+0,55 18,03+0,78 | 27,21+0,59 | 47,54+0,94 | 65,32+0,48 | 83,57+0,27 | 88,11+0,27 129,1+0,09
Ext-AcEt 28,20+0,87 | 48,64+0,18 | 75,18+0,24 | 84,30+0,09 | 87,02+0,16 | 87,43+0,18 | 87,75+0,09 28,51+0,24
Ext-But 14,18+0,63 | 25,79+0,78 | 45,30+0,54 | 72,80+0,18 | 78,02+0,56 | 81,22+0,32 | 82,35+0,41 61,64+0,17
Ext-Aq 15,18+0,42 | 26,76+1,38 | 44,24+1,86 & 64,09+0,40 | 79,52+0,87 | 79,78+0,16 | 80,36+1,52 57,1843,65
BHAP 76,55+0,34 | 79,89+0,29 | 81,73+0,15 | 84,19+0,10 | 87,13+0,23 | 89,36+0,26 | 90,14+0,00 6,24+0,09
BHTP 49,09+0,75 | 72,68+1,50 | 88,73+0,84 | 94,00+0,54 | 94,97+0,13 | 95,06+0,32 | 95,38+0,32 12,99+0,33
a-Tocopherol® 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
Trolox® 87,16+0,29 | 87,72+0,44 | 88,46+0,17 | 88,96+0,13 | 90,82+0,52 | 93,04+0,53 | 93,60+0,33 5,11+0,20

& Les résultats sont présentés en Moy+SD, n=3.

b Composés de référence.
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Tableau. 2. Inhibition du cation radical ABTS™" par les extraits de G. lucidum

Extracts % d’inhibition de I’activit¢ ABTS?
12,5 ug 25 g 50 ug 100 ug 200 pg 400 pg 800 ug I1Cs0 pg/mL
Ext-Ch 22,35+0,52 | 43,55+0,59 73,65%0,40 90,82+0,50 | 91,28+0,40 | 91,88+0,20 | 92,01+0,23 31,76%0,36
Ext-AcEt 56,01+0,56 | 82,14+0,32 & 92,16+0,36 | 92,65+0,21 | 92,77+0,11 | 93,19+0,28 | 93,80+0,96 | 10,06+0,13
Ext-But 53,82+1,25 | 85,25+0,71 91,22+0,47 | 91,59+0,29 | 91,84+0,11 | 92,66+0,38 23,42+0,69
34,18+1,09
Ext-Aq 43,51+2,81 | 63,62+0,43 73,23%£1,55 76,73+1,96 | 85,04+0,78 | 88,55+0,72 | 86,51+0,66 13,61+1,08
BHAP 92,83+1,42 | 94,68+0,42 | 94,95+0,90 | 95,32+0,25 | 95,59+0,47 | 95,83+0,1 | 95,86+0,10 1,80+0,10
BHTP 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
a-Tocopherol® 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
Trolox® 88,57+0,22 | 88,86+0,46 | 89,23+0,88 | 89,52+0,46 | 90,11+0,88 | 90,47+0,13 | 90,77+0,22 3,20+0,05

& Les valeurs exprimées sont les Moy+SD, de trois mesures paralleles.

b Composés de référence.
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Tableau. 3. Inhibition du radical Galvinoxyle (GOR) par les extraits de G. lucidum

Extracts % d’inhibition du test GOR?
12,5 ug 25 g 50 ug 100 ug 200 ug 400 pg 800 ug I1Cs0 pg/mL
Ext-Ch 5,73+0,09 | 15,556+0,38 | 37,08+0,90 | 74,52+0,69 | 81,11+0,17 | 87,86+0,24 | 87,86+0,24 68,13+0,58
Ext-AcEt 40,79+£2,06 | 79,07£1,77 | 91,33+0,12 | 94,86+0,20 | 94,86+0,20 | 94,86+0,20 | 94,86+0,20 15,46+0,48
Ext-But 12,90+1,34 | 35,30+2,15 | 67,80+0,35 | 73,99+0,44 | 78,12+0,17 | 80,35+0,61 | 83,93+1,18 37,04+0,43
Ext-Aq 20,46+0,59 | 35,52+1,40 | 60,45+0,62 | 62,36+1,29 | 64,07+0,33 | 64,51+0,74 | 66,86+0,48 39,7740,13
BHAP 65,02+1,26 | 70,19+0,51 | 70,32+0,65 | 70,60+0,10 NT NT NT 5,37+ 0,06
BHTP 68,89+0,26 | 70,02+0,50 | 70,49+0,55 | 71,13+0,74 NT NT NT 3,31+ 0,18
a-Tocopherol® 70,00+0,62 | 71,62+1,01 | 72,42+1,31 | 73,73+1,12 | 75,69+0,64 NT NT 8,06 + 0,04
Trolox® 72,26+0,91 | 74,74+0,21 | 77,33+1,43 | 80,07+0,73 | 81,77+0,96 | 86,85+0,87 | 91,78+1,57 4,30 + 0,04

L es résultats sont présentés en Moy+SD, n=3.

b Composés de référence.
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Tableau. 4. Test du pouvoir réducteur (FRAP) des extraits de G. lucidum et des molécules de références.

Extraits Absorbances de test FRAP?

3,125 ug 6,25 ug 12,5 ug 25 ug 50 ug 100 ug 200 pg Aos0 pg/mL
Ext-Ch 0,11+0,01 | 0,12+0,01 | 0,14+0,01 | 0,23+0,01 | 0,34+0,01 0,57+0,00 | 0,88+0,00 85,53+1,34
Ext-AcEt 0,15+0,00 0,22+0,00 | 0,35+0,01 | 0,55+0,02 0,86+0,01 1,46%0,06 1,96+0,09 22,74+0,30
Ext-But 0,10£0,00 | 0,11+0,00 | 0,14+0,01 | 0,20+0,01 | 0,29+0,01 | 0,45+0,03 | 0,85+0,01 108,54+1,03
Ext-Aq 0,10+0,00 0,16+0,01 | 0,27+0,01 & 0,29+0,01 0,46+0,02 0,72+0,01 1,02+0,04 60,11+0,45
BHAP 0,18+0,02 0,36+0,04 | 0,78+0,07 | 1,74+0,07 3,53+0,19 NT NT 7,99+0,82

BHTP 0,10+0,01 | 0,1340,02 | 0,22+0,04 | 0,28+0,05 | 0,43+0,02 NT NT >200
a-Tocopherol® 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
Trolox® 0,41+0,02 | 0,60+0,04 | 0,83+0,06 | 1,06+0,06 | 1,19+0,04 | 1,29+0,01 | 1,31+0,01 5,24 0,20
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Tableau. 5. Capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC) des extraits avec les standards (BHA, BHT, a-tocophérol et trolox).

Extraits Absorbances?

12,5 ug 25 ug 50 pg 100 pg 200 pg 400 ug 800 ug Aos0 pg/mL

Ext-Ch 0,15+0,00 0,22+0,01 0,35+0,01 0,60+0,02 1,06+0,03 1,82+0,05 2,84+0,06 77,65%0,08
Ext-AcEt 0,33+0,00 0,57+0,01 1,03+0,03 1,90+0,03 | 3,22+0,05 | 3,51+0,05 3,52+0,02 21,36+0,04
Ext-But 0,17+0,01 0,29+0,00 0,49+0,00 0,87+0,03 1,49+0,09 2,55+0,17 3,43+0,14 51,74+0,82
Ext-Aq 0,20+0,00 0,28+0,01 0,52+0,01 0,74+0,04 | 1,25+0,05 | 2,05+0,03 3,21+0,08 48,31+0,84
BHAP 1,10+0,07 2,11+0,06 3,30+0,12 3,80+0,05 3,86+0,05 3,89+0,01 3,92+0,04 6,63+0,06
BHT® 0,66+0,07 1,03+0,07 1,48+0,09 2,04+0,14 2,73+0,05 3,91+0,03 3,98+0,03 9,61+0,86
o-Tocopherol® 0,40+0,01 0,59+0,01 1,27+0,03 2,3740,02 | 3,87+0,06 | 3,94+0,04 4,01+0,02 19,93+1,62
Trolox® 0,65+0,03 1,13+0,03 2,12+0,05 3,59+0,08 3,71+0,04 3,73+0,03 3,78+0,03 8,69 +0,13

L es valeurs exprimées sont les Moy+SD. de trois mesures paralléles (n=3).

b Composés de référence.
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Tableau. 6. Activité antioxydante des extraits et des molécules de références (standards) évaluée par la méthode de phénanthroline.

Extraits Absorbances?
3,125 ug 6,25 g 12,5ug 25 ug 50 pg 100 pg 200 pg Aos0 pg/mL
Ext-Ch 0,25+0,00 0,26+0,01 0,28+0,00 0,33+0,01 0,39+0,00 0,50+0,00 0,71+0,01 99,94+0,84
Ext-AcEt 0,30+0,01 0,36+0,01 0,50+0,00 0,74+0,01 1,2840,01 2,01+0,01 3,14+0,03 12,87+0,26
Ext-But 0,24+0,00 0,26+0,00 0,30+0,01 0,35+0,00 0,54+0,01 0,64+0,17 0,75+0,02 38,74+1,25
Ext-Aq 0,38+0,00 0,39+0,01 0,42+0,01 0,47+0,02 0,61+0,01 0,83+0,03 1,28+0,03 | 28,92+1,81
BHAP 0,73+0,02 0,93+0,01 1,25+0,04 2,1+0,05 4,89+0,06 4,9+0,04 4,94+0,03 0,93+0,08
BHTP 0,53+0,03 1,23+0,02 1,84+0,01 3,48+0,03 4,84+0,01 4,85+0,02 4,85+0,02 2,24+0,39
o-Tocopherol® 0,37+0,02 0,48+0,02 0,7+0,03 1,05+0,04 1,62+0,06 2,08+0,04 3,1+0,02 6,90+0,21
Trolox® 0,39+0,01 0,53+0,03 0,82+0,03 1,4+0,02 2,41+0,01 3,57+0,02 3,59+0,01 5,21 +0,26

4 es valeurs exprimées sont les Moy+SD ; de trois mesures paralléles (n=3).

b Composés de référence.
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Annexe 5

Tableau. 1. Activité d’inhibition de 1’acétylcholine estérase (AChE) par les extraits de G. lucidum et la galantamine.

Extraits Activité d’inhibition de I’AChE?
3,125ug 6,25 ug 12,5ug 25 g 50 ug 100 ug 200 pg I1Csopg/mL
Ext-Chl 1,39+0,47 2,71+0,59 518+1,05 | 6,42+1,64 | 9,52+2,25 15,11+0,50 29,80 +2,67 >200
Ext-AcEt na na na 14,60+1,08 16,25+1,06 | 22,16+3,87 33,55+2,30 >200
Ext-But na na na na na 6,20+1,16 12,24+0,14 >200
Ext-Aq na na na na na na na >200
Galantamine® 35,93+2,28 43,77+0,00 | 68,50+0,31 | 80,69+0,41 | 85,78+1,63 91,80+0,20 94,77+0,34 6,27+1,15

2L es valeurs exprimées sont les Moy+SD de trois mesures paralléles (n=3).
b Composés de référence.
na: pas d'absorbance (non actif).
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Tableau. 2. Activité d’inhibition de la butyrylcholine estérase (BuChE).

Extraits Activité d’inhibition de butyrylcholine estérase?
3,125ug 6,25 ug 12,5ug 25 ug 50 ug 100 ug 200 pg I1Cso pg/mL
Ext-Chl na na na 28.86x£1.76 | 34,71+0,76 | 44.58+1,16 | 54,94+2,23 | 164,16+3,34
Ext-AcEt na na na 25,08+3,64 | 38,44+1,43 | 38,53+4,25 | 53,33+1,15 | 176,02+2,42
Ext-But na na na 6,65+0,33 21,37£1,73 | 24,03+3,07 | 27,54+1,90 >200
Ext-Aq na na na na na na na >200
Galantamine® 3,26+ 0,62 6,93+ 0,62 | 24,03+2,94 | 4513+2,60 | 63,87+2,85 | 73,57+0,77 | 78,95+ 0,58 | 34,75+1,99

& Les valeurs exprimees sont les Moy+SD de trois mesures paralléles (n=3).

b Composés de référence.

na : pas d'absorbance (non actif).
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Tableau. 3. Activité d'inhibition de la lipase par les extraits du champignon G. lucidum et I’orlistat.

Extraits % Activité d’inhibition de la lipase?
15,625 ug 31,25 ug 62,519 125 ug 250 ug 500 g 1000 pg I1Cs0 pg/mL
Ext-Chl 2,93+0,57 6,37+0,69 8,77+1,44 10,62+0,93 14,19+0,71 18,64+2,16 25,91+0,82 >1000
Ext-AcEt 1,83+0,10 3,20+1,06 | 10,78+2,31 18,27+1,24 | 34,03+1,30 66,64+0,38 93,58+0,50 | 370,33+1,13
Ext-But -6,73+1,38 -0,43+0,49 | 7,72+0,82 15,98+2,79 | 27,35+1,75 | 43,73+3,48 | 82,60+0,96 | 566,01+8,99
Ext-Aq NA NA NA -21,67+3,04 | -13,99+0,91 | -10,94+1,30 3,22+0,88 >1000
Extraits % Activité d’inhibition de la lipase?
0,02 ug 0,03 ug 0,06 ug 0,12 ug 0,24 ug 0,49 ug 0,98 ug 1Cs0 pg/mL
Orlistat® 10,77+12,66 | 21,66+0,87 | 68,59+1,60 | 74,72+0,88 | 76,80+0,19 | 77,48+0,87 | 79,84+1,07 0,058+0,01
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Tableau. 4. Inhibition de la tyrosinase par les extraits de G. lucidum et I’acide kojique.

Extraits % Inhibition de la tyrosinase?
3,125 ug 6,25 ug 12,5ug 25 g 50 ug 100 pg 200 pg I1Cs0 pg/mL
Ext-Chl 48,67+0,67 54,28+1,58 62,16+1,53 72,11+2,22 94,05+1,24 94,05£1,24 | 94,05+1,24 4,03+0,23
Ext-AcEt 21,43+1,72 31,20+1,13 40,23+1,95 52,63+1,13 66,92+2,84 72,73+2,95 | 93,12+1,13 22,30+0,44
Ext-But 46,56+2,81 49,06+3,55 51,25+4,30 87,47+1,95 94,59+1,53 94,59+1,53 | 94,59+1,53 8,78+0,45
Ext-Aq 15,54+2,12 24,00+1,41 28,62+1,07 35,08+2,32 42,46+1,41 47,23+0,96 | 53,60+1,20 | 154,70+3,73
Acide kojique® 6,91+ 0,75 19,22+ 0,75 36,29+ 2,92 | 49,46+ 224 | 58,32+0,37 | 64,36£0,65 | 66,95+2,24 | 25.23+0.78
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Tableau. 5. Inhibition de 1’uréase par les extraits de G. lucidum et la thiourée.

Extracts % d’inhibition de 1’'uréase?
3,125 ug 6,25 ug 12,5 ug 25 ug 50 ug 100 ug 200 pg 1Cs0 pg/mL
Ch-Ext 10,82+0,59 15,71+0,45 19,39+0,37 23,07+0,54 23,90+0,79 | 29,86+0,11 | 31,89+1,24 >200
AcEt-Ext 13,79+1,25 19,01+1,64 26,82+0,37 34,29+0,47 40,64+0,79 56,54+0,74 | 79,96+£1,90 | 78,97+1,46
But-Ext 5,39+0,25 10,23+1,81 17,90+2,25 22,58+1,39 29,12+1,77 41,95+1,34 | 58,52+0,65 | 152,14+1,48
Ag-Ext -19,52+0,76 -19,02+0,15 -15,67+3,59 -11,41+1,13 -5,06+1,30 -1,26+1,46 | 10,45+0,73 >200
Thiourée® 4,49+0,78 19,85+2,74 55,64+4,24 94,1740,15 98,42+0,19 | 98,90+0.05 | 98,49+0.41 | 11.57+0.68






