UNIVERSITE DE YAOUNDE THE UNIVERSITY OF YAOUNDE |

FACULTE DES SCIENCES FACULTY OF SCIENCE

CENTRE DE RECHERCHE ET £ ‘ \ CENTRE FOR RESEARCH AND

FORMATON DOCTORALE EN % ) TRAINING IN GRADUATE

SCIENCES DE LA VIE, SANTE & N\ / STUDIES IN LIFES, HEALTH AND
ET ENVIRONNEMENT VA Nt ® ENVIROMENTAL SCIENCES

TFIENTIE,
BN S T ATy

UNITE DE RECHERCHE ET DE RESEARCH AND DOCTORATE
FORMATION DOCTORALE EN TRAINING UNIT IN LIFE

SCIENCE DE LA VIE SCIENCE

DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE
DEPARTMENT OF BIOCHEMISTRY

VARIABILITE DU CONTENU EN LOVASTATINE DURANT LA
PRODUCTION ET LA CONSERVATION DE Pleurotus ostreatus ET
EVALUATION DE SON ACTIVITE HYPOCHOLESTEROLEMIANTE

THESE

Présentée en vue de 1’obtention partielle du dipléme de Doctorat/PhD en Biochimie

MOBOWU Estelle Yolande
11R0496

Master en Biochimie
(Sciences alimentaires et nutrition)

Membres du jury

Président : MOUNDIPA FEWOU Paul Professeur, Université de Yaounde |
Rapporteurs : SADO KAMDEM Sylvain Leroy Maitre de Conférences, Université de Yaoundé |

YADANG Germaine Chargé de cours, Université de Ngaoundéré
Membres : KANSCI Germain Professeur, Université de yaounde |

MOUNJOUENPOU Pauline Institut de Recherches Agricoles pour le
Developpement ; Yaoundé

AZANTSA Boris Gabin Maitre de Conférences, Université de Yaoundé |

2022 - 2023



hp
Tampon 


UNIVERSITE DE YAOUNDE THE UNIVERSITY OF YAOUNDE |

FACULTE DES SCIENCES FACULTY OF SCIENCE

CENTRE DE RECHERCHE ET -j B\ CENTRE FOR RESEARCH AND
FORMATON DOCTORALE EN =< TRAINING IN GRADUATE

SCIENCES DE LA VIE, SANTE Wi N7 STUDIES IN LIFES, HEALTH AND
ET ENVIRONNEMENT N R ENVIROMENTAL SCIENCES

UNITE DE RECHERCHE ET DE RESEARCH AND DOCTORATE
FORMATION DOCTORALE EN TRAINING UNIT IN LIFE

SCIENCE DE LA VIE SCIENCE

DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE
DEPARTMENT OF BIOCHEMISTRY

VARIABILITE DU CONTENU EN LOVASTATINE DURANT LA
PRODUCTION ET LA CONSERVATION DE Pleurotus ostreatus ET
EVALUATION DE SON ACTIVITE HYPOCHOLESTEROLEMIANTE

THESE

Présentée en vue de I’obtention partielle du dipldme de Doctorat/PhD en Biochimie

MOBOU Estelle Yolande
11R0496

Master en Biochimie
(Sciences alimentaires et nutrition)

Membres du jury

Président  : MOUNDIPA FEWOU Paul Professeur, Université de Yaoundé |
Rapporteurs : SADO KAMDEM Sylvain Leroy Maitre de Conférences, Université de Yaoundé |

YADANG Germaine Chargé de cours, Université de Ngaoundéré
Membres : KANSCI Germain Professeur, Université de yaounde |

MOUNJOUENPOU Pauline Institut de Recherches Agricoles pour le
Developpement ; Yaoundé

AZANTSA Boris Gabin Maitre de Conférences, Université de Yaoundé |

2022 - 2023




UNIVERSITE DE YAOUNDE THE UNIVERSITY OF YAOUNDE |
FACULTE DES SCIENCES FACULTY OF SCIENCE

DEPARTEMENT DE
BIOCHIMIE

DEPARTMENT OF
BIOCHEMISTRY

ATTESTATION DE CORRECTION DE THESE DE DOCTORAT/PhD

Nous soussignés Pr KANSCI Germain, Pr AZANTSA Boris Gabin, Dr
MOUNJOUENPOQOU Pauline et Pr MOUNDIPA FEWOU Paul respectivement examinateurs
et president du jury de la thése de Doctorat/Ph.D. en Biochimic option Science Alimentaire ct
Nutrition soutenue par Mlle MOBOU Estelle Yolande, matricule 11R0496, le 30 octobre 2023
dans la salle multimedia de la faculté des sciences de I'Université de Yaoundé 1, sur le théme
«variabilité du contenu en lovastatine durant la production et la conservation de Pleurotus
ostreatus ct évaluation de son activité hypocholestérolémiante, certifions qu’clle a effectué

les corrections conformément aux remarques et recommendations du jury.
En foi de quoi, nous lui délivrons cette attestation pour servir et valoir ce que de droit/-

Yaoundé, le... V.U 550000
Examinateurs

Pr KANSCI Germain

Président

Pr MOUNDIPA FEWOU Paul

Le Chef de département

Pr MOUNDIPA FEWOU Paul

Pr AZANT

jO'=

Paul F.- MOUNNXIP



UNIV ERéITE DE YAOUNDE THE UNIVERSITY OF YAOUNDE I

FACULTE DES SCIENCES FACULTY OF SCIENCE
CENTRE DE RECHERCHE ET CENTRE FOR RESEARCH AND
FORMATON DOCTORALE EN TRAINING IN GRADUATE
SCIENCES DE LA VIE, SANTE STUDIES IN LIFES, HEALTH AND

ET ENVIRONNEMENT ENVIROMENTAL SCIENCES
UNITE DE RECHERCHE ET DE RESEARCH AND DOCTORATE
FORMATION DOCTORALE EN ‘ TRAINING UNIT IN LIFE

SCIENCE DE LA VIE SCIENCE

DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE
DEPARTMENT OF BIOCHEMISTRY

DECLARATION SUR L’HONNEUR

Je soussignée : Nom : MOBOU
Prénom : ESTELLE YOLANDE
Matricule de I’étudiant : 11R0496

Mail : estelleyolande@yahoo.com

Jatteste sur I’honneur Ne pas avoir reproduit dans mon document tout ou partie d’ceuvres
déja existantes, a I’exception de quelques bréves citations dans le texte, mises entre guillemets
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LISTE DES ENSEIGNANTS PERMANENTS ‘ LIST OF PERMANENT TEACHING STAFF

DOYEN : TCHOUANKEU Jean- Claude, Maitre de Conférences

ANNEE ACADEMIQUE 2022/2023

(Par Département et par Grade)

DATE D’ACTUALISATION 31 MAI 2023

ADMINISTRATION

VICE-DOYEN / DPSAA: ATCHADE Alex de Théodore, Professeur
VICE-DOYEN / DSSE : NYEGUE Maximilienne Ascension, Professeur
VICE-DOYEN / DRC : ABOSSOLO ANGUE Monique, Maitre de Conférences
Chef Division Administrative et Financiere : NDOYE FOE Florentine Marie Chantal, Maitre de
Conférences
Chef Division des Affaires Académiques, de la Recherche et de la Scolarité DAARS : AJEAGAH
Gideon AGHAINDUM, Professeur

1- DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE (BC) (43)

N° NOMS ET PRENOMS GRADE OBSERVATIONS
1. BIGOGA DAIGA Jude Professeur En poste
2. FEKAM BOYOM Fabrice Professeur En poste
3. KANSCI Germain Professeur En poste
4. MBACHAM FON Wilfred Professeur En poste
5. MOUNDIPA FEWOU Paul Professeur Chef de Département
6. NGUEFACK Julienne Professeur En poste
7. NJAYOU Frédéric Nico Professeur En poste
8. OBEN Julius ENYONG Professeur En poste
9. | ACHU Merci BIH Maitre de Conférences En poste
10. | ATOGHO Barbara MMA Maitre de Conférences En poste
AZANTSA KINGUE GABIN Maitre de Conférences En poste
11. | BORIS
BELINGA née NDOYE FOE F. | Maitre de Conférences Chef DAF / FS
12. | M. C.
DJUIDJE NGOUNOUE Maitre de Conférences En poste
13. | Marceline
DJUVIKWO NKONGA Ruth Maitre de Conférences En poste
14. | Viviane
15. | EFFA ONOMO Pierre Maitre de Conférences VD/FS/Univ Ebwa
16. | EWANE Cécile Annie Maitre de Conférences En poste
17. | KOTUE TAPTUE Charles Maitre de Conférences En poste
18. | LUNGA Paul KEILAH Maitre de Conférences En poste
19. | MBONG ANGIE M. Mary Anne | Maitre de Conférences En poste
20. | MOFOR née TEUGWA Clotilde | Maitre de Conférences Doyen FS / UDs
21. | NANA Louise épouse WAKAM | Maitre de Conférences En poste




22. | NGONDI Judith Laure Maitre de Conférences En poste
TCHANA KOUATCHOUA Maitre de Conférences En poste

23. | Angele

24. | AKINDEH MBUH NJI Chargé de Cours En poste
25. | BEBEE Fadimatou Chargée de Cours | En poste
26. | BEBOY EDJENGUELE Sara Nathalie Chargé de Cours En poste
27. | DAKOLE DABQY Charles Chargé de Cours En poste
28. | DONGMO LEKAGNE Joseph Blaise Chargé de Cours En poste
29. | FONKOUA Martin Chargé de Cours En poste
30. | FOUPOUAPOUOGNIGNI Yacouba Chargé de Cours En poste
31. | KOUOH ELOMBO Ferdinand Chargé de Cours En poste
32. | MANANGA Marlyse Josephine Chargée de Cours | En poste
33. | OWONA AYISSI Vincent Brice Chargé de Cours En poste
34. | Palmer MASUMBE NETONGO Chargé de Cours En poste
35. | PECHANGOU NSANGOU Sylvain Chargé de Cours En poste
36. | WILFRED ANGIE ABIA Chargé de Cours En poste
37. | BAKWO BASSOGOG Christian Bernard Assistant En Poste
38. | ELLA Fils Armand Assistant En Poste
39. | EYENGA Eliane Flore Assistant En Poste
40. | MADIESSE KEMGNE Eugenie Aimée Assistant En Poste
41. | MANJIA NJIKAM Jacqueline Assistant En Poste
42. | MBOUCHE FANMOE Marceline Joélle Assistant En poste
43. | WOGUIA Alice Louise Assistant En Poste

| 2- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE ANIMALES (BPA) (52)

1. | AJEAGAH Gideon AGHAINDUM Professeur | DAARS/FS
2. | BILONG BILONG Charles-Félix Professeur | Chef de Département
3. | DIMO Théophile Professeur | En Poste
4. | DJIETO LORDON Champlain Professeur | En Poste
5. | DZEUFIET DJOMENI Paul Désiré Professeur | En Poste
5. | ESSOMBA née NTSAMA MBALA Professeur ggygmﬁxless .
7. | FOMENA Abraham Professeur | En Poste
8. | KEKEUNOU Sévilor Professeur | En poste
9. | NJAMEN Dieudonné Professeur | En poste
10. | NJIOKOU Flobert Professeur | En Poste
11. | NOLA Moise Professeur | En poste
12. | TAN Paul VERNYUY Professeur | En poste
Inspecteur de service /
13. | TCHUEM TCHUENTE Louis Albert Professeur Coord.Progr./MINSANTE
14. | ZEBAZE TOGOUET Serge Hubert Professeur | Enposte




15. ALENE Désirée Chantal Maitre de Conférences V|ge Doyen/
Uté Ebwa
16. BILANDA Danielle Claude Maitre de Conférences | En poste
17. DJIOGUE Séfirin Maitre de Conférences | En poste
18. (éBpCS)éJllz\lé)TléIIENIéAMKUMO Raceline Maitre de Conférences | En poste
19. ﬁggﬁp@r%UHIéENG Hermine epse Maitre de Conférences | En Poste
20. LEKEUFACK FOLEFACK Guy B. Maitre de Conférences | En poste
21. MAHOB Raymond Joseph Maitre de Conférences | En poste
22, MBENOUN MASSE Paul Serge Maitre de Conférences | En poste
23. MEGNEKOU Rosette Maitre de Conférences | En poste
24, MOUNGANG Luciane Marlyse Maitre de Conférences | En poste
25. NOAH EWOTI Olive Vivien Maitre de Conférences | En poste
26. MONY Ruth épse NTONE Maitre de Conférences | En Poste
217. NGUEGUIM TSOFACK Florence Maitre de Conférences | En poste
28. NGUEMBOCK Maitre de Conférences | En poste
29. TAMSA ARFAO Antoine Maitre de Conférences | En poste
30. TOMBI Jeannette Maitre de Conférences | En poste
31. ATSAMO Albert Donatien Chargé de Cours | En poste
32. BASSOCK BAYIHA Etienne Didier Chargé de Cours | En poste
33. ETEME ENAMA Serge Chargé de Cours | En poste
34. FEUGANG YOUMSSI Francois Chargé de Cours | En poste
35. FOKAM Alvine Christelle Epse KENGNE | Chargé de Cours | En poste
36. GONWOUO NONO Legrand Chargé de Cours | En poste
37. KANDEDA KAVAYE Antoine Chargé de Cours | En poste
38. KOGA MANG DOBARA Chargé de Cours | En poste
39. LEME BANOCK Lucie Chargé de Cours | En poste
40. MAPON NSANGOU Indou Chargé de Cours | En poste
41, ';ALirS:é EI?SNEFéﬁgL'J\A NIIIE)EILLE Chargé de Cours | En poste
42. MVEYO NDANKEU Yves Patrick Chargé de Cours | En poste
43, NGOUATEU KENFACK Omer Bébé Chargé de Cours | En poste
44. | NJUA Clarisse YAFI Chargée de Cours | SNef Div. Ute
Bamenda

45, NWANE Philippe Bienvenu Chargé de Cours | En poste
46. TADU Zephyrin Chargé de Cours | En poste
47, YEDE Chargé de Cours | En poste
48. YOUNOUSSA LAME Chargé de Cours | En poste
49. | AMBADA NDZENGUE GEORGIA ELNA | Assistante | En poste
50. | KODJOM WANCHE Jacguy Joyce Assistante En poste
51. | NDENGUE Jean De Matha Assistant En poste
52. | ZEMO GAMO Franklin Assistant En poste




[ 3- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE VEGETALES (BPV) (34)

1. | AMBANG Zachee Professeur Cth de
Departement

2. DJOCGOUE Pierre Francgois Professeur En poste

3. MBOLO Marie Professeur En poste

4. MOSSEBO Dominique Claude Professeur En poste

5. YOUMBI Emmanuel Professeur En poste

6. ZAPFACK Louis Professeur En poste

7. | ANGONI Hyacinthe Maitre de Conférences | En poste

8. | BIYE Elvire Hortense Maitre de Conférences | En poste

9. (I\EAQESOU SOMO TOUKAM. Maitre de Conférences | En poste

10. | MALA Armand William Maitre de Conférences | En poste

11. | MBARGA BINDZI Marie Alain Maitre de Conférences | DAAC /UDla

12. | NDONGO BEKOLO Maitre de Conférences | En poste

13. | NGALLE Hermine BILLE Maitre de Conférences | En poste

14. | NGODO MELINGUI Jean Baptiste Maitre de Conférences | En poste

15. | NGONKEU MAGAPTCHE Eddy L. | Maitre de Conférences | CT / MINRESI

16. | TONFACK Libert Brice Maitre de Conférences | En poste

17. | TSOATA Esaie Maitre de Conférences | En poste

18. | ONANA JEAN MICHEL Maitre de Conférences | En poste

19. | DJEUANI Astride Carole Chargé de Cours En poste

20. | GONMADGE CHRISTELLE Chargée de Cours En poste

21. | MAFFO MAFFO Nicole Liliane Chargé de Cours En poste

22. | NNANGA MEBENGA Ruth Laure Chargé de Cours En poste

23. | NOUKEU KOUAKAM Armelle Chargé de Cours En poste

24. En
('\:IERBADZ;MBO EPSE PIAL ANNIE Chargé de Cours détachement/UN

ESCO MALI

25. | GODSWILL NTSOMBOH Chargé de Cours En poste
NTSEFONG

26. | KABELONG BANAHO Louis-Paul- | Chargé de Cours
Roger En poste

27. | KONO Léon Dieudonné Chargé de Cours En poste

28. | LIBALAH Moses BAKONCK Chargé de Cours En poste

29. | LIKENG-LI-NGUE Benoit C Chargé de Cours En poste

30. | TAEDOUNG Evariste Hermann Chargé de Cours En poste

31. | TEMEGNE NONO Carine Chargé de Cours En poste

32. | MANGA NDJAGA JUDE Assistant En poste

33. | DIDA LONTSI Sylvere Landry Assistant En poste

34. | METSEBING Blondo-Pascal Assistant En poste




4- DEPARTEMENT DE CHIMIE INORGANIQUE (CI) (28)

Ministre Chargé de

1. | GHOGOMU Paul MINGO Professeur .
Mission PR
2. | NANSEU NJIKI Charles Péguy | Professeur En poste
3. | NDIFON Peter TEKE Professeur CT MINRESI
4. | NENWA Justin Professeur En poste
5. | NGAMENI Emmanuel Professeur Doyen FS
Univ.Ngaoundere
6. | NGOMO Horace MANGA Professeur Vice Chancelor/UB
7. | NJOYA Dayirou Professeur En poste
8. | ACAYANKA Elie Maitre de En poste
Conférences
9. | EMADAK Alphonse Maitre de En poste
Conférences
10. | KAMGANG YOUBI Georges | Maitre de En poste
Conférences
KEMMEGNE MBOUGUEM Maitre de
11. , En poste
Jean C. Conférences
12. | KENNE DEDZO GUSTAVE Maitre de En poste
Conférences
13.| MBEY Jean Aime Maltr,e de En poste
Conférences
14. | NDI NSAMI Julius Mailre o Chef de Département
Conférences
NEBAH Née NDOSIRI Bridget Maitre de s
15. NDOYE Conférences Sénatrice/SENAT
16. | NJIOMOU C. épse DJANGANG | Maitre de En poste
Conférences
17.| NYAMEN Linda Dyorisse I\/Ialtr,e de En poste
Conférences
18 PABOUDAM GBAMBIE Maitre de En poste
"I AWAWOU Conférences P
19. | TCHAKOUTE KOUAMO Hervé | Maitre de En poste
Conférences
20.| BELIBI BELIBI Placide Désirg | Maitre de Chef Service/ ENS
Conférences Bertoua
21.| CHEUMANI YONA Arnaud M. | Maitre de En poste
Conférences
22.| KOUOTOU DAOUDA Maitre de En poste
Conférences
23.| MAKON Thomas Beauregard Charge de Cours En poste
24.| NCHIMI NONO KATIA Chargée de Cours En poste
25. | NJANKWA NJABONG N. Eric | Charge de Cours En poste
26. | PATOUOSSA ISSOFA Chargé de Cours En poste
27.| SIEWE Jean Mermoz Chargé de Cours En Poste




28.

W.

BOYOM TATCHEMO Franck

Assistant

En Poste

5- DEPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE (CO) (37)

Alex de Théodore

1 ATCHADE Professeur Vice-Doyen / DPSAA
2. DONGO Etienne Professeur Vice-Doyen/FSE/UYI
NGOUELA Silvere Professeur Chef de Département
3. Augustin UDS
. . Directeur/
PEGNYEMB Dieudonné Professeur MINESUP/ Chef de
Emmanuel .
4, Deépartement
5. WANDJI Jean Professeur En poste
MBAZOA née DJAMA
1 Professeur En poste
6. Céline
7. | AMBASSA Pantaléon Maitre de Conférences En poste
8. | EYONG Kenneth OBEN Maitre de Conférences En poste
9. | FOTSO WABO Ghislain Maitre de Conférences En poste
10. | KAMTO Eutrophe Le Doux | Maitre de Conférences En poste
11. | KENMOGNE Marguerite Maitre de Conférences En poste
12. | KEUMEDJIO Félix Maitre de Conférences En poste
13. | KOUAM Jacques Maitre de Conférences En poste
14. | MKOUNGA Pierre Maitre de Conférences En poste
15. | MVOT AKAK CARINE Maitre de Conférences En poste
o - . Chef de Cellule
16. | NGO MBING Josephine Maitre de Conférences MINRESI
17. NGO.N.O BIKCBO Maitre de Conférences C.E.A/ MINESUP
Dominique Serge
18. ’F}'Ig;geLOUGBOT Olivier Maitre de Conférences DAAC/Uté Bertoua
19. N.OUNGOUE TCHAMO Maitre de Conférences En poste
Diderot
20. | TABOPDA KUATE Turibio | Maitre de Conférences En poste
21. TAGATSING FOTSING Maitre de Conférences En poste
Maurice
22. EEE(%UANKEU Jean- Maitre de Conférences Doyen /FS/ UYI
23. | YANKEP Emmanuel Maitre de Conférences En poste
24. | ZONDEGOUMBA Ernestine | Maitre de Conférences En poste
25. | MESSI Angélique Nicolas Chargé de Cours En poste
26. | NGNINTEDO Dominique Charge de Cours En poste
27. | NGOMO Orléans Chargée de Cours En poste
28. | NONO NONO Eric Carly Chargé de Cours En poste
29. | OUAHOUO WACHE .
Blandine M. Chargée de Cours En poste

j



30. | OUETE NANTCHOUANG Chargeée de Cours En poste
Judith Laure

31. | SIELINOU TEDJON Valérie | Charge de Cours En poste

32. | TCHAMGOUE Joseph Chargé de Cours En poste

33. | TSAFFACK Maurice Charge de Cours En poste

34. | TSAMO TONTSA Armelle Charge de Cours En poste

35. | TSEMEUGNE Joseph Chargé de Cours En poste

36. | MUNVERA MFIFEN Assistant En poste
Aristide

37. | NDOGO ETEME Olivier Assistant En poste

6- DEPARTEMENT D’INFORMATIQUE (IN) (22)

Chef de Division
1. | ATSA ETOUNDI Roger Professeur MINESUP
5 FOUDA NDJODO Marcel Professeur Inspecteur Général/
" | Laurent MINESUP
3. | NDOUNDAM Réné Maitre de En poste
Conferences
4. | TSOPZE Norbert Maltr,e de En poste
Conferences
, C , Chef de Cellule
5. | ABESSOLO ALO’O Gislain Charge de Cours MINEOPRA
6. | AMINOU HALIDOU Chargé de Cours Chef de Département
7. | DJAM Xaviera YOUH - KIMBI | Chargé de Cours En Poste
8. DOMGA KOMGUEM Chargé de Cours En poste
Rodrigue
9. | EBELE Serge Alain Chargé de Cours En poste
10. | HAMZA Adamou Chargé de Cours En poste
11. | IOMEKONG AZANZI Fidel Chargé de Cours En poste
12. | KOUOKAM KOUOKAM E. A. | Charge de Cours En poste
13. | MELATAGIA YONTA Paulin | Chargé de Cours En poste
14. | MESSI NGUELE Thomas Chargé de Cours En poste
15. | MONTHE DJIADEU Valery M. | Chargé de Cours En poste
NZEKON NZEKO'O ARMEL .
16. JACQUES Chargé de Cours En poste
OLLE OLLE Daniel Claude . Sous-Directeur ENSET
17. Chargé de Cours
Georges Delort Ebolowa
18. | TAPAMO Hyppolite Chargé de Cours En poste
19. | BAYEM Jacques Narcisse Assistant En poste
20. EKODECK Stéphane Ga¢l Assistant En poste
Raymond
21. | MAKEMBE. S . Oswald Assistant Directeur CUTI

vii



22.

NKONDOCK. Ml.
BAHANACK.N.

Assistant

En poste

7- DEPARTEMENT DE MATHEMATIQUES (MA) (33)

1. | AYISSI Raoult Domingo | Professeur | Chef de Département |
: Maitre de
2. KIANPI Maurice Conférences En poste
Maitre de
3. | MBANG Joseph Conférences En poste
Maitre de
4. | MBEHOU Mohamed Conférences En poste
MBELE BIDIMA Martin Maitre de
> Ledoux Conférences En poste
Maitre de Chef Service des
6. | NOUNDJEU Pierre Conférences Programmes &
Diplémes/FS/UYI
7. | TAKAM SOH Patrice Maitre de En poste
Conférences
8. TCHAP.NDA NJABO Maltrfe de Directeur/AIMS Rwanda
Sophonie B. Conférences
Maitre de
9. | TCHOUNDJA Edgar Landry Conférences En poste
AGHO,UKENG JIOFACK Chargé de Cours Chef Cellule MINEPAT
10. | Jean Gérard
11. | BOGSO ANTOINE Marie Chargé de Cours En poste
12. | CHENDJOU Gilbert Chargé de Cours En poste
13. | DJIADEU NGAHA Michel Chargé de Cours En poste
14. | DOUANLA YONTA Herman | Chargé de Cours En poste
15. | KIKI Maxime Armand Chargé de Cours En poste
LQUMNGAM KAMGA Chargé de Cours En poste
16. | Victor
17. | MBAKOP Guy Merlin Chargé de Cours En poste
18. | MBATAKOU Salomon Joseph | Chargé de Cours En poste
MENGUE MENGUE David Charaé de Cours Chef Dpt /ENS Université
19. | Josl g d’Ebolowa
20. | MBIAKOP Hilaire George Chargé de Cours En poste
21. | NGUEFACK Bernard Chargé de Cours En poste
22. | NIMPA PEFOUKEU Romain | Chargée de Cours En poste
23. | OGADOA AMASSAYOGA Chargée de Cours En poste
POLA DOUNDOU .
24 | Emmanuel Chargé de Cours En stage
25. | TCHEUTIA Daniel Duviol Chargé de Cours En poste
26. | TETSADJIO TCHILEPECK .
Chargé de Cours En poste

M. Eric.




27. | BITYE MVONDO Esther Assistante
- En poste
Claudine
28. | FOKAM Jean Marcel Assistant En poste
29. | GUIDZAVAI KOUCHERE Assistant
En poste
Albert
30. | MANN MANYOMBE Martin | Assistant En poste
Luther
31. | MEFENZA NOUNTU Thiery | Assistant En poste
32. NY_OUMBI DLEUNA Assistant En poste
Christelle
33. | TENKEU JEUFACK Yannick | Assistant
Léa En poste

8- DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE (MIB) (24)

1. | ESSIA NGANG Jean Justin Professeur Chef de Département
2. | NYEGUE Maximilienne Professeur VICE-DOYEN / DSSE
Ascension
Maitre de
3. | ASSAM ASSAM Jean Paul Conférences En poste
: Maitre de
4. | BOUGNOM Blaise Pascal Conférences En poste
Maitre de
5. | BOYOMO ONANA Conférences En poste
6 KOUITCHEU MABEKU Epse | Maitre de En noste
" | KOUAM Laure Brigitte Conférences P
: Maitre de
7. | RIWOM Sara Honorine Conférences En poste
. Maitre de
8. | NJIKI BIKOI Jacky Conférences En poste
SADO KAMDEM Sylvain Maitre de
9. ) En poste
Leroy Conférences
10. | ESSONO Damien Marie Chargé de Cours | En poste
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RESUME

L’augmentation de la production des champignons comestibles est importante car ils
sont considérés comme des aliments ayant une teneur élevée en protéines et dotés de plusieurs
propriétés médicinales notamment leurs activités hypocholestérolémiantes. Parmi les
champignons comestibles, Pleurotus ostreatus est au deuxieme rang des plus commercialisés
au monde. Toutefois, il a été démontré que les différents substrats utilisés dans sa culture ont
une incidence sur ses propriétés fonctionnelles et organoleptiques. Aussi, son contenu en
éléments nutritifs et bioactifs est affecté par les techniques courantes de conservation (séchage,
réfrigération, mise en conserve). Ce travail a été réalisé dans 1I’optique de déterminer I'effet de
différents substrats de croissance et des méthodes de conservation sur 1’activité
hypocholestérolémiante de Pleurotus ostreatus. La culture de Pleurotus ostreatus a été faite sur
les grains de mais et de sorgho pour I’obtention du mycélium pure et sur les rafles de mais et
les coques de riz pour la fructification et I’obtention des carpophores. A I’issue de la production
des champignons, quelques parametres macroscopiques et la concentration en lovastatine ont
été déterminés. Le protocole de production ayant permis d’obtenir la meilleure concentration
en lovastatine a été utilisé ultérieurement. Les champignons issus de ce protocole ont été utilisés
pour la suite du travail ou I’effet du séchage et de la mise en conserve sur la lovastatine et la
stabilité du champignon a été évalué sur 20 mois. Ensuite, I’activité hypocholestérolémiante de
Pleurotus ostreatus a été évaluée sur les rats suivant une approche préventive et curative aprées
une induction de I’hypercholestérolémie par une alimentation riche en graisse. Les résultats ont
montré que, les meilleurs rendements de production (532,1 g/ ballotte) ont été obtenus avec les
champignons produits sur le mélange rafles de mais/coques de riz combinés aux semences
obtenues sur grains de mais tandis que les champignons produits sur les rafles de mais avec les
semences obtenues sur grains de mais ont présenté les meilleures concentrations en lovastatine
(676,2 ng/g). Le séchage au four a 80°C et I’appertisation a 110 et 121°C ont entrainé
respectivement une réduction de 45,39%, 52,22% et 48,9% de la teneur en lovastatine.
L’administration journaliére de Pleurotus ostreatus a la dose de 0,67mg/kg de poids corporel a
entrainé une perte de poids chez les rats et une réduction significative des concentrations en
cholestérol LDL (79,1-4,7 mg/dL) similaire & celle obtenue en utilisant le standard de
lovastatine (65,6-26,3 mg/dL). Le protocole de production adopté, le séchage solaire, les
séchages au four a moins de 80°C et I’appertisation a moins de 110°C peuvent assurer
I’utilisatin de Pleurotus ostreatus comme aliment fonctionnel.

Mots clés : Pleurotus ostreatus, rafles de mais, coques de riz, lovastatine, traitement thermique,
hypercholestérolémie
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ABSRACT

The increase in the production of edible mushrooms is important because they are
considered as foods with high protein content and several medicinal properties including their
cholesterol-lowering activities. Among edible mushrooms, Pleurotus ostreatus is the second
most commercialized in the world. However, it has been shown that the different substrates
used in its culture have an impact on its functional and organoleptic properties. Also, its nutrient
and bioactive content are affected by current preservation techniques (drying, cooling and
canning). This work was carried out to determine the effect of different growth substrates and
preservation methods on the hypocholesterolemic activity of Pleurotus ostreatus. To do this,
the culture of Pleurotus ostreatus was done on maize and sorghum grains to obtain pure
mycelium and on maize cobs and rice hulls for fruiting and obtaining carpophores. At the end
of the production of the mushrooms, some macroscopic parameters and the concentration of
lovastatin were determined. The production protocol that gave the best lovastatin concentration
was adopted. The mushrooms from this protocol were used for further work where the effect of
drying and canning on lovastatin and the stability of the mushroom was evaluated over 20
months. Subsequently, the cholesterol-lowering activity of Pleurotus ostreatus was evaluated
in rats following a preventive and curative approach after induction of hypercholesterolemia by
a high-fat diet. The results showed that the best production yields (532.1 g/bundle) were
obtained with the mushrooms produced on the corn cobs/rice hulls mixture combined with the
seeds obtained on corn seeds while the mushrooms produced on the corn cobs with the seeds
obtained on corn seeds presented the best lovastatin concentrations (676.2 pg/g). Oven drying
at 80°C and appertization at 110 and 121°C resulted in a 45.4%, 52.2%, and 48.9% reduction
in lovastatin content, respectively. Daily administration of Pleurotus ostreatus at the dose of
0.67 mg/kg body weight resulted in weight loss in rats and a significant reduction in LDL
cholesterol (79.1-4.7 mg/dL) concentrations similar to that obtained using the standard
lovastatin (65.6-26.3 mg/dL). The adopted production protocol, solar drying, oven drying at
less than 80°C, and appertizing at 100°C can ensure the use of Pleurotus ostreatus as a
functional food.

Keywords

Pleurotus ostreatus, corn cobs, rice husk, lovastatin, heat treatment, hypercholesterolemia.
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INTRODUCTION GENERALE

La demande alimentaire augmente avec la croissance de la population. Pour assurer la
sécurité alimentaire dans les pays en développement, la population a recourt a plusieurs sources
alimentaires parmi lesquelles les produits forestiers non ligneux (PFNL) a D’instar des
champignons. La culture des champignons se révele comme étant une activite rentable pour les
producteurs agricoles. Leur cueillette dans les zones de forét tropicale du Cameroun n'est
souvent possible que pendant la saison des pluies et les rendements obtenus sont généralement
faibles par rapport au temps passé pour la récolte. La plupart des espéces comestibles
pourrissent rapidement et le collecteur doit étre au bon endroit au bon moment (Kinge et al.,
2014). Associé a cela, le risque de consommation de champignons vénéneux est reel. Les
meilleurs rendements de production sont obtenus dans des environnements principalement
riches en déchets lignocellulosiques. Représentés par les feuilles, les tiges, les racines, les
pailles et les enveloppes des plantes ; ces déchets sont générés en grandes quantités par les
activités agricoles. L'augmentation des déchets agricoles est directement liée a la croissance de
la population mondiale et & la demande croissante de production alimentaire qui en découle
(Silva et al., 2020). Une des solutions pour le recyclage de ces déchets consiste a les utiliser
pour la culture de champignons comestibles (Kumla et al., 2020). La production mondiale de
champignons augmente chaque année a un taux de croissance d'environ 7 %. Selon les données
de FAOSTAT, la production mondiale totale de champignons en 2020 était de 43 millions de
tonnes, dont 40 millions de tonnes en Chine (Doroski et al., 2022). La consommation mondiale
actuelle de champignons est d'environ 12,74 millions de tonnes (Shirur et al., 2021).

Les champignons comestibles au Cameroun comprennent les espéces communes
suivantes : Termitomyces, Pleurotus, Agaricus, Flammulina, Auricularia et ceux utilisés a des
fins médicinales comprennent le Termitomyces et le Ganoderma pour ne citer que ceux-la
(Kinge et al., 2014). La production nationale de champignons a été estimée a 52 tonnes en 2014
(Djomene et al., 2016). Le genre Pleurotus constitué¢ d’environ 40 espéces fait parti des
champignons les plus cultivés et commercialisés dans le monde. Au Cameroun, les espéces les
plus cultivées sont, P. pulmonarius, P. sajor-caju, P. floridanus, P. citrinopileatus, et P.
salmoneo-stramineus en raison de leur disponibilité, de leur faible col(t de production, de leur
rendement élevé et des techniques de culture simples (Ninkwango, 2007 ; Djomene et al.,
2016). Aprés le champignon Agaricus bisporus, Pleurotus ostreatus (P. ostreatus) est le
deuxiéme champignon produit commercialement dans le monde, en particulier en Europe, en

Afrique, en Amérique latine et en Asie (Royse et al., 2017 ; Prokisch et al., 2021 ; Ejigu et
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al., 2022). Ce champignon comestible est apprécié pour sa saveur, ainsi que pour ses propriétés
nutritionnelles et médicinales (Pérez-martinez et al., 2015 ; Kane et al., 2017). Sa production
a un réle important dans la préservation des ressources naturelles et des écosystemes grace au
recyclage des déchets agricoles (Hultberg et al., 2020). La culture de P. ostreatus permet donc
de recycler ces déchets agricoles et d'attenuer les carences nutritionnelles dont souffrent
principalement les populations de Chine, d'Inde et d'Afrique. En outre, les substrats usés sont
utilisés comme engrais, aliments pour animaux et pour la production de biogaz (Kakon et al.,
2012). Les espéeces de Pleurotus ont été cultivées avec succeés sur des déchets agricoles tels que
la sciure, la paille de riz, les feuilles de bananier, les tiges de mais, les feuilles de palmier-dattier
(Adebayo et al., 2014 ; Marlina et al., 2015 ; Rezania et al., 2017 ; Yamauchi et al., 2019 ;
Hrebeckova et al., 2020). Toutefois, la variabilité des déchets utilisés pour la culture des
champignons impacte leurs rendements de production, leurs propriétés nutritionnelles,
organoleptiques et fonctionnelles (Debu et al., 2014 ; Wang et al., 2015 ; Kinge et al., 2016 ;
Ogundele et al., 2017 ; Atila, 2019).

L'importance économique de P. ostreatus réside principalement dans son utilisation
comme aliment pour la consommation humaine (Barh et al., 2019). En effet, P. ostreatus est
un aliment précieux pour la santé, pauvre en calories (26-35 kcal/100 g selon la variété), riche
en protéines végeétales, en zinc, en fibres et en vitamines (complexes C, D et B) (Kane et al.,
2017). 1l est aussi connu pour ses propriétés thérapeutiques (Hamdi et al., 2016 ; Melanouri
et al., 2022). De nombreuses études ont démontré que la consommation quotidienne de
champignons, a un effet bénéfique sur la santé et qu'il est généralement considérée comme un
aliment fonctionnel (Carrasco-Gonzalez et al., 2017 ; Piska et al., 2017 ; Caldas et al., 2022).
De nombreux composés bioactifs, a savoir des polysaccharides, des peptides, des
glycoprotéines, des composés phénoliques, des lipides et des enzymes (laccases) ont été extraits
de mycéliums et de basidiomes de Pleurotus spp. a des fins d'étude (Morris et al., 2017). Les
composés bioactifs les plus intéressants produits par les champignons Pleurotus sont les
polysaccharides stimulant le systéme immunitaire et les statines naturelles. Ces derniéres sont
hypocholestérolémiantes et plus actives que les statines synthétiques en raison de leurs effets
secondaires moins importants (Inécio et al., 2015). Chaque année, environ 17 millions de
personnes meurent de maladies cardiovasculaires (MCV), ce qui représente 31 % de I'ensemble
des décés dans le monde (The Lancet 2015, OMS, 2021). Une étude mondiale a démontré que,
parmi tous les facteurs de risque modifiables des maladies cardiovasculaires, les taux sériques

anormaux de cholestérol étaient associes au risque attribuable le plus élevé de survenue de
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MCV, en particulier de cardiopathie ischémique (Casula et al., 2021). Les personnes atteintes
d'une maladie cardiovasculaire ou présentant un risque cardiovasculaire élevé en raison de la
présence d'un ou plusieurs facteurs de risque ont besoin d'un dépistage et d'une prise en charge
précoces au moyen de conseils et de médicaments, le cas échéant. La thérapie médicamenteuse
pour abaisser le cholestérol a considérablement été améliorée avec 1’utilisation de l'agent
pharmacologique lovastatine et ses analogues qui se sont montrés efficace mais ont des effets
secondaires sur la santé du patient. Les especes de Pleurotus sont des excellents producteurs
de lovastatine (619,5 ug/g) et en tant que tel, peuvent étre considérés comme aliment
fonctionnel avec une capacité naturelle d’abaissement du taux de cholestérol (Barh et al.,
2019). Une optimisation de la production de la lovastatine par ce champignon serait idoine pour

préserver la santeé.

Les champignons sont tres périssables et leur durée de conservation peut atteindre un a
trois jours a température ambiante (20-25°C) (Diamantopoulou et al., 2015 ; Subramaniam
et al., 2021) et cing a sept jours au frais (4°C) (Jiang, 2013 ; Diamantopoulou et al., 2015).
Pour conserver les composés bioactifs, maintenir la qualité et prolonger la durée de
conservation des champignons, des techniques de conservation appropriées sont nécessaires
(Pei et al., 2014). Selon la littérature, les méthodes de conservation peuvent étre classées en
trois catégories : les méthodes thermiques (séchage et congélation), chimiques (solutions de
lavage, enrobages) et physiques (conditionnement, irradiation) (Zhang et al., 2018).
Traditionnellement, les méthodes de conservation les plus communes sont la mise en conserve,
la congélation et le sechage (Yaldiz et al., 2001). Toutefois, certaines méthodes de conservation
modifient la composition chimique des champignons et, par conséquent, ont un effet sur leur
valeur nutritionnelle, leurs constituants bioactifs ou proprietés pharmacologiques et leurs
caractéristiques organoleptiques (Kumela et al., 2017). Dés lors, il est important de s’assurer
du maintien des principes actifs qu’ils contiennent durant leur transformation et leur

conservation.

Les travaux sur la taxonomie, les enquétes ethnomycologiques, les études médicinales, les
études nutritionnelles, les études sur les méthodes de culture et de conservation des
champignons ont été menés au Cameroun (Kansci et al., 2003 ; Dijk et al., 2003 ; Douanla-
Meli, 2007 ; Menolli et al., 2010 ; Omarini et al., 2010 ; Egbe et al., 2013 ; Kinge et al.,
2014 ; Etoundi et al., 2019). Toutefois, 1’effet que pourrait avoir une combinaison de déchets
agricoles aussi bien sur le rendement de production que sur la teneur en composeés bioactifs de

P. ostreatus reste encore a explorer. De plus, dans la littérature peu de travaux ont mis 1’accent
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sur la stabilité de la lovastatine dans le champignon apres 1’application des techniques de

conservation.

Question de recherche
Quel est I’impact des substrats de production disponibles localement et des techniques de

conservation sur les rendements en champ et les propriétés fonctionnelles de P. ostreatus ?

Hypothese
Les conditions de culture et de conservation de P. ostreatus influencent le rendement de
production, la teneur en lovastatine et la consommation de P. ostreatus est

hypocholestérolémiante.

Objectif général

Ce travail a consisté principalement a valoriser la culture de P. ostreatus, en mettant en
place une approche méthodologique simple permettant de déterminer I'effet de différents
substrats de croissance et des méthodes de conservation sur 1’activité hypocholestérolémiante

de Pleurotus ostreatus. Plus spécifiquement il a été question de :

+ Déterminer le meilleur substrat de production de P. ostreatus sur la base du rendement
de production et de la teneur en lovastatine ;

+ Analyser I’effet du séchage et de la mise en conserve de P. ostreatus sur sa stabilité au
cours du temps et sur sa teneur en lovastatine ;

+ Evaluer lactivité préventive et curative contre 1’hypercholestérolémie de P. ostreatus
produit dans des conditions expérimentales sur les rats ayant recu une alimentation

hyperlipidique.
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CHAPITRE | : REVUE DE LA LITTERATURE

I. Généralités sur les champignons

Le controle des déchets est I'un des principaux défis du monde actuel. Divers moyens et
méthodes ont été développés pour contrdler les déchets provenant de diverses sources, telles
que les déchets chimiques, biologiques et végétaux (Ezeonu et al., 2012). La culture de
champignons est I'un des procédés biotechnologiques de recyclage et d'utilisation des déchets
organiques lignocellulosiques (Jegadeesh et al., 2021). Le champignon est un macroorganisme
qui posséde un sporocarpe distinctif qui peut étre soit hypogé (souterrain) soit épige (aérien) et
suffisamment grand pour étre visible a 1'ceil nu et pour étre cueilli a la main (Figure 1) (Niazi
et al., 2021). Différents groupes de champignons tels que les mycorhiziens, les saprophytes et
les parasites sont présents dans la nature mais les champignons saprophytes sont généeralement
préférés pour la culture artificielle (Korman, 2020). Parmi ces champignons les plus rencontrés
sont Pleurotus ostreatus (Jacg.) P. Kumm, Agaricus bisporus (J.E. Lange) Imbach, Lentinula
edodes (Berk.) Pegler, Hypsizygus marmoreus (Peck) H.E. Bigelow, Auricularia auricula-
judae (Bull.) Quél, Flammulina velutipes (Curtis) Singer, Volvariella volvacea (Bull.) Singer,
Grifola frondosa (Dicks.) Gray, Pholiota nameko (T. Ito) S. Ito & S. Imai, et Tremella
fuciformis Berk (Miles et al., 2004).

les lamelles
ou lames (en mycologie)

I'anneau

LE CARPOPHORE
P ou SPOROPHORE
(fruit)

J LE MYCELIUM

Figure 1: Différentes parties d’'un Macromycéte, Amanites

les ilaments mycéliens

La plupart des champignons cultivés ont un cycle de vie de base, qui comprend les étapes

suivantes (1) la sporulation (c'est-a-dire la production de spores et non de graines), (2) la
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germination des spores et l'accouplement des cellules, (3) la colonisation pour compléter la
fructification initiée, (4) la formation des primordia, et (5) aprés la fructification ou la maturité
des champignons, les spores sont & nouveau libérées et le cycle se répete(Figure 2) (Cotter,
2015). Il existe de nombreux champignons vénéneux, qui doivent étre clairement signalés aux
consommateurs afin d'éviter de causer de graves probléemes écologiques et sanitaires (Shirur,
2017). L'énorme quantité de déchets résultant de la culture des champignons doit étre recyclé
de maniere durable afin de protéger I'environnement et de produire de la bioénergie. Par
conséquent, les champignons comestibles peuvent étre promus en tant qu'activité agro-
industrielle importante pour répondre a de nombreux problémes environnementaux, en

particulier la dégradation de I'environnement (Shirur et al., 2021 ; EI-Ramady et al., 2022a).
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Figure 2 : Cycle de reproduction des champignons supérieurs

La production durable de champignons est importante car les champignons sont considérés
comme des aliments comestibles et ont une teneur élevée en protéines (ElI-Ramady et al.,
2022b). Les champignons sont reconnus non seulement pour leur saveur et leur texture mais
aussi en raison de leurs propriétés nutritionnelles et fonctionnelles (Beluhan et al., 2011). Selon
le rapport de l'indice mondial de la faim (2019), les pays africains et asiatiques sont confrontés
a un énorme probleme de faim et de malnutrition. Les objectifs de développement durable
(ODD) des Nations unies exigent des gouvernements du monde entier qu'ils éliminent la faim,

atteignent la sécurité alimentaire et améliorent la nutrition d'ici 2030, en particulier pour les




populations pauvres et vulnérables de la société y compris les nourrissons. Les chiffres actuels
indiquent que prés de 690 millions de personnes, soit 8,9 % de la population mondiale, sont
mal nourries. L'Asie compte le plus grand nombre de personnes sous-alimentées (381 millions),
suivie de I'Afrique (250 millions), de I'Ameérique latine et des Caraibes (48 millions) (OMS
2020).

Certains champignons sont connus pour leurs nutritionnelles et thérapeutiques et, dans le monde
entier, certaines espéces sont connues pour leur toxicité qui provoque chaque année des
accidents mortels dus principalement a des erreurs d'identification. De nombreuses substances
différentes appartenant a des champignons vénéneux ont déja éteé identifiées et sont associées a
différents symptémes et signes.

+ Les champignons veneneux

Les champignons vénéneux produisent différentes toxines et ont le potentiel de provoquer
un large éventail de symptdmes graves. Sur la base de caractéristiques cliniques clés, les
intoxications par les champignons ont été classées en six groupes principaux : cytotoxique,
neurotoxique, myotoxique (rhabdomyolyse), métabolique (y compris endocrinien et toxicité
associee), irritant gastro-intestinal et diverses réactions indésirables aux champignons. Dans les
six groupes principaux, des symptomes ont été identifiés qui sont associés a 14 toxines connues
et 6 inconnues (White et al., 2019). Les principaux organes cibles des champignons
cytotoxiques sont le foie et les reins. Les toxines responsables des Iésions hépatiques et rénales
sont I'amanitine, I'acide aminohexadiénoique et I'orellanine. Ces toxines sont principalement
produites par les espéces d'Amanita Pers. et de Cortinarius (Pers.) Gray (Karlson-Stiber et
Persson, 2003).

- Les champignons neurotoxiques englobent les macrochampignons qui provoquent des effets
neuroexcitateurs. Les toxines connues sont les psilocybines, les muscarines et les isoxazoles.
Les champignons produisant ces toxines sont principalement des Agaricales telles que :
Amanita, Clitocybe, Inocybe, Psilocybe et Gymnopilus. Certains champignons de la famille des
Pezizales, tels que Morchella spp. peuvent également provoquer un syndrome neurotoxique,

mais les toxines responsables restent inconnues.

- Les champignons myotoxiques sont fortement associés a des symptomes de rhabdomyolyse
et proviennent principalement de Russula et de Tricholoma. Les especes les plus courantes sont
Russula subnigricans Hongo, Tricholoma equestre (L.) P. Kumm. et T. terreum (Schaeff.)

P.Kumm. Plusieurs toxines ont eté signalées comme agents toxiques dans ces champignons,
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par exemple les russuphelines et I'acide cycloprop-2-ene carboxylique dans R. subnigricans et
le sapona-céolide dans T. equestre (Launder et Mikuleviciene, 2016 ; Rzymski et Klimaszyk,
2018).

- Les champignons métaboliques/endocriniens et toxicité connexe: Ce vaste groupe de
champignons a été constitué pour tenir compte du fait qu'ils ne présentent pratiquement jamais
de similitudes cliniques, et que différents champignons vénéneux ont été inclus. Par exemple,
les champignons de type disulfiram, qui provoquent des symptdémes de type disulfiram, sont
associes a une consommation ultérieure (apres I'ingestion des champignons) d'alcool (Kunkel
et Connor, 1994). Les especes apparentées sont principalement Coprinus et Copri-nopsis, et
Ampulloclitocybe. Les champignons trichothécenes représentent un autre sous-groupe causant
des défaillances multiviscérales et des empoisonnements mortels au Japon et en Corée (Ahn et
al., 2013 ; Jang et al., 2013 ; Kim et al., 2016). L'agent toxique est le trichothécéne que I'on

trouve dans Trichodermacornu-damae (communément appelé "poison fire corail").

- De nombreux genres de champignons peuvent provoquer des intoxications gastro-intestinales,
comme Chlorophyllum, Entoloma, Gomphus, Hebeloma, Omphalotus, Rubroboletus et
Sutorius etc. Les toxines spécifiques qui provoquent ces effets gastro-intestinaux n'‘ont pas été
identifiées (Rumack et Spoerke, 1994) a I'exception de la bolesatine et de la bolevenine,
glycoprotéines isolées de Rubroboletus satanas (Lenz) Kuan Zhao & Zhu L. Yang et de
Sutorius venenatus (Nagas.) G. Wu & Zhu L.Yang, respectivement (Kretz et al., 1989 ;
Matsuura et al., 2009). Les espéces d'Agaricus de la section Xanthodermatei et Hondenses ont
été décrites comme toxiques car elles contiennent des composes phénoliques toxiques qui
peuvent provoquer des effets gastro-intestinaux. Les espéces d'Agaricus de la section
Xanthodermatei et Hondenses ont été décrites comme toxiques car elles contiennent des
composés phénoliques toxiques qui peuvent provoquer des symptdmes gastro-intestinaux
courants (Parra, 2013 ; Asef et al., 2016).

Les champignons sont une source précieuse de nutriments et de composés bioactifs ; leur
saveur et leur ardbme caractéristique ont récemment suscité un intérét culinaire croissant en
raison de I'impact négatif de la pandémie de COVID-19 sur la chaine d'approvisionnement en
viande (Aguchem et al., 2022). Leurs effets bénéfiques potentiels sur la santé humaine en font
des candidats de choix d’ou I’appellation d’aliments fonctionnels. 11 a été rapporté que la

composition nutritionnelle des champignons dépend largement du type et de la composition en

nutriments du substrat (Hoa et al., 2015 ; Muswati et al., 2021).
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I.1. Propriétes nutritionnelles des champignons

Les champignons comestibles ont une valeur nutritionnelle supérieure a celle de tous les
fruits et légumes et sont consommés depuis de nombreuses années pour leur texture et leur godt
agréable (Assemie et al., 2022). Ils constituent une bonne source de protéines, de fibres
alimentaires, de vitamines, de minéraux et de composés phénoliques a activité antioxydante.
En outre, les champignons ont une faible teneur en matieres grasses (composees principalement
d'acides gras insaturés) et une faible densité énergétique (Cheung, 2010 ; Guillamon et al.,
2010 ; Kalac, 2013 ; Valverde et al., 2015). Les champignons frais sont composés
principalement d'eau. Selon Kalac (2013), la matiere seche des champignons varie entre 8 et
14%. Les glucides représentent entre 35% et 70% de la matiére seche des champignons et
comprennent les sucres et les polysaccharides selon les especes, les variétés et le stade de
développement du corps fructifiant (Rathore et al., 2017). Les champignons sont considéerés
comme un produit alimentaire tres utile dans les régimes végétariens (Valverde et al., 2015).
IIs contiennent plus de protéines (20-25%, sur base séche) que la plupart des Iégumes et leur
valeur biologique est plus élevée, car les champignons contiennent les neuf acides aminés
essentiels (Dabbour et al., 2002a ; Kalac, 2013 ; Valverde et al., 2015). Les champignons
sont une bonne source de complexe vitaminique B. Ils présentent des niveaux élevés de niacine
(B3), de folates (B9) et de riboflavine (B2), tandis que la thiamine (B1) et la cobalamine (B12)
sont présentes a I'état de traces. Ils contiennent également de la vitamine C et des vitamines
liposolubles (A, E et D). Les champignons sont la seule source non animale de vitamine D
(Guillamon et al., 2010 ; Valverde et al., 2015 ; Rathore et al., 2017). Les principaux
minéraux présents dans les champignons sont le potassium et le phosphore ou le magnésium,
selon I'espéce (Guillamon et al., 2010). Concernant la teneur en minéraux, le sodium
(68,1mg/100g), le potassium (2240,4mg/100g), le phosphore (1693,5mg/100g), le magnésium
(86,3mg/100gq), le fer (24,3mg/100g), le zinc (5,3mg/100g) et le cuivre (0,6mg/100g) ont été
retrouvés dans les fructifications, ce qui en fait de bonnes sources de minéraux (Kane et al.,
2017).

4+ Glucides

Les glucides sont I'un des composants les plus importants des champignons (Vaz et al.,
2011). Leurs teneurs totales dans les champignons, y compris les hydrates de carbone
digestibles et non digestibles, varie selon les espéces de 35% a 70% du poids sec (Diez et al.,
2001 ; Rathore et al., 2017). Ces champignons contiennent a la fois des glucides de haut et de

bas poids moléculaire. Les glucides de haut poids moleculaire sont des polysaccharides tels que

-




la chitine et le glucane. Les glucides de faible poids moléculaire sont des monosaccharides, des
disaccharides et des alcools de sucre (polyols), tels que I'arabitol, le glucose, le mannitol et le
tréhalose (Zhou et al., 2016). Il est intéressant de noter que le champignon contient des
polysaccharides typiques du régne animal, comme le glycogéne, et ne contient ni amidon ni
cellulose, qui sont caractéristiques des plantes. L'indice glycémique d'un aliment mesure son
effet immédiat sur l'augmentation de la glycémie et est un nombre défini et constant pour
chaque aliment. La teneur en glucides complexes et en fibres montre que les champignons sont
des aliments a tres faible indice glycémique (IG=15), leur digestion est donc plus lente et le
sucre est libéré progressivement. Les aliments a faible indice glycémique sont recommandés
aux personnes souffrant de diabéte car ils impliquent une moindre augmentation de la glycémie

postprandiale (Ramos, 2015).

+ Fibres

Sont considérés comme des fibres alimentaires les polymeres provenant de plantes qui sont
formés de 10 monosaccharides ou plus qui ne peuvent pas étre hydrolysés de maniére endogéne
par les enzymes digestives et qui exercent un effet physiologique potentiellement bénéfique
pour la santé (Guillon et al., 2000). Les fibres alimentaires comprennent les polysaccharides,
les oligosaccharides et la lignine. La consommation de fibres alimentaires favorise le maintien
de la santé et la prévention de certaines maladies comme le diabéte, le cancer, les maladies
cardiovasculaires, I'nypercholestérolémie et I'obésité (Bordonaro et al., 2008 ; Theuwissen et
al., 2008). Les fibres régulent I'absorption du sucre, absorbent certains composés organiques
tels que les acides biliaires et peuvent retarder I'absorption intestinale du sucre, ce qui est trés
bénéfique dans le traitement du diabéte. Les champignons sont une bonne source de fibres
alimentaires. Selon des données bibliographiques, les champignons contiennent une plus
grande quantité de fibres insolubles (2,28-8,99 g/100 g de portion comestible) que de fibres
solubles (0,32-2,20 g/100 g) (Manzi et al., 2004). Les fibres alimentaires des champignons sont
principalement composées de chitine (un polymére a chaine droite (1—4) -b de N-acétyl-
glucosamine) et de polysaccharides ((1—3) -b-D-glucanes et mannanes) dans leurs parois
cellulaires (Deepalakshmi et al., 2014, Raman et al. 2020). Les champignons comestibles
fournissent jusqu'a 25 % de I'apport nutritionnel recommandé en fibres alimentaires (Cheung,
2010). Comme pour les autres nutriments, la teneur en fibres varie en fonction de I'espece, de
la morphologie, des conditions de croissance des champignons, ainsi que de leur conservation

et des processus culinaires auxquels ces produits sont soumis. Selon Manzi et al. (2001 et
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2004), les champignons présentant le pourcentage le plus élevé de fibres totales sont les suivants

Agrocybe aegerita, Agaricus bisporus, Pleurotus eryngii et Pleurotus ostreatus.

+ Lipides

En général, les champignons sont pauvres en matiéres grasses (moins de 5% en poids sec).
Les acides gras polyinsaturés sont principalement contenus dans les champignons comestibles
; ils peuvent donc contribuer a la réduction du cholestérol sérique. Il convient de noter que les
transisomeres des acides gras insaturés n'ont pas été detectés dans les champignons
(Mohammad, 2021). L'acide linoléique est celui présent en plus grande proportion dans les
champignons (Diez et al., 2001 ; Naraian et al., 2017). En plus de I'acide linoléique, il existe
un autre acide gras commun dans les champignons, connu sous le nom d'acide oléique. La
variation de la teneur en matieres grasses des champignons cultivés dépend du type et de la
quantité de déchets agricoles utilisés pour le processus de culture (Ganesan et al., 2018). Le
principal stérol produit par les champignons comestibles est I'ergostérol, qui présente des
propriétés antioxydantes. Il a été observé qu'une alimentation riche en stérols est importante

pour la prévention des maladies cardiovasculaires (Nagulwar et al. 2020).
+ Protéines

La teneur en protéines des champignons (en moyenne 23.80 g/100 g poids sec) (Ayimbila
et al., 2023) est plus élevée que celle de nombreux légumes. Par rapport a la viande et a d'autres
sources de protéines animales, les champignons nécessitent moins de surface et de temps pour
produire la méme quantité de protéines (El Sheikha et al., 2018). Ils peuvent de ce fait étre
consommeés comme une alternative a la viande animale (Gonzalez et al. 2020). La digestibilité
des protéines des champignons en général est assez bonne, pour P. ostreatus et L. edodes elle
est de 73,4% et 76,3%, respectivement (Dabbour et al., 2002b). Ces valeurs sont comparables
a celles des légumineuses (70-80%) (Wong et al., 1998). Contrairement au reste des légumes,
le champignon contient tous les acides aminés essentiels (lle, Leu, Lys, Met, Phe, Thr, Trp,
Val), qui sont ceux que le corps humain ne peut pas générer par lui-méme et qui doivent étre

ingérés dans l'alimentation.

+ Minéraux

Les minéraux sont des éléments chimiques fondamentaux pour le fonctionnement normal
du métabolisme de notre corps. Les minéraux jouent des roles structurels et métaboliques
essentiels. L'alimentation doit les contenir en quantité suffisante mais non excessive, afin de

couvrir les besoins de I'organisme. Certains sont nécessaires en quantités supérieures a 100
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milligrammes par jour (calcium, phosphore, sodium et potassium) et dautres, appelés
oligoéléments (fer, fluor, iode, cuivre, zinc, sélénium, etc...), sont nécessaires en quantités
moindres. La teneur en minéraux des champignons varie entre 6 et 11% de la matiére séche,
selon I'espéce. Par exemple, Pleurotus ostreatus en contient 6,90%, Pleurotus eryngii 8,60%,
Lentinula edodes 5,85% et Hericium erinaceus 9,35% (Ramos, 2015). Selon Bilal et al., 2010,
les organes de fructification des champignons contiennent un niveau élevé d'éléments minéraux
et les principaux constituants sont K, P, Na, Ca et Mg, tandis que des éléments comme Cu, Zn,
Fe, Mo, Se et Cd constituent des constituants mineurs. Certains des champignons cultivés les
plus courants tels que, A. bisporus, P. ostreatus et L. edodes, entre autres, sont riches en
potassium (2670-4730 mg/100g en matiére séche) et sont considérés comme une bonne source
de phosphore (493-1390 mg/100g en matiére séche), de magnésium (20-200 mg/100g en
matiére séche), de zinc (4,70-9,20 mg/100g en matiere séche) et de cuivre (0,52-3,50 mg/100g
en matiére seche) (Cheung, 2008).

+ Valeur calorigue et teneur en eau des champignons

Les champignons ont un pourcentage élevé d'eau 93-95% par rapport a la viande de beeuf
(70%) et aux légumes frais (92%) (Gashaw, 2020). La valeur calorique ou énergétique d'un
aliment est liée a la quantité de calories (Kcal) qu'il contient. Pour calculer la valeur énergétique
d'un aliment, il faut connaitre la quantité de nutriments qu'il contient et les calories de chacun
(glucides 4 kcal/g, protéines 4 kcal/g et lipides 9 kcal/g). Les champignons contiennent environ
26-35 kcal/100 g selon la variété. Les champignons sont des aliments a fort pouvoir rassasiant
et a faible densité énergétique, c'est-a-dire le rapport entre les calories et le volume d'un aliment.
Leur forte teneur en eau est liée a la sensation de satiété qu'ils procurent et comme ils
contiennent également tres peu de calories, ils sont un produit trés utile pour les régimes

hypocaloriques (Ramos, 2015).

Les champignons sont utilisées depuis des milliers d'années par les populations de la plupart
des régions du monde pour soigner de nombreuses maladies humaines du fait de leurs propriétés
thérapeutiques (Mossebo et al., 2020). Ils contiennent des composants bioactifs tels que des
polysaccharides (B-glucanes), des fibres alimentaires, des glycoprotéines, des acides gras
insaturés, des composés phénoliques, des tocophérols, des ergostérols et des lectines (Ma et al.,
2018). Certaines études soulignent leur action antitumorale par la stimulation du systeme
immunitaire gréace a l'action de leurs polysaccharides (Meng et al., 2016 ; Ayeka, 2018) et leur
action immunomodulatrice (Tanaka et al., 2016), pour lesquelles ils ont été utilisés dans la

médecine complémentaire alternative comme médicament contre le cancer (Sun et al., 2020).
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Les champignons sont également considérés comme aidant a prevenir I'athérosclérose car ils
sont riches en dérivés de l'ergostérol, en éritadénine, en 3-glucanes et en inhibiteurs de la HMG-
CoA réductase (Guillamon et al., 2010).

1.2. Propriétes meédicinales des champignons

Les champignons comestibles qui présentent des propriétés medicinales appartiennent aux
champignons du genre : Lentinula, Auricularia, Hericium, Grifola, Flammulina, Tremella et
Pleurotus, tandis que d'autres ne sont connus que pour leurs propriétés médicinales, comme le
Ganoderma et le Trametes, qui sont définitivement non comestibles en raison de leur texture
grossiére et dure ou de leur amertume. Les champignons sont des sources importantes de
plusieurs composés bioactifs avec une énorme variété de structures chimiques (Taofq et al.,
2016 ; Sande et al., 2019). Ces composés bioactifs ont été classés comme des contributeurs
importants aux différentes propriétés thérapeutiques, a savoir les activités antitumorales, anti-
inflammatoires,  antidiabétiques, antiallergiques, = immunomodulatrices, protectrices
cardiovasculaires,  anticholestérolémiques, de  détoxification,  hépatoprotectrices,
antimicrobiennes, antioxydantes et prébiotiques (Heleno et al., 2015 ; Valverde et al., 2015).

+ Propriétés antioxydantes

Les espéces oxygénées réactives (ROS) peuvent causer des dommages importants aux
cellules et aux tissus, avec divers troubles dégénératifs, tels que les maladies cardiovasculaires,
le vieillissement et les maladies neurodégénératives, comme la maladie d'Alzheimer, les
mutations et le cancer (Kosani¢ et al., 2012). La capacité antioxydante des aliments prend de
plus en plus d'importance comme moyen de lutte contre le stress oxydatif. Le métabolisme
cellulaire produit naturellement des espéces oxygénées réactives appelées "radicaux libres".
Lorsque le mécanisme antioxydant n'est pas en mesure de détoxifier un exces de ces especes, il
en resulte un stress oxydatif. Les antioxydants peuvent étre endogénes, générés par l'organisme
lui-méme, ou exogeénes, c'est-a-dire ceux qui proviennent de I'alimentation. L'augmentation de
I'apport en antioxydants permet de protéger I'organisme contre les radicaux libres et de ralentir
la progression de nombreuses maladies chroniques (Liu et al., 2013). 1l existe différents types
d'antioxydants en fonction de leur mécanisme d'action : préventif, ceux qui inhibent la
formation des radicaux libres ; sequestrant les radicaux libres, et réparateur ceux qui sont

chargés de réparer les dommages une fois qu'ils se sont produits.

Il existe une grande variété d'aliments riches en composés a activité antioxydante reconnue,

y compris les champignons. Les composés phénoliques, les terpénoides, le tocophérol et les
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caroténoides ont été identifiés comme étant les plus importants contributeurs a l'activité de
piégeage des radicaux largement étudiée et documentée pour les especes de champignons
appartenant aux genres Pleurotus, Agaricus, Ganoderma et Lentinula. Ils sont également de
bons inhibiteurs de la peroxydation des lipides, des piégeurs de radicaux hydroxyles et des

inhibiteurs de I'oxyde nitrique (Rathore et al., 2017).

Le peptide de Ganoderma lucidum (GLP) a été signalé comme le principal composant
antioxydant de G. lucidum et cette propriété en fait un candidat pour I'anti-age (Wang et al.,
2017). Les effets antioxydants et de piégeage des radicaux libres des polysaccharides et des
triterpénoides de G. lucidum ont été démontrés dans différents modeles de Iésions oxydatives
(Lin, 2004). Lentinula edodes, également connu sous le nom de shiitake, est trés consommé
comme aliment de santé en Chine, au Japon et dans d'autres pays asiatiques. Parmi ses
composants bioactifs, le polysaccharide lentinan est le plus étudié en raison de ses potentiels
neutraceutiques et pharmaceutiques abondantes (Ren et al., 2018). Actuellement, le lentinan a
attiré une attention considérable en raison de ses activités antioxydantes (Vamanu, 2012 ;
Chowdhury et al., 2015). Le béta-glucan isolé de Pleurotus ostreatus a prouvé avoir un effet
sur le statut antioxydant de I'organisme chez les rats (Bobek et al., 2001). L'extrait de Pleurotus
protége les organes de rats 4gés contre le stress oxydatif et les bases ont été posées pour pouvoir
prouver l'activité de ces extraits chez I'homme (Jayakumar et al., 2006 ; Jayakumar et al.,
2007). Dans une autre étude du méme auteur, également avec des rats d'un age avance, il a été
observé qu'un extrait de P. ostreatus augmentait I'expression génétique de I'enzyme
antioxydante catalase et réduisait l'incidence de I'oxydation des protéines induite par les
radicaux libres, ce qui signifie que cet extrait semble protéger contre I'apparition de troubles

associes a I'age dans les cas ou les radicaux libres sont impliqués (Jayakumar et al., 2010).

Des composés phénoliques ayant un pouvoir antioxydant ont également été trouvées dans
d'autres especes de champignons. La flavoglaucine, qui est un composé phénolique isolé du
tapis mycélien d'Eurotium chevalieri, est un excellent antioxydant dans I'huile végétale a une
concentration de 0,05 % (Elmastas et al., 2007). Dans la plupart de ces études, une corrélation
positive a été trouvée entre le contenu en composés phénoliques dans les extraits de

champignons et leurs propriétés antioxydantes (Dubost, 2007).

+ Propriétés antitumorales

Dans la plupart des pays, le cancer est la deuxieme cause de mortalité dans la population et

est considéré comme une épidémie mondiale. Il est possible de prévenir prés de 30% des cas
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de cancer en modifiant les principaux facteurs de risque, tels que I'alimentation, le tabac, I'alcool
et le manque d'exercice physique. Selon de nombreuses études, un régime alimentaire riche en
fruits, 1égumes, céreéales, fibres alimentaires et en certains micronutriments (vitamines et
minéraux), contribue a protéger I'organisme contre certains types de tumeurs (Menendez et al.,
2006). Parmi les composes ayant une activité antitumorale dans les champignons, les
polysaccharides semblent étre les plus puissants. La plupart des polysaccharides présentent une
activité antitumorale contre diverses cellules cancéreuses en inhibant directement la croissance
des cellules tumorales, en induisant I'apoptose et I'autophagie, en provoquant des changements
dans le cycle cellulaire et en augmentant l'expression des genes suppresseurs de tumeurs
(Chakraborty et al., 2019 ; Mingyi et al., 2019). L'avancée la plus récente dans I'utilisation
des métabolites bioactifs des champignons, avec des propriétés anticancéreuses, a été rapportée
par Shimizu et al. (2016) : L'agarol, un dérivé d'ergostérol d'Agaricus blazei, induit une

apoptose indépendante de la caspase dans les cellules cancéreuses humaines.
+ Propriétés immunomodulatrices

Un immunomodulateur est une substance qui modifie (peut augmenter ou diminuer) la
capacité du systeme immunitaire a réaliser une ou plusieurs de ses fonctions, telles que la
production d'anticorps, la reconnaissance antigénique ou la sécrétion de médiateurs
inflammatoires. L'utilisation d'agents qui activent les mécanismes de défense de I'h6te
(immunostimulateurs ou immunopotentiateurs), constituerait un outil thérapeutique
supplémentaire a la chimiothérapie conventionnelle chez les personnes immunodéprimeées. Les
champignons comestibles constituent une source de composés qui "boostent™ par leur activité
stimulante sur le systeme immunitaire (Ramos, 2015). Diverses substances ayant un effet
immunostimulant ont été isolées du mycélium et des fructifications de différents champignons,
essentiellement des polysaccharides a structure de type - glucane, des lectines et des terpénes.
Ces composés stimulent différentes populations cellulaires comme les macrophages, les
cellules natural killer (un type de lymphocyte), les neutrophiles ou les lymphocytes et induisent
la synthése de cytokines (Chen et al., 2007). Ainsi, certains polysaccharides ou complexes
polysaccharide-protéine des champignons sont capables de stimuler le systéme immunitaire
non spécifique et exercer une activité antitumorale par le biais de la stimulation des mécanismes
de défense de I'hdte (Rathee et al., 2012). Selon le poids moléculaire des polysaccharides
extraits des champignons, l'activité immunomodulatrice peut varier. Les polysaccharides de
faible poids moléculaire peuvent pénétrer dans les cellules et ont donc avoir un effet stimulant

sur le systtme immunitaire. Ceux dont le poids moleculaire est plus élevé ne peuvent pas
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pénétrer la cellule, ils s'attachent a des récepteurs specifiques de la membrane cellulaire et

propagent la réponse de cette maniere (EI Enshasy et al., 2013).

Il existe de nombreuses espéces de champignons qui ont une activité immunomodulatrice.
L'une des plus représentatives est le Ganoderma. Des études réalisées avec des polysaccharides
de Ganoderma lucidum montrent que ces composés sont capables de stimuler le systéeme
immunitaire des souris immunodéprimées. Les auteurs affirment que ces composés pourraient
étre utilisés comme potentialisateurs pour pallier I'immunosuppression induite par la
chimiothérapie (Zhu et al., 2007). L'administration de lentinan, en plus de la chimiothérapie, a
permis de prolonger le temps de survie, de restaurer les parametres immunologiques et
d'améliorer la qualité de vie des personnes atteintes de cancer de I'estomac, de cancer du c6lon
et d'autres carcinomes, par rapport aux patients ayant recu une chimiothérapie seule
(Lindequist et al., 2005). Des études cliniques ont été réalisées a cet égard, notamment dans
les pays asiatiques (Ina et al., 2016 ; Zhang et al., 2018). Les composés bioactifs d'autres
champignons comme Agaricus brazei, Lentinula edodes, Hericium erinaceus et Pleurotus
ostreatus sont capables d'induire la production de TNF-o (Tumor Necrosis Factor) et
d'augmenter I'expression de cytokines et d'interleukines (IL-1pB, IL-4, IL-8, IL-12), activant le
systeme immunitaire et agissant ainsi comme immunomodulateurs (Lee et al., 2009 ; El
Enshasy et al., 2013).

+ Propriétés antidiabetiques

Selon I'OMS, le diabéte est une maladie chronique qui survient lorsque le pancréas ne
produit pas assez d'insuline ou lorsque I'organisme n'utilise pas efficacement l'insuline qu'il
produit. L'insuline est une hormone qui régule la glycémie. Ceci cause progressivement de
graves dommages a de nombreux organes et systémes, en particulier aux nerfs et aux vaisseaux
sanguins. Le diabéte sucré est un probléme métabolique qui peut étre contr6lé en améliorant le
niveau de vie, en faisant de l'exercice et en adoptant un régime alimentaire adapté. Les
champignons peuvent servir d'aliments fonctionnels pour contrdler le diabete (Kumar et al.,
2021). lls sont idéals pour la prévention de I'hyperglycémie en raison de leur teneur élevée en
fibres, en protéines et en composeés bioactifs qu'ils possedent, tels que les polysaccharides et les
lectines (Kiho et al., 2002). De nombreuses especes de champignons sont trés efficaces pour
contréler les niveaux de glucose dans le sang et les difficultés liées au diabete (Kumar et al.,
2021). Des champignons tel que Agaricus subrufescens, Agaricus bisporus, Coprinus comatus,

Cordyceps sinensis, Inonotus obliquus, Ganoderma lucidum, Pleurotus spp., Phellinus linteus,
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Sparassis crispa et Poria cocos ont été reportés dans diverses études comme exercant des effets

hypoglycémiques (De Silva et al., 2012).

+ Propriétés antihypertensives

L'hypertension artérielle est une maladie chronique caractérisée par une augmentation
continue de la pression artérielle. Elle est associée a des taux de morbidité et de mortalité
significativement élevés, et est donc considérée comme l'un des probléemes de santé publique
les plus graves, en particulier dans les pays développés, touchant pres d'un milliard de personnes
dans le monde. Divers composés antihypertenseurs ont été identifiés dans les Iégumes et
d'autres aliments. De nombreux antihypertenseurs sont des inhibiteurs de I'enzyme de
conversion de l'angiotensine (ECA), qui inhibent une série de réactions (systéeme rénine-
angiotensine-aldostérone) qui régulent la pression sanguine. Des inhibiteurs de I'ECA ont été
détectés dans divers champignons : Grifola frondosa (Choi et al., 2001), Ganoderma lucidum
(Morigiwa et al., 1986) ou Pleurotus cornucopiae (Jang et al., 2011). En général, les effets
antihypertenseurs et cardioprotecteurs de divers champignons comestibles et sauvages
soulignent leur potentiel d'utilisation dans le traitement des maladies cardiovasculaires et

d'autres maladies liées au cceur (Anusiyaa et al., 2021).

+ Propriétés hépatoprotectrices

Le foie est I'un des organes les plus complexes et les plus importants de notre corps. Il
remplit des fonctions vitales singuliéres telles le métabolisme des protéines, des graisses et des
glucides, il maintient un niveau stable de glucose dans le sang en le stockant lorsqu'il est en
grande quantité (gluconéogenese) et en le libérant (glycogénolyse) selon les besoins. Les
lésions du foie sont principalement causées par le stress oxydatif et se caractérisent par la
fibrose, I'népatite chronique, le carcinome hépatocellulaire et la cirrhose (Kodavanti et al.,
1989). Les métabolites secondaires des champignons, tels que les composés phénoliques, les
stéroides, les terpenes et les composants essentiels de la paroi cellulaire, ont des effets
protecteurs contre le dysfonctionnement du foie (Vivek et al., 2018). Il a été constaté que ces
composés peuvent réparer les dommages causés au foie par les toxines, protéger contre les
agents toxiques, régénerer les hépatocytes endommageés, reduire I'inflammation, etc. La plupart
des études sur le role hépatoprotecteur des champignons ont été menees avec le Ganoderma
lucidum ou des extraits (Ramos, 2015). Environ 400 substances chimiques séparées du

Ganoderma lucidum, telles que des tri-terpénoides, des polysaccharides, des ergostérols, des
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nucléosides, des protéines, des peptides, des acides gras et des oligo-éléments, ont des effets

hépatoprotecteurs.

L'effet hépatoprotecteur a également été attribué aux espéces de Pleurotus. Des études
réalisées sur des animaux confirment I'effet protecteur de P. ostreatus (Jayakumar et al., 2006)
et de P. florida (Arunavadas et al., 2008) contre les Iésions hépatiques induites par le
tétrachlorure de carbone. De plus, P. ostreatus, P. sajor-caju et P. florida peuvent protéger le
foie de la peroxydation lipidique selon des études réalisées sur des échantillons de tissus
hépatiques dans des conditions hypercholestérolémiques (Hossain et al., 2003 ; Alam et al.,
2009). Dans une autre étude avec un extrait aqueux de P. eryngii, riche en polysaccharides, une
augmentation de l'activité des enzymes antioxydantes et une concentration plus faible de
radicaux libres dans les tissus endommagés ont été observées (Chen et al., 2012). Sur la base
de ces études, il s'ensuit que le potentiel des champignons Pleurotus contre les lésions

hépatiques est di a son effet antioxydant.

+ Propriétés hypocholestérolémiantes

Les maladies cardiovasculaires sont associées a I'athérosclérose, a I'oxydation des LDL et a
I'nypercholestérolémie, et par conséquent la régulation du taux de cholestérol est importante
pour la prévention et le traitement de cette maladie. L'abaissement du taux de cholestérol réduit
le risque de maladie cardiaque et d'accident vasculaire cérébral. Des études montrent que pour
chaque réduction de 1% du taux de cholesteérol, il y a une réduction de 2% du taux de maladies
cardiaques (Mani et al., 2017). Les champignons comestibles sont un aliment idéal pour la
prévention diététique de I'athérosclérose en raison de leur teneur élevée en fibres et de leur
faible teneur en graisses (Sushila et al., 2012). Les champignons et leurs extraits pourraient étre
considérés comme une nouvelle source de composés ayant des effets hypocholestérolémiques,
car ils sont riches en dérivés d'ergostérol, en B-glucanes et en inhibiteurs de I'enzyme HMG-
CoA réductase. Il existe différentes études qui décrivent les effets bénéfiques des champignons
sur le taux de cholestérol sanguin (Gil-Ramirez et al., 2013a). Parmi les différentes espéces de
champignons, I'espece Pleurotus se distingue comme un régulateur potentiel du métabolisme
du cholestérol. Ces champignons sont capables de synthétiser la lovastatine, une statine
hautement hypocholestérolémique qui inhibe I'enzyme HMG-CoA réductase, une enzyme clé
dans la régulation de la biosynthése du cholestérol dans le foie (Gil-Ramirez et al., 2013b). La
lovastatine augmente également I'activité des récepteurs du cholestérol LDL. De plus, certains

béta-glucanes de Pleurotus sont capables de se lier aux acides biliaires, réduisant ainsi la
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formation de micelles et I'absorption du cholestérol (Fidge, 1993 ; Bobek et Galbavy, 1999).




Il a eté démontré que les composes obtenus a partir du Ganoderma lucidum, tels que les
acides ganodérique et triterpénique, posseédent des propriétés hypocholestérolémiantes, de
méme que les polysaccharides de I'Auricularia auricula (Rowan et al., 2002). Des propriétés
hypocholestérolémiantes sont également attribuées au champignon shiitake, I'effet est di a
I'éritadénine, ce composé exerce son effet en réduisant la sécrétion de cholestérol du foie dans
la circulation sanguine et/ou par une distribution accrue du cholestérol du plasma vers les tissus

périphériques (Shimada et al., 2003).

En raison des divers effets bénéfiques des champignons sur la santé humaine, les
consommateurs les intégrent de plus en plus dans leur régime alimentaire, ce qui entraine une
augmentation notable de leur production et de leur consommation (Siwulski et al., 2020). Pour
conserver les composeés bioactifs et/ou les métabolites secondaires responsables de ces
propriétés, des techniques de conservation adéquates sont nécessaires afin de maintenir la

qualité et prolonger la durée de conservation des champignons frais (Pei et al., 2014).

1.3. Méthodes de conservation des champignons

Les champignons sont tres périssables en raison de I'absence de cuticule protectrice, de leur
taux respiratoire élevé et de leur forte teneur en eau. Ils sont donc exposés aux dommages
mécaniques, aux attaques microbiennes, a la perte de poids et au brunissement enzymatique, ce
qui entraine une perte rapide de qualité apres la récolte. La durée de conservation des
champignons Agaricus bisporus, Pleurotus ostreatus, Lentinula edodes peut atteindre un a trois
jours a température ambiante (20-25 -C) (Diamantopoulou et al., 2015 ; Subramaniam et al.,
2021) et cinq a sept jours au réfrigérateur (4 °C) pour les champignons Agaricus bisporus,
Pleurotus ostreatus (Jiang, 2013 ; Diamantopoulou et al., 2015). En revanche, les
champignons Lentinula edodes ont une durée de conservation post-récolte de trois a cing jours
(4 °C) (Subramaniam et al., 2021). Cette plus grande périssabilité est associée a son taux
respiratoire plus élevé que celui des autres champignons (Tolera et al., 2017 ; Ramana et al.,
2021). L'application des meilleures techniques post-récolte pour améliorer la durée de
conservation et maintenir la qualit¢ des champignons joue un role vital dans leur
commercialisation (Choi et al., 2018). Selon la littérature, les méthodes de conservation des
champignons peuvent étre classées en trois catégories : les procédés thermiques (séchage,
congélation et mise en conserve), chimiques (solutions de lavage, enrobages) et physiques
(conditionnement, irradiation) (Zhang et al., 2018). Le produit final obtenu par ces méthodes

peut différer en termes de propriétés physicochimiques, de valeur nutritionnelle et de
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microstructure (Marcal et al., 2021). Certaines des méthodes conventionnelles utilisées

traditionnellement sont décrites ci-dessous.
+ Procédés thermiques

v Réfrigération et Congélation

Apres la récolte, I'évacuation rapide de la chaleur des champignons et le maintien d'une
température de stockage basse sont essentiels pour prolonger leur durée de conservation. Une
température basse permet de ralentir la croissance des micro-organismes, de réduire le taux de
respiration des champignons et de minimiser leur perte d’humidité (Verma et al., 2020). En
diminuant la température de stockage de 25 a 3°C, Aguirre et al. (2009) ont obtenu 75 % de
brunissement en moins dans les champignons. L'effet du stockage réfrigéré sur la composition
nutritionnelle et les composés actifs a été étudié dans le corps fructifere de Flammulina
velutipes. Les résultats indiquent que la teneur L-ergothionéine, un antioxydant naturel, a
diminué de maniere significative apres huit jours de stockage a 5°C, a la fois dans I'obscurité et
sous lumiére fluorescente, tandis que la teneur en phénols totaux dans les champignons stockés

sous lumiére fluorescente a augmenté de maniére significative pendant 10 jours de réfrigération.

S’agissant de la congélation, elle est considérée comme 1’une des meilleures méthodes pour
prolonger la durée de conservation des champignons et préserver leur valeur nutritionnelle
pendant la période de stockage. De plus, comparée au séchage, la congélation permet de mieux
préserver la couleur, I'ardme, la texture et le go(t des champignons (Bernas et al., 2016 ;
Fernandes et al., 2013). La congélation est une méthode de conservation des champignons de
plus en plus populaire qui offre une stabilité de stockage et permet de consommer des
champignons toute I'année. Presque toutes les espéces de champignons peuvent étre
consommeées sous forme de produits congelés. Le processus de congélation des champignons
comprend des étapes suivantes : le nettoyage, le lavage, la coupe, le calibrage/tri et le
blanchiment. La congélation par soufflage est la méthode la plus couramment utilisée pour les
champignons, suivie par la méthode cryogénique (Jaworska et al., 2009). Les congélateurs a
air pulsé (encore appelés surgélateurs) abaissent rapidement la température des aliments, les
congelant extrémement rapidement de -25°C a -30°C, créant de petits cristaux de glace qui
endommagent moins les cellules du champignon. Une fois que les champignons sont congelés,
ils peuvent étre déplacés dans un congélateur plus conventionnel pour étre stockés, tant que le
congélateur reste suffisamment froid pour les garder congelés. Cependant, plusieurs facteurs
sont impliques dans la perte de qualité pendant le stockage des champignons a I'état congelé,

par exemple, la perte de poids, le développement de couleurs et de saveurs indésirables, la perte
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de fermeté, la diminution de la valeur nutritive et la réaction de brunissement enzymatique, qui

est la plus néfaste de toutes (Coggins et al., 2004).

En ce qui concerne I'effet du processus de congélation sur la composition nutritionnelle des
champignons, Fernandes et al. (2013) ont montré que Macrolepiota procera congelé
conservait ses teneurs en cendres et en protéines, mais que sa teneur en glucides, en matieres
grasses, en sucres totaux, en tocophérols et en composes phénoliques était inférieure a celle des
champignons frais. Bernas et al. (2016) ont rapporté que le processus de congélation diminuait
significativement les vitamines B1, B2, B6, l'acide ascorbique, 'a-tocophérol, le -carotene et
les teneurs en lycopene d'Agaricus bisporus. Concernant l'effet de la congélation sur la
préservation de la composition nutritionnelle des champignons pendant le stockage, Jaworska
et al. (2011) ont constaté qu'apres 12 mois, les échantillons congelés (- 25 °C) de P. ostreatus
contenaient moins de matiere seche, de protéines et d'acides aminés totaux que les échantillons
frais initiaux. D'autre part, Bernas et al. (2016) ont rapporté que, dans I'Agaricus bisporus
congelé, la durée de stockage (0, 6 et 12 mois, & - 20 °C ou - 30 °C) n'a pas provoqué de
changements marqués de glucides totaux, de protéines, de matiéres grasses et de cendres. La
qualité nutritionnelle et la bioactivité des champignons congelés sont influencées par le
prétraitement appliqué (par exemple, le blanchiment), la méthode de congélation, les conditions
de stockage des produits congelés (la température et I'numidité relative) et la durée de stockage
(Bernas et al., 2016).

v Conserves

Environ 38 % de champignons frais sont mis en conserve ce qui représente une part
importante du commerce mondial (Ravi et al., 2011). Grace a la mise en conserve, les
champignons peuvent étre conservés pendant une période allant jusqu'a deux ans, les colts de
stockage étant relativement faibles. Afin de produire des champignons en conserve de bonne
qualité, ceux-ci doivent étre transformés le plus rapidement possible aprés la récolte ou stockés
a 4°C-5°C jusqu'a leur transformation. La mise en conserve est un processus établi de
conservation des champignons (dans la saumure, le beurre, I'huile, le vinaigre, etc.) qui
implique plusieurs opérations de base : sélection, parage, nettoyage, blanchiment, remplissage,
stérilisation, refroidissement, étiquetage, emballage et stockage (Fan et al., 2005 ; Ravi et al.,
2011). 1l est important qu'avant de fermer la boite, I'air soit éliminé et que la stérilisation (par
immersion dans I'eau ou a la vapeur) soit effectuée a 126°C pendant 8 minutes (Rodrigo et al.,
1999), 121°C-130°C pendant 15 minutes (Fan et al., 2005), ou 118°C-121°C pendant 20
minutes (Vivar-Quintana et al., 1999). Certaines des caractéristiques de qualité des
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champignons en conserve sont la couleur, le poids et la qualité organoleptique (Vivar-
Quintana et al., 1999).

v' Séchage

Le séchage reste la méthode la plus courante pour la conservation & long terme des
champignons (Piskov et al., 2020). L'objectif de ce processus est de réduire la teneur en
humidité (jusqu'a environ 13%), ce qui empéche : la croissance microbienne ; les réactions
enzymatiques ou non enzymatiques et les dommages physiologiques et morphologiques
(Shishir et al., 2019 ; Xu et al., 2019 ; Piskov et al., 2020). Tout ceci concoure a une
préservation des propriétés positives des champignons en prolongeant leur durée de
conservation (Tian et al., 2016). Le séchage repose sur le principe selon lequel I'activité de
I'eau d'un produit est réduite a un niveau spécifique (normalement moins de 10 %) de sorte qu'il
soit stable sur le plan microbiologique et physicochimique (Krokida et al., 2003). En général,
la qualité des champignons séchés est évaluée en fonction de plusieurs facteurs, tels que la
couleur, le taux de réhydratation, la texture, la saveur et la qualité nutritionnelle, qui est
principalement évaluée en fonction de la teneur en protéines et en sucres totaux (Xu et al.,
2019). 1l existe plusieurs techniques de séchage des champignons comestibles, notamment le
séchage a l'air naturel, le séchage solaire, le séchage a I'air chaud, le séchage en couche mince,
le séchage sous vide, la lyophilisation, le séchage par micro-ondes ou une combinaison de
diverses technologies pour améliorer I'efficacité du séchage et la qualité du produit (Zhang et
al., 2018 ; Hu et al., 2020). Les champignons séchés ont un godt plus intense que les
champignons frais, mais leurs nutriments et leurs composés bioactifs peuvent étre facilement
altérés pendant le séchage (Pei et al., 2016 ; Hu et al., 2020). Pleurotus, Lentinula, Volvariella,
Agaricus, Auricularia et la plupart des champignons sauvages sont séchés commercialement
avec une réhydratation et une conservation des saveurs satisfaisantes. Les champignons
déshydratés sont également des ingrédients précieux dans une variété de produits alimentaires
tels que les soupes instantanées et les sauces. Le prétraitement (blanchiment, les traitements
osmotiques etc.) des champignons avant le seéchage est souvent utilisé pour stabiliser la couleur,
améliorer la saveur et conserver la texture (Singh et al., 2001). 1l s'agit notamment du lavage a
I'eau (chloree), du trempage dans I'acide citrique, le chlorure de sodium ou le métabisulfite de
potassium, du blanchiment & I'eau chaude, du blanchiment suivi d'un trempage dans le
lactosérum et de la fermentation du caillé (Walde et al., 2006) ou le blanchiment a la vapeur

suivi d'un sulfitage et d'un traitement a I'acide citrique (Kotwaliwale et al., 2007).

j



+ Procédés chimiques
v' Solutions de lavage

L'utilisation de compost dans la culture des champignons peut entrainer une contamination
initiale élevée, et il est donc nécessaire d'eéliminer la saleté et les micro-organismes de la surface
des champignons par un processus de lavage ou de ringage afin d'empécher la détérioration
microbienne. Toutefois, ce processus augmente I'numidité des champignons en raison de
I'absorption d'eau, ce qui favorise leur détérioration microbienne (Sara et al., 2021). C'est
pourquoi il est courant d'ajouter des agents antimicrobiens et anti-brunissement a I'eau de lavage
(Zhang et al., 2018). Le métabisulfite de sodium a été utilisé dans le lavage des champignons,
produisant d'excellents résultats pour maintenir la blancheur initiale, mais il n'a pas été efficace
pour inhiber la croissance des bactéries (Brennan et al., 2000). En raison de réactions
allergiques graves chez les consommateurs asthmatiques, la Food and Drug Administration
(FDA) des Etats-Unis a interdit son utilisation dans les champignons frais en 1986 (Zhang et
al., 2018), et il a été remplacé par d'autres agents, tels que le dioxyde de chlore, I'acide citrique,
I'EDTA, le peroxyde d'hydrogene (H20.), entre autres (Brennan et al., 2000). L'effet de
différentes solutions de lavage contenant du H202 (1,5 %, 2,5 % et 3,5 %), de I'acide citrique
(0,5%, 1,5% et 2,5 %) oude 'EDTA (2 %, 4 % et 6 %), appliquées a des champignons entiers
frais (Agaricus bisporus) pendant 10 minutes et conservés au réfrigérateur pendant 12 jours, a
été etudié par Gupta et al. (2016). Leurs résultats indiquent que l'acide citrique a 2,5 % est la
solution la plus efficace pour préserver la qualité post-récolte des champignons. L'acide citrique
s’est montré plus efficace pour contrler la perte de poids, lI'indice de maturité et la croissance
microbienne, mais il a induit une légére jaunisse a la surface des champignons. Des traitements

combinés ont également été étudiés par Guan et al. (2013).
+ Procédés physiques

v' Emballage

Les champignons frais peuvent étre conditionnés dans différents types d'emballages, selon
qu'ils sont destinés a la vente en gros ou au détail, et en fonction des exigences en matiére de
transport et des caractéristiques de I'espéce. En général, ils sont vendus dans des plateaux ou
des paniers en polystyrene, recouverts d'un film rétractable qui peut étre du polystyréne ou du
chlorure de polyvinyle de différentes perméabilités et stockes au réfrigérateur
(Diamantopoulou et al., 2015). L'une des techniques jugées efficaces pour prolonger la durée
de conservation des champignons frais, préserver leur qualité et réduire la perte de composés

nutritifs et de composants neutraceutiques bioactifs est I'emballage sous atmosphére modifiée
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(Rahman etal., 2016 ; Gholami et al., 2017). Elle consiste en une modification de I'atmosphere
a l'intérieur de I'emballage, influencée par le taux de respiration du produit et le transfert de gaz
atravers le matériau d'emballage (Oliveira et al., 2015). L'effet de stockage du sous atmosphére
modifiée peut étre influencé par certains facteurs, tels que les matériaux d'emballage, la
composition du gaz, la température et I'numidité de stockage et la surface de I'échantillon
emballé (Zhang et al., 2018). Une faible concentration d'O, peut potentiellement réduire le taux
de respiration des champignons controlant les effets physiologiques, tels que les changements
de couleur, de texture et la croissance microbienne (Gholami et al., 2017). Certains auteurs
recommandent une atmosphére a faible teneur en O (entre 2% et 10%) et a teneur limitée en
CO2 (5% maximum). D'autre part, une concentration élevée en O (80 %) a également été testée
pour les champignons de Paris et il a été démontré que les champignons soumis a ces conditions
présentaient, entre autres facteurs, un taux de peroxydation lipidique et une production
d'espéces réactives de I'oxygéne plus faibles (Gholami et al., 2017 ; Joshi et al., 2018 ; Zhang
et al., 2018). Une bonne sélection des matériaux d'emballage est essentielle pour préserver la
qualité des produits emballés. Différents matériaux peuvent étre sélectionnés en fonction des
conditions de stockage (réfrigéré ou a température ambiante), du type de présentation des
champignons (en tranches ou entiers) et de la technologie d'emballage (avec ou sans atmospheére
modifiée) (Gholami et al., 2017).

Ces dernieres années, l'industrie du champignon s'est tournée vers les produits a valeur
ajoutée. lls ont une valeur commerciale et sont plus rentables que les champignons frais. La
demande de champignons transformés existe depuis quelques années, et les champignons
transformés arrivent sur le marché commercial sous forme de conserves, de produits séchés ou
congelés. En dehors de ces catégories, le champignon Pleurotus transformé comprend
également des produits marinés, des poudres, des pépites et des sauces aux champignons
(figure 1) (Salehi, 2019). Lors des pics de production, les excédents de champignons frais
peuvent étre transformés en produits a valeur ajoutée, ce qui peut aboutir a une vente de détresse
(Wakchaure, 2011). Les champignons Pleurotus sont utilisés comme complément alimentaire
et comme aliment diététique en raison de leurs bienfaits pour la santé et de leur propriété

hypocholestérolémiante.
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Procédé de traitement

! ! !

Conservation a courtterme  Conservation a long terme Produits a valeur ajutée
1- Refrigeration 1- Congélation 1- Nourriture
2- Traitement minimal 2- Conserves 2. Complément de santé

3- Séchage 3- Boisson

4- Produits de beauté

Figure 3 : Gestion post-récolte et méthode de traitement des champignons

Au Cameroun, le champignon sauvage est un mets délicat depuis de nombreuses années. Il
est considéré comme un substitut de viande, surtout par la population rurale. Avec les
changements climatiques, la récolte des champignons sauvages devient difficile. L'alternative
est donc de cultiver champignons au niveau national. De ce fait, les pleurotes sont devenus les
plus populaires pour la production commerciale (Ajonina et al., 2012). C'est l'un des
champignons qui est facile a cultiver sur une large variété de substrats, ce qui le rend approprié

pour une exploitation commerciale.

I1. Champignon utilisé dans ce travail : Pleurotus ostreatus

I11.1. Généralités

De nos jours, les Hommes se préoccupent davantage de leur alimentation (El-Refai et al.,
2014) et de leur forme physique (Tagde et al., 2021). Actuellement, les pleurotes sont appréciés
en tant qu'aliments non seulement pour leur texture et leur saveur (Mowsurni et al., 2013),
mais aussi pour leurs caractéristiques chimiques, nutritionnelles et médicinales (Roy et al.,
2015 ; Sifat et al., 2020). En raison de son go0t, de sa saveur, de ses valeurs nutritionnelles
élevées et de ses propriétés médicinales, P. ostreatus est aujourd'hui le champignon le plus

populaire et le plus consommé (Akyuz et al., 2010) (Image 1). La classification scientifique et

=

les caractéristiques de P. ostreatus sont décrites par Krishnamoorthy et al., (2014).




+ Description taxonomique
Regne : Champignons
Embranchement : Basidiomycétes
Classe : Agaricomycetes
Ordre : Agaricales
Famille : Pleurotaceae

Genre : Pleurotus

Espece : P. ostreatus i
Image 1 : Pleurotus ostreatus (Mobou, 2022)

+ Caractéristiques mycologiques

Le nom scientifique et le nom commun font tous deux références a la forme de la
fructification. Le latin Pleurotus (latéral) fait référence a la croissance latérale de la tige par
rapport au chapeau, tandis que le latin ostreatus et le nom commun anglais, Oyster, font
référence a la forme du chapeau qui ressemble au bivalve du méme nom. P. ostreatus a un
chapeau large, en éventail ou en forme d'huitre, de 5 & 25 cm ; les spécimens naturels vont du
blanc au gris ou du fauve au brun foncé ; le bord est enroulé quand il est jeune et lisse, souvent

Iégérement lobé et ondule.

+ La chair est blanche et ferme

+ Les lamelles du champignon sont de couleur blanche a créme et descendent sur le pied
s’il est présent.

+ Le pied est décentré avec une attache latérale au bois.

+ Empreinte des spores du champignon est de couleur blanche a gris lilas et s'observe
mieux sur une surface sombre (Hassen et al., 2011).

+ Valeur calorique

En raison de sa teneur considérable en eau et de son faible pouvoir calorifique, de 105-209J
pour 100 g de matiére fraiche, le champignon comestible doit étre considéré comme un aliment
diététique. Les especes cultivées de P. ostreatus sont caractérisées par une valeur calorifique
moyenne de 151 J pour 100 g (Manzi et al., 2001).
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4+ Arome

Les molécules aromatiques des champignons ne jouent aucun réle essentiel dans la
nutrition, mais ils stimulent I'appétit et donnent aux plats de champignons une saveur
caractéristique. Environ 150 composés aromatiques sont identifiés dans différentes espéces de
champignons. Les principales substances responsables de I'ardme de la plupart des
champignons comestibles sont les alcools carbonatés octavalents et les composés carbonylés,
parmi lesquels le 1-octanol, le 3-octanol, le 3-octanon, le 1-caprynol-3-ol, le 1-octynol-3-ol, le
2-octynol-3-ol et le 1-caprynol-3-on (Mau et al., 1997). L'arébme du champignon dépend
également de la teneur en acides aminés, en nucléotides, en certains autres éléments tels que
I'azote, le phosphore, le potassium, le soufre, le fer et le zinc, ainsi que de l'autoxydation des

acides gras insaturés (Bernas et al. 2006).

11.2. Importance économique

Les pleurotes (P. ostreatus) sont des champignons lignocellulolytiques comestibles (Kumla
etal., 2020). Dans le monde entier, Pleurotus ostreatus est 1’un des champignons le plus courant
(Ejigu et al., 2022) ; aprés le champignon Agaricus bisporus, il est le deuxieme champignon
produit commercialement dans le monde, en particulier en Europe, en Afrique (Royse et al.,
2017) et en Asie (en particulier I'Inde, la Corée du Sud, la Chine, Taiwan, le Japon, la Thailande
et le Vietnam) qui sont les principaux producteurs et consommateurs de champignons P.
ostreatus (Royse et al., 2017). L'Afrique a développé avec succes des méthodes de culture pour
une production durable en tant que source alimentaire précieuse pour lutter contre la faim
(Wendiro et al., 2019). La culture de P. ostreatus présente de nombreux avantages par rapport
aux autres champignons comestibles (Islam et al., 2009). Ces avantages sont les suivants (1)
pousse rapidement dans une large gamme de températures (10°C a 30°C) et de pH (6-8), (2)
sécrete une large gamme d'enzymes capables de dégrader la biomasse lingo-cellulosique des
substrats (Jegadeesh et al., 2018), (3) a un potentiel de rendement éleveé et une grande valeur
nutritionnelle et médicinale, (4) exige peu de contrble environnemental, (5) peut coloniser les
substrats en un temps plus court, et (6) n'a pas besoin de compostage de son substrat. De plus,
leurs fructifications ne sont pas souvent attaquées par des maladies ou des parasites, et elles
peuvent étre cultivées de maniere simple et peu codteuse. La culture des champignons est le
cinquieme secteur agricole de la Chine, avec une valeur de 24 milliards de dollars et un taux de
croissance de 10 % par an au cours des 30 dernieres années (Zhang et al., 2014). De grands
volumes de sous-produits lignocellulosiques inutilisés sont disponibles dans les zones

tropicales et subtropicales. Ces sous-produits sont laissés a I'abandon dans les champs ou sont
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éliminés par brllage. Généralement constitue de la bagasse de canne a sucre, des epis de mais
et de la paille de blé, ils peuvent étre utilisés pour cultiver P. ostreatus (Owaid et al. 2015 ;
Sozbir et al. 2015 ; Kumla et al. 2020). L'utilisation de ces sous-produits pour la culture des
champignons en utilisant les technologies disponibles localement est une des solutions pour
transformer ces déchets non comestibles en biomasse comestible acceptée et de grande valeur

marchande.

Les substrats usagés issus de la culture des champignons peuvent également étre utilisés
comme complément alimentaire pour les animaux, ce qui pourrait fournir des ressources
supplémentaires pour I'alimentation animale (Obodai et al., 2003). La culture des champignons
fournit un emploi alternatif et contribue a la sécurité alimentaire des groupes ruraux défavorisés
améliorant ainsi leurs moyens de subsistance (Tibuhwa, 2013). L'expansion de la culture des
champignons fait baisser le prix des champignons et protége donc de l'insécurité alimentaire
(Zhang et al., 2014).

11.3. Importance nutritionnelle

P. ostreatus est réputé précieux et considéré comme ingrédient alimentaire fonctionnel car
il est exempt de cholestérol et pauvre en calories, en graisses et en sodium. Parallelement, il
offre des nutriments essentiels, notamment de la riboflavine, du sélénium, du potassium, de la
niacine, des protéines et des fibres (Akyuz et al., 2010 ; Sahoo et al., 2022). Son contenu
nutritionnel varie en fonction de la composition du substrat (tableau 1). P. ostreatus se
caractérise par une teneur élevée en eau et un faible pouvoir calorifique (1510 kJ kg-1 de parties

comestibles), ce qui permet de I'inclure dans des régimes alimentaires contrdlés en calories

(Jaworska et al., 2009).
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Tableau 1 : Composition nutritionnelle de Pleurotus ostreatus

Teneur d Hygrate b
Cendres , . . o Protéines e Fibres Energie e
Substrats eneau (%) Lipides(%o) (%) carbone (%)  (Kcal/100g) Reférences
(%)
(%)
Philippoussis,
Rafles de 2009 : Hoa et
mais 90,57 7,10 2,67 29,70 30,78 29,75 265,95
al.,, 2015
(RM)
Hoa et al.
Sciure de 2015 ;
bois (SB) 91,06 5,90 1,32 19,52 51,26 22,00 295,00 Girmay et al.,
2016
cia(?:r?zz Philippoussis,
N 91,56 6,68 2,00 27,13 34,94 29,25 266,28 2009 ; Hoa et
asucre al. 2015 -
(BC) " ’
SB+BC Hoaet al.,
(50/50) 89,71 6,70 2,50 24,17 37,88 28,75 270,70 2015
SB+RM Hoa et al.,
(50/50) 88,19 7,30 2,80 44 85 21,47b 23,58 290,48 2015

11.4. Importance médicinale

Avec le temps, la consommation de champignons pour remédier ou traiter de nombreuses
maladies dangereuses dans le monde entier a suscité un intérét croissant (Usman et al., 2021).
P. ostreatus est le meilleur exemple de champignons alimentaires dotés de propriétés
médicinales et d'un potentiel pharmacologique importants. Des recherches antérieures
suggerent que la consommation de pleurotes peut réduire le risque de nombreuses maladies
telles que les maladies cardiaques, l'altération de la réponse immunitaire, I'hépatite B, les
maladies du foie, I'hypercholestérolémie, le cancer gastrique, les infections microbiennes, le
syndrome de fatigue chronique, les problemes rénaux, I'nypertension et le diabete (Chang et
al., 2012 ; Finimundy et al., 2013 ; Mubasshira et al. 2020 ; Ba et al. 2021 ; Krittanawong
et al. 2021). Adebayo et al. (2017) ont ajouté qu'ils protégent I’organisme humain contre le
développement de tumeurs et processus inflammatoires. Les études menées par Oyetayo et al.
(2013) et Dipan et al. (2018) ont montré que les hautes valeurs nutritionnelles de P. ostreatus
en relation avec son usage médicinal en font un aliment fonctionnel trés prisé. Certaines des
potentialités médicinales et pharmacologiques des champignons P. ostreatus sont présentées

dans le tableau 2 ci-dessous.
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Tableau 2: Propriétés médicinales de Pleurotus ostreatus

Composes Fonctions medicinales Références
Polysaccharides, Anticancer De Silva et al., 2012
ergothionéine

B-D glucan (pleurane), Antioxydant Bobek et al., 2001

lectine, ergothionéine

B-D glucan (pleurane),
glycopeptide, Antitumorale Bobek et al., 2001 ; Devi et
proteoglycane, al., 2013
ergothionéine

Protéine de type
ubiquitine, ergothionéine
B-D glucan (pleurane) Antibactérienne Vamanu, 2012
Bioactif non spécifie,

ergothionéine, a-amylase,  Antidiabétique
a-glucosidase

Antivirale Wang et al., 2000 ;

Krishna et al., 2009 ; Bello
etal., 2017

Bobek et al., 2001 ; Weng
Antihypercholestérolémique etal., 2010 ; Yang etal.,
2013 ; Caz et al., 2015

Lovastatine, ergothionéine,
Eritadenine, p-glucan

Chaque année, environ 17 millions de personnes meurent de maladies cardiovasculaires
(MCV), ce qui représente 31 % de I'ensemble des décés dans le monde (The Lancet 2015).
L’une des causes principales de ces maladies est I’hypercholestérolémie comptant pour un tiers
(OMS, 2012 ; Casula et al., 2021). La thérapie médicamenteuse pour abaisser le cholestérol a
considérablement été améliorée avec 1’utilisation des composés aussi bien naturels que

synthétiques.

1. L’hypercholestérolémie

L’hypercholestérolémie est définie par un taux de LDL plasmatiques > 4,1 Mmol/L (1,6g/L)
(National Cholestérol Education Program, 2011). C’est le principal facteur de risque de
I'athérome. Il existe une relation curvilinéaire entre le taux de cholestérol plasmatique et le
risque de survie des maladies cardiovasculaires. L'hypercholestérolémie est sous la dépendance
de facteurs génétiques mais surtout sous celle du régime : il existe une relation directe entre la
consommation d’acides gras saturés, 1’¢lévation de la cholestérolémie et I’incidence des
maladies coronariennes (Gauthier et al., 2011). Le cholestérol est un lipide indispensable au
bon fonctionnement de 1’organisme. Il joue un réle structural et entre dans la synthése des
membranes cellulaires, il est le précurseur de la vitamine D (vitamine synthétisée sous notre

peau sous 1’action des UV) et des hormones stéroides surrénaliennes (comme la cortisone) et
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gonadiques (progestérone, cestradiol et la testostérone) enfin, il participe a la constitution de la
bile (Sablonniere, 2010). Le taux de cholestérol dans I'organisme provient de deux sources,
I'apport alimentaire et la biosynthese. La majorité du cholestérol utilisé par les adultes en bonne
santé est synthétisée dans le foie, qui produit environ 75 % des besoins quotidiens totaux en
cholestérol (environ 1 gramme) ; les 25 % restants proviennent de I'apport alimentaire. Les
lipides circulants sont représentés essentiellement par le cholestérol (libre et estérifié), les
triglycérides, les phospholipides et les acides gras libres. Dans le plasma, ils sont associés a des
protéines (Apoprotéines) sous forme de complexe, les lipoprotéines. Les lipoprotéines sont de
differents types, différenciés par leurs densités, leurs diameétres et leurs poids moléculaire. Leur
différence de densité est due a la proportion en protéine, en effet plus le complexe contient de
protéine plus la densité est importante, et plus il contient de lipide plus la densité est faible
(Avignon et Barbe, 2001) :

» Les LDL (Low Density Lipoprotein) sont riches en cholestérol et assurent son transport
du foie vers les cellules périphériques ainsi que celui des phospholipides et vitamines
liposolubles. Elles ont un rdle athérogene lorsqu’elles sont en excés ou petites et
denses ; dans ces cas, leur oxydation puis leur non reconnaissance par leur récepteur est
responsable de leur accumulation au niveau des macrophages des parois artérielles,
conduisant a la formation progressive d’une plaque d’athérome.
» Les HDL (High Density Lipoprotein) transportent le cholestérol de la périphérie vers le
foie ou il est métabolisé. Elles ont un réle anti-athérogéne. Le foie est le seul organe
capable d’éliminer le cholestérol dans la bile ou comme composant des membranes
cellulaires.

> Les VLDL (Very Low Density Lipoprotein) transportent les triglycérides endogénes
d’origine hépatique. Leur catabolisme est assuré par la lipoprotéine lipase. Ils se
transforment en IDL  (Intermediate  Density  Lipoprotein) et en LDL.
» Les chylomicrons transportent les graisses exogenes d’origine alimentaire absorbées au
niveau intestinal vers les lieux de stockage (tissus adipeux) ou d’utilisation (tissu musculaire).

Leur dégradation est assurée par la lipoprotéine lipase.

La biosynthése du cholestérol a généralement lieu dans le réticulum endoplasmique des
cellules hépatiques et commence par I'acétyl- CoA, qui provient principalement d'une réaction

d'oxydation dans les mitochondries. Cependant, I'acétyl-CoA peut également provenir de
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I11.1. Biosynthése de novo du cholestérol et Régulation

v' Biosynthése de novo du cholestérol

Le cholestérol est majoritairement produit par le foie a partir d’acétyl-CoA issu de la
dégradation des acides gras, la déshydrogénation du pyruvate ou la métabolisation de la leucine
ou de I’isoleucine. Le NADPH nécessaire est produit par la voie des pentoses phosphates. Il
s’agit d’une voie endergonique qui nécessite 36 molécules d’ATP par molécule de cholestérol
synthétisée. Toutes les réactions se produisent dans le cytosol cellulaire. L'étape initiale de cette
voie est la condensation de deux molécules d'acétyl-CoA par I'enzyme thiolase pour former de
I'acétoacétyl-CoA. Suit une réaction de condensation entre l'acétoacétyl-CoA et une autre
molécule d'acétyl-CoA pour produire de 'HMG-CoA. Cette condensation est catalysée par la
3-hydroxy-3-méthyl-glutaryl-coenzyme A synthase (HMGS). Vient ensuite I'étape engagée et
limitante la vitesse de la biosynthése du cholestérol - la réduction dépendante du NADPH de
I'HMG-CoA en mévalonate, une molécule a six carbones, par IHMGR (Cerqueira et al.,
2016). L'étape suivante est la phosphorylation ATP-dépendante du mévalonate par la
mévalonate kinase (MV) pour produire du 5-phosphomévalonate. A partir de I3, I'isoprénoide
C5, l'isopentényl pyrophosphate (IPP) est formé par phosphorylation et carboxylation. Cette
molécule d'isopréne suit une série de réactions de condensation pour former le composé linéaire
en C30, le squaléne. Le squalene est le précurseur initial des stéroides dans le métabolisme, et
sa conformation linéaire est cyclisée par I'oxidosqualene cyclase, ce qui donne le lanostérol,
une molécule a quatre cycles. Aprés une conversion en 19 étapes du lanostérol, une seule
molécule de cholestérol est produite (Summons et al., 2006). La plupart des interventions
pharmacologiques visant a réduire les taux de cholestérol dans le sang, y compris les statines,
inhibent de maniere compétitive 'HMGR et empéchent ainsi la formation de mévalonate et la
formation ultérieure de cholestérol. Les principales étapes de la biosynthése du cholestérol sont

schématisées sur la figure 2 (Christopher et al., 2020).
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Figure 4 : Les principales étapes de la biosynthése du cholestérol

33



La conversion de 'HMG-CoA en mévalonate par 'HMG-CoA réductase est I'étape limitant
la vitesse de la biosynthese du cholestérol. L'HMGR est la cible des composés qui sont efficaces
pour réduire les taux de cholestérol sérique.

v"  Régulation
La régulation de la biosynthése du cholestérol est destinée a ne produire que le complément
nécessaire au cholestérol d’origine exogéne. Elle s effectue a un seul niveau de la synthése, sur

I’activité de ’"HMG-CoA réductase, a court terme et a long terme (Sablonniére, 2010).

e Larégulation a court terme au niveau du foie

Cette régulation se fait en deux étapes telles que décrites par Dievard, 1998.

» Régulation allostérique : 'HMG-CoA réductase est inhibée par son produit direct, le

mévalonate, et par le produit final, le cholestérol ;
> Régulation par interconversion.

L’activit¢ de ’'HMG-CoA réductase est soumise a un contrle par modification covalente.

Elle existe sous deux formes :

e Une forme phosphorylée inactive : la kinase est activée par le glucagon ;

e Une forme déphosphorylée active : la phosphatase est activée par I’insuline.

La phosphorylation (inactivation) est catalysée par une HMG-CoA réductase kinase, qui est
identique a la protéine kinase AMP-dépendante qui agit sur 1I’acétylcoenzyme A carboxylase.
Cette enzyme est activée par le glucagon qui inhibe donc indirectement I’THMG-CoA réductase
tandis que la déphosphorylation (activation) est catalysée par une phosphatase. Cette enzyme

est activée par I’insuline qui active donc indirectement I’HMG-CoA réductase.
L’insuline stimule donc la synthese de cholestérol. A I'inverse, le glucagon 1’inhibe.

e Larégulation a long terme au niveau périphérique

I1 s’agit d’une régulation transcriptionnelle. L’augmentation du cholestérol intracellulaire
entraine une diminution de I’expression de I'HMG-CoA réductase, une diminution de
I’expression des récepteurs aux LDL, et une augmentation de I’expression de 1’acyl-
CoAcholestérol-acyltransférase. La régulation s’effectue essentiellement au niveau de ’HMG-
CoA réeductase dont le taux et 1’activité sont contrdlés de plusieurs fagons. La vitesse de la
synthése du mRNA de ’'HMG-CoA réductase est controlée par la SREBP (sterol regulatory

element binding protein), facteur de transcription qui se lie a une séquence du I’ADN du géne
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de la réductase appelée SRE (sterol regulatory element). Dans sa forme inactive, la SREBP est
accrochée au réticulum endoplasmique ou a la membrane nucléaire. Lorsque le taux du
cholestérol intracellulaire diminue, elle est libérée et elle migre vers le noyau ou elle se fixe sur
le SRE du géne de ’HMG-CoA réductase ; elle active alors la transcription. En revanche,
lorsque le taux du cholestérol intracellulaire s’¢éléve, la libération de la SREBP est inhibée et la
SREBP nucléaire est protéolysée (Lobaccaro et al., 2009).
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Figure 5 : Régulation de la synthese du cholesterol

L'un des principaux facteurs de risque des maladies cardiovasculaires est I'augmentation du
taux de cholestérol dans le sang (Peters et al., 2016). Cette augmentation est un état qui ne
présente aucun signe ou symptdme, mais qui entraine une augmentation du risque de maladie
athérosclérotique et, par conséquent, de déces prématuré (Félix-Redondo et al., 2013). Dans la
gestion de I’hypercholestérolémie, plusieurs classes de molécules ont montré leur efficacité. Il
existe entre autres des molécules d’origine fongique, d’origine synthétique, certaines huiles

essentielles et extraits de plante.

111.2. Solution et progrés contre I’hypercholestérolémie

Le meilleur traitement des maladies telles que I'hypercholestérolémie est la prévention.
C'est pourquoi les approches médicales conventionnelles se concentrent généralement sur les
changements de mode de vie, tels que la réduction de la consommation d’acides gras saturées,
l'arrét du tabac et I'exercice physique. Des médicaments sont également utilisés en second

recours pour réduire le taux de cholestérol ou la pression artérielle, mais la plupart d'entre eux
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ont des effets secondaires. L'hypercholestérolémie modérée a sévere est généralement traitée
par plusieurs médicaments agissant comme des inhibiteurs de la biosynthése du cholestérol
endogéne ou entravant I'absorption du cholestérol exogéne. Ces composés pharmacologiques
réduisent le taux de cholestérol dans le serum selon différents mécanismes d'action. De méme,
de nombreux composés naturels sont capables de produire le méme effet que ces médicaments,
bien que pour certains d'entre eux, des études supplémentaires soient nécessaires car jusqu'a

présent, les expériences n'ont été réalisées qu'a lI'aide de tests in vivo (Ramirez, 2015).
v Utilisation des médicaments

Les médicaments les plus couramment utilisés pour le traitement pharmacologique de
la dyslipidémie sont les statines, les résines, les fibrates, la niacine et leurs combinaisons
(Donatella et al., 2018).
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e Les inhibiteurs de I'HMG-CoA réductase (statines)

Les inhibiteurs de 'HMG-CoA réductase, ou statines, constituent le traitement de
premiere intention recommandé pour la plupart des patients. Ce sont les médicaments les plus
prescrits dans le monde et ils sont considérés comme les agents hypolipidémiants les plus
efficaces disponibles, a la fois pour abaisser les taux de LDL-C et pour prévenir les accidents
cardiovasculaires. La structure des statines est similaire a celle de 'HMG-CoA, un précurseur
du cholestérol, et elles agissent comme des inhibiteurs compétitifs de 'HMG-CoA réductase,
la derniére étape enzymatique régulée de la synthese du cholestérol. Les statines réduisent donc
le taux de synthése du cholestérol. Le foie réagit en augmentant le nombre de récepteurs des

LDL, ce qui accroit I'absorption hépatique et le catabolisme du LDL-C circulant (Libby, 2001).
e Lesrésines

Les résines liant les acides biliaires, notamment la cholestyramine, le colesevelam et le
colestipol, sont des résines échangeuses d'anions administrées par voie orale qui ne sont ni
absorbées par le systeme ni métabolisées par les enzymes digestives. Au niveau intestinal, elles
se lient donc aux deux principaux acides biliaires (acide glycocholique et acide taurocholique),
formant un complexe insoluble qui est excrété dans les feces (Chang et al., 2017). Cela conduit
a une élimination continue, bien que partielle, des acides biliaires de la circulation entéro-
hépatique. Par conséquent, la concentration plus faible de ces derniers dans le foie entrave
l'inhibition en retour de la 7a-hydroxylase, augmentant ainsi la conversion hépatique du
cholestérol en acides biliaires. La diminution des concentrations de cholestérol hépatique
entraine un certain nombre d'effets compensatoires, tels que l'augmentation de I'absorption des
LDL et IDL plasmatiques par I'augmentation du nombre de récepteurs a haute affinité pour les
LDL présents sur les membranes cellulaires, en particulier dans le foie, et I'induction de
I'enzyme HMG-CoA réductase. En outre, les résines peuvent affecter les TG et induire une

augmentation de 5 % des niveaux de HDL-C (Steinmetz et al., 2005).
e Les dérivés de I'acide nicotinique

La niacine, également appelée vitamine B3, PP ou acide nicotinique, augmente
significativement les taux de HDL tout en diminuant ceux des VLDL et LDL par des
mécanismes qui n'impliquent pas la biosynthése ou le catabolisme du cholestérol. En effet, cette
molécule empéche la lipolyse dans le tissu adipeux car elle est un puissant inhibiteur du systéeme
de la lipase intracellulaire, générant de multiples effets qui conduisent finalement a la réduction

du cholestérol et des triglycérides plasmatiques (Gille et al., 2008). La réduction de la lipolyse
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diminue la mobilisation des acides gras libres, réduisant leurs niveaux dans le foie, ce qui
entraine une diminution de la synthése hépatique des triglycérides et, par conséquent, de la
production de VLDL.

e Les fibrates

Les fibrates (fénofibrate, bézafibrate, ciprofibrate et gemfibrozil) sont une classe de
médicaments hypolipidémiants qui exercent leurs effets principalement en activant le récepteur
activé par les proliférateurs de peroxysomes-alpha (PPAR-alpha), tandis que le bézafibrate est
un agoniste des trois isoformes PPAR (alpha, gamma et delta). Les fibrates réduisent les taux
de triglycérides et augmentent les taux de C-HDL ; ce dernier effet est plus prononcé chez les
patients souffrant d'hypertriglycéridémie (Ewang-Emukowhate et al., 2013). L'effet sur les
taux de LDL-C est variable. Ils peuvent réduire les taux de LDL-C chez les patients présentant
un faible taux de triglycérides, mais peuvent paradoxalement augmenter les taux chez les
patients présentant un taux élevé de triglycérides (Schulz, 2006), et réduire de maniere
significative les taux de lipoprotéines résiduelles hautement athérogenes d'une maniére plus

efficace que les statines.
o L’ezétimibe

L'ézétimibe est le premier représentant d'un groupe de médicaments capables d'inhiber
sélectivement I'absorption intestinale des phytostérols et du cholestérol alimentaire. Une fois
pris par voie orale, il est localisé sur la paroi en brosse de I'intestin gréle et inhibe I'absorption
du cholestérol, ce qui entraine une diminution du passage du cholestérol intestinal vers le foie.
La cible moléculaire de I'ézétimibe est un transporteur de stérols, Niemann-Pick C1-Like 1
(NPC1L1), responsable de la capture du cholestérol intestinal et de I'absorption des phytostérols
(Garcia-Calvo et al., 2005). La diminution de I'absorption du cholestérol entraine une
augmentation de l'absorption des LDL médiée par les récepteurs mais, si le médicament est
utilisé en monothérapie, la diminution de I'absorption du cholestérol peut étre compensée par
une augmentation de la biosynthese. La molécule semble étre sélective car elle n'interféere pas
avec l'absorption des triglycérides, des vitamines liposolubles, des acides gras, des acides

biliaires, de la progestérone et de I'éthinylestradiol (Lipka, 2003).

Malgré la mise au point de médicaments synthétiques, les plantes médicinales

continuent d'étre la source de soins de santé de base pour environ 80 % de la population
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mondiale (Cordell, 1995), ce qui met en évidence leur énorme potentiel bioactif.




v Les molécules naturelles

Les produits naturels, en particulier les plantes aromatiques et médicinales, sont apparus
comme des agents prometteurs pour lutter contre les troubles cardiovasculaires et les facteurs
de risque associés. Actuellement, les plantes sont utilisées dans le traitement de plusieurs
maladies chroniques et aigués, y compris I’hypercholestérolémie (Wachtel-Galor et al., 2011).
Les effets bénéfiques des plantes médicinales sont principalement attribués a leurs métabolites
secondaires (Jenke-Kodama et al., 2008), qui sont utilisés dans le développement de
médicaments, directement comme agents thérapeutiques, ou comme matériaux de départ et
modeles pour la synthése d'autres médicaments (Wachtel-Galor et al., 2011). Les métabolites
secondaires comprennent notamment les composés phénoliques, les terpenes et les alcaloides
(Hartmann, 2007). Elles contiennent egalement des fibres alimentaires, des vitamines, des
stérols qui peuvent réduire les lipides, inhiber I'oxydation des lipoprotéines de basse densité,
éliminer les radicaux libres. De ces composes, les terpenes de faible poids moléculaire, a savoir
les monoterpénes (C10H16) et les sesquiterpénes (C15H24), sont les principaux composés des

huiles essentielles (Alves-Silva et al., 2021).
e Les huiles essentielles

Selon I'Organisation internationale de normalisation sur les huiles essentielles (1SO
9235 : 2013), une huile essentielle est définie comme le produit obtenu a partir de la matiere
premiére végetale par hydrodistillation, distillation a la vapeur d'eau ou distillation séche, ou
par un procédé mécanique approprié (pour les agrumes). Cette définition exclut les autres
produits aromatiques obtenus par différentes techniques d'extraction, telles que I'extraction a
I'aide de solvants apolaires (concretes et absolues). Dans certaines huiles essentielles, on trouve
des phénylpropanoides, des acides gras et leurs esters, ainsi que des dérivés azotés et soufrés
(Husna et al., 2007). En tant que composés de faible poids moléculaire, les huiles essentielles
peuvent facilement pénétrer la membrane cellulaire et donc participer & des réactions
biochimiques dans I'organisme en modulant le métabolisme du cholestérol dans les cellules
hépatiques (Misharina et al., 2008 ; Martella et al., 2023). Parmi les huiles essentielles, celles
des agrumes sont largement utilisées dans l'industrie, en raison de la disponibilité des restes de
peau des fruits. Le citron (Citrus limon L. Burm), I'orange (Citrus sinensis L. Osbeck), I'orange
ameére (Citrus aurantium L.), la bergamote (Citrus bergamia), la mandarine (Citrus deliciosa

Tenore) et le raisin (Citrus paradise Macfayden) sont les principaux fruits utilisés (Hyunjoo et

al., 2018).
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e Lesacides gras oméga-3

Les acides gras omeéga-3 sont des acides gras polyinsaturés avec une double liaison au
troisieme atome de carbone a partir de la fin de la chaine carbonée. Ils font partie de la
membrane cellulaire, comme d'autres acides gras, et grace a leurs caractéristiques physico-
chimiques, ils déterminent les caractéristiques de fluidité des membranes. Les mécanismes par
lesquels les acides gras polyinsaturés oméga-3 exercent des effets protecteurs cardiovasculaires
sont a la fois fonctionnels et métaboliques (Harris et al., 2008). D’un point de vue fonctionnel,
ils augmentent la fluidité des membranes, améliorent la fonction endothéliale, modulent
I'agrégation plaquettaire, modulent le métabolisme des eicosanoides et stabilisent les Iésions
athéromateuses. D'un point de vue métabolique, les oméga-3 reduisent principalement les
triglycérides sériques en augmentant I'oxydation des acides gras, en diminuant leur synthése et
en modulant la composition des phospholipides membranaires. De plus, les oméga-3
augmentent le diamétre des LDL (une caractéristique qui réduirait donc leur athérogénicité)

sans réduire leur taux plasmatique.
e Les p-glucane

Parmi les différents types de fibres, les B-glucanes ont suscité un intérét particulier en
raison de leurs activités en tant que modulateurs de I'immunité (Vannucci et al., 2013). En
outre, les B-glucanes sont des nutraceutiques capables de réduire le taux de cholestérol (Caz et
al., 2015 ; Ho et al., 2016). Par conséquent, les B-glucanes peuvent étre le meilleur type de
fibres solubles pour la supplémentation alimentaire et I'amélioration de la santé en générale.
Chimiquement, les B-glucanes sont des polysaccharides hétérogenes non amylacés, qui forment
les composés structurels de la paroi cellulaire de certains micro-organismes, y compris les
levures et les champignons ; les algues et les céréales, telles que I'avoine et le blé. Les effets
hypocholestérolémiants des fibres alimentaires ne sont pas encore totalement compris. Ils ont
été attribues a la capacité des fibres alimentaires solubles a former des solutions visqueuses qui
prolongent la vidange gastrique, inhibent le transport des triglycérides et du cholestérol a travers
I'intestin et réduisent les concentrations totales de lipoprotéines LDL (Jenkins et al., 2000). Les
fibres alimentaires sont capables de se lier aux acides biliaires, aux monoglycérides, aux acides
gras libres et au cholestérol. Les fibres alimentaires diminuent également I'absorption et
augmentent I'excrétion fécale de ces substances chimiques (Cho et al., 2007). La structure des
fibres alimentaires insolubles leur permet de se lier directement aux acides biliaires et de réduire

ainsi le taux de cholestérol sanguin, tandis que les fibres alimentaires solubles peuvent
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augmenter la viscosité du chyme, réduisant ainsi la diffusion des acides biliaires (Zacherl et
al., 2011).

e L’éritadénine

L'éritadénine (acide 2(R),3(R)-dihydroxy-4-(9-adenyl) butanoique) est un alcaloide issu
du métabolisme secondaire des champignons comestibles. 1l a été initialement isolé a partir de
champignons shiitake (Lentinus edodes) et plutard dans le champignon de Paris (Agaricus
bisporus) (Diego et al., 2016). Il a été démontré qu'il permettait de réduire les taux de lipides
comme le cholestérol et les triglycérides dans le sang (Yang et al., 2013). L'action
hypocholestérolémiante de I'éritadénine a fait I'objet de plusieurs études sur des rats, mais le
mécanisme exact par lequel I'éritadénine provoque son effet hypocholestérolémiant n'est pas
entierement élucidé. L'éritadénine accélérerait I'élimination du cholestérol sanguin, soit en
stimulant I'absorption tissulaire, soit en inhibant la libération tissulaire. Shimada et al. (2003)
: Shu-Lei et al. (2012) ont obtenus une réduction du cholestérol sérique jusqu'a 20% en une
semaine en donnant quotidiennement aux rats une alimentation supplémentée avec 0,005%

d'éritadénine.
e L’ergothionéine

L'ergothionéine (ESH) est un compose thiol soluble dans I'eau, dont la composition
implique les acides aminés histidine, cystéine et méthionine (Stampfli et al. 2020). Ces
derniéres années, l'ergothionéine a retenu l'attention des chercheurs en raison de ses effets
bénéfiques sur les troubles auto-immuns, tels que la polyarthrite rhumatoide et la maladie de
Chron, qui sont fortement liés aux propriétés antioxydantes de I'ergothionéine (Halliwell et al.,
2018). Selon des études in vitro actuelles, une diminution des taux sanguins et tissulaires
d'ergothionéine a été observée dans certaines maladies, telles que les conditions inflammatoires
chroniques, les troubles cardiovasculaires et I'ischémie, ce qui suggere que I'ergothionéine peut
jouer un role protecteur central dans diverses conditions pathologiques (Ey et al., 2007).

Au cours des 30 dernieres années, toute une génération d'essais cliniques a démontré
une réduction du risque cardiovasculaire grace a des thérapies utilisant des agents
hypolipidemiants de plus en plus intensifs, tels que les statines en association avec d'autres
agents, comme I'ézétimibe (Colin et al., 2015). A ce jour, les statines restent le traitement de
premier choix, car il a été démontré qu'elles réduisent le risque annuel d'événements vasculaires
majeurs de 21 % (Wang et al., 2016). La réduction attendue du LDL-C dépend de la statine
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utilisee, et est d'environ 30-50% pour une statine a puissance modérée et >50% pour une statine

a puissance élevée (Stone et al., 2014).

I111.3. Les statines

+ Historigue des statines

Les statines sont le traitement de choix pour la prise en charge de I'hypercholestérolémie
en raison de leur efficacité et de leur profil de sécurité éprouvés (Delvallee, 2012). Elles jouent
également un rdle croissant dans la gestion du risque cardiovasculaire chez les patients
présentant des taux de cholestérol plasmatique relativement normaux. Bien que toutes les
statines partagent un mecanisme d'action commun, elles different en termes de structures

chimiques, de profils pharmacocinétiques et d'efficacité de modification des lipides.

v Découverte de la compactine

La premiere statine fut découverte en 1972 par Akira Endo, chercheur au sein de la
compagnie pharmaceutique Sankyo, a Tokyo. Aprés avoir émis la thése selon laquelle les
cultures de fungi destinées a la production de pénicillines contenaient également des substances
inhibitrices de la synthese du cholestérol, Akira Endo entreprit ses propres expérimentations.
En 1972, parmi les bouillons de culture de milliers de fungi, il isola une premiere substance,
fortement inhibitrice de la HMG-CoA réductase, la citrinine ; mais les recherches furent
stoppées en raison de sa toxicité rénale. Quelques mois plus tard, la méme activité fut mise en
évidence dans un milieu de culture de la moisissure Penicillium citrinum. Aprés une année
passée pour isoler trois métabolites actifs par extraction par solvant ; chromatographie sur gel
de silice et cristallisation, les recherches se concentrerent sur le plus actif des trois, le ML-336B
ou compactine ou mévastatine. L’analyse moléculaire de la compactine mit en évidence ses
analogies structurales avec le HMG-CoA. La compactine fut deés lors la premiére statine,
d’origine microbienne et spécifique de la HMG-CoA réductase. Les premieres études cliniques
se firent en collaboration avec le Dr Akira Yamamoto, dés 1978. En raison de 1’apparition de
lymphomes chez les chiens traités par la compactine a fortes doses de I’ordre de 100 a 200
mg/kg/jour depuis 2 ans, le développement de la compactine fut stoppé en 1980. Ces doses
correspondaient & une posologie jusqu’a 200 fois supérieure a celle utilisée chez 1’homme

(Steinberg, 2006).

v Découverte de la lovastatine

A lafin des années 1970, les résultats montrant les effets spectaculaires de la compactine

chez les chiens et les singes ont incité de nombreuses sociétés pharmaceutiques a commencer a
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chercher une autre statine. En juillet 1976, Roy Vagelos, Président de Merck Research
Laboratoires, a signé un accord de confidentialité avec la compagnie Sankyo et a obtenu des
¢chantillons de compactine ainsi que les données expérimentales confidentielles d’Akira Endo.
Ils entreprirent leurs propres recherches sur les statines et isolérent du fungus Aspergillus
terreus, en 1979, une statine tres proche de la compactine de par sa structure chimique, la

mévinoline.

Dans le méme temps, Akira Endo isola des cultures de Monascus ruber une autre statine,
la monacoline K. Il a été confirmé que la monacoline K et la mévinoline était le méme composé

renommé lovastatine.

Le groupe de recherche de la compagnie Merck débuta les essais cliniques sur la
lovastatine en 1980 pour les stopper 5 mois plus tard, en raison de rumeurs sur le potentiel
carcinogénique de la molécule, tres proche structuralement de la compactine. Toutefois,
I’efficacit¢ de la compactine chez les patients atteints d’hypercholestérolémie sévére
encouragea plusieurs équipes médicales a tester la lovastatine chez des patients souffrant des
mémes conditions. Les résultats concluants obtenus sur la baisse du LDL cholestérol incitérent
les laboratoires Merck a reprendre des essais cliniques a grande échelle et des études de toxicité
a long terme. Les résultats vinrent confirmer les précédents essais et en 1987, la FDA (Food
and Drug Administration) accorda a Merck I’AMM (autorisation de mise sur le marché) pour

la lovastatine, premiére statine commercialisée dans le monde (Endo, 2010).

Les laboratoires Merck découvrirent la simvastatine en 1987. L'approbation et la
distribution de ce médicament a été suivie par la pravastatine en 1991, la fluvastatine en 1994,
I'atorvastatine en 1997, la cerivastatine en 1998, et la rosuvastatine en 2003 dont les structures
sont présentées a la figure 3 (Endo, 2010).
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Figure 6 : Structure de quelques statines

4+ Pharmacocinétique

La pharmacocinétique des statines fait intervenir la vitesse d'absorption, de distribution,
de métabolisme et d'excrétion (Tableau 3). La lovastatine et la simvastatine sont administrées
sous forme de pro-médicaments lactones, et sont hydrolysées par voie enzymatique in vivo en
leur forme active, I'nydroxy-acide (Corsini et al., 1995). Les autres statines sont administrées
sous forme d'acide hydroxylé actif (Corsini et al., 1999 ; Kajinami et al., 2000 ; McTaggart
et al., 2001). Certaines propriétés pharmacocinétiques clés des statines individuelles sont

résumées dans le tableau 3.

v Absorption

Toutes les statines sont absorbées rapidement apres I'administration, atteignant le pic de
concentration plasmatique (Tmax) dans un délai de 4 h (Warwick et al., 2000). Le moment de
I'administration de la rosuvastatine au cours de la journée n'a aucun effet sur sa

pharmacocinétique alors que celle de l'atorvastatine est affectée en conséquence (McTaggart
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et al., 2001), néanmoins, leur pharmacodynamique est la méme quel que soit le moment de leur
administration (McTaggart et al., 2001 ; Shitara et al., 2006). Cette variation pourrait
s'expliquer par leur durée d'action plus longue que celle des autres statines (<3 heures)
(Hatanaka et al., 2000) ; par conséquent, elles sont administrées de préférence le soir pour

interférer avec le pic de synthese hépatique du cholestérol.

v Biodisponibilité et demi-vie

La demi-vie de l'atorvastatine peut atteindre 14 heures (Shitara et al., 2006), ce long
temps d'élimination est responsable des effets hypolipidémiants prolongés de I'atorvastatine par
rapport aux autres statines (McKenney et al., 2003). La demi-vie d'élimination est de 19 heures
pour la rosuvastatine (McKenney et al., 2003). Les statines disponibles dans le commerce se
caractérisent par un effet de premier passage massif et, par conséquent, une faible
biodisponibilité (Lennern, 2003). Le Foie : étant I'organe cible du métabolisme des statines,
les effets de premier passage déterminent la biodisponibilité des statines.

v" Distribution

Le mécanisme de transport des statines lipophiles est la diffusion passive alors que les
statines hydrophiles passent a travers les barrieres membranaires par diffusion (Schachter,
2005). La nature lipophile des statines induit un shunt hépatique et améliore le passage a travers
les barrieres membranaires des cellules extrahépatiques. Les satines hydrophiles sont
caractérisées par une plus grande hépatosélectivité par rapport aux statines lipophiles. Cette
faible pénétration pourrait expliquer I'absence d'effet musculaire indésirable de la pravastine.
Inversement, la rosuvastatine et la pravastatine (statines hydrophiles) sont fortement extraites

par le foie (McKenney et al., 2003).

v" Métabolisme

Les statines sont principalement métabolisées par la famille d'enzymes du cytochrome
P450 (CYP450), composée de plus de 30 isoenzymes (Bottorff et al., 2000). L'isoenzyme
CYP3A4 métabolise le plus grand nombre de médicaments chez I'nomme (Michalets, 1998),
notamment la lovastatine, la simvastatine et l'atorvastatine (Bottorff et al., 2000). Une partie
de l'activité inhibitrice circulante de ces trois agents pour I'HMG-CoA réductase est attribuable
aux metabolites actifs. La fluvastatine est principalement métabolisée par I'isoenzyme
CYP2C9, tandis que la pravastatine et la rosuvastatine ne subissent pas de métabolisme
important par les voies du CYP450 (Bottorff et al., 2000 ; McCormick et al., 2000). Les

médicaments lipophiles sont connus pour étre beaucoup plus sensibles au métabolisme oxydatif
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par le systtme du CYP450 (Schachter, 2001). Il est maintenant reconnu que les statines
métabolisées par le systeme CYP450 sont davantage susceptibles de produire une toxicité
musculaire en raison du risque d'interactions médicamenteuses avec de nombreux médicaments
qui inhibent le CYP450, notamment I'isoforme CYP3A4 (Sica et al., 2002). Cette interaction
médicamenteuse peut augmenter les concentrations plasmatiques des statines, avec pour

conséquence un risque accru d'effets toxiques.

v' Elimination

La voie d'élimination prédominante de la majorité des statines est la bile, aprés leur
métabolisation par le foie. Par conséquent, le dysfonctionnement hépatique est un facteur de
risque pour la myopathie induite par les statines (Maron et al., 2000). Tous les fabricants
recommandent la prudence lors de la prescription de statines a des patients ayant des
antécédents de maladie hépatique. La pravastatine est éliminée par les reins et le foie,
principalement sous forme de médicament inchangé (Singhvi et al., 1990 ; Quion, 1994).
Cependant, comme pour certaines des autres statines actuellement, sa pharmacocinétique est
modifiée chez les patients présentant un dysfonctionnement hépatique (Garnett et al., 1995).
La rosuvastatine est également éliminée, en grande partie inchangée, par le rein et le foie
(Martin et al., 2003b ; Martin et al., 2003a), et ses propriétés pharmacocinétiques ne sont pas
modifiées chez les patients présentant un dysfonctionnement hépatique léger ou modéré
(Simonson et al., 2003).
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Les propriétés pharmacocinétiques des statines sont résumées dans le tableau 3 ci-

dessous représenté (Delahaye, 2008).

Tableau 3: Propriétés pharmacocinétiques des statines.

Parametres Atorvastatine | Fluvastatine Lovastatine Pravastatine | Rosuvastatine | Simvastatine
Prodrogue non non oui non non oui
Biodisponibilité
%) 12 24 5 18 20 5
Liaison 98 >98 >95 50 90 95-98
protéique (%)
Demi-vie (h) 14 1.2 3 1.8 19 2
Meétabolites . . .
. oui non oui non - oui
actifs
Isoenzymes \
CYP 450 3A4 2C9 3A4 - - 3A4
Elimination
rénale (%) <5 6 10 20 10 13

4+ Meécanisme d’action

Les statines présentent toutes une analogie structurale avec ’THMG-Co0A. Les statines
ciblent les hépatocytes et inhibent 'HMG-CoA réductase, I'enzyme qui transforme I'HMG-CoA
en acide mévalonique, un précurseur du cholestérol. Les statines ne font pas que concurrencer
le substrat normal dans le site actif des enzymes. Elles modifient la conformation de I'enzyme
lorsqu'elles se lient & son site actif. Cela empéche 'HMG-CoA réductase d'atteindre une
structure fonctionnelle (Camelia et al., 2001). Le changement de conformation au niveau du
site actif rend ces médicaments tres efficaces et spécifiques. La liaison des statines a 'HMGCoA
réductase est réversible, et leur affinité pour I'enzyme est de I'ordre du nanomolaire, par rapport
au substrat naturel, qui a une affinit¢ micromolaire (Corsini et al., 1999). L'inhibition de
I'HMG-CoA réductase détermine la réduction du cholestérol intracellulaire, induisant
I'activation d'une protéase qui tranche les protéines de liaison des éléments régulateurs du stérol
(SREBPs) du réticulum endoplasmique. Les SREBP sont transloquées au niveau du noyau, ou
elles augmentent I'expression du géne du récepteur des LDL. La réduction du cholestérol dans
les hepatocytes entraine I'augmentation des récepteurs hépatiques des LDL, ce qui détermine la
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réduction des LDL circulants et de leurs précurseurs (lipoprotéines de densite intermédiaire -
IDL et de trés faible densité - VLDL) (Sehayek et al., 1994).

Il a été rapporté que 60% des patients atteints de maladies cardiovasculaires ne
respectent pas les traitements (Baroletti et al., 2010). Pour réduire cette tendance, il est
impératif de mettre en place de nouvelles stratégies thérapeutiques et/ou préventives avec moins
d'effets secondaires. Dans ce contexte, les produits naturels, en particulier les champignons,
sont apparus comme des agents prometteurs pour lutter contre les troubles cardiovasculaires et
les facteurs de risque associés. Actuellement, Pleurotus ostreatus est utilisé dans le traitement
de plusieurs maladies chroniques et aigués. Son potentiel bénéfique est également mis en
évidence par le régime de type méditerranéen, qui est adopté dans le monde entier en raison des
avantages qu'il présente pour la santé, directement sur les MCV ou indirectement en réduisant

les facteurs de risque associeés, tels que le cholestérol (Tuso et al., 2015).

+ Pleurotus ostreatus comme source naturelle de Lovastatine

v Généralités sur la lovastatine

La lovastatine (Co4H3s0s, Mw=404,545g/mol) ; le nom systématique (IUPAC) de la
forme lactone de la lovastatine est le 6-lactone de l'acide 1, 2, 6, 7, 8, 8a-hexahydro-p, 5-di-
hydroxy-2, 6-diméthyl-8-(2-méthyl-1-oxobutoxy)-1-naphtaléne heptanoique (Figure 4a).
L'acide B-hydroxyle est lI'acide 1, 2, 6, 7, 8, 8a-hexahydro-, 5-di-hydroxy-2, 6-diméthyl-8-(2-
méthyl-1-oxobutoxy)-1-naphtaléne heptanoique. La composition en pourcentage de I'élément ;
C:7127% ; H:897% ; O : 19,77%, et le point de fusion 170, 171°C. C'est une poudre
cristalline blanche, non hygroscopique, insoluble dans l'eau et soluble dans I'éthanol, le
méthanol, I'acétate d'éthyle et I'acétonitrile (Kumar et al., 2003). Les comprimés de lovastatine
sont fournis sous forme de comprimés de 10 mg, 20 mg et 40 mg pour administration orale. De
plus, chaque comprimé contient les ingrédients inactifs suivants : lactose monohydraté, stéarate
de magnésium, cellulose microcristalline, poloxamére, amidon prégélatinisé, glycolate
d'amidon sodique et de I'hydroxyanisole butylé (BHA) ajoutés comme agent de conservation
(Ucar et al., 2000).

La lovastatine est un inhibiteur de ’'HMG-CoA réductase issu de la culture fongique. Sa

structure peut étre décomposée en trois parties (Delvallee, 2012) :

e Un analogue du substrat de I’enzyme cible, ’THMG-Co0A ;

e une chaine latérale complexe hydrophobe liée de fagon covalente au substrat analogue

3

et impliquee dans la liaison de la statine a I’enzyme réductase ;




e des groupements chimiques greffés sur la chaine conditionnant la solubilité de la

molécule et ainsi plusieurs de ses propriétés pharmacocinétiques.

HMG-CoA Lovastatine
H;C H
COOH .
]"}/ Il(}/ COOH
=0 OH
Il (8] ~ H
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Figure 7 : Structure chimique de I’hydroxymethyl glutaryl CoA et de la lovastatine sous sa

forme acide B-hydroxylique

v' Biosynthése de la lovastatine

Cette statine est produite par de nombreux champignons filamenteux par la voie des
polykétides (figure 5). Les études de biosynthese de la lovastatine ont été effectuées sur la
souche A. terreus (Endo et al., 1993). La voie de biosynthese illustrée a la figure 5 commence
par l'addition de neuf unités d'acétate (sous la forme de malonyl-CoA, 6) et du groupe méthyle
d'une molécule de SAM (7) sous I'action d'une polykétide synthase (PKS) typique pour générer
I'intermédiaire lié aux enzymes (8). Le premier intermeédiaire isolable est la dihydromonacoline
L (DML, 9). Cet intermédiaire est oxydé en monacoline L (10) et a nouveau en monacoline J
(11). Séparément, deux unités de malonyl-CoA et une molécule de SAM sont responsables de
la préparation de la chaine latérale 2(S)-méthylbutyrate liée a I'enzyme (12), qui est transacylée
sur 11 pour fournir la lovastatine (2). L'ordre de chaque étape de cette voie a été proposé sur la
base de I'identification des intermédiaires 9-11 tel qu’illustré par la figure Figure 5 (Juan-
Francisco et al., 2014). Ces différentes cascades de réactions sont toutefois rendues possibles
par I’étape initiale de méthylation au cours de laquelle la méthionine cede son groupe méthyle
a la chaine en croissance. C’est une condition préalable et un point de contrdle clé de cette
biosynthese (Osman et al., 2011 ; Yi et al., 2022).
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Figure 8: Voie de biosynthese proposée pour la lovastatine

Parmi les nombreuses molécules de statines, la lovastatine et la mévastatine sont
produites par les especes fongiques, tandis que d'autres statines comme la rosuvastatine la
simvastatine, la pravastatine, la fluvastatine, I'artovastatine, la cerivastatine, sont des produits

semi-synthétique a partir de la lovastatine (Tobert, 2003).

v' Activité hypocholestérolémique de Pleurotus ostreatus

L'abaissement du taux de cholestérol réduit le risque de maladie cardiaque et d'accident
vasculaire cérébral. Des études montrent que pour chaque 1% de réduction du taux de
cholestérol, il y a une réduction de 2% du taux de maladies cardiaques. Les personnes déja
atteintes d'une maladie cardiaque et présentant un risque plus élevé bénéficient le plus d'une
réduction de leur taux de cholestérol. Certaines plantes et certains médicaments se sont révélés
plus efficaces pour réduire le taux de cholestérol (Mani et al., 2017). Traditionnellement, les
propriétés médicinales des champignons ont été bien démontrées, en particulier dans les pays
d'Asie orientale. Actuellement, dans certaines parties du monde, on assiste a une renaissance

de I'intérét pour les remedes traditionnels. La lovastatine des champignons a une grande valeur
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thérapeutique dans la lutte contre I'hypertension, I'nypercholestérolémie et le cancer. La
lovastatine est une molécule naturelle que I'on trouve dans des aliments tels que la levure de riz
rouge et les pleurotes (Liu et al., 2006). La lovastatine, également connue sous le nom de
monacoline Kk, est un inhibiteur de la biosynthése du cholestérol, produit par Pleurotus
ostreatus en tant que métabolite secondaire (Shami et al., 2007). Elle est utilisée en
thérapeutique sous forme d'acides et de lactones (Chakravarti et al., 2004). C'est au Japon,
dans les années 1960, qu'ont été menees les premieres recherches sur les effets
hypocholestérolémiants des champignons. La plus grande quantité de lovastatine a été trouvée
dans le corps de P. ostreatus, en particulier dans les lamelles. D’apres les travaux de Bobek et
al. (1999), I'intégration du pleurote dans le régime alimentaire des rats hypercholestérolémiques
a permis de réduire de fagon significative I'accumulation de cholestérol dans le sang et dans
plusieurs autres organes du corps. Cette réduction significative du taux de cholestérol par le
régime a base de pleurotes s'accompagne d'une réduction frappante de I'incidence et de I'étendue
des lésions athérosclérotiques dans l'aorte et les artéres coronaires. 1ls ont aussi pu démontrer
que, I’ajout de 10 % de poudre de P. ostreatus a un régime alimentaire préventif contenant 1 %
de cholestérol a réduit les taux de cholestérol sérique de 65 % et la teneur en cholestérol du
foie, du cceur, des muscles longs extenseurs et de 'aorte de lapins males de 60, 47, 25 et 80 %,
respectivement. La diminution du cholestérol sérique total a été affectée principalement (de 70
%) par la réduction de la teneur en cholestérol VLDL, tandis que la concentration du cholestérol
HDL a été multipliée par 3. La lovastatine agit au-dela de son activité hypolipidémiante dans
la prévention de I'nypercholestérolémie, de la maladie de Parkinson, de la maladie d'Alzheimer,
du cancer, de l'athérosclérose. Elle agit également comme agent antifongique, anti-
inflammatoire et favorise la régénération osseuse (Srinivas et al., 2012 ; Upendraet al., 2013).

Diverses études ont montré que les fibres alimentaires extraites des pleurotes avaient un
effet anti-athérosclérotique in vitro marqué et que les patients atteints de maladie coronarienne
présentaient une activité athérogene réduite aprés la consommation du champignon, ce qui
confirme son activité en tant qu'agent hypocholestérolémiant naturel (Gupta et al., 2019). Cette
activité est aussi attribuable au B-glucane qui a démontré sa capacité a réduire le taux de
cholestérol total et LDL chez les individus hypercholestérolémiques adultes (Kerckhoffs et al.,
2003) et la glycémie chez les animaux et les humains (Lo et al., 2006). Le Pleuran est un 1,3-
1,6-p glucane extrait de Pleurotus ostreatus et vendu comme complément alimentaire sous le
nom commercial d'Immunoglukan. L'unité de base de ce polysaccharide est constituée de quatre

molécules de glucose reliées par des liaisons glycosidiques B-1-3, et chaque quatrieme unite de
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glucose est reliée par une chaine latérale avec une liaison glycosidique B-1-6. Cependant, la
plupart des propriétés des béta-glucanes de champignons sont dues a leurs effets sur le systéme
immunitaire de I'hdte (Roupas et al., 2012). En raison de la présence d'un agent
hypocholestérolémiant naturel, il a été suggéré que la consommation fructifications des

pleurotes est recommandée dans I'alimentation humaine (Gupta et al., 2019).

Les concentrations en lovastatine obtenues a partir de P. ostreatus récolté dans son
environnement naturel et de P. ostreatus cultivé sur une variété de substrats en serre ont été
comparees par Alarcon et al. (2003). Une concentration allant de 0,4 a 2,07% mesurée en poids
sec a été obtenue a partir de champignons cultivés tandis que ceux recueillies dans leur
environnement naturel ont donné une concentration allant de 0,7 a 2,8%. Ce dernier résultat
implique qu'il est possible de faire varier le rendement de la lovastatine en modifiant les
composants du substrat utilisé pour la culture. Ainsi donc dans leurs travaux, Osman et al.
(2011a) ont démontré que la production de lovastatine par Aspergillus terrus variait fortement
en fonction du type d'acide aminé incorporé dans le milieu de culture. Au cours de leurs
expérimentations avec plusieurs acides aminés, la méthionine est celle qui a permis d'obtenir la
meilleure concentration en lovastatine (180ug/ml). Les résultats ont également montré que tous
les acides aminés utilisés ont potentialisés a la fois la croissance et la productivité de la
lovastatine avec un taux significativement plus faible que dans le cas de la méthionine. Ces
acides aminés peuvent agir a la fois comme une source d'azote et une source de carbone pour
les champignons filamenteux. Dans la méme suite d’idées, Long shan et al. (2003) ont obtenu
une augmentation de 20% de la production de lovastatine en supplémentant le substrat de
production avec la méthionine a 72h de production par fermentation. Ce dernier est un acide
aminé impliqué dans la voie de biosynthése de la lovastatine Rollini et al., (2006). Ces
différents résultats confortent 1’idée selon laquelle il est possible de faire varier le rendement

de la lovastatine en modifiant les conditions de culture du champignon.

IV. Les champignons au Cameroun

Le Cameroun est un pays écologiquement diversifié, doté d'une grande biodiversité. Au
Cameroun, les champignons comestibles et médicinaux sont omniprésents et constituent un
volume substantiel du commerce intérieur, en particulier pour les femmes des zones rurales
(Kinge et al., 2014 ; Teke et al., 2018). Les champignons sauvages comestibles sont l'une des
ressources naturelles importantes dont dépendent fortement les populations locales de toutes

nationalités et sont considérés dans de nombreuses régions d'Afrique tropicale comme de la
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"viande" pour les pauvres (Kinge et al., 2014). Les premiéres identifications de champignons
sauvages comestibles au Cameroun remontent au X1Xe siécle (Hennings, 1895) et au début du
XXe siécle (Heim, 1942). Plusieurs espéces ont alors été identifiées a Ebolowa, au Sud-
Cameroun : Lepiota discipes, Marasmius (Fr.) spp., Mycena (Pers.) Roussel spp. et Lactarius
gymnocarpus R. Heim. Depuis lors, sans veritable projet national sur les macrochampignons
sauvages comestibles, des inventaires et excursions mycologiques, épars dans I’espace et dans
le temps, ont ét¢ menés un peu avant I’indépendance, mais surtout vers la fin du XXe siécle, et
se sont poursuivis en ce début de XXle siécle (Djomene et al., 2020). La plupart des travaux
de recherche menés au Cameroun ont porté sur la taxonomie et la documentation de la diversité
des macrochampignons et trés peu sur les modes de culture (Douanla-Meli 2007 ; Egbe et al.,
2013 ; Kinge et al., 2014).

IV.1. Etats des lieux sur les travaux de recherches menés au Cameroun

Plusieurs travaux de recherches ont été effectués dans le but d’identifier la biodiversité
des macrochampignons sur le territoire national en établissant un lien entre taxonomie
populaire, la nomenclature scientifique et 1’utilité de ceux-ci. Ci-dessous sont résumés

quelques-uns.

v Dijk et al. (2003) ont étudié les connaissances indigénes des populations locales sur les
champignons comestibles, en établissant un lien entre la taxonomie populaire et la
nomenclature scientifique. Ils ont découvert que les populations avaient une connaissance bien
développée des champignons comestibles indigenes. Les especes consommées comprenaient
Schizophyllum, Collybia aurea, Volvariella volvacea, Auricularia polytricha, Dacryopinax
spathularia, Tremella fuciformis, Cantherellus sp et Sarcosom globosum. D’autres espéces
étaient utilisées comme cosmétiques, teintures, pour la conservation des bijoux et comme
médicaments. Lentinus squarrosulus était utilisé pour la cicatrisation du nombril du nouveau-
né, Pleurotus tuberreguim utilisé pour améliorer la lactation des femmes qui allaitaient et
Cookeina sulcipes, Termitomyces sp. étaient utilisés en cas d'inflammation de l'oreille.

v' Kansci et al. (2003) ont révélé le contenu nutritionnel de certaines especes de
champignons du genre Termitomyces consommées au Cameroun. Les résultats obtenus
montrent une teneur en eau elevée de 83,3-94,39/100g ; pour les lipides une teneur de 2,5-
5,49/100g de poids sec avec des proportions elevees d'acides gras polyinsaturés de 45,1-65,1% ;

des proportions remarquables de fibres brutes (17,5-24,7g/poids sec). Quant aux protéines, la
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teneur variait entre 15,1 et 19,1 g/100 g de poids sec.




v" Yongabi et al. (2004) ont mené des études ethnomycologiques dans les plaines de Ndop,
Baligham, Mbouda et Kumba, au Cameroun, afin d'identifier la diversité des champignons et
leurs utilisations traditionnelles. Au total, 22 especes de champignons ont été identifiées par la
taxonomie conventionnelle, dont Termitomyces spp, Flammulina velutipes, Agaricus spp,
Auricularia auricular et Pleurotus tuberregium. Ils ont également constate que les
champignons sont utilisés seuls ou en combinaison avec d'autres plantes pour traiter des
maladies. Par exemple, Ganoderma lucidium est séché et mélangé a de I'huile de palme et utilisé
comme pommade pour le traitement des maladies de la peau, des furoncles, des abces et des
tumeurs. Termitomyces titanicus est séché, broyé et mélangé a une patisserie pour la
consommation des enfants souffrant d'insuffisance pondérale et pour le traitement du diabete.

v Roberts et al. (2006) ont rapporté plus de 70 espéces de poroides dans la forét tropicale
de Korup, au Cameroun. Les champignons poroides sont parmi les plus importants des
champignons forestiers, produisant souvent de grandes fructifications visibles en permanence.
IIs sont écologiquement importants en tant que principaux décomposeurs du bois mort et tombe,
formant une partie essentielle du systeme de recyclage des nutriments de la forét, et de
nombreux champignons médicinaux se trouvent dans ce groupe.

v" Douanla-Meli (2007) a étudié la diversité écologique des champignons des réserves
forestiéres de Mbalmayo en mettant I'accent sur la taxonomie des hyménomyceétes non grillés.
271 espéces distinctes appartenant & 110 genres dans 58 familles ont été enregistrées.

v" Kinge et al. (2011) ont mené une étude ethnomycologique du c6té du Mont Cameroun
dans le but de documenter les connaissances indigenes sur les champignons, en prélude aux
efforts de conservation. De leurs travaux, il en ressort que les champignons étaient
traditionnellement utilisés dans cette région comme nourriture, médicament, a des fins
mythologiques, pour l'esthétique, et que certaines espéces vénéneuses avaient également été
recensées. Les especes utilisées pour I'ethnomédecine chez les Bakweri appartenaient a
plusieurs genres, dont Termitomyces, Auricularia, Agaricus, Daldinia, Dictyophora, Pleurotus,
Russula, Trametes, Chlorophyllum et Ganoderma. Les champignons étaient utilisés comme
charmes d'amour, pour chasser les mauvais esprits et dans le cadre de festivals culturels.

v' Ajoninia et al. (2012) ont évalué la performance de croissance de Pleurotus ostreatus
sur différentes compositions de substrat disponibles localement afin de trouver le meilleur
substrat pour la culture des champignons. lls ont obtenu des taux de développement du

myceélium le plus élevés avec les rafles de mais et les cones de palmier (1:1). Le rendement
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biologique le plus élevé (146,1 g et 172,1 g) a été obtenu a partir des rafles de mais.




v' Kinge et al. (2013) ; Egbe et al. (2013) ont mené des recherches du c6té du Mont
Cameroun entre 2010 et 2012 afin de produire une liste de contréle des macrochampignons. Ils
ont rapporté 520 échantillons de macrochampignons collectés dans la région. Ces recherches
ont permis d'enregistrer un total de 177 espéces de macrochampignons appartenant a 83 genres
et 38 familles. La richesse des especes était plus elevée pendant la saison des pluies (134
espéces) qu'au début de la saison séche (89 espéces) et tendait a diminuer avec l'altitude, avec
116 et 112 espéces pour les basses et hautes altitudes, respectivement.

v' Kinge et al. (2016) ont évalué I’effet des substrats locaux sur la croissance et le
rendement de Pleurotus ostreatus dans la région du Nord-Ouest, Cameroun. Pleurotus
ostreatus a été cultivé sur différents substrats supplémentés tels que des rafles de mais
supplémentées de farine de mais T1, des rafles de mais supplémentées de son de riz T2, de
I'lroko supplémentés farine de mais T3, de I'lroko supplémentés de son de riz T4, de
I'Eucalyptus supplémentés de farine de mais T5 et de I'Eucalyptus supplémentés de son de riz
T6 ; avec 1% de CaCOs. D’aprés leurs résultats, le meilleur substrat avec un rendement
biologique (470 g/ballote) était T5 suivi de T1, T6, T4 et T3, T2 ayant été rejeté en raison d'une
contamination a 100 % pour la production de pleurotes.

v" Njouonkou et al. (2016) ont étudié la diversité des champignons comestibles et
médicinaux utilisés dans le département du Noun de la région de I'Ouest du Cameroun. L'étude
montre que les Bamouns utilisent au moins 40 espéces de champignons a des fins alimentaires
ou médicinales. Ces espéces appartiennent a 8 genres : Auricularia, Cantharellus, Ganoderma,
Pleurotus, Lactarius, Lactifluus, Russula et Termitomyces. Les espéces des genres Lactarius,
Lactifluus, Russula et Termitomyces sont le plus souvent utilisees pour I'alimentation, tandis
que Ganoderma spp. et Pleurotus tuber-regium sont principalement exploitées a des fins
médicinales. Cette étude donne une vue d'ensemble de la diversité des champignons et de leur
importance pour les populations locales de cette région.

v Blanche et al. (2017) ont évalué la toxicité et l'activité antidiabétique des extraits
éthanolique, hydroéthanolique de Pleurotus pulmonarius et de I'extrait aqueux de Pleurotus
floridanus qui sont deux espéces comestibles de champignons communément consommeées au
Cameroun. Les différents extraits ont été testés pour leur toxicité aigué et leur activité
antidiabétique a été évaluée. De leurs travaux, il en ressort que I'extrait aqueux de P. floridanus
et I'extrait alcoolique de P. pulmonarius ont montré la meilleure activité hypoglycémique.

v' Onguene et al. (2018) ont investigué les foréts humides du Sud Cameroun afin d’étudier
et acquérir des connaissances endogénes sur la diversité des principaux champignons sauvages

comestibles et médicinaux qui y sont présents. Les espéces de champignons ont été collectées
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au cours d'excursions mycologiques et décrites par des enquétes structurées et semi-structurées
menées dans une vingtaine de sites dans cing régions du sud du Cameroun. lls ont pu identifier
quatre-vingt-quatorze taxons de champignons, appartenant a 32 familles et 41 genres. Environ
61,7 % étaient des taxons saprotrophes, 21,3 % des ectomycorhiziens et 17 % du genre
Termitomyces, ce dernier étant le plus communément collecté et consommé.

v' Etoundi et al., 2019 ont étudié I'effet de la formulation de I'extrait aqueux de trois
champignons comestibles communément consommés au Cameroun sur le stress oxydatif induit
chez les rats par I'acétate de plomb : Pleurotus pulmonarius, Pleurotus floridanus et Pleurotus
sajor-caju. Le prétraitement avec I'extrait aqueux de la formulation des champignons a montre
des effets protecteurs contre les dommages hépato-rénaux induits par le plomb en améliorant
les parametres antioxydants, tout comme l'acide ascorbique utilisé comme référence. Ceci
suggere gque ces champignons peuvent étre utilisés comme source naturelle d'antioxydants pour
les compléments alimentaires contre le stress oxydatif.

v' Ache et al. (2020) ont analysés le contenu en nutriments et en minéraux des
champignons sauvages comestibles de la forét de Kilum-ljim dans le Nord-Ouest Cameroun.
Ces champignons comprenaient : Polyporus tenuiculus, Termitomyces striatus, Termitomyces
macrocarpus Auricularia polytricha, Laetiporus sulphureus, Termitomyces sp.1, Termitomyces
sp.2 et Polyporus dictyopus. L'étude a révélé que les champignons du sol, en particulier les
espéces de Termitomyces, ont des valeurs nutritionnelles qui peuvent considérablement
compléter les régimes alimentaires, en particulier dans les communautés rurales.

La cueillette des champignons dans les zones de forét tropicale du Cameroun n'est souvent
possible que pendant la saison des pluies et les rendements obtenus sont généralement faibles
par rapport au temps passé pour la récolte. La plupart des espéces comestibles pourrissent
rapidement et le collecteur doit étre au bon endroit au bon moment (Kinge et al., 2014). Afin
de rendre les champignons disponibles toute I’année, il est donc important de développer des

techniques de cultures appropriées au vu de leurs différentes propriétés.

IVV.2. Culture et utilisation des champignons comestibles

La production de champignons au Cameroun a commencé au début des années 1980 en
raison de la crise économique ou de nombreuses Organisation Non Gouvernementale (ONG),
des coopératives telles que la CoopSDEM-CA (Cooperative for Sustainable Development of
Edible Mushrooms) de culture de champignons et le Projet Champignon d’Obala (PCO) ont vu
le jour (Kinge et al., 2014). La culture des champignons comestibles est a la fois une activité

agricole relativement primitive et une industrie de haute technologie. La filiere champignon
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comestible au Cameroun est réglementée par 1’Etat, a travers le Ministere de 1’ Agriculture et
du Développement Rural (MINADER-Projet Champignon), le Ministere du Commerce et le
Ministere des Finances. Les fournisseurs paient des imp6ts et taxes pour pouvoir exercer
I’activité. De méme, les prix pratiqués sur le marché sont homologués par le Ministére du
Commerce. Néanmoins, certains producteurs, certains points de distribution et de
consommation exercent dans la clandestinité. Les outils, matériels et machines utilisées pour la
production des champignons comestibles et pour la multiplication de ses semences sont en
grande majorité des productions artisanales ou importées d’Asie et d’Europe. Les fournisseurs
et demandeurs viennent d’horizons divers. Toutefois, les champignons sauvages comestibles,
entrent dans les habitudes alimentaires de populations résidantes en zones rurale et périurbaine.
Par contre, les expatriés, pour la majorité les occidentaux, ont une préférence pour les
champignons importés. La filiere des champignons comestibles constitue une part non
négligeable de I’économie camerounaise, aussi bien sur les plans formel et informel (Djomene
et al., 2017). Au Cameroun, la production nationale de champignons frais, essentiellement
paysanne en 2005 et 2009, se chiffrait a 37,25 tonnes et 39,5 tonnes, respectivement
(MINEPAT, 2010). Soit un taux de croissance annuel de 1,1% (Djomene et al., 2020). Cette
production essentiellement constituée de pleurotes domestiquées au Cameroun depuis les
années 1990 a travers la Coopération Sino-Camerounaise (Djomene et al., 2017) est passée a
52 tonnes en 2014, pour une importation de plus de 200 tonnes de champignons comestibles,
d’espéces pleurotes (Pleurotus spp.), Aurculaire (Auricularia Auricula) et les truffes
(Elaphomyces granulatus) (Djomene et al., 2016). Les substrats utilisés par la plupart des
cultivateurs comprennent les rafles de mais, les déchets de régimes de palme, la sciure de bois.
Pour la production d’autres ingrédients tel que l'urée, les fongicides a base de lait de chaux et
les sacs en plastique sont utilisés. D'aprés les recherches, les rafles de mais et les déchets de
régimes de palme communs dans les plantations de palmiers a huile telles que CDC, PAMOL
et SOCAPALM sont considérés comme les plus importants, relativement bon marché et
abondants (Kinge et al., 2014).

Au Cameroun, la principale technique pratiquée pour la production des champignons
est la culture en plate-bande hors sol et sous abris sur déchets agricoles composes, dans des
conditions aseptiques. Le principe de culture consiste a obtenir le mycélium a partir des spores
ou d’un fragment de tissu du carpophore désiré ; ensuite, conditionner le substrat mouillé dans
des sachets plastiques polyéthyléne ou polypropyléne sombre de préférence ; préparer le

substrat conditionné, puis le refroidir a 30°C minimum et ensemencer ; ensuite exposer les
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ballottes ensemencés sur des étageres dans une salle obscure, pendant 15 a 30 jours en moyenne
selon la zone écologique et enfin exposer les gateaux de mycelium sur les étageres pour la
fructification et la récolte (Ninkwango, 2007). L’image 2 (Djomene et al., 2020) illustre une
des techniques de pasteurisation du substrat, d’ensemencement du substrat pasteurisé, de
fructification et récolte des carpophores Pleurotus, respectivement. Plusieurs parametres
influencent la bonne croissance et le bon développement des espéces de champignons
comestibles cueillis et cultivés dans notre environnement, en particulier les champignons
comestibles Pleurotus. En incubation, la lumiére n’est pas nécessaire, par contre pendant la
fructification, il faut une Iégere aération dans la salle (CSCI, 2013). La température du milieu
de culture doit osciller entre 20 et 30°C en incubation ; cette température doit chuter entre 10 et
16°C pour provoquer les fructifications. Par contre, pour le développement des carpophores, la
température doit se situer entre 15 et 25°C et 1’idéal est entre 12 et 20°C. Ce taux d’humidité
pendant la période vegétative doit étre a son maximum, entre 90 et 95% ; pendant la
fructification, ce taux doit connaitre une légere baisse, entre 75% et 80%. Le taux de gaz
carbonique doit étre trés élevé pendant la phase d’incubation et au début de la phase de
fructification. Une fois que les premiers carpophores commencent a se former, il faut ramener
ce taux a la normale. En ce qui concerne la durée de formation des carpophores, les boutons se
forment en 3 a 5 jours et la croissance a maturité du carpophore se fait en 5 a 8 jours lorsque
toutes les conditions de cultures sont remplies (Ninkwango, 2016). Le producteur peut
effectuer 3 a 4 récoltes par cycle de production, avec un espacement entre les volées de 5 a 10

jours en moyenne.

A T’issue de la production, les pleurotes sont transformés principalement sous forme
séchée au Cameroun. Dans le but de diversifier les parts de marché du sous-secteur
champignons comestibles de production camerounaise, certains producteurs transforment les
champignons séchés en poudre et les champignons frais sous forme précuits (Image 3)
(Djomene et al., 2020). Le principe de séchage des champignons comestibles Pleurotus, de
facon artisanale, a travers les rayons solaires, consiste a les exposer en entier ou éminceé sur une
tole lisse, désinfectée au préalable avec de 1’alcool, les lamelles dirigées vers les rayons
lumineux, pendant au moins 12 heures (Ninkwango, 2013). Le principe de production de la
poudre de champignons comestibles Pleurotus, consiste a introduire les carpophores séchés
sains et craquant dans un broyeur. Broyer le contenu, jusqu’a obtenir une poudre plus ou moins
fine. Au besoin ajouter la menthe poivrée, 1’ortie et la verveine odorante. La transformation du

champignon comestible Pleurotus sous forme précuite, consiste a le blanchir pendant une
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dizaine de minute avec du vinaigre, I’huile végétale ou d’olive et du sel. Ensuite égoutter avec
des Iégumineuses (haricot vert, carottes, poivron et oignon) et enfin introduire dans des
récipients, fermé hermétiquement et surgelés (CODEX, 2016). D’autres sous-produits tel que

les thés, les boissons a base de champignons sont aussi retrouvées sur le marché local.

Au Cameroun, on enregistre de plus en plus I’existence de GICs, d’Associations et de
Cooperatives agricoles, qui exercent dans la production et la transformation des champignons
comestibles Pleurotus. Le principal but de ces Organisations Professionnelles Agricoles (OPA),
est de faire face a la concurrence, que sont les importateurs de champignons comestibles au
Cameroun (Djomene et al., 2018). Les difficultés liées a I’absence des champignons
comestibles de production camerounaise dans les rayons de supermarchés d’une part, et d’autre
part, a I’ignorance largement répandue de I’art culinaire et de I’importance de consommation
des champignons comestibles, préoccupent de plus en plus les pouvoirs publics du Cameroun.
C’est dans cette optique que les coopératives telles que la CoopSDEM COOP-CA, en
collaboration avec ses partenaires techniques et financiers, a mis sur pied une batterie de
mesures, pour contribuer & révolutionner la filiére. Il s’agit par exemple de la création d’un
réseau de myciculteurs, au sein duquel se déroulent les opérations d’achats et de ventes de
matieres premieres, des intrants, du matériel, des équipements et des produits finis a de prix
concurrentiels. Une autre mesure, consiste a mettre a la disposition des coopérateurs usagers,
des appuis techniques et financiers pour faire de bonnes prévisions de production et de ventes
de carpophores Pleurotus. Il s’agit également pour les membres du réseau de la CoopSDEM
COOP-CA de pratiquer les séances de démonstrations de I’art culinaire des champignons
comestibles Pleurotus, dans les restaurants et les hotels, pour vulgariser leur consommation
(Djomene et al.,, 2017). 1l s’agit de la diffusion des techniques de production et de
commercialisation des champignons comestibles Pleurotus, a travers les séminaires de
formations; a travers les foires/expositions/ventes ; les foras, et lors de I’organisation et de la
tenue des journees promotionnelles, avec vidéo projection et les autres outils de
communications. Toutefois, malgré les efforts consentis par les pouvoirs publics et autres
chercheurs pour ameéliorer la qualité des produits et proposer de nouvelles especes a
domestiquer localement, on note toujours une demande largement supérieure a 1’offre. Selon le
chef du Projet Champignons d’Obala, les entraves a la production sont nombreuses. L’on peut
citer : un faible taux de connaissance des techniques de production parmi les actifs agricoles ;
I’insuffisance de matiere premicre (rafles de mais, fane de haricot, paille de riz) ; I’insuffisance

du matériel végétal (semences meres et semences de production de carpophores) ; 1’absence des
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techniques, du matériel et des équipements de transformation (séchage, précuits) des

champignons comestibles récoltés ; la vétusté des équipements du laboratoire; de méme que

I’existence des connaissances obsolétes, au regard des avancées technologiques observées dans

la myciculture (MINEPAT, 2010).

Image 2 : Pasteurisation du substrat (a), Ensemencement du substrat pasteurisé (b),
Fructification et récolte des carpophores Pleurotus.

Image 3 : Séchoir a plague solaire (a), Séchage artisanal (b), Champignon séché et en poudre
(c), Champignon précuit et surgelé (d)
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CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES

I. Matériel

Un ensemble de matériel a été nécessaire pour la réalisation de cette étude. Celui-ci
incluait un certain nombre de matériel végétal, de matériel biologique, de milieux de culture,

de réactifs, de standards analytiques et d’équipements.

1.1 Matériel vegétal

Le matériel végeétal était constitué des grains de mais blanc (Zea mays) et sorgho rouge
(Sorghum bicolor) achetés dans un marché de la ville de Yaoundé et utilisés pour la production
du mycélium. Des rafles de mais et des coques de riz obtenues des agriculteurs locaux qui ont
servi pour la culture de Pleurotus ostreatus. Les images représentées ci-dessous illustrent le

matériel végétal utilisé dans ce travail.

Grains de sorgho

Image 4 : Substrats utilisés dans le présent travail

E



1.2 Rats utilisés

Les rats males et femelles de type Wistar (93 & 1409/ 6 & 8 semaines) ont été utilisés
dans ce travail. Ces rats ont eté acclimatés a la température ambiante du milieu pendant 7 jours
dans I’animalerie du Laboratoire de Nutrition et de Biochimie Nutritionnelle de I’Université de
Yaoundé I. lls ont été disposés dans des cages et recevaient quotidiennement une alimentation
de composition standard ou hyperlipidique et de I’eau du robinet a volonté. Ces animaux ont
¢été traités suivant le guide éthique recommandé par I’OMS pour la protection des animaux

(Directive n° 86/609/ CEE, 1986).

1.3 Milieu de culture, réactifs et standards analytiques

- Un milieu de culture microbien a été utilisé pour ce travail. Il s’agissait du Potato
Dextrose Agar (PDA GMHQ096-500g, Himedia, India).

- L’acétate d’éthyle (pureté 99%) et I’acide citrique (pureté >99,5%) provenaient de chez
Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). L’acide chloridrique (pureté 35-
38%) provenait de chez POCH SA (POCH SA, Gliwice, Poland).

- Les comprimés de lovastatine STADA ® 40 mg Tabletten provenaient de chez
STADAPHARM Gmbh, Allemagne.

- L’urée microgranulée (46%) provenait de chez YARA (YARA Canada Inc, Montreal,
Qc, H3A 2M8) et le carbonate de calcium de chez SOFAP (Société de fabrication de
poudre, Tunisie).

- Les kits de dosage du cholestérol total (REF 101-0237), des triglycérides (REF 101 -241),
du cholestérol HDL (REF 101-0352) provenaient de chez CHRONOLAB
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(CHRONOLAB SYSTEMS, S.L., Travessia Prat de la Riba 34 B, 08849 Sant Climent de

Llobregat, Barcelona, Spain).

1.4 Equipements

Plusieurs équipements ont ét¢ utilisés pour conduire ce travail. Il s’agissait

principalement du (d’un) :

v pH meétre (notamment le Consort C535 pH meter, Consort nv, Turnhout, Belgium) ;
Sonicateur Fisher Scientific FB 15060 (notamment EImasonic S 100, 220-240 V)
Evaporateur rotatif BUCHI (notamment B-100)

< N X

Spectrophotométre Therm Scientific (notamment Genesys 10S UV-Vis)

1. Méthodes

La description générale de la méthodologie expérimentale est présentée dans la figure
6 ci-aprés. Apres la purification et la multiplication du mycélium sur milieu PDA et sur milieu
grains, la culture des champignons a été effectuée sur les déchets agricoles sélectionnés. A
I’issue de la récolte des champignons, la détermination des indicateurs du rendement de
production et de la teneur en lovastatine a été effectuée. Par la suite, le champignon ayant
présenté la meilleure concentration en lovastatine a été reproduit dans les mémes conditions
expérimentales pour I’évaluation de ’effet du séchage et de la mise en conserve sur la
lovastatine et la stabilité du champignon au cours du temps. Enfin des activités in vivo ont été
effectuées pour expliquer les possibles effets observés sur le profil lipidique des rats normo et

hypercholestérolémiques lors d’une étude préventive et curative.
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Purification / multiplication du mycélium et culture des champignons

l

Détermination des indicateurs du rendement de production et dosage de la lovastatine

\

l

Culture du champignon dans les conditions expérimentales ayant permis

d’obtenir les meilleures concentrations en lovastatine

|

]

l

l

Séchage solaire

Séchage au four Conserve

\

|

Dosage de la lovastatine

Evaluation de la stabilité

1

Etude sur le modeéle animal

A

]

Modele préventif Modele curatif

J

Gavage et prise de poids et pesée des aliments

l

- Dosage des paramétres du profil lipidique

- Indice athérogene

Figure 9 : Organigramme général du travail

: Objectif spécifique 1
: Objectif spécifique 2

: Objectif spécifique 3
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1.1. Détermination du meilleur substrat de production de Pleurotus
ostreatus a partir des déchets agricoles

1.1.1. Production de Pleurotus ostreatus sur les déchets agricoles

11.1.1.1. Choix des substrats de culture utilisés

Dans ce travail, les rafles de mais et les coques de riz seuls ou en mélange sélectionnés
d’une part sur la base de la disponibilité (tableau 4) et d’autre part sur la base de la teneur en
méthionine (précurseur de la biosynthése de la lovastatine) ont été utilisés pour la production
de Pleurotus ostreatus afin d’évaluer leur impact sur le rendement et la teneur en lovastatine de
ce champignon. Etant donné que la concentration en méthionine des substrats varie en fonction
de plusieurs conditions, le choix d’utiliser les concentrations moyennes en méthionine a été fait
sur la base des données de la littérature et ces concentrations sont représentées dans le tableau
5. Le choix des variétés de céréales utilisées s’est aussi fait sur la base de la vigueur du
mycélium obtenu apres la culture. Stanley, 2010 a reporté que les variétés de mais blanc et de
sorgho rouge permettaient d’avoir un mycélium vigoureux avec un taux de croissance élevé

comparé aux autres variétés.

Tableau 4: Taux de production des substrats utilisés dans ce travail pour la production des
semences (Cameroun) (FAOSTAT, 2019)

Produit Année Valeur en Tonnes

Mais 2019 497001847
Riz 2019 65077197
Sorgho 2019 206329653

Tableau 5 : Teneur en méthionine des substrats utilisés dans ce travail (Larbier et al., 1992 ;
Mosse et al., 1988 ; Abubakar et al., 2016 ; Dairo et al., 2017).

Matiére premiére Meéthionine (g/kg)
Rafles de mais 8*10°
Grains de Sorgho 1
Grains de Mais 2,2
Coques de riz 16,6
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11.1.1.2. Purification et multiplication du mycélium

Une fructification de Pleurotus ostreatus provenant du projet champignon d’Obala a été
utilisée a cet effet. Un morceau de Pleurotus ostreatus a été isolé a partir de tissus en utilisant
des pinces stériles. Les tissus isolés ont été deposés dans des boites de Pétri contenant le milieu
de culture PDA (Potato Dextrose Agar) et incubées a 25°C pendant 14 jours tel qu’illustré par
I’image 5. Des repiquages successifs ont été effectués jusqu’a obtention d’une culture pure et

s’en est suivie la multiplication.

Dépdt sur boites de Pétri

Mycélium pure Début de la colonisation

Image 5: Etapes de purification et multiplication du mycélium en boite de Pétri
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11.1.1.3. Production des semences de Pleurotus ostreatus

Les grains de mais blanc et de sorgho rouge achetés dans un marché de la ville de
Yaoundé ont été utilisés pour la production des semences de Pleurotus ostreatus a cultiver plus
tard sur les déchets agricoles. Les céréales individuelles ou en mélange (ratio 1 :1) ont été
préparées selon le protocole décrit par Rollan (2003) avec quelques modifications. Les grains
ont été lavés et trempés pendant une nuit (12h), précuits dans de 1’eau bouillante pendant 15
min et traités avec du carbonate de calcium et de I'urée a 2 et 0,2% (g/100g substrat)
respectivement. Dans des flacons de verre (500 ml), avec un bouchon a vis contenant un trou
central coiffé d'un tampon de coton, les grains ont été inclus (400g) et stérilisés a 121°C pendant
60 minutes. Apres refroidissement, 12 disques mycéliens (d'environ 0,5 cm de diametre),
prélevés de la colonie de myceélium sur les plaques de PDA précédemment produites, ont été
inoculés a la surface du substrat. Les flacons inoculés ont été incubés a 25°C en I'absence de

lumiere jusqu'a la fin de la croissance du mycélium sur le substrat. Ces différents milieux de

grains ont été utilisés pour la production du champignon (Image 6).

j,
Colonisation totale Bocaux de céréales

Image 6: Etapes de production des semences de champignon




11.1.1.4. Culture de Pleurotus ostreatus sur les différents types de déchets agricoles
sélectionnés

Trois formules différentes ont été testées pour la culture de Pleurotus ostreatus et elle a
été effectuee de novembre a février. Les rafles de mais (résidus issus de 1’égrainage du mais) ;
les coques de riz (résidus issus du décorticage du riz) ; le mélange des deux (ratio 1 :1). Le
carbonate de calcium a 2% (poids / volume, base séche) utilisé pour ajuster le pH et ’urée
utilis¢é comme source d’azote (0,2%) ont été également ajoutés. Tous ces ingrédients ont été
mélangés manuellement avec de I’ecau dans un ratio de 1 :1 (Kg/L). Le mélange a été emballé
dans des sacs en polypropylene et les différentes ballotes effectuées ont été stérilisées a 121°C
pendant 1 heure. Apres refroidissement des ballotes a une température de 25°C, 100 g de
semence ont été inoculées dans chaque ballote dans des conditions aseptiques et I’ensemble a
été incubé dans les chambres noires (25+1°C) suivant un dispositif en randomisation complete
jusqu’a colonisation complete. Les cultures dans chacune des conditions ont été réalisées en

cing répétitions.

Aprés colonisation compléte des substrats par le mycélium qui durait en moyenne 1
mois, les ballotes ont été retirées et ouvertes aux extréemités puis placées dans la chambre de
fructification, éclairées par la lumicére du jour a I’abri des rayons de soleil. L'arrosage a été
effectué chaque jour en utilisant un pulvérisateur avec de I'eau du réseau de distribution de
Camwater jusqu'a ce que les fructifications soient complétement développées. Les
fructifications prennent en moyenne 4 jours pour étre préte a la récolte. A I’issue de la
production, les champignons ont été collectés et les paramétres physiques tels que la mesure du
poids des champignons récoltés par ballotte a 1’aide d’une balance, le comptage du nombre de
pieds de champignon récoltés par ballotes, la mesure de la longueur de chaque pied et du

diameétre des différents chapeaux a été effectuée a ’aide d’un metre.

Un parametre de performance de production a été calculé a savoir I’efficacité biologique
(EB) (Wangetal., 2001). C’est un terme fréquemment utilisé dans I'industrie des champignons
pour décrire les rendements des champignons sur divers sous-produits agricoles (paille, sciure
de bois, bagasse de canne a sucre, fonds de bananes et déchets de café). Elle se calcule en
utilisant la formule suivante :

Formule 1: Ef ficacité biologique(%) = (Poids du champignon frais/
Poids du substrat sec) * 100
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Le diagramme 1 et I’image 7 ci-apres représentés résument le procédé de culture de

P. ostreatus sur les différents déchets agricoles sélectionnés.

Ensemencement

Incubation

Inoculation

Y B 4 ’ﬁq

Début de la fructification Champignon prét a la reécolte

Image 7: Etapes de production des champignons en images
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Ensemencement
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Incubation a température ambiante (25°C) dans une chambre noire (1 mois)
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Diagramme 1 : Production des champignons
1.1.2. Détermination de la teneur en eau et de la teneur en lovastatine
11.L1.2.1. Détermination de la teneur en eau
v" Principe de la méthode

La teneur en eau a été déterminée par la méthode décrite par AOAC (2002). Elle est
basée sur la perte en masse des échantillons apres étuvage a 105°C, jusqu’a I’élimination

complete d’eau libre, de la matiere volatile et obtention d’une masse constante.
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v" Mode opératoire

Précisément 5g de matiere fraiche de champignon ont été pesés (P1) a 1’aide d’une
balance. lls ont été mis a sécher dans une étuve a la température de 105°C. Les pesés ont été
régulierement faites jusqu’a obtention d’un poids constant. Le résidu sec a été refroidi dans un
dessiccateur contenant le pentoxyde de phosphore (P20s) comme desséchant pendant 2 heures,
suivi d’une nouvelle prise de poids (P2). Trois essais ont été effectués a chaque fois et la teneur

en eau calculée est la moyenne des teneurs déterminées selon la formule suivante :

Formule 2 : Teneur en eau = ((P, — P,)/P1) = 100

11.1.2.2. Détermination de la teneur en lovastatine

La détermination de la teneur en lovastatine a été effectuée en plusieurs étapes. Apres
la préparation du standard de lovastatine et le tracé de la courbe d’étalonnage, I’extraction de
la lovastatine du champignon s’est faite par sonication suivie d’un dosage au
spectrophotomeétre. La sonification consiste a convertir un signal électrique en une vibration
physique qui perturbe les membranes cellulaires et libére le contenu cellulaire en vue d’une
évaluation ultérieure. Les différentes étapes de la détermination de la teneur en lovastatine sont

ci-dessous détaillées.
+ Préparation du standard de lovastatine et courbe d’étalonnage

La forme acide béta-hydroxylique de la lovastatine étant la plus produite par les
champignons, c'est cette forme qui a été dosée. De plus, cette forme est assez stable en solution
(Friedrich et al., 1995). Des comprimés de lovastatine de qualité pharmaceutique (Lovastatin
STADA®, forme lactone) contenant 40 mg de lovastatine par comprimé ont été utilisés pour
préparer une solution standard (40mL). Pour obtenir la forme acide béta-hydroxylique de la
lovastatine, le comprimé sous forme lactone a été converti en acide selon la méthode décrite
par Brown et al., (1978) et Yang et al., (2006). La lovastatine a été dissoute dans de
I'acétonitrile pour obtenir une solution mére (20mg) qui a ensuite été utilisée pour la suite des
expérimentations. Pour ce faire, 20 ml de préparation standard de comprimé ont été transférés
avec précision dans une fiole volumétrique de 25 ml. Puis, 5 ml de NaOH 0,1M y ont été ajoutés
et la solution a été maintenue a 25°C pendant 60 minutes. Ensuite, afin de neutraliser le NaOH,
la solution a été ajustée a pH 7,0 avec du HCI 1,0 M. Le mélange obtenu a éte filtré a travers le

papier whatman N°1 et dilué (dilutions décimales) a des concentrations de 7,81-15,62-31,25-
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62,5-125 pg/ml dans de I’acétonitrile. Les densités optiques (DO) ont été lues par la suite a
I’aide d’un spectrophotométre UV/Vis (Genesis 10S) a 238 nm. L'absorbance des différentes
solutions a été déterminée et un tracé du standard a été réalisé pour obtenir une courbe linéaire
(figure 10). L'équation obtenue a été utilisée pour déterminer la concentration en lovastatine

présente dans les extraits de champignons.

0,14 DO (238nm) y = 0,0001x + 0,0053

’ 2 —
0,12 R? = 10,9996

0,1
0,08 -

*
0.0 (238nm)
0,04
0,02
O [ T T ‘x
0 500 1000 1500

Figure 10 : Courbe d’etalonage de la lovastatine

+ Extraction de la lovastatine a partir de P. ostreatus

Ce test a été réalisé tel que décrit par Shi-Weng et al. (2014). Le test excluait I'étape de
conversion vers la forme lactone puisque la lovastatine a été dosé sous sa forme hydroxylique.
3g de poudre de champignon ont été pris dans un bocal, auquel nous avons ajouté 50 mi
d'acétate d'éthyle. L'extraction de la lovastatine a été effectuée par sonication pendant 45 min,
suivie d'une filtration a I'aide du papier filtre Whatman n°1, et la masse résiduelle a été lavée
trois fois avec de l'acétate d'éthyle. La phase organique a été séchée dans un évaporateur rotatif
sous vide a 45°C. Le résidu séché a été dissous dans 2 ml d'acétonitrile et utilisé pour la
détermination de la teneur en lovastatine par analyse au spectrophotometre UV/Vis a 238nm
(Shi-Weng et al., 2014). L’image 8 illustre les principales étapes de la préparation des extraits

de champignon.
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Image 8: Etapes de la préparation des extraits de champignon (Mobou, 2022)

A T’issue de la production des champignons, la condition de culture ayant présenté un
bon rendement en lovastatine a été retenu pour produire les champignons utilisés pour la suite

du travail. La culture cette fois a été effectuée de mars a juin 2019.

1.2. Détermination de ’effet de quelques techniques de conservation sur
la lovastatine et la stabilité de Pleurotus ostreatus

L’effet du séchage et de la mise en conserve sur la teneur en lovastatine été évalué
avec le champignon obtenu dans la meilleure condition de culture (champignons produits sur

les rafles de mais avec les semences obtenues des grains de mais).

11.2.1. Séchage

Afin de simuler les conditions de séchage couramment utilisées, les champignons ont

été séchés suivant différentes conditions a savoir le séchage au soleil et le séchage au four.
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11.2.1.1. Séchage au soleil

Apres la récolte, les champignons ont subi des prétraitements tels que le tri et le lavage

a I’eau. Trois lots ont été constitués en fonction des prétraitements appliqués :

- Le premier lot a directement été séché au soleil sans aucun prétraitement et consideré

comme témoin ;

- Le second a subi des opérations de blanchiment (93°C/3 min) avant le séchage solaire ;

- Le dernier a été trempé dans une solution d’acide citrique (0,5%) avant le séchage

solaire

Le séchage au soleil des champignons a été effectué pendant 3 jours consécutifs jusqu’a

perte de 85% du poids des champignons. Les produits séchés ont été broyés a I’aide d’un mixeur

et emballés dans des sacs en polyéthyléne basse densité, puis thermo-scellés. Ces expériences

ont été répétees trois fois chacune. Ci-dessous le diagramme 2 illustrant I’expérience qui a été

effectuée : - -
Champignon frais 2509
Prétraitements (tri, lavage)
)
{ |
[}

Séchage Trempage pe‘ndant 10min Blanchiment 93°C/3 min
solaire dans le mélange acide citrique puis refroidissement et

(0,5%) puis égouttage

égouttage

Séchage solaire

l[Champignon sec|

11.2.1.2. Séchage au four

Diagramme 2 : Séchage des champignons au soleil

Pour la préparation des échantillons, les champignons ont été lavés a I'eau du robinet

puis égouttés. Ensuite, les échantillons ont été separés des tiges et coupés verticalement en

quatre morceaux pour le séchage afin d'augmenter la surface. Les expériences de séchage au

four ont été effectuées a des températures de 60, 70 et 80°C a une vitesse constante de l'air de
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2 m/s. Le poids initial du plateau et de I'échantillon a été noté. Pendant le processus de séchage,
le plateau a été retiré a intervalles de 30 min et pesé a I'aide d'une balance électronique. Le
séchage a été arrété lorsque les échantillons ont perdu environ 85% de leur poids. Le produit
séché a été refroidi, broyé et emballé dans des sacs en polyéthylene, puis thermo-scellé. Les
experiences de sechage ont été réalisées en triplicate. Ci-dessous le diagramme 3 illustratif des

expériences qui ont été effectuées.

Champignon frais 2509

Prétraitements (Tri et lavage)
X

[ l |
Blanchiment 93°C/3 min Trempage pendant 10min dans

puis refroidissement et
séchage au four

Témoin

le mélange acide citrique
(0,5%) puis séchage au four

!

60, 70 et 80°C

l

[ Champignon sec]

Diagramme 3 : Séchage des champignons au four

A TI’issue des différentes opérations de séchage la teneur en lovastatine des champignons

secs a été déterminée par spectrophotométrie comme décrit précédemment.

11.2.2. Mise en conserve

Apres la récolte, les champignons ont subi des prétraitements de tri et de lavage. A
I’issue de ces prétraitements, les opérations de blanchiment a 93°C/3min suivie de
I’appertisation aux températures de 100, 110 et 121°C/15min dans des bocaux contenant la
saumure (100g NaCl/L) ont été effectuées. Les expériences ont été réalisées en triplicate et les

étapes sont représentées dans le diagramme 4.
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Champignon frais 250g

Prétraitements (Tri et lavage)

Blanchiment (93°C/3 min)

Pesée

l

Remplissage dans les bocaux en verre

l

Ajout de la saumure (100g/L)

|

Appertisation a différentes
températures (100, 110 et 121°C)

| Conserve l

Diagramme 4 : Production des conserves de champignon

Une fois les conserves obtenues, la teneur en lovastatine des champignons a été
déterminée par spectrophotométrie suivant le méme protocole décrit précédemment.
Contrairement aux champignons séchés qui ont une activité de 1’eau faible (<0,6) limitant la
croissance microbienne, les champignons mis en conserve ont été sujets a une analyse de la
qualité microbiologique apres 1 mois de conservation. Aussi, une évaluation visuelle de leur
stabilité a été évaluée sur une période de 20 mois. A cet effet, la flore mésophile aérobie totale
(FMAT) et la flore sporulée totale (FST) ont été analysées. Partant de 10g d’échantillons, des
dilutions décimales ont été effectuées et s’en est suivie un ensemencement en surface sur les
boites de pétri contenant la gélose nutritive et I’ensemble a été incubé a 37°C pendant 24h. Le

calcul de la charge microbienne s’est fait en servant de la formule suivante :

N+ Fd Avec C : concentration microbienne (ufc /ml)

Formule3: ¢ =
|74

N : Nombres de colonies comptées
V : Volume ensemencé (ml)

Fd : Facteur de dilution

Aprés avoir déterminé les meilleures conditions de culture de Pleurotus ostreatus et

avoir évaluée les techniques de conservation permettant de maintenir au mieux ses qualités, une
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¢tude a été menée afin d’évaluer ’effet in vivo du champignon produit dans les meilleures

conditions expérimentales sur le profil lipidique des rats.

11.3. Evaluation de I’activité hypocholestérolémiante de Pleurotus
ostreatus sur les rats
Les rats méles et femelles de type Wistar pesant entre 93-140g et &gés d’environ 8
semaines (élevés a I’ombre dans les conditions environnementales ambiantes de 1’animalerie)
ont été utilisés pour évaluer le potentiel préventif et curatif de Pleurotus ostreatus vis-a-vis de
I’hypercholestérolémie. Avant le début de I’expérimentation, les solutions de standard de
lovastatine et de poudre de champignon ont été préparées pour I’administration orale aux rats

par gavage. La préparation s’est effectuée comme décrite ci-dessous :

+ Préparation de la solution standard de médicament pour I'administration orale

Une masse de 0,0067mg de comprimé contenant 0,67mg de lovastatine commerciale a
été introduite dans 10 ml d'eau distillee et bien homogénéisée a l'aide d'un vortex. Ce
médicament dispersé a été administré chez les rats expérimentaux par voie orale (10 mL/Kg)
une fois par jour pendant 60 jours (Traitement préventif) et 30 jours (Traitement curatif) a l'aide

d'une sonde.

+ Préparation de la solution de poudre de champignon pour I'administration orale

Un gramme de poudre de champignon séché au soleil et broyé dans un mixeur a été mis
en suspension dans 10 ml d'eau distillée et homogénéisé a l'aide d'un vortex. Cette solution
dispersée correspondant a une dose de lovastatine de 0,67mg/Kg de poids corporel (le volume
de gavage était de 10 ml/Kg) a €té administrée chez les rats expérimentaux par voie orale une
fois par jour pendant 60 jours (Traitement préventif) et 30 jours (Traitement curatif) a l'aide
d'une sonde. Cette dose équivalente a celle du standard commercial choisie dans le but de
vérifier si I’effet de Pleurotus ostreatus serait attribué uniquement a la présence de la lovastatine
ou a I’effet combiné des molécules présentes dans le champignon. Elle a été calculée a I’issue

des dosages effectués a I’objectif spécifique 1 et en se servant de la dose journaliére du standard.
+ Diete alimentaire administree aux rats

Le tableau 6 suivant représente la composition des diétes (standards et hyperlipidiques)
administrées aux rats dans le cadre de ce travail. Partant de I’hypothése selon laquelle
I’hypercholestérolémie est dépendante de plusieurs facteurs génétiques surtout ceux du régime

alimentaire responsables d’une altération de I’activité du récepteur au LDL-cholestérol
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(Krempf, 2011), I’induction de I’hypercholestérolémie chez les rats dans ce travail s’est faite

par une alimentation riche en graisse de porc (le lard 25%) dont la composition moyenne en

acide gras du lard est donnée dans le tableau 7 ci-dessous.

Tableau 6 : Composition de base de régime

Composition pour 1000g

Ingrédients
Farine de mais
Son de blé
Poudre de soja
Poudre de poisson
Poudre d’os

Sel de table

Meélange de vitamine

Huile de soja

Lard

Valeur calorique (Kcal/Kg)

Diéte normale
500
100
200
120
21

8

1

50

0
3895,06

Diéte hyperlipidique
345
55
200
100
13
6
1

30
250
40302,18

Tableau 7 : Composition moyenne en acide gras du lard (Rohman et al., 2012)

Acides gras Lard (%)
Cl14:0 Myristique 1,30+0,02
C16:0 Palmitique 20,66+0,2
Cl6:1 Palmitoléique 1,98+0,01
C17:0 Margarique 0,48+0,02
C18:0  Stéarique 10,91+0,09
C18: 1n9 Oléique 39,12+0,07
C18:2n6 Linoléique 19,56+0,3
C18: 3n6 Alpha-Linolénique 1,22+0,03
C20:0  Arachidique 0,15+0,01
C20: 1n9 Gadoléique 0,97+0,03
C22:0  Béhénique 0,03+0,00
Cc22:1 Erucique 0,14+0,01
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11.3.1. Evaluation du potentiel préventif de Pleurotus ostreatus

Les rats males et femelles de type wistar (40 dont 20 males et 20 femelles) ont été divisés

en 5 groupes de 4 pour chaque genre.

e Les animaux du groupe 1 ont été alimentés pendant 60 jours sous régime de base
(Tableau 6) et ils recevaient de 1’eau distillée (rats témoins normocholestérolémiques, rats
NC).

e Legroupe 2 (rats normocholestérolémiques recevant le champignon, rats NCP) ayant recu
un régime de base + la poudre de P. ostreatus par gavage a une dose en lovastatine de
0,67mg/kg.

e Le groupe 3 (rats hypercholestérolémiques, rats HP) ayant regu un régime hyperlipidique
+ de I’eau distillée.

e Le groupe 4 (rats hypercholestérolémiques recevant le champignon, rats HPP) ayant recu
un régime hyperlipidique + la poudre de P. ostreatus.

e Enfin, le groupe 5 (rats hypercholestérolémiques recevant le comprimé de lovastatine, rats
HPC) ayant recu un régime hyperlipidique + le standard de lovastatine a la méme dose que
celle du champignon. Le diagramme 5 suivant représente la repartition des rats selon le

régime alimentaire.

Rats (20 males+ 20 femelles)

Rats témoins . ) ) Rats
L Alimentation pendant 60 jours ‘ arolémi
normocholestérolémiques - p Jou hypercholestérolémiques

gavés avec de Ieau (NC) (118,5¢) gavés avec de I’eau (HP)
Rats Rats Rats
normocholestérolémiques hypercholestérolémiques hypercholestérolémiques
gavés aux champignons gaves avec le comprimé gavés aux champignons
pleurotes (NCP) de lovastatine (HPC) pleurotes (HPP)

Diagramme 5 : Schéma représentant le modele préventif

11.3.2. Evaluation du potentiel curatif de Pleurotus ostreatus

Les rats males et femelles de type wistar (40 dont 20 males et 20 femelles) ont été divises
en 5 groupes de 4 par genre. Tous ont recu une alimentation hyperlipidique pendant 60 jours.

P




A T’issue des 60 jours, chaque groupe a recu une nouvelle alimentation pendant 1 mois pareille
a celle administrée précédemment lors de 1’étude préventive. Le diagramme 6 suivant
représente le modeéle d’induction lors du traitement curatif ainsi que la répartition des rats selon

le régime alimentaire.

Rats (20 males+20 femelles; 118,5g)

Induction de I’hypercholestérolémie parfl’alimentation pdt 60 jours

Rats témoins (dicte

N Rats hypercholestérolémiques Rats hypercholestérolémiques
normale + eau distillée) : (diéte hyperlipidique+ eau
HP (N(:)/(%Ioﬁg) distillée) : HP
Rats témoins (diéte Rats hypercholestérolémiques Rats hypercholestérolémiques
normale + gavage avec le (diete hyperlipidique+ gavage (diete hyperlipidique+ gavage
champignon) : HP (NCP) avec le comprimé de lovastatine) : avec le champignon) : HP (HPP)
HP (HPC)

Diagramme 6 : Schéma représentant le modéle curatif

11.3.3.  Evaluation des parametres du profil lipidique dans le plasma

11.3.3.1. Collecte du sang, des organes et préparation du plasma

A la fin de la période expérimentale, les animaux a jen ont été pesés et sacrifiés sous
anesthésie. Des échantillons de sang ont été prélevés par ponction cardiaque a 1’aide d’une
seringue puis introduits dans les tubes EDTA. Le sang collecté a été laissé au repos pendant 30
min puis centrifugé a 3000tr/ min pendant 30 min a 4°C. Le surnagent a été collecté et aliquoté
dans les tubes eppendorfs de 1,5ml puis conserve a -20°C pour le dosage du cholestérol total,
du cholestérol HDL, du cholestérol LDL, du cholestérol VLDL et des triglycérides. Les valeurs
de références sont les suivantes : Triglycérides (< 150 mg/dL) ; VLDL= Very low density
lipoproteins ; HDL= High density lipoproteins (> 60 mg/dL) ; CT= cholestérol total (< 200
mg/dL) ; LDL= Low density lipoproteins (<100 mg/dL) (ABIM, 2023). Les différents

protocoles expérimentaux sont ci-dessous décrits :
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11.3.3.2. Dosage du cholestérol total

v" Principe de la méthode

La cholestérol estérase catalyse I’hydrolyse des esters de cholestérol en cholestérol libre et
acides gras. Le cholestérol libre est oxydé en 4-cholesten-3-one et peroxyde d’hydrogéne par
la cholestérol oxydase. Le phénol et le 4-aminoantipyrine se combinent avec le peroxyde
d’hydrogene en présence de la peroxydase pour donner la quinonéimine de coloration rouge
absorbant entre 500-550nm. L’intensité de la coloration est directement proportionnelle a la
concentration de cholestérol total dans I’échantillon (Allain et al., 1974). Le schéma réactionnel

est le suivant :

CHE
Cholestérol ester +HyO e Cholestérol + acides gras
Cholesterol + O2 &» A4-cholesten-3-one + H20»
. . _— POD T
2 H20; + Phénol + 4-aminoantipyring s Quinonéimine + 4 H,O

CHE : cholestérol estérase
CHOD : cholestérol oxydase
POD : peroxydase

L’intensité de la couleur formée étant proportionnelle a la concentration de cholestérol

présent dans 1’échantillon teste.

v" Réactifs (kit CHRONOLAB)
- Etalon Cholestérol (200 mg/dL) ;

- Réactif 1 : Tampon pipes (90 mM ; pH 6,9) et Phénol (26 mM) ;

- Réactif 2 : Enzymes

v' Mode opératoire

Le dosage a été effectué au moyen du kit Chronolab systems comprenant un réactif R1
(solution tampon) et R2 (enzyme en poudre) (voir annexe 2) et un standard STD (liquide) qui
est composé de cholestérol 200mg/dl. Dans un tube a essai, 1000pL du réactif R2 préalablement
dissout avec la solution tampon et 10uL de I’échantillon ont été melanges. Dans deux autres

tubes a essai, 1000 pL du reéactif R2 préalablement dissout avec la solution tampon et 10 pL de
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standard pour I’un et 10 pL d’eau distillée pour 1’autre (blanc) ont ét¢ mélangés. Chaque tube
a été homogéneisé et incubé a 37°C pendant 10min. Les absorbances de 1’échantillon et du

standard contre le blanc ont été lus a 505nm.

v’ Expression des résultats

La valeur du cholestérol total est donnée par la formule suivante :

Formule 4 :

Absorbance de l'échantillon

Cholestérol total (mg/dL) = Ahsorbance de I'étalon X Valeur de l'étalon

Facteur de conversion : mg/dL*0,0258=Mmol/L

11.3.3.3. Dosage du cholestérol HDL

Le dosage du cholestérol HDL s’est fait selon la méthode décrite par Grove (1979) dont le

principe est le suivant :

v Principe de la méthode

Les lipoprotéines de tres faible densité (VLDL) et faible densité (LDL) du sérum ou du
plasma se précipitent avec le phosphotungstate en présence d’ions magnésium. Apres
centrifugation, le surnageant contient les lipoprotéines de haute densité (HDL). La fraction de

cholestérol HDL est déterminée employant le réactif de I’enzyme cholestérol total.

v Réactifs (kit CHRONOLAB)
- Etalon Cholestérol-HDL (200 mg/dL) ;
- Réactif (1) précipitant:

Acide phosphotungstique (14 mM) ;

Chlorure de magnésium (2 mM) ;
- Réactif (2) du cholestérol (réactif de travail, voir dosage du cholestérol).
v" Mode opératoire

Le dosage a été fait avec le kit (Chronolab systems) comprenant un réactif R1
(précipitant) et R2 (cholestérol) (voir annexe). Dans un tube a essai, 100 pL du réactif R1 et
1000 pL de I’échantillon ont été mélangés, homogénéisés pendant Smin puis centrifugés a
3000trs/min pendant 10min et le surnageant clair a été prélevé. Par la suite, 10uL de standard ;

10pL de surnageant ; 10uL d’eau distillée (blanc) ont été introduits dans trois tubes a essai
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distincts puis 1000uL du réactif cholestérol ont été ajoutés dans chacun de ces tubes. Chaque
tube a été homogeénéise et incubé a 37°C pendant 10 min. Les absorbances de 1’échantillon et

du standard contre blanc ont été lus a 505nm.

v Expression des résultats

La valeur du cholestérol HDL a été estimée selon la formule suivante :

Formule 5 :

, Absorbance de I'échantillon ..
Cholestérol HDL (mg/dL) = Absorbance de T'étalon X Valeur de I'étalon

Facteur de conversion : mg/dL*0,0258=Mmol/L

11.3.3.4. Dosage du cholestérol LDL

Le calcul de la concentration en LDL s’est fait selon I’équation de Friedewald (1972)

Formule 6 : Cholestérol LDL = Cholestérol total - HDL — ([Triglycérides] /5)

11.3.3.5. Dosage du cholestérol VLDL
L’équation de Friedewald (1972) a été utilisée pour le calcul de la concentration en
VLDL comme suit :
Formule 7 : Cholestérol VLDL = [Triglycérides]/5

11.3.3.6. Dosage des triglycérides

Le dosage des triglycérides s’est fait selon la méthode enzymatique décrite par plusieurs

auteurs (Bucolo et al., 1973 ; Fossati et al., 1982 ; Kaplan, 1984).

v" Principe de la méthode
Le glycérol produit par hydrolyse enzymatique des triglycérides par la lipoprotéine
lipase (LP) est phosphorylé par I’ATP pour produire la glycérol-3- phosphate et I’ADP a travers
une réaction catalysée par le glycérol kinase (GK). La glycérol-3-phosphate oxydase (GPO)
catalyse I’oxydation du glycérol-3-phosphate pour produire le dihydroxyacétone-3-phosphate
et H.O2. Le H2O, réagit avec le 4-aminoantipyrine et le 4-chlorophénol sous I’influence
catalytique de la peroxydase (POD) pour former la quinonéimine, complexe rose qui absorbe a

505 nm. L’intensité de la coloration est proportionnelle a la concentration des triglycérides dans
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le mélange réactionnel et aussi au taux de triglycérides dans I’échantillon (Fossati et al.,

1982).

Triglycérides +HoO  m— Glycérol + acides gras libres
Glycerol + ATP o, G-3-P + ADP
GPO
G-3-P + O) ) DAP + H20>
POD

H20; + 4-aminophénazone + p-Chlorophénol — se——— Quinone + H>O
LPL: lipopeotéine lipase

GK: glycerol kinase

GPO: glycerophosphate déshydrogénase

POD: peroxydase

DAP: dihydroxyacetonephosphate

L’intensité de la couleur formée étant proportionnelle a la concentration de triglycérides

présents dans I’échantillon testé.
v Réactifs (kit CHRONOLAB)
- Etalon Triglycérides (200 mg/dL) ;
- Réactif 1 : Tampon pipes (50 mM ; pH 7,2) et p-chlorophénol (2 mM) ;
- Réactif 2 : Enzymes :
v" Mode opératoire

Le dosage a été fait avec le kit de triglycérides (Chronolab systems) comprenant un
réactif R1 (solution tampon) et R2 (enzyme en poudre) (voir annexe 2) et d’un standard STD
(liquide) qui est composé de triglycérides 200mg/dl. Dans un tube a essai, 1000uL du réactif
R2 préalablement dissout avec la solution tampon et 10uLL de I’échantillon. Dans deux autres
tubes a essai, 1000uL du réactif R2 préalablement dissout avec la solution tampon et 10uL de
standard pour 1’un et 10uL d’eau distillée pour I’autre (blanc). Chaque tube a été homogénéisé
et incubé a 37°C pendant 10min. Les absorbances de 1’échantillon et du standard contre e blanc

ont été lus a 505nm.
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v Expression des résultats

La valeur des triglycérides a été estimée selon la formule suivante :

Formule 8

[Triglycéridelmg/dL= (A)Echatillon — (A)Blanc/(A)Standard — (A)Blanc * 200 mg/dL
Ou A= absorbance; 200 mg/dL= concentration standard; Facteur de conversion :
mg/dL*0,0258=Mmol/L

L'excés de cholestérol dans l'alimentation peut induire une pathologie appelée
athérosclérose facteur de risque de survenue de maladie cardiovasculaire. L'indice athérogéene
ou risque d’athérogénicité est un calcul mathématique qui permet de mesurer le risque
d'athérosclérose. Il utilise les valeurs du cholestérol provenant d'analyses sanguines. Le chiffre

obtenu nous donne une indication de I'état de nos artéres.

I1.4. Risque d’athérogénicité

Afin d’évaluer le risque d’athérogénicité, les indices ci-dessous ont été calculés, selon

les formules suivantes :

v Indice de risque de Castelli (IRC) : L'indice de risque de Castelli est basé sur trois
paramétres importants du profil lipidique, a savoir le cholestérol total (CT), le
cholestérol LDL (LDLc) et le cholestérol HDLc (HDLc) et il est divisé en deux
catégories ; IRC-1 et IRC-11 (Castelli et al., 1983).

#+ IRC-1 : I'IRC-I est établi sur le rapport entre deux paramétres importants du profil
lipidique, le TC et le HDLc. Mathématiquement, il est estimé comme suit IRC-1=
rapport TC/HDLc

+ |RC-11: L'IRC-II est calculé comme le rapport entre le LDLc et le HDLc. Il se calcule
en utilisant la formule suivante : IRC-1I = rapport LDLc/HDLc

v Coefficient Athérogene (CA), le coefficient athérogéne est une mesure indirecte du
cholestérol dans les fractions lipoprotéiques VLDLc, IDLc et LDLc par rapport a la
fraction HDLc. Le calcul se fait comme suit : CA = (Cholestérol Total -HDL-c)/HDL-
¢ (Ikewuchi et Ikewuchi, 2009) ;

v" Le cholestérol non HDL est estimé comme étant le cholestérol total moins le HDLc. La
formule d’obtention est la suivante : Non-HDL-c = Cholestérol Total - HDLc (Anie,
2008).
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Les valeurs seuils des indices athérogenes sont les suivantes : IRC-1<4; IRC-11<3; CA<2.;
Non-HDLc < 130 mg/dL (Sujatha et al., 2017 ; Bhardwaj et al., 2022 )

I.5. Effet de Pleurotus ostreatus sur le poids et la prise alimentaire des
rats

v' L’évolution du poids corporel des rats traités et témoins a été suivie périodiquement
tout au long de I’expérimentation. Le poids corporel est mesuré en gramme (g), a 1’aide
d’une balance électronique et les variations du poids corporel des rats des groupes tests par
rapport au groupe témoin (normocholestérolémique NC) sont exprimées en pourcentage (%) et

calculées selon la formule suivante :

Formule 9 :
Variation en % = ((Valeur groupe Test/Valeur groupe Témoin) — 1) * 100

v’ L’évaluation de la prise alimentaire a consisté a déterminer la quantité d’aliments
consommeée en 24 heures par les animaux par rapport a la quantité de nourriture de départ par
pesée manuelle d'un plat de nourriture avant et apres une période d'alimentation. La méthode a
été adaptée de celle décrite par Kokare et al., (2006 ); Kotagale et al., (2014). De ce fait, 30 g
d’aliment ont été déposés dans les cages individuelles des animaux chaque jour pendant 6
jours. Avant le gavage selon les lots d’essai, la prise alimentaire a été suivie et calculée selon

la formule suivante :
Formule 10 : Prise alimentaire (g) = Nt- (Ni + Ng)
Nt : quantité de nourriture totale (g)
Ni: quantité de nourriture intacte apres alimentation des rats
Ng: quantité de nourriture gaspillée (résidus) apres alimentation

e La determination de la prise alimentaire a permis de d’évaluer 1’éfficacité alimentaire
qui est est un indice de mesure de la conversion de la nourriture ingérée en unité de
substance corporelle permettant ainsi d’évaluer la croissance de I'animal. La formule de

I'efficacité alimentaire est la suivante :

Formule 11 : Efficacité alimentaire = (Gain de poids)/(Prise alimentaire) * 100
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1.6. Analyses statistiques

Le logiciel SPSS (Statistical Package for Social Science) version 17.0 pour Windows a
¢té utilisé pour I’analyse statistique des résultats. Le test I’ANOVA (Analysis Of Variance) a
un facteur suivi d’un test post-hoc (LSD) a été utilisé pour comparer les moyennes des différents
groupes. Tous les resultats ayant un p < 0,05 ont été considérés comme significatifs. Les
résultats ont été exprimés sous la forme de moyenne * écart-type. Le logiciel XLStat version
2019-3-1 a été utilisé pour effectuer une analyse en composante principale (ACP) en vue
d’identifier la relation entre les attributs des champignons et les différents substrats de

production.
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CHAPITRE Il : RESULTATS

I. Rendement et teneur en lovastatine de Pleurotus ostreatus produit sur
différents substrats
Les semences ont été obtenues sur les milieux a base de grains de mais (s1), grains de
sorgho (s2) et mélange de sorgho/mais (s3). Ces différentes semences ont ensuite été utilisées
pour la production des champignons sur les rafles de mais, les coques de riz et melange coques

de riz/rafles de mais.

I.1. Parametres macroscopiques, physicochimiques et teneur en lovastatine des

champignons produits sur les rafles de mais en fonction de I’origine de la semence

Les parameétres macroscopiques des champignons produits sur rafles de mais a partir
des semences obtenues des grains de mais et de sorgho sont résumés dans le tableau 8. Aucune
différence significative n'a été observée concernant les différents parametres morphologiques
et la teneur en eau des champignons produits a partir des rafles de mais (S1) indépendamment
de l'origine des semences. En ce qui concerne la lovastatine, la plus grande concentration sur
rafles de mais a savoir 676,2 ug/g de champignon sec, a été obtenue avec le champignon produit

avec semences faites sur graines de mais (s1).
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Tableau 8 : Caractéristiques des champignons produits sur les rafles de mais (S1) en fonction

de I’origine de la semence.

Substrat + Semence

Parametres

Nombre de pieds des premiers
carpophores

Nombre de pieds a la récolte
Longueur moyenne des pieds (cm)
Efficacité biologique (%0)

Durée d'apparition des chapeaux
apres incubation (jrs)

Nombre de chapeaux a la récolte
Largeur moyenne des chapeaux
(cm)

Poids du substrat apreés récolte (g)
Teneur en eau (%)

Poids total des champignons (g)

Concentration en lovastatine

(Hg/9)

Slsl
3,8+£34°

2,8£1,8°%
11,0£2,6°
22,7+6,5°

11,6+7,7°
17,5+£1,6°

8,7£3,0°

1705,8+92,02

84,4+1,0°

383,6+9,0°

676,2+196,2°

S1s2
2,1£1,12

2,1+1,1%
12,442 4%
22,4+155°%

8,3+3,82
15,0£3,9°

9,1+£3,2%

1672,6+£137,3%

84,9+0,9°

375,9+8,42

301,2+109,0°

S1s3
2,8£1,1%

2,5+1,8°%
10,7£1,9°
22,5+8,2°2

8,8+7,0°
19,0£2,5%

8,2£1,2%

1713,6+177,3%

85,9+1,32

386,3+6,1°

365,1+105,1%

Les valeurs dans le tableau représentent les moyennestécart type. Les moyennes ayant les mémes lettres dans une
ligne ne sont pas statistiquement différentes & (P< 0,05). S1= Rafles de mais ; s1= Graines de mais ; s2= Graines
de sorgho ; s3= Graines de sorgho + Graines de mais

Une analyse en composante principale a été effectuée et les résultats obtenus sont

représentés au niveau de la figure 11. De cette analyse on note que de tous les facteurs analysés,

ceux ayant plus de poids sont d’une part la concentration en lovastatine qui est étroitement lié

aux rafles de mars combinés aux semences faites sur graines de mais (S1sl) ; et d’autre part le

poids total des champignons frais récoltés et le poids du substrat apres la récolte des

champignons étroitement liés a la fois aux rafles de mais combinés aux semences faites sur

graines de sorgho (S1s2) et aux rafles de mais combineés aux semences faites sur le melange

graines de mais/sorgho (S1s3) .
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Figure 11 : Regroupement des facteurs testés sur rafles de mais en fonction de I’origine de la
semence

I.2. Parametres macroscopiques, physicochimiques et teneur en lovastatine des
champignons produits sur les coques de riz (S2) en fonction de I’origine de la
semence

Les parameétres macroscopiques des champignons produits sur les coques de riz (S2) en
fonction de ’origine de la semence sont présentés dans le tableau 10. Les résultats montrent
que la longueur moyenne des pieds varie significativement en fonction de la semence.
Toutefois, on observe une similarité lorsque les semences proviennent des grains de sorgho et
du mélange grain de sorgho/grains de mais. Les champignons produits avec les semences
provenant des graines de mais (s1) ont permis d'obtenir la meilleure longueur des pieds des
champignons a savoir 12,7 cm (Tableau 9). Les meilleures concentrations en lovastatine 301.1
Mo/g et 272,8 nug/g de champignon sec ont été obtenues avec les semences produites a partir de
la combinaison graines de mais + graines de sorgho (MsSs). Ce résultat est significativement
différent de celui obtenu lors de I’utilisation des milieux réalisés exclusivement avec les graines

de mais.

90



Tableau 9 : Caractéristiques des champignons produits sur les coques de riz (S2) en fonction

de I’origine de la semence.

Substrat + Semence

Parametres

Nombre de pieds des premiers
carpophores

Nombre de pieds a la récolte
Longueur moyenne des pieds (cm)
Efficacité biologique (%)

Durée d'apparition des chapeaux
apres incubation (jrs)

Nombre de chapeaux a la récolte
Largeur moyenne des chapeaux
(cm)

Poids du substrat apreés récolte (g)
Teneur en eau (%)

Poids total des champignons (g)

Concentration en lovastatine (ug/g)

S2s1
2,0£1,2%

1,3+0,5%
12,7£1,9°
31,4+6,5%

3,8+3,1°
8,0+1,02
10,6+1,32

950,3+49,22
87,3+1,92

301,3+74,12

105,1+44,8"

S2s2
2,0+0,82

1,3+0,9°2
10,5+1,1°
32,1+6,62

22,8+5,8°2
8,8+£2,7¢

8,4+1,3°

1159,6+61,1°

85,8+1,9°

371,5+72,42
272,8+26,32

S2s3
2,0+0,89°

1,5+0,8°2
11,6+0,8°
27,6+3,82

25,3£3,5°
8,316,6°
9,56+2,82

1186,3+109,82
90,9+1,1°
330,2+67,7°2
301,1+58,7°

Les valeurs dans le tableau représentent les moyennestécart type. Les moyennes ayant les mémes lettres dans une
ligne ne sont pas statistiquement différentes a (P< 0,05). S2= Coques de riz ; s1= Graines de mais ; s2= Graines
de sorgho ; s3= Graines de sorgho + Graines de mais

De I’analyse en composante principale (Figure 12), il résulte que de tous les facteurs

analysés, ceux ayant plus de poids sont la concentration en lovastatine qui est étroitement liée

a la fois aux coques de riz combiné aux semences faites sur graines de sorgho (S2s2) et aux

coques de riz combiné aux semences faites sur le mélange graines de mais/sorgho (S2s3) ; le

poids total des champignons frais récoltés et le poids du substrat apres la récolte des

champignons étroitement lié aux coques de riz combiné aux semences faites sur graines de mais

(S2s1).
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Figure 12: Regroupement des facteurs testés sur coques de riz en fonction de I’origine de la
semence

1.3. Parametres macroscopiques, physicochimiques et teneur en lovastatine des
champignons produits sur le mélange coques de riz + rafles de mais (S3) en
fonction de ’origine de la semence

Les champignons ont été produits sur le mélange coques de riz + rafles de mais avec les
semences provenant de substrats divers (grains de mais et de sorgho). Des résultats obtenus, on
n’observe aucune différence significative parmi les parametres morphologiques et la teneur en
eau des champignons produits sur rafles de mais combinés aux coques de riz (S3). La plus faible
concentration de lovastatine de 89,5 pg/ml a été obtenue en utilisant des semences produites
sur milieu grains de mais (S3-s1). Ce résultat est significativement différent de ceux obtenus
avec les semences produites sur milieu sorgho et le mélange sorgho/mais dont les valeurs sont

respectivement de 193,4 et 222,8 ug/g de poids sec (Tableau 10).
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Tableau 10 : Caractéristiques des champignons produits sur le mélange rafles de mais +

coques de riz (S3) en fonction de I’origine de la semence.

Substrat + Semence
Parametres S3s1 S3s2 S3s3

Nombre de pieds des premiers

1,8+0,92 1,1+0,42 1,6£0,82
carpophores
Nombre de pieds a la récolte 1,84£0,92 1,24£0,4°2 1,5+0,5%
Longueur moyenne des pieds (cm) 12,0+2,62 13,8+2,22 11,6+2,72
Efficacité biologique (%) 28,917,552 36,1+5,82 36,5+6,32
Durée d'apparition des chapeaux

o - 24,0+10,82 25,0+10,02 23,5+22,92

apres incubation (jrs)
Nombre de chapeaux a la récolte 12,5+8,72 7,645,92 11,3+5,92
Largeur moyenne des chapeaux

9,3+10,7°2 11,5+4,42 8,6+3,52
(cm)
Poids du substrat apreés récolte (g) 1535,0£102,1%  1439,8+190,7%  1465,1+223,7%
Teneur en eau (%) 88,2+3,0° 86,2+2,9° 86,1+0,9°
Poids total des champignons (g) 443,1+119,0° 522,0+120,5% 532,1+102,6%
Concentration en lovastatine (ug/g) 89,5+22,6° 193,4+47,9° 222,8+86,22

Les valeurs dans le tableau représentent les moyennestécart type. Les moyennes ayant les mémes lettres dans une
ligne ne sont pas statistiquement différentes a (P< 0,05). S3= Rafles de mais + Coques de riz ; s1= Graines de
mais ; s2= Graines de sorgho ; s3= Graines de sorgho + Graines de mais

Les résultats de ’analyse en composante principale sont représentés dans la Figure 13.
Il ressort que, de tous les facteurs analysés, ceux ayant plus de poids sont le poids total des
champignons frais récoltés qui est étroitement lié a la fois aux coques de riz/rafles de mais
combiné aux semences faites sur graines de sorgho (S3s2) et aux coques de riz/rafles de mais
combiné aux semences faites sur le mélange graines de mais/sorgho (S3s3) ; et le poids du
substrat apres la récolte des champignons étroitement lié aux coques de riz/rafles de mais

combiné aux semences faites sur graines de mais (S3s1).
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Figure 13: Regroupement des facteurs testes sur le mélange rafles de mais/coques de riz en
fonction de I’origine de la semence

Apres avoir présenté les données sur les différentes caractéristiques des champignons
en fonction de I’origine des substrats de production de la semence (mais, sorgho), une analyse
a ¢té effectuée afin de présenter les mémes résultats cette fois si en fonction de 1’origine des

déchets agricoles utilisés (rafles de mais, coques de riz).

I.4. Paramétres macroscopiques, Physicochimiques et Concentration en
lovastatine du champignon en fonction du substrat de production

Le Tableau 11 suivant représente les moyennes des données obtenues en produisant le
champignon indépendamment de la qualité du substrat de production des semences. Lorsqu’on
produit les champignons sur divers déchets agricoles, on observe que le choix du substrat
influence significativement la majorité des parameétres étudiés a I'exception de la longueur des
pieds et de la largeur moyenne des chapeaux. Les champignons produits sur les coques de riz
(S2) combinés aux rafles de mais ont présenté le meilleur rendement de production a savoir
499g/ballote tandis que la plus grande concentration en lovastatine 447,5 pg/g de poids sec a
été obtenue avec les champignons produits sur rafles de mais (S1) utilisés seuls comme substrat

de production.
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Tableau 11 : Caractéristiques des champignons produits en fonction de 1’origine des substrats

de production

Substrats

Parametres S1 S2 S3
Nombre de pieds des premiers

2,9+2,5° 2,0£0,9% 1,5+0,7°
carpophores
Nombre de pieds a la récolte 2,5+1,5° 1,5+0,82 1,5+0,7%
Longueur moyenne des pieds (cm) 11,4+2,32 11,6+1,62 12,4+2 52
Efficacité biologique (%0) 22,5+10,1° 30,4+5,82 33,8+7,12
Durée d'apparition des chapeaux

o o 9,646,22 17,3+10,62 24,1+14,82

apres incubation (jrs)
Nombre de chapeaux a la récolte 17,145,1° 8,3+3,92 10,5+2,92
Largeur moyenne des chapeaux

8,6+2,5% 9,5+2,0% 9,8£3,4%

(cm)

Poids du substrat apreés récolte (g)
Teneur en eau (%)

Poids total des champignons (g)

Concentrations en lovastatine

(ng/9)

1697,3+132,7%  1098,7+130,9°  1480,1+173,8°¢

85,1+1,12 88,04+2,7" 86,8+2,32b

381,9+171,5% 334,3+73,42 499,0+114,9°

447 5+136,8° 283,5+40,52 168,6+52,2°

Les valeurs dans le tableau représentent les moyenneszécart type. Les moyennes ayant les mémes lettres dans une
ligne ne sont pas statistiquement différentes a (P< 0,05). S1= Rafles de mais ; S2= Coques de riz ; S3= Rafles de

mais + Coques de riz

De tous les facteurs analysés, ceux ayant plus de poids sont d’une part la concentration

en lovastatine étroitement liée aux rafles mais (S1) et aux coques de riz (S2) ; et d’autre part le

poids total des champignons frais récoltés et le poids du substrat apres la récolte des

champignons qui sont étroitement liés a la fois au mélange coques de riz/rafles de mais (S3)

(Figure 14)
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Figure 14: Regroupement des facteurs testés en fonction de I’origine du substrat
I.5. Effet des facteurs étudiés sur la concentration en lovastatine

Une analyse ANOVA multivariée a été utilisée pour évaluer 1’effet des différents
milieux de culture des semences et des différents substrats de production sur la concentration
en lovastatine. Il en résultait 1’équation ci-dessous (R?=0,74). Il apparait que le substrat de
culture affecte de maniére significative la teneur en lovastatine (P<0,05) contrairement a
l'origine des semences qui n’a aucun effet significatif (P=0,47). Les rafles de mais (S1)
contribuent a augmenter la concentration en lovastatine (P<0,05) tandis que les coques de riz
(S2) ont un effet contraire (P<0,05). Parmi les effets combinés significatifs, les coques de riz
combinés aux graines de mais (S2s1) et les rafles de mais combinés au sorgho (S1s2)
contribuent a diminuer la teneur en lovastatine tandis que les rafles de mais combinés aux
graines de mais (S1sl) et les coques de riz combinés au sorgho (S2s2) contribuent plutét a une
augmentation de la teneur en lovastatine. On observe également que la combinaison rafles de
mais/grains de mais (S1) a un impact assez considérable par rapport aux autres facteurs testés

au vu du coefficient associé (+219.2).

Equation [Lovastatine] = 166,651 — 54,4S2 + 9,4s1 — 24,952 + 219,2S1s1 — 121,3S1s2 —
130,7S2s1 + 71,5S2s2 (S1= Rafles de mais; S2= Coques de riz; s1= Grains de mais; s2= Grains de sorgho;

s3= Grains de sorgho + Grains de mais; les paramétres en noirs ne sont pas significatifs)
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Aprés avoir déterminé le meilleur substrat de production de Pleurotus ostreatus sur la
base du rendement en lovastatine, les champignons obtenus dans ces conditions ont été
reproduits afin d’évaluer 1’effet que pourrait avoir les méthodes de conservation généralement

appliquées aux champignons sur leur qualité et leur stabilité.

I1. Effets de quelques techniques de conservation sur la concentration en
lovastatine de Pleurotus ostreatus

11.1. Concentration en lovastatine durant le séchage solaire en fonction des
traitements

La figure 15 représente la concentration en lovastatine des champignons séchés au soleil
comparée aux champignons frais. 1l ressort que les concentrations en lovastatine dans le
champignon varient de 735,91 a 1471,71ug/g. Le séchage solaire sans aucun traitement
n’affecte pas la concentration en lovastatine. Par contre le blanchiment et le traitement a I’acide
citrique ont significativement affecté cette concentration. Le prétraitement a 1’acide citrique est
considéré ici comme le traitement ayant permis de mieux détecter la lovastatine présente sous

la forme lactone donnant une concentration maximale de 1471,71pg/g de champignon sec.
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Figure 15: Variation de la concentration en lovastatine avec le séchage solaire
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11.2. Concentration en lovastatine durant le séchage au four a 60°C en fonction
des modalités de prétraitements

La figure 16 représente les concentrations en lovastatine dans les échantillons de
pleurote frais, séchés au four a 60°C et prétraités avant le séchage. Le sechage au four a 60°C
sans aucun traitement et celui précédé d’un blanchiment n’ont pas eu d’effet significatif sur la
concentration en lovastatine comparé au témoin. Comme précédemment, le prétraitement a
I’acide citrique a entrainé une amélioration de la détection en lovastatine (forme lactone) a des
valeurs de 1216,72g/g de champignon sur la base du poids sec comparé a 735,91ug/g pour le

champignon frais (témoin).
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Figure 16: Variation de la concentration en lovastatine avec le séchage au four (SF) a 60°C

11.3. Concentration en lovastatine durant le séchage au four a 70°C en fonction
des traitements
Les concentrations en lovastatine des champignons séchés au four a 70°C comparés aux
champignons frais en fonction des modalités de prétraitement sont représentées au niveau de la
figure 17. Il en résulte que le séchage au four a 70°C sans aucun traitement et le séchage précédé
d’un traitement de blanchiment n’a pas d’effet sur la concentration en lovastatine. Le traitement
a I’acide citrique a permis une meilleure détection de la lovastatine présente sous la forme

lactone. La meilleure concentration en lovastatine dosée de I'ordre de 1335,72ug/g de




champignon sec comparée a 735,91pg/g avec le champignon frais (témoin) est obtenue avec

les champignons prétraités a I’acide citrique.
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Figure 17: Variation de la concentration en lovastatine avec le séchage au four (SF) a 70°C

11.4. Concentration en lovastatine durant le séchage au four a 80°C en fonction
des traitements

De la figure 18 représentant les concentrations en lovastatine des champignons séchés
au four a 80°C comparés aux champignons frais en fonction des modalités de prétraitement, il
ressort qu’indépendamment du type de prétraitement, le séchage au four a 80°C entraine une
diminution significative de la concentration en lovastatine. Cependant, le blanchiment est le
traitement qui a le plus affecté cette concentration avec une réduction de I’ordre de 45,4% pour
une valeur de 401,83ug/g de champignon sec comparé a 735,91ug/g avec le champignon frais

(témoin).
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Figure 18: Variation de la concentration en lovastatine avec le séchage au four (SF) a 80°C

11.5. Concentration en lovastatine dans les conserves en fonction de la
température de traitement
Les concentrations en lovastatine des champignons mis en conserves comparées aux
champignons frais et blanchis sont illustrées par la figure 19. Comparée au témoin constitué
des champignons frais, le blanchiment et 1’appertisation a 100°C n’ont pas fait varier
significativement cette concentration. Par contre, I’appertisation aux températures de 110 et
121°C a réduit significativement cette concentration de 1'ordre de 52,2% et 48,9%

respectivement comparée au champignon frais.
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11.6. Effet de la mise en conserve sur la stabilité microbienne de Pleurotus

ostreatus

11.6.1. Flore mésophile aérobie totale et la Flore sporulée aérobie totale des conserves

Les résultats de I’analyse microbiologique des pleurotes apres traitement thermique sont

consignés dans le tableau 12. De ce tableau, il en ressort que, tous les traitements thermiques

notamment I’appertisation ont permis d’éliminer tous les germes présents dans les pleurotes

frais. Aucune croissance microbienne que ce soit de la FMAT ou de la FSAT n’est observée au

cours de la transformation comparativement au témoin (blanchi et non appertisé) qui a présenté
une charge de 6,6*10" + 1,94 CFU/ml en flore mésophile aérobie totale (FMAT).

Tableau 12 : Analyse microbiologique des conserves

Conserves blanchies
Appertisation 100°C
Appertisation 110°C

Appertisation 121°C

Concentration microbienne (UFC/ml)

FMAT
6,6*107 + 1.94
Absent
Absent

Absent

FST
Absent
Absent
Absent

Absent
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11.6.2. Stabilité des conserves de champignons au cours du temps
Cette stabilité a été déterminée de maniére empirique. Les images ci-dessous
représentent 1’aspect visuel des conserves sur une période de 1 a 20 mois (Image 9, 10,11 et
12). De ces images, on constate qu’en dehors du témoin qui n’a pas été appertisé, aucune

croissance visuelle (présence du trouble) n’est observable dans les différentes conditions.

Controdle blanchi

Image 9: Aspect des conserves aprés 1 mois de conservation

Contrdle blanchi |

Image 10: Aspect des conserves apres 3 mois de conservation
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Contr6le blanchi

Image 12 : Aspect des conserves aprés 20 mois de conservation

Les champignons sont connus pour leurs richesses en composés bioactifs. Aprés avoir
déterminés les conditions permettant de maintenir ces composés stables, une étude in vivo a été
entreprise afin d’évaluer le potentiel préventif et curatif du champignon (ayant présenté les

meilleures concentrations en lovastatine et séché au soleil) contre I’hypercholestérolémie

I11. Activité hypocholestérolémiante de Pleurotus ostreatus sur les rats.

L’expérience a été réalisée du point de vue préventif et curatif. Dans le cas du traitement
préventif les rats ont été alimentés et traités simultanément pendant 60 jours tandis que dans le
cas du traitement curatif, une période d’induction de 1’hypercholestérolémie de 60 jours a

d’abord été observée a la suite de laquelle le traitement a été administré pendant 30 jours.
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I11.1. Traitement préventif
I11.1.1. Parametres physiques des rats males et femelles

+ Variation du poids chez les rats
Concernant le gain de poids (tableau 13), tous les groupes ont présenté un gain de poids
durant la période de I’expérimentation. La prise de poids est plus importante chez les rats males
au sein du groupe témoin NC (normocholestérolémiques) comparée aux autres groupes.
Cependant, les gains de poids les plus faibles sont obtenus avec les groupes de rats ayant recu

le champignon peu importe le régime alimentaire (NCP et HPP).

Tableau 13 : Gain de poids chez les rats

Males Poids initial (g) Poids final (g) Gain de poids (g)
NC 138,7+21,1° 319,7+39,3° 181,0+20,3°¢
NCP 128,7+25,6 % 202,7+24,62 74,0£15,52
HP 133,6+16,2 % 238,3+12,62 104,7+18,1°
HPP 131,7+39,7 % 209,7+42,1° 78,045,32
HPC 95,742,232 214 045,92 118,2+5,5"
Femelles Poids initial (g) Poids final (g) Gain de poids (g)
NC 98,2+16,32 181,0£8,92 82,7+17,22
NCP 106,0+11,72 178,7+14,62 72,7423,1°
HP 117,5+8,7° 205,5+6,9°¢ 88,0+12,9°
HPP 98,3+16,72 150,0+11,1° 51,7+7,5°
HPC 93,5+4,32 180,546,22 87,0+£7,92

Les valeurs dans le tableau représentent les moyennes+écart type. Les moyennes ayant les mémes lettres dans une colonne ne
sont pas statistiquement différentes a (P < 0,05) avec : NC= Normocholestérolémique ; NCP= Normocholestérolémique +
Pleurotus  ostreatus ; HP= Hypercholestérolémique ; HPP= Hypercholestérolémique + Pleurotus  ostreatus ; HPC=
Hypercholestérolémique+comprimé.

Les figures 20 et 21 representées ci-apres illustrent mieux les variations de poids en
pourcentage des groupes tests comparés au groupe témoin normocholestérolémique (NC).
Durant la période expérimentale, les rats méales ayant recu une alimentation différente de la
diete normale ont pris moins de poids. Cependant, on constate que les groupes de rats femelles
HP et HPC ont pris plus de poids que le ttmoin alimenté avec la diéte normale. Toutefois,
indépendamment du sexe, les groupes de rats qui ont recus Pleurotus ostreatus (NCP et HPP)

sont ceux qui ont pris moins de poids.
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Figure 21: Variation du poids des rats femelles en fonction du groupe témoin

+ Prise et efficacité alimentaire
Des données de la prise alimentaire représentées au niveau du tableau 14, on peut noter que la
consommation du champignon a entrainé¢ une baisse d’appétit chez les rats (NCP et HPP).
Toutefois, le régime hypercholestérolémique couplé aux champignons (HPP) est celui qui a

permis d’obtenir une meilleure efficacité alimentaire.
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Tableau 14 : Données de la prise alimentaire

Males Efficacité alimentaire (%)  Prise alimentaire (g/jr)  Poids gagneé (g/jr)
NC 13,9+0,9° 39,746,5° 4,3+1,1%
NCP 5,5+0,8° 24+35°¢ 1,3£0,5¢

HP 9,3+1,7° 35,2+4,8 2 3,2+0,1%
HPP 14,1+2,7° 11,3+7,5° 2,8+0,2 &
HPC 9,8+0,7° 52,6+2,8 ¢ 4,5+0,8"
Femelles  Efficacité alimentaire (%)  Prise alimentaire (g/jr)  Poids gagné (g/jr)
NC 7,9+0,7 @ 33,4+4,0° 2,60,72
NCP 4,9+0,82 19,842,412 1+0,0°

HP 12,3+1,7b¢ 20,4+6,3 2 3,1£0,42
HPP 17,8+7,1° 16,8+4,4°2 2,6+1,4%
HPC 6,4+1,82 52,4422 °¢ 3,3£0,92

Les valeurs dans le tableau représentent les moyennestécart type. Les moyennes ayant les mémes lettres dans une colonne ne
sont pas statistiquement différentes a (P < 0,05) avec : NC= Normocholestérolémique ; NCP= Normocholestérolémique +
Pleurotus  ostreatus ; HP= Hypercholestérolémique ; HPP= Hypercholestérolémique + Pleurotus  ostreatus ; HPC=
Hypercholestérolémique+comprimé.

111.1.2. Dosage plasmatique des parametres du profil lipidique des rats males et
femelles

Le tableau 15 représente les concentrations en lipoprotéines plasmatiques, triglycérides
(TG) et cholestérol total (CT) chez les rats exprimées en mg/dL. Chez les males, on observe
que I’alimentation au champignon n’influence pas la concentration en triglycérides des rats
normocholestérolémiques. Par contre, cette derniére entraine une baisse significative du taux
de triglycérides plasmatiques de 209,3+39,3 a 103,8+8,5 mg/dL chez les rats
hypercholestérolémiques (HP). Contrairement aux champignons, 1’administration des
comprimés de lovastatine utilises comme référence chez les rats HP a plut6t entrainé une
augmentation des triglycérides. Cette méme tendance est observée avec les concentrations en
VLDL. Concernant les rats femelles, il résulte que les concentrations en TG et en VLDL
évoluent de la méme facon ; la seule différence significative est observée entre les groupes NCP
et HPC. Les plus faibles concentrations en TG et VLDL sont observées chez les rats ayant recu
la diéte normolipidique supplémentée de champignon (NCP) tandis que les concentrations les
plus élevées sont notées chez les rats hypercholestérolémiques recevant la lovastatine en

comprimé.
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En ce qui concerne le cholestérol HDL, on observe que les rats alimentés aux
champignons (NCP, HPP) et les rats normaux (NC) ont des valeurs similaires. Le comprimé de
lovastatine quant a lui permet d’avoir une concentration en HDL plus élevée par rapport au
champignon chez les rats males. S’agissant du cholestérol total, le groupe
hypercholestérolémique est celui qui a présenté la concentration la plus élevée comparée au
témoin. Indépendamment de la diéte, les groupes ayant recu Pleurotus ostreatus sont ceux qui
ont présentés les plus faibles concentrations. Dans le cas des LDL, les plus faibles

concentrations sont observées dans les groupes NCP et HPC.

Tableau 15 : Dosage des parametres biochimiques dans le plasma chez les rats (mg/dL)

Males [TG] [VLDL] [HDL] [CT] [LDL]
NC 175,6+90,5%  351+18,1%  458+8,6%  177,2429,9%  110,1+53,1°°
NCP 237,9460,2% 47,6+12,0%  528+7,7%  172,0+14,02 70,8+9,52
HP 209,3+39,3%  41,8+7,7% 61,649,2°  2431+20,9Y  137,4%31,2°¢
HPP 103,44¢85¢  20,7#1,7°¢ 54,0+55%  188,5+37,1%  85,9+16,9%
HPC 292,24559  584+112°  67,4+10,8¢ 191,1#38,6®  65,6+30,52
Femelles [TG] [VLDL] [HDL] [CT] [LDL]
NC 150,6+22,4%  30,1+4,5®  588+85%®  201,9+24,8°> 121,9+30,5%
NCP 92,14#25,3%  18,445,12 42,6+8,3%  130,4+17,6%  79,1+8,9%®
HP 134,4+17,3%  26,9+#35%  61,1+4,0®  218,4+7,3° 134,9+9,2"
HPP 117,5422,1%  236+4,4%®  310+11,1%  91,28+41,4°%  124,1+75%
HPC 210,5+26,0°  42,1+52° 74,2420,3°  168,6#8,6%  62,9+19,62

Les valeurs dans le tableau représentent les moyennestécart type. Les moyennes ayant les mémes lettres dans une colonne ne
sont pas statistiquement différentes a (P < 0,05). NC= Normocholestérolémique ; NCP= Normocholestérolémique + Pleurotus
ostreatus ; HP= Hypercholestérolémique ; HPP= Hypercholestérolémique + Pleurotus ostreatus ; HPC=
Hypercholestérolémique+comprimé ; TG= Triglycérides (< 150 mg/dL) ; VLDL= Very low density lipoproteins ; HDL= High
density lipoproteins (= 60 mg/dL) ; CT= cholestérol total (< 200 mg/dL) ; LDL= Low density lipoproteins (<100 mg/dL).

L’hypercholestérolémie étant étroitement li€é @ une augmentation du taux de LDL, une
représentation des variations en pourcentage de la concentration en LDL a été faite (figure 22 ;
23). Par rapport au témoin alimenté avec la diéte normale, on observe que le taux de LDL est
plus élevé chez les rats recevant 1’alimentation hyperlipidique (HP). La consommation de
Pleurotus ostreatus ou de la lovastatine en comprimé permet de réduire la concentration en

cholestérol LDL chez les rats, exception faite des rats du groupe HPP chez les femelles.
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Variation des LDL chez les

Figure 22: Variation de la concentration en LDL des rats males en fonction du groupe témoin
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Figure 23: Variation de la concentration en LDL des rats femelles en fonction du groupe

témoin

+ Effets de Pleurotus ostreatus sur les indices d’athérogénicité

Les effets de Pleurotus sur le risque cardiovasculaire a travers les différents indices

d’athérogénicité sont présentés dans le tableau 16.

Chez les rats méles des valeurs plus élevées ont été observees avec les autres indices
(IRC-I, CA et le non HDLc) chez les rats ayant regu 1’alimentation hyperlipidique (HP)

comparées aux autres groupes. Concernant le ratio LDL/HDL (CRI-II), la seule
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différence significative a éte observée au niveau du groupe HP ou la plus grande valeur
a été obtenue a savoir 2,6.

- Les rats femelles ayant regu 1’alimentation hyperlipidique avec la molécule standard
(HPC) ont presentés les plus petites valeurs en ce qui concerne 1’Indice de risque de
Castelli (IRC) et le Coefficient Athérogénique (CA). Par contre avec le non HDLc, les
plus grandes valeurs de l’ordre de 158,1+6,9 et 150,4+25,7 ont été observées
respectivement avec les groupes HP et NC. En ce qui concerne le ratio LDL/HDL, les
plus basses valeurs ont été obtenues avec le groupe de référence HPC (0,6) et le groupe
NCP (1,9).

Tableau 16 : Risque cardiovasculaire chez les rats ayant recu un traitement préventif

Males IRC-I CA Non HDLc IRC-II

NC 3,25+0,01%¢  2,240,1¢ 112,1+11,9%  1,620,4%
NCP 2,70£0,2%  1,7+0,22 99,4+7,02 1,240,22
HP 3,5+0,3°¢ 2,5+0,3°¢ 192,6+1,0° 2,620,7°
HPP 2,9+0,02%° 1,940,022 106,6+3,02 1,440,232
HPC 2,4+0,12 1,4+0,12 99,6£0,05% 0,940,323
Femelles IRC-I CA Non HDLc IRC-II

NC 3,7#0,12 2,7¢0,1%  150,4+257%  22+0,3%®
NCP 2,940,2°¢ 1,940,2°¢ 97,0+1,32 1,940,132
HP 3,7+0,2°2 2,740,22 158,146,9¢  2,3+0,2%
HPP 3,7#0,12 2,7+0,12 110,1#9,7®  2,8+0,6°
HPC 2,1+0,3° 1,1+0,3" 104,4+14,5%  0,6+0,07°¢

Les valeurs dans le tableau représentent les moyennestécart type. Les moyennes ayant les mémes lettres dans une colonne ne
sont pas statistiquement différentes a (P < 0,05). IRC : Indice de risque de Castelli ; CA : Coefficient Athérogénique ; IAP :
Indice Athérogénique du Plasma ; NC= Normocholestérolémique ; NCP= Normocholestérolémique + Pleurotus ostreatus ;
HP= Hypercholestérolémique ; HPP=  Hypercholestérolémique + Pleurotus ostreatus ; HPC=
Hypercholestérolémique+comprimé ; HDLc= High density lipoproteins cholestérol. Les valeurs seuils des indices athérogénes
sont les suivantes : IRC-1 <4 ; IRC-11 <3 ; CA<2.;non HDLc < 130 mg/dL.

111.1.3. Comparaison des parameétres du profil lipidique chez les rats males et
femelles

Une représentation comparative des parametres biochimiques chez les rats males et
femelles est illustree a la figure 24 suivante. Regardant les triglycérides (TG) et les VLDL, les
concentrations obtenues sont plus élevées chez les rat méles exceptions faite chez les groupes

ayant regu I’alimentation hyperlipidique supplémentée de champignon (HPP). Dans le cas des
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HDL, les concentrations sont plus élevées chez les rats femelles ayant recu la diete normale
(NC) et celle ayant recu la diete hyperlipidique supplémentée de lovastatine en comprimés
(HPC). Pour ce qui est du cholestérol total, a I’exception du groupe ayant regu la diéte normale
(NC), les concentrations obtenues sont plus €élevées chez les males. S’agissant des LDL, la di¢te
normale (NC) et hypercholestérolémique supplémentée de la lovastatine en comprimé (HPC) a

permis d’obtenir une meilleure réduction chez les femelles.
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Figure 24: Comparaison des parametres biochimiques chez les rats males et femelles ayant

recu un traitement préventif

I11.2. Traitement curatif
111.2.1. Evaluation des parametres physiques des rats males et femelles
+ Cinetigue de prise de poids et Variation de poids

La figure 25 représente les cinétiques de prise de poids des rats males et femelles durant
la priode d’induction de I’hypercholestérolémie par un régime riche en graisse. Il en ressort que
tous les animaux ont présentés des courbes croissante duurant cette période. Le tableau 17
quant a lui représente la variation de poids chez les rats. Il en ressort que les rats ayant recu le
champignon ont accusé une perte de poids considérable comparée au témoin NC. Par contre, le
gain de poids le plus notable a été observé avec les rats ayant continué avec 1’alimentation

normo et hyperlipidique (HP, HPC) comparé au témoin.
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Tableau 17: Parametres physiques des rats

Males Poids initial (g) Poids final (g) Gain de poids (g)
NC 331,7+10,7°¢ 358,0+19,9°¢ 26,3+10,12
NCP 309,0+9,9 b 307,549,2% -1,5+0,7"

HP 287,2+14,4"° 324,5+12,5b¢ 37,248,5°
HPP 229,5+55,92 219,0455,1¢ -11,5+0,7°
HPC 243,3+9,92 273,3+1552 30,0+6,52
Femelles Poids initial traitement (g) Poids final traitement (g)  Gain de poids (9)
NC 187,5+10,6 ™ 208,0+7,72 20,5+3,52
NCP 215,5+40,8 212,0£16,9% -3,5+1,1°

HP 207,7+7,4°2 230,045,4° 22,2+8,52
HPP 203,0+8,7 % 204,7+8,12 1,7+0,6"°
HPC 175,0+11,8"° 195,7+17,62 20,7+7,02

Les valeurs dans le tableau représentent les moyennestécart type. Les moyennes ayant les mémes lettres dans une colonne ne
sont pas statistiqguement différentes a (P < 0,05). NC= Normocholestérolémique ; NCP= Normocholestérolémique + Pleurotus
ostreatus ; HP= Hypercholestérolémique ; HPP= Hypercholestérolémique + Pleurotus ostreatus ; HPC=
Hypercholestérolémique+comprimé.

Les figures 26 et 27 illustrent schématiquement cette perte de poids qui est de 1’ordre
de 105,7% et 143,7% respectivement pour les groupes NCP et HPP chez les rats males contre
117,07% et 91,9% chez les rats femelles en comparaison au groupe témoin. Le gain de poids le

plus notable observé chez les rats ayant continué avec I’alimentation hyperlipidique.
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Figure 26: Variation du poids des rats males en fonction du groupe témoin
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Figure 27: Variation du poids des rats femelles en fonction du groupe témoin
+ Prise et efficacité alimentaire

Des donnees représentées au niveau du tableau 18, on peut constater qu’un régime
hyperlipidique ainsi que la consommation du champignon ou de la lovastatine en comprimé ont
entrainé une perte d’appétit chez les rats males. Par contre, chez les rats femelles, la perte
d’appétit n’était pas associée a la consommation du champignon, mais plutét au régime

alimentaire.

Tableau 18 : Données de la prise alimentaire

Males Efficacité alimentaire (%)  Prise alimentaire (g/jr)  Poids gagné (g/jr)
NC 14,9+5,0 ¢ 39,2+4,8° 5,6+0,9 ©
NCP 3,3+1,2% 20,346,112 0,602

HP 10,2+0,3 21,645,02 2,5+0,2°
HPP 7,415 15,5+0,22 1,2+0,22
HPC 1,6+0,62 17,2+35% 0,302
Femelles Efficacité alimentaire (%)  Prise alimentaire (g/jr)  Poids gagné (g/jr)
NC 6,3+1,4 ab 32,2452 b 1,8+0,2 ab
NCP 8,0+0,8 bc 32+1,4b 2,5£0,2 a

HP 4,6+0,9 a 22,5+3,1a 0,9+0,2 b
HPP 7,0+1,6 abc 21,746,1 a 2,6£0,5a
HPC 9,5¢1,2 ¢ 27,546,3 ab 2,6+0,9 a

Les valeurs dans le tableau représentent les moyennestécart type. Les moyennes ayant les mémes lettres dans une colonne ne
sont pas statistiquement différentes a (P < 0,05). NC= Normocholestérolémique ; NCP= Normocholestérolémique + Pleurotus
ostreatus ; HP= Hypercholestérolémique ; HPP= Hypercholestérolémique + Pleurotus ostreatus ; HPC=
Hypercholestérolémique+comprimé.

111.2.2. Dosage plasmatique des parameétres biochimiques des rats males et femelles

Le tableau 19 représente les concentrations en lipoprotéines plasmatiques, triglycérides

(TG) et cholestérol total (CT) chez les rats exprimées en mg/dL. Chez les rats méales qui ont
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interrompu avec la diete hyperlipidique (NCP), la consommation des pleurotes a entrainé une
réduction significative des TG et des VLDL. Par contre, dans le cas des rats
hypercholestérolémiques qui ont continué avec la diéte hyperlipidique, 1’ajout du champignon
dans la di¢te n’a pas eu un effet significatif. Dans ce méme groupe, c’est le traitement a la
lovastatine en comprimé (HPC) qui a eu un effet significatif sur les TG et les VLDL.
Contrairement aux femelles ou la consommation des pleurotes ou de la lovastatine en comprimé
aux rats qui ont continué avec la diéte hyperlipidique (HP ; HPP ; HPC) permet une réduction
des TG et des VLDL.

Les autres paramétres HDL et CT n’ont pas varié significativement indépendamment
du groupe et des différents facteurs pris en considération chez les rats males. Chez les femelles
par contre, concernant les HDL, le groupe de rats normochostérolémiques nourris au
champignon a présenté la plus grande valeur comparée aux autres groupes. S’agissant du
cholestérol total, I’alimentation aux dietes normo et hypercholestérolémiques sans supplément
conduit aux valeurs les plus élevees. Toutefois, la concentration la plus basse a été obtenue avec
les rats hypercholestérolémiques recevant la lovastatine en comprimé. En ce qui concerne les
LDL, les plus faibles concentrations sont observées dans les groupes ayant recu le champignon

et le comprimé de lovastatine indépendamment de la diéte (NCP ; HPP et HPC).

Tableau 19: Parametres biochimiques dans le plasma des rats

Males [TG] [VLDL] [HDL] [CT] [LDL]
NC 67,7+¢19,7%®  135+39%  519+202%  56,84#22,9%  16,8+2,0%
NCP 29,6+8,2¢ 59+1,6¢9  655+157% 70,946,423 9,2+4,7°2
HP 123,2425,9¢  24,6+#52°¢  64,8+43%  972+187%  31,5#2,3"
HPP 112,5+21,4% 22,35+43" 57,74158%  94,9+17,82 4,7+0,6°
HPC 58,5+11,8%  11,742,3%  82,2+18,9% 113,1+193%  26,3+11,7°
Femelles [TG] [VLDL] [HDL] [CT] [LDL]
NC 38,4+11,5%  7,742,3%  64,5+9,9%  2326+19,8° 1455+10,6°
NCP 63,9+11,5°  128+23° 73,0+11,3° 153,6+18,1°  545+2,72
HP 22,1+5,92 44+12°  57948,0%  224,6456°  162,2+7,1°
HPP 17,0+4,82 3,4+0,9%  56,3+57® 182,6+389%®  65,3+0,02
HPC 25,9+7,7°2 52+15%  53,4+99%®  108,6+13,9%  47,6+0,02

Les valeurs dans le tableau représentent les moyennes+écart type. Les moyennes ayant les mémes lettres dans une colonne ne
sont pas statistiguement différentes a (P < 0,05). NC= Normocholestérolémique ; NCP= Normocholestérolémique + Pleurotus
ostreatus ; HP= Hypercholestérolémique ; HPP= Hypercholestérolémique + Pleurotus ostreatus ; HPC=
Hypercholestérolémique+comprimé ; TG= Triglycérides (< 150 mg/dL) ; VLDL= Very low density lipoproteins ; HDL= High
density lipoproteins (> 60 mg/dL) ; CT= cholestérol total (< 200 mg/dL) ; LDL= Low density lipoproteins (<100 mg/dL).
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Les figures 28 et 29 illustrent les variations en pourcentage de la concentration en LDL
en prenant comme référant le groupe témoin normocholestérolémique. Il apparait que les
groupes ayant recu une alimentation supplémentée de champignon ont eu des réductions
notables en LDL de 1’ordre de 49,15% et 77,52% pour les rats méles et de 62,5% 55,09% pour
les rats femelles respectivement pour les groupes NCP et HPP comparé au témoin NC. Par
contre 1’administration du comprimé de lovastatine n’a pas eu d’effet significatif sur la
concentration en LDL chez les rats males comparés aux femelles. On peut observer que les
concentrations la plus élevées en LDL ont été obtenues chez les rats hypercholestérolémiques

indépendamment du sexe.
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Figure 28: Variation de la concentration en LDL des rats males en fonction du groupe témoin
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Figure 29: Variation en pourcentage de la concentration en LDL des rats femelles en fonction
du groupe témoin

115



+ Effets de Pleurotus ostreatus sur les indices d’athérogénicité

Les effets de Pleurotus sur le risque cardiovasculaire a travers les différents indices

d’athérogénicité sont présentés dans le tableau 20.

- Concernant les rats males, I’Indice de risque de Castelli (IRC-I) et le Coefficient

Athérogénique (CA), a l'exception du groupe NC ou l’on a noté une différence
significative aucune autre différence n’a été observée avec les autres groupes. Par contre
avec le non HDLc, les valeurs plus faibles ont été observées avec les rats ayant recu une
alimentation normolipidique (NCP). Dans le cas du ratio LDL/HDL (ICR-II), le groupe
hypercholestérolémique nourri aux champignons (HPP) a présenté la plus petite valeur
(0,07) ; suivie des groupes HPC (0,2) et NCP (0,3). Cependant, la valeur
significativement plus élevée a été observé avec le groupe hypercholestérolémique (HP).
Chez les femelles, les valeurs significativement plus faibles ont été observées avec les
rats ayant recu une alimentation normolipidique (NCP) et ceux ayant recu la molécule
standard comparativement aux autres groupes pour I’IRC-I, le CA et le non HDLc.
Concernant le ratio LDL/HDL, les valeurs plus élevées ont été notées avec les groupes
HP (1,03) et NC (2,1).

Tableau 20 : Risque cardiovasculaire chez les rats ayant recu un traitement curatif

Males IRC-I CA Non HDLc IRC-1I
NC 1,7¢0,02%  0,7+0,02° 35,142,42 0,4+0,04°¢
NCP 1,3#0,1*  0,3%0,022 19,1%5,4° 0,3+0,02°2
HP 1,7#0,3%  0,3#0,1° 22,9+35%® 0,5+0,03¢
HPP 1,3+0,04%  0,3+0,052 22,4+7,8%®  0,07+0,007°
HPC 1,4+0,2%  0,4%0,042 31,947,232 0,240,042
Femelles IRC-I CA Non-HDLc IRC-II
NC 3,1+0,07®  2,1+0,07° 146,6+4,8° 2,1+0,2°
NCP 1,74#0,1*  0,7#0,12 62,3+12,12 0,640,012
HP 3,9#0,5¢  2,7#0,4° 166,7+7,5° 3,3+0,2°¢
HPP 3,74¢0,6°  2,3+0,2%  133,9+0,07° 1,03+£0,12
HPC 2,240,1%  1,24#0,12 58,9+2,032 0,1%0,32

Les valeurs dans le tableau représentent les moyennes+écart type. Les moyennes ayant les mémes lettres dans une colonne ne
sont pas statistiquement différentes a (P < 0,05). IRC : Indice de risque de Castelli ; CA : Coefficient Athérogénique ; IAP :
Indice Athérogénique du Plasma ; NC= Normocholestérolémique ; NCP= Normocholestérolémique + Pleurotus ostreatus ;

HP=

Hypercholestérolémique ; HPP=  Hypercholestérolémique +  Pleurotus ostreatus ; HPC=

Hypercholestérolémique+comprimé ; HDL= High density lipoproteins cholestérol. Les valeurs seuils des indices athérogénes
sont les suivantes : IRC-1 <4 ; IRC-I1 <3 ; CA<2.; non HDLc < 130 mg/dL
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111.2.3. Comparaison des parameétres du profil lipidique chez les rats males et
femelles

De la comparaison des paramétres biochimiques chez les rats males et femelles ayant
subi une induction de I’hypercholestérolémie par 1’alimentation avant de passer au traitement,
on note que, les concentrations en TG et en VLDL sont plus faibles chez les femelles exception
observée chez les rats ayant recu la diéte normale couplée au champignon (NCP). Les
concentrations en HDL évoluent de facon similaire dans les deux groupes. Par contre les
concentrations en cholestérol total (CT) et en LDL sont largement plus élevées chez les femmes
(figure 30).

300
g 250
=3 mNC
= I
g 200 mNCP
E ’
S 150 HP
o
S w HPP
S 100 {
i _ m HPC
S 50 I L1 i
§ i’ I i I
T
0 i 1 i i F i
M F M F M F M F M F

[TGpM] [VLDLpM] [HDLpM] [CTpM] [LDLp M]

Groupes

Figure 30: Comparaison des parameétres biochimiques chez les rats males et femelles ayant

recu un traitement curatif
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L’image 13 représente une illustration visuelle du foie des rats appartenant au groupe
hypercholestérolémique ou I’on observe une accumulation des gouttelettes lipidiques au niveau

du tissu hépatique.

(A) (B) (©)

Image 13: Représentation du foie des rats sains (A) ; des rats males (B) et des rats femelles (C)

hypercholestérolémiques
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CHAPITRE IV : DISCUSSION




CHAPITRE IV : DISCUSSION

+ Meilleur substrat de production de P. ostreatus sur la base du rendement de production

et de la teneur en lovastatine

La culture des champignons est une activité tres rentable qui permet de produire un
aliment hautement nutritif au goQt excellent a partir de déchets agricoles contribuant ainsi a la
nutrition et au bien-étre économique de la population (Shah et al., 2004). Les pleurotes peuvent
étre cultives sur plusieurs substrats, notamment la bagasse, les rafles de mais et le son de blé
(Owaid et al. 2015 ; Sozbir et al. 2015 ; Kumla et al. 2020) qui ont été reportés pour avoir des
effets différents sur la croissance, le rendement et la qualité du champignon (Belletini et al.,
2019). Le nombre d'études portant sur l'utilisation de substrats lignocellulosiques est de plus en
plus croissant (Iwuagwu et al., 2020 ; Nongthomban et al., 2021). Ganash et al.. (2021) ont
démontré que les espéces de Pleurotus sont trés efficaces pour décomposer les résidus
lignocellulosiques, ce qui en fait un champignon approprié pour étre cultivé sur des substrats
lignocellulosiques. Cela pourrait étre dd au type et a la quantité d'enzymes, y compris les
enzymes lignolytiques, cellulases et hémicellulases, qui sont générées par les champignons tout
au long du développement végétatif (Ogundele et al., 2017). La majorité des déchets agro-
industriels est constituée de matériaux lignocellulosiques ; la culture de champignons
comestibles a I'aide de ces substrats réduit considérablement les déchets environnementaux tout
en fournissant des substrats appropriés et moins couteux pour la culture des champignons
(Kumla et al., 2020). Une combinaison de ces déchets pour la production des champignons
augmenterait la productivité et I'efficacité en raison d'une variation dans leurs capacités a
répondre aux exigences nutritionnelles, environnementales et d'une différence dans les teneurs
en cellulose, hémicellulose et lignine (Owaid et al., 2015). Dans ce travail, le meilleur
rendement de production (532,1 g/ballotte) correspondant a la meilleure efficacité biologique
(36,5%) ainsi que les plus grands diametres de chapeaux (11,5 cm) ont été obtenu en combinant
les rafles de mais aux coques de riz indiquant ainsi qu’une combinaison de ces déchets agricoles
serait idoine en myciculture. D’aprés Ahmed et al. (2013) le rendement est largement influencé
par I'épaisseur et le diamétre des chapeaux qui sont des paramétres essentiels de croissance. Les
corps fructiféres de grande taille sont généralement percus comme étant de qualité supérieure

et sont donc trés recherchés dans la culture des champignons (Onyango et al., 2011).

D'une maniére générale, les valeurs d’efficacité biologique (36,5%) des champignons

obtenues dans ce travail sont inférieures a celles d'autres études. Dans leurs travaux, Reis et al.,

119



(2010) ont obtenus des valeurs d’efficacité biologique de 104 % et 92,5 % avec P. ostreatus
produit sur les résidus de coton avec ou sans supplémentation de 5 % de son de riz. Sales-
Campos et al. (2010) ont présenté des valeurs élevées d'efficacité biologique pour P. ostreatus
(64,6 % et 125,6 %) en utilisant du tronc de pejibaye (Bactris gasipaes) et de la sciure de bois
de balsa (Ochroma pyramidale) comme substrats respectifs. Selon Oliveira et al. (2007) ; Hoa
et al. (2015), les faibles valeurs d'efficacité biologique peuvent aussi étre expliquées par la
génétique de la semence, les conditions de culture, la composition et la densité des substrats
ainsi que leur proportion utilisée dans le processus. L'utilisation de différents types de substrat
par le champignon dépend de sa capacité a sécréter des enzymes telles que des enzymes
oxydatives (ligninase, laccase, manganese peroxydase) et hydrolytiques (cellulase, xylanase et
tannase) qui sont impliquées dans I'utilisation des substrats lignocellulosiques (Rossi et al.,
2001 ; Luz et al., 2012). Cette sécrétion d’enzymes est souvent stimulée par 1’utilisation de
certains suppléments lors de la production des champignons (Rajarathnam et al., 1986). Ainsi
donc, Lechner et al. (2004) ; Ruan-Soto et al. (2006), ont démontré qu’une supplémentation
de 10 % de son de blé lors de la culture de P. ostreatus sur la paille de blé augmenterait a 83 %
la valeur de I’efficacité biologique. Ceci s’explique par le fait que, pendant la croissance du
mycélium de Pleurotus spp., la teneur en carbone du son de blé diminue et sa teneur en azote
et en oxygene augmentent, suggérant ainsi une dégradation préférentielle par le mycélium de
certains polysaccharides et une accumulation de protéines dans le substrat (Alananbeh et al.,
2014).

Au-dela des caractéristiques organoleptiques et de leurs compositions nutritionnelles
appréciées, les champignons jouent également un role fonctionnel qui pourrait s’assimiler a
celui d’un alicament. De ce fait, la recherche des métabolites ou des composés ayant un apport
substantiel dans ces propriétés peut étre un critére de choix dans les champignons. La
lovastatine fait partie de ces métabolites. Connue pour ses propriétés hypocholestérolémiantes,
la lovastatine joue un réle majeur dans les caractéristiques fonctionnelles du champignon. Sa
concentration a été évaluée en fonction des substrats de production. Contrairement a I’efficacité
biologique, on note que la teneur la plus élevée en lovastatine (676 pg/g) est obtenue en
produisant le champignon sur un substrat pris individuellement (rafles de mais) combiné avec
la semence obtenue a partir de grains de mais. Le rendement maximal de lovastatine obtenu a
partir des rafles de mais en utilisant les blancs obtenus des grains de mais peut étre dii a la teneur
modérée en méthionine. D’aprés Manzoni et al. (2002), la biosynthese de la lovastatine dans

les champignons est influencee par plusieurs facteurs parmi lesquels la présence des acides
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aminés qui peuvent agir a la fois comme une source d'azote et une source de carbone. De ces
acides aminés, la méthionine est celle qui permet généralement d’obtenir les meilleurs
rendements en lovastatine car directement impliquée dans sa voie de biosynthese (Rollini et
al., 2006). En effet, dans leurs travaux, Long shan et al. (2003) ont montré que 1’incorporation
de 0,1 g/l de méthionine a 72h de culture mycélienne pouvait augmenter de 20% de la
production de lovastatine. Dans le champignon, la biosynthése de la lovastatine commence par
un assemblage des unités d'acétate liées les unes aux autres, téte-béche, pour former deux
chaines de polykétides. Par la suite, la méthionine donne son groupe méthyle a la chaine en

croissance et forme la lovastatine fonctionnelle (Osman et al., 2011 b).

L'hypothese de I'induction de la méthionine pourrait donc étre davantage associée au
substrat de production du blanc qu'au substrat de croissance des champignons. Ainsi, les
différences en termes d’acides aminés contenus dans les sous-produits agricoles peuvent étre
considérées comme des facteurs clés pour la sous-production ou la surproduction de la
lovastatine (Konstantinos et al., 2021). Ceci explique pourquoi les grains de mais les plus
riches en méthionine que les grains de sorgho, utilisés comme substrat pour la production de
semences, représentent le substrat idéal pour la production de lovastatine. Par conséquent,
I'induction métabolique de la production de lovastatine a eu lieu au moment de la production
de semences sur les grains de mais. Selon Rodriguez et al. (2006), la production de biomasse
et de lovastatine lors des fermentations submergées initiées par des spores d'Aspergillus terreus
ATCC 20542 a montré une augmentation de 52% de la production lorsque les spores utilisées
étaient agées de 9 a 16 jours, ce qui est similaire a I'age des graines utilisées dans ce travail.
Cependant, selon Osman et al. (2011a), il existe une teneur optimale en méthionine qui
permettrait d'obtenir les rendements les plus élevés en lovastatine. Cela explique pourquoi les
coques de riz, ayant la teneur en méthionine la plus élevée (16,6 g/kg), combinés aux rafles de
mais ne permettent pas d'obtenir les rendements les plus élevés en lovastatine car leur teneur en
méthionine s'écarterait de la valeur optimale (2 g/l) nécessaire pour obtenir le bon rendement.
Les rafles de mais ayant la plus faible teneur en méthionine combinés aux graines obtenues a
partir du mais correspondent au meilleur substrat pour la production de lovastatine. La meilleure
concentration obtenue dans ce travail est supérieure a celle obtenue par Shin-Yu et al. (2012),
qui ont obtenu 606,5 pg/g de lovastatine avec P. ostreatus obtenu a Q-Yo Bio-Technology
Farm, Pusin, Chunghua, Taiwan, et considéré comme le meilleur résultat de potentialisation de

la lovastatine dans la littérature.
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+ Effet du séchage et de la mise en conserve de P. ostreatus sur sa durée de conservation
et sur sa teneur en lovastatine

De nombreux champignons sont devenus attrayants de par leur contenu en composes
bioactifs qui présentent des activités immunomodulatrices, antitumorales, antioxydantes, de
piégeage des radicaux, cardiovasculaires, antibactériennes, antivirales, antihypertensives,
antihyperlipidémiques, de détoxification, hépatoprotectrices et antidiabétiques (Cheung et al.,
2008 ; Patel et al., 2012 ; Rathee et al., 2012). Les attributs chimiques et nutritionnels des
champignons sont liés non seulement a I'espece mais aussi a la transformation (Longvah et al.,
1998 ; Manzi et al., 1999) et a la cuisson (Manzi et al., 2001 ; Manzi et al., 2004 ; Dikeman
et al., 2005). Le séchage est une méthode de conservation fréquente et la plus utilisée sur les
champignons (Fernandes et al., 2013 ; Zhang et al., 2018). Dans cette étude, 1’effet de
différentes techniques de séchage sur la teneur en composés bioactifs a été évalué en
comparaison au champignon frais. Dans le champignon, la lovastatine est généralement
présente sous deux formes a savoir la forme lactone et la forme acide. La prédominance de
I’'une des deux formes dépend considérablement du pH. Par conséquent, la quantification de
cette molécule dépend essentiellement du protocole utilisé. La lovastatine commerciale
généralement utilisée comme standard est sous forme lactone. Dans les procédés de
quantification, l'abaissement du pH est généralement utilisé pour convertir la plupart de la forme
acide dans le champignon en forme lactone de lovastatine quantifiable (Friedrich et al., 1995
; Manzoni et al., 1998 ; Alarcon et al., 2003). Cependant, la plupart des rapports reconnaissent
qu'une hydrolyse incompléte se produit souvent dans ces conditions, et qu’un certain équilibre
entre les formes lactones et acides est toujours présent en fonction du pH. Pour cette raison,
certaines études ont reporté que la conversion de la forme lactone en forme acide dans des
conditions alcalines, transforme la plupart de la lovastatine présente sous la forme acide
hydroxy qui est plus stable (Yang et al., 2006; Ajdari et al., 2011 ; Chegwin-Angarita et al.,
2013; Nigovic et al., 2013).

La lovastatine a donc été extraite du champignon en milieu neutre et dans ces conditions
elle est majoritairement disponible sous la forme acide (Shi-Weng et al., 2014 ; Rini et al.,
2018). Les résultats obtenus montrent que la concentration de lovastatine présente dans le
champignon frais est de 735,9 + 7,2 pug/g sur la base du poids sec. Le séchage solaire sans aucun
prétraitement n'affecte pas cette concentration ce qui conforte 1’idée de Rini et al., (2018) qui
ont démontré que le séchage au soleil n’entrainait pas une réduction de la concentration en

statine. Toutefois, le prétraitement a l'acide citrique suivi du séchage au soleil est considérée
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comme un traitement combiné induisant une meilleure détection de la lovastatine (1471,7
11,3 ug/g) dans le champignon sec par rapport a 735,9 + 7,2 pg/g de champignon frais
(contrdle). Il est évident qu'il n'y a pas de création de lovastatine aprés un traitement par rapport
au produit frais. Comme mentionné précédemment, dans les champignons, la lovastatine peut
étre présente a la fois sous sa forme lactone et sous sa forme hydroxyacide. Cette conversion
est bidirectionnelle et est considérablement affectée par les conditions de pH prédominantes
(Mulder et al., 2015). En milieu acide, la majeure partie de la forme acide est convertie en
lovastatine quantifiable sous forme lactone, méme si I'équilibre est toujours présent (Lisec et
al., 2012). Par conséquent, les conditions de culture, les prétraitements spéciaux ou les
ajustements du pH pendant I'analyse peuvent affecter la forme identifiée de la lovastatine. Dans
cette étude, le traitement en milieu acide a donc favorisé la conversion de la forme acide en
forme lactone ; forme qui a été dosée. Rajh et al. (2003) et Pansunriya et al. (2009) ont
démontré que la lovastatine sous sa forme lactone, est peu soluble dans I'eau et soluble dans les
solvants organiques, tandis que la forme b-hydroxy acide est plus soluble dans I'eau. Les
extractions ayant été faites dans 1’acétate d’éthyle, ceci favoriserait donc le dosage de la forme
lactone prédominante dans le milieu dans ces conditions. Sur la base de ces considérations, on
peut considérer que le prétraitement a ’acide citrique combiné au séchage solaire n’a pas

contribué a une diminution de la lovastatine.

Lorsque les champignons sont séchés au four sans traitements préalable a 60°C et a
70°C, on n’observe aucune différence significative de la concentration en lovastatine par
rapport a celle du champignon frais. Par contre, dans ces mémes conditions un traitement
préalable a 1’acide citrique permet non seulement de maintenir les mémes concentrations de
lovastatine que dans le champignon frais ; mais aussi de mieux quantifier la forme de la
lovastatine qui est prédominante dans ces conditions. Ce qui explique pourquoi on obtient des
concentrations plus importantes par rapport au champignon frais. Cette augmentation de la
concentration est liée a la disponibilité du composé pendant I'extraction ou a la méthode de
détection. Il faut également prendre en compte les valeurs des coefficients d'extinction molaire
des formes lactone et hydroxy acide de la lovastatine. Seenivasan et al. (2015) dans leurs
travaux ont montré que les coefficients d'extinction molaire (¢) de la forme lactone et de la
forme acide de la lovastatine sont respectivement de 4,89x10* + 21,8 et 5,99x10* + 36 M-1cm-
1. En se fondant sur I'équation de Beer Lambert, on peut dire qu'a densité optique égale, un
passage de la forme acide totale a la forme lactone totale dans une solution augmentera la

concentration estimée d'environ 1,2 fois sans aucune addition de lovastatine dans le milieu.
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Compte tenu de cela, I'augmentation des concentrations inférieures ou égales a 1,2 fois celle du
produit frais n'a pas été considérée dans ce travail comme associée au processus de
transformation mais liée a la méthode de détection et aux calculs du spectrophotométre.
Contrairement au résultat observé lors du séchage solaire, le blanchiment suivi d'un séchage au
four a 60 et 70°C n'a pas entrainé une réduction de la lovastatine. Cela refléterait le fait qu'a ces
températures, la lovastatine n'est pas dégradée. Des résultats similaires ont été obtenus par Amit
et Birari (2015) lors du traitement de la lovastatine & 105°C pendant 4h.

D'autre part, le séchage au four a 80°C, indépendamment des prétraitements, a entrainé
une diminution significative de la concentration de lovastatine dans toutes les conditions.
Cependant, contrairement aux traitements a 60°C et 70°C, le prétraitement de blanchiment
combiné au séchage au four a 80°C a entrainé la plus grande réduction de la concentration de
lovastatine par rapport au contrdle. Cette réduction est d'environ 45,4% (401,8 + 24,8 ug/g
champignon sec par rapport a 735,9 £ 7,2 ug/g controle). Ceci suggere qu'a ces températures,
la lovastatine est hydrolysée en d'autres sous-produits qui n'absorbent pas a la longueur d'onde
utilisée dans ce travail. Les données thermiques indiquent que la lovastatine pure est stable
jusqu'a 190°C dans l'air et jusqu'a 205°C dans l'azote (Souza et al., 2007). Des auteurs ont
rapporté que dans des conditions acides et basiques, la lovastatine subit une dégradation
hydrolytique produisant plus d'un produit (encore non identifiés) dans chaque condition et ces
produits présentent un spectre UV assez similaire a celui du médicament, ce qui suggere que la
structure du chromophore du médicament subsiste aprés sa dégradation (Lueje et al., 2005).
Toutefois, Ou et al. (2009) ont affirmé qu'il existe peu d'informations sur la cinétique de
dégradation de la lovastatine dans le systéme alimentaire. La prédiction de la perte de la
lovastatine au cours du traitement thermique est compliquée en raison du manque
d'informations sur les facteurs d'influence et le mécanisme de dégradation. Selon Rini et al.,
(2018) la dégradation des statines dépend non seulement des conditions environnementales,
mais aussi de la durée de I'exposition au stress. Ainsi, le blanchiment qui se fait & 93°C/3min
combiné a un traitement a 80°C/10h produirait un traitement thermique cumulé pouvant

dénaturer la lovastatine.

Des méthodes de conservation utilisées, la mise en conserve est une méthode de choix
qui permet de conserver plus longtemps les champignons pendant plus d’une année sur des
étageres. Toutefois, I'appertisation des conserves peut varier en termes de température ; ce qui
peut par conséquent entrainer une variabilité de la teneur en lovastatine. Dans cette étude, on

observe qu’un blanchiment suivi d’une appertisation a 100°C/19 min n’affecte pas la teneur en
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lovastatine. Par contre, l'appertisation a 110 et 121°C a réduit significativement cette
concentration de 52,2% et 48,9% respectivement. Des résultats similaires ont été obtenus par
Ou et al., 2009 qui ont pu démontrer que la monacoline K (Lovastatine) est facilement dégradée
lorsque la solution de produits fermentés avec Monascus est chauffée a une température élevée
(telle que 121°C). Cependant, plus de 50 % de la molécule peut étre conservee lorsque la
solution est chauffée a une température inférieure a la température de pasteurisation utilisée
pour la transformation des aliments. Comme dit précédemment, ceci suggére qu'a ces
températures, la lovastatine est certainement hydrolysée en d'autres sous-produits qui
n'absorberaient pas a la longueur d'onde utilisée dans ce travail. Si la stabilité en termes de
composés bioactifs (lovastatine) est observée autour de 100°C, pour une consommation il est
également important de prendre en compte la stabilité du point de vue microbiologique. Dans
cette optique, de I’observation visuelle des conserves appertisées aucune croissance visuelle
n'est observable dans les différentes conditions apres 20 mois contrairement au témoin non
appertisé qui avait une charge initiale de 6,6*10” + 1,94 UFC/ml. Ceci refléte I’efficacité de
I’appertisation.

+ Evaluer Dactivité préventive et curative contre I’hypercholestérolémie de P. ostreatus

produit dans des conditions expérimentales sur les rats

Les champignons sont classés parmi les aliments les plus prisés car ils sont pauvres en
calories et en graisses, mais riches en protéines et en minéraux (Manzi et al., 1999). De
nombreuses études ont démontré que la consommation quotidienne de champignons a un effet
bénéfique sur la santé et qu'ils sont généralement considérés comme un aliment fonctionnel
(Wakchaure et al., 2011 ; Carrasco-Gonzalez et al., 2017 ; Piska et al., 2017). Les effets
thérapeutiques des champignons du genre Pleurotus résultent de la présence de métabolites
secondaires tels que la lovastatine ayant des effets hypocholestérolémiques, qui ont été isolés a
la fois des mycéliums et des fructifications des pleurotes (Morris et al., 2017). Aprés la
production et I’application des méthodes de conservation, il est important de s’assurer que le
champignon conserve ses propriétés thérapeutiques. A cet effet, le champignon ayant la
meilleure teneur en lovastatine et séché au soleil a été administré aux rats de maniere préventive
et curative contre I’hypercholestérolémie. Dans le cas du traitement préventif les rats tests ont
été alimentés avec un régime hyperlipidique et traités simultanément pendant 60 jours. Tandis
que dans le cas du traitement curatif, une période d’induction de I’hypercholestérolémie de 60
jours a d’abord été observée a la suite de laquelle le traitement a été¢ administré pendant 30 jours

en maintenant la méme alimentation chez les animaux tests. Dans cette étude, la poudre de
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champignon séchée a été administrée aux rats par gavage a la dose de 10ml/Kg de poids
corporel en stimulant le traitement pharmaceutique conventionnel utilisant la lovastatine.
S’agissant du traitement préventif, indépendamment du sexe, on observe que I’administration
de la poudre de pleurotes peu importe la diete a entrainé de maniére significative une perte de
poids. Cette perte de poids est d’autant plus prononcée chez les rats ayant regu un traitement
curatif. Alam et al. (2005) avaient suggéré que la supplémentation d'un régime riche en
cholestérol avec de la poudre de champignon pourrait réduire lI'obésité. Cette suggestion est
importante étant donné que I'obésité induite par un régime riche en graisses et en cholesterol
est liée a l'athérosclérose, aux maladies coronariennes, a I'nyperlipidémie et au diabete (Mori
et al.,, 2008). Des résultats similaires ont aussi été obtenus dans des travaux antérieurs
(Agunloye et al., 2021 ; Choudhury et al., 2013 ; Chen et al., 2011 ; Martinez-Flores et al.,
2021 ; Sekan et al., 2019). Les résultats obtenus de ces travaux ont montré que les animaux
consommant P. ostreatus ont présenté une réduction de la prise de poids, suggérant le potentiel
anti-obésogéne de ce champignon comestible. Ce potentiel antiobésogéne serait attribué a la
présence des fibres alimentaires dans le champignon. Les fibres alimentaires sont capables de
se lier aux acides biliaires, aux monoglycérides, aux acides gras libres et au cholestérol
diminuant ainsi leurs absorptions et augmentant leurs excrétions fécales (Cho et al., 2007).
Cette perte de poids était plus importante chez les males comparés aux femelles peu importe le

traitement.

Dans le cas du traitement aussi bien préventif que curatif, I'alimentation des rats males
avec un régime hyperlipidique (HP) a entrainé une augmentation plasmatique du taux de
triglycérides (TG), Very low density lipoproteins (VLDL), High density lipoproteins (HDL),
cholestérol total (CT) et Low density lipoproteins (LDL) de I’ordre de 99,7% ; 99,7% ; 13,9% ;
28,9% ; 59,9% respectivement pour le traitement préventif et de 9,5% ; 9,5% ; 12,5% ; 2,4% ;
69,5% pour le traitement curatif par rapport aux rats du méme groupe alimentés avec la poudre
de P. ostreatus (HPP). Cette méme tendance est observée chez les femelles avec des
augmentations du taux de TG, VLDL, HDL, CT et LDL-C de I’ordre de 14,05% ; 14,05% ;
97,03% ; 44,9% ; 4,3% respectivement pour le traitement préventif et de 30% ; 30% ;
2,9% ; 22,9% ; 84,3% pour le traitement curatif par rapport aux rats du méme groupe alimenté
avec la poudre de P. ostreatus (HPP). Des résultats presque similaires ont été obtenus par
Bobek et al. (1997) qui ont rapporté que l'alimentation de rats avec un régime riche en
cholestérol augmentait les taux plasmatiques de TC, LDL-Cet TG de 35%, 39% et 27%,
respectivement, par rapport a l'alimentation avec 5% de poudre de corps fructiferes de P.
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ostreatus durant une étude préventive. Ce résultat indique qu'une supplémentation alimentaire
en extrait de champignon pourrait améliorer I'hypercholestérolémie causée par un régime riche
en cholestérol. La présente étude prouve que I'alimentation des rats avec les pleurotes améliore
significativement les profils lipidiques athérogenes du plasma chez les rats
hypercholestérolémiques induits expérimentalement. Cependant, 1’administration de la
lovastatine en comprimé a plutdt eu un effet inverse sur quelques-uns de ces parametres en
fonction du sexe et du traitement. En effet, lors du traitement préventif aussi bien chez les rats
males que chez les rats femelles et curatif chez les rats femelles ce traitement a plutot entrainé
une augmentation du taux de TG, VLDL et HDL et une réduction du taux de CT et LDL. Chez
les rats males dans le test curatif, le traitement a plut6t entrainé une augmentation du taux de
HDL ; CT et une réduction du taux de TG, VLDL et LDL. Ceci pourrait suggérer la
complémentarité des autres éléments du champignon tels que les B-glucanes que I’on ne

retrouve pas dans le médicament.

Des résultats de I’analyse statistique, il ressort de manicre générale que, peu importe le
traitement et le sexe, I’administration de la lovastatine en comprimé a eu un effet similaire a
celui observé lors de 1’administration du champignon sur les concentrations en LDL des rats
exception faite des rats méales curatifs ou le traitement a plutét favorisé une augmentation de
cette concentration. Ce résultat traduit le fait que la consommation du champignon P. ostreatus
a des effets similaires et méme plus importants que la lovastatine en comprimé. Plusieurs études
ont démontré que les organes de fructification des champignons P. ostreatus contiennent de la
lovastatine, qui inhibent efficacement I'HMG-CoA réductase, réduisant ainsi le taux de
cholestérol sanguin (Endo, 1992 ; Yasuhiko et al., 2003). Cette activité serait aussi étroitement
lice a la composition en fibre du pleurote, en particulier ses composants hydrosolubles (béta-
1,3-(D)-glucane a faible degré de polymeérisation) et la pectine (respectivement 15-20 et 6% de
la matiere séche) qui sont capables de lier les acides biliaires, réduisant ainsi la formation de
micelles et I'absorption du cholestérol (Vahouny et al., 1980). Une excrétion plus élevée
d'acides biliaires induit une diminution de leur circulation entéro-hépatique et, par un
mécanisme de rétroaction, la stimulation de la 7 alpha-hydroxylase I'enzyme limitant la vitesse
du catabolisme du cholestérol en acides biliaires (Fidge, 1993 ; Bobek, 1994).

S’agissant des statines, il a €té démontré in vitro qu’elles agissent en effet comme des
inhibiteurs compétitifs de 'HMG-CoA réductase (HMGCR), I'enzyme limitant la vitesse de
synthese du cholestérol. Lorsque les statines se lient a 'HMGCR, elles bloquent I'acces du
substrat naturel HMG-CoA au site catalytique et interférent ainsi avec la synthese du cholestérol

127



(Istvan, 2002). En inhibant la voie endogéne d’apport de cholestérol aux cellules, les statines
stimulent indirectement, par des mécanismes de rétrocontrdle biomoléculaires, I’expression des
génes qui codent pour certaines enzymes impliquées dans la synthése intracellulaire de
cholestérol (HMGCoA synthase, HMG-CoA réductase), mais aussi I’expression du géne codant
pour le LDL (B/E)-récepteur. L’expression du géne codant pour ce récepteur aux LDL est
contr6lée par un facteur de transcription, le sterol regulatory element binding protein-2 ou
SREBP-2, initialement ancré dans la membrane du réticulum endoplasmique. Les extrémités
NH. et COOH terminales de cette protéine sont dirigées vers le cytoplasme et sont reliées 1’une
a ’autre par un peptide traversant la membrane du réticulum. SREBP-2 peut former un
complexe avec une protéine intrinséque de la membrane du réticulum, la SREBP cleavage-
activity protein ou SCAP. La formation du complexe est assurée par 1’interaction des deux
extrémités COOH-terminales de ces protéines. La SCAP joue un double réle : celui de cargo
protéique puisqu’elle escorte le précurseur SREBP du réticulum endoplasmique vers le Golgi
ou ce dernier sera clivé par les deux protéases SP-1 et SP-2, et celui de détecteur de la
concentration intracellulaire de cholestérol (cholesterol sensor) puisqu’elle posséde un domaine
se liant au cholestérol. Deux autres protéines Insing-1 et Insing-2, également ancrées dans la
membrane du réticulum endoplasmique, interviennent pour controler 1’activation de SCAP
selon les concentrations locales de cholestérol. Lorsqu’elles sont élevées, ces deux protéines se
lient 2 SCAP et inhibent I’interaction de cette protéine avec SREBP-2. A I’inverse, Insing-1 et
Insing-2 se dissocient de SCAP lorsque les concentrations de cholestérol diminuent, levant ainsi
I’inhibition de SCAP qui s’associe a SREBP-2. Le complexe ainsi formé migre dans la
membrane de 1’appareil de Golgi ou s’exercent les activités protéolytiques de SP-1 et de SP-2
libérant un peptide terminal de SREBP-2. Ce peptide correspond a un facteur de transcription
qui s’associe avec des éléments de réponse sterol regulatory element ou SRE, présents dans les
promoteurs de certains genes, dont celui du LDL (B/E)-récepteur. L’association des SREBP-2
libres avec SRE stimule la transcription du géne du LDL (B/E)- récepteur induisant une
augmentation de la synthese de ce récepteur. Cette surexpression du LDL (B/E)-récepteur a la
surface des hépatocytes augmente la capture des LDL par ces cellules. Enfin, le foie dégrade
les LDL en molécules élémentaires (cholestérol, acides gras, acides aminés) et élimine le
cholestérol dans la bile avec ou sans transformation en sels biliaires. En stimulant la clairance
hépatique des LDL, les statines diminuent la durée de vie de ces lipoprotéines dans le plasma,
d’ou une réduction de la concentration du LDL-cholestérol (Nohturfft et al., 1999 ; Sakai et
al., 2001).
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En comparant le profil lipidique des rats ayant recu I’alimentation normolipidique a leur
homologue nourris aux champignons, on constate que la prise du champignon n’a pas eu un
effet significatif sur le profil lipidique des rats méles entrainant une légere augmentation des
concentrations lors du traitement préventif exception observée au niveau des LDL et du CT ou
I’on note une 1égere réduction de 35% et 2,9% respectivement. Par contre lors du traitement
curatif, les réductions sont beaucoup plus importantes allant de 56,3% ; 56,3% a 49,1%
respectivement pour les TG, VLDL et LDL. Dans le cas des femelles, ¢’est I’effet contraire qui
est observé. De maniere générale I’administration du champignon peu importe la dicte, le
traitement et le sexe a entrainé une baisse du taux de LDL. Toutefois, cette baisse de
concentration est beaucoup importante chez les méales comparés aux femelles. En se basant sur
le fait que le cholestérol LDL est responsable du transport du cholestérol du foie vers les organes
et est considéré comme mauvais cholestérol, on peut observer que la consommation du
champignon a eu des effets beaucoup plus curatifs que préventifs en ce qui concerne la
réduction des LDL. Les réductions sont de I’ordre de 37% (préventif) comparé a 87% (curatif)
chez les males ; 4% (préventif) comparé a 59% (curatif) chez les femelles. Le faible taux de
LDL-C chez les rats témoins ainsi que ceux ayant recu le champignon ou la lovastatine en
comprimé suggeére que les principales lipoprotéines porteuses de cholestérol chez ces rats, ne
sont pas les particules LDL, mais plut6t les HDL et les VLDL (Chorvathova et al., 1993).
Cependant, lorsque les rats deviennent hypercholestérolémiques, le taux de LDL-c augmente
de 2 a 3 fois ce qui démontre a nouveau que la principale lipoprotéine porteuse de cholestérol
chez les rats hypercholestérolémiques est la LDL. Les résultats de réduction du LDL-c aprés
I'alimentation aux champignons sont cohérents avec un rapport similaire suggérant une

diminution du LDL dans le sang des rats (Chorvathova et al., 1993).

Habituellement, un niveau élevé de LDL-C et un faible niveau de HDL-c indiquent un
déséquilibre entre le transport du cholestérol du foie vers les tissus extrahépatiques et son retour
vers le foie. L'alimentation a base de champignons a réduit de maniére significative I’indice
athérogénique du plasma (IAP) et le cholestérol non HDL (non HDL-c) chez les rats
normocholestérolémiques ayant recu le champignon (NCP) dans le cas du traitement curatif.
Par contre, I’indice de risque de Castelli (IRC-1 et 11) a été réduit de maniére significative chez
tous les animaux ayant recu les champignons indépendamment du traitement. Ces derniers
indices sont des prédicteurs plus précis du risque que les parametres lipidigues traditionnels tels
que le cholestérol total sérique (CT), les triglycérides sériques (TG), la fraction sérique du

cholestérol des lipoprotéines de haute densité (HDL-c) et la fraction serique du cholestérol des
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lipoprotéines de basse densité (LDL-c) (Adedokun et al., 2017). Le non-HDL-c,
I’apolipoprotéine B, la lipoprotéine A, les VLDL, IDL et le LDL-c sont fortement corrélés au
sdLDL-c (small dense LDL-c), qui est la forme athérogene du LDL-c (Srisawasdi et al., 2011).
Cet effet serait la conséquence des effets bénéfiques de Pleurotus sur les marqueurs du profil

lipidique.

Le taux plasmatique de VLDL-c et de TG chez les rats hypercholestérolémiques nourris
aux champignons était inférieur a celui des rats témoins hypercholestérolémiques. Le VLDL-c
est le principal vehicule de transport des TG du foie vers les tissus extrahépatiques, alors que le
LDL-c n'est pas sécréte tel quel par le foie ; il semble plutét étre formé a partir du VLDL-c
apres élimination partielle des TG par la lipoprotéine lipase (Mayes, 1997). Apres avoir donné
une alimentation hyperlipidique aux rats, le LDL-c est devenu le principal transporteur du
cholestérol, ce qui a entrainé une diminution de la teneur en cholestérol VLDL-c et HDL-c chez
les rats hypercholestérolémiques nourris aux champignons. De facon similaire, Arad et al.,
1990 ; Aguilar-Salimas et al., 1995 ont rapporté que, indépendamment du type de
dyslipidémie, la diminution des concentrations de cholestérol LDL était principalement
attribuable a une diminution de la vitesse de production. La diminution de la vitesse de
production de I'apo B-100 des LDL est due soit a une augmentation de I'absorption des restes
de VLDL (VLDL et/ou IDL), soit a une diminution de la sécrétion hépatique de I'apo B-100.
Des études récentes portant sur le mécanisme de sécrétion de I'apo B par les cellules hépatiques
ont suggéré que le taux de sécrétion des particules contenant de l'apo B dépend de la
disponibilité du substrat lipidique. Ces études soutiennent I'nypothése selon laquelle une
diminution de la synthése de novo du cholestérol pourrait entrainer une diminution de la
disponibilité du cholestérol pour I'incorporation dans les particules lipoprotéiques nouvellement
synthétisées, avec une diminution conséquente de la sécrétion de lipoprotéines contenant de
I'apo B-100.

Les différences et variations observées entre les males et les femelles peuvent étre
attribuées aux variations hormonales généralement observées chez le sexe féminin. Les
cestradiols, par exemple, modifient de manicre significative le profil lipidique vers un profil
anti-athéromateux. Il diminue particulierement le cholestérol total en augmentant le rapport
HDL/LDL. Il diminue également les concentrations plasmatiques de triglycérides et augmente
la résistance des LDL a l'oxydation. C'est une des raisons pour lesquelles les hommes sont
fortement exposes aux maladies cardiovasculaires par rapport aux femmes pré menopausées

(Monassier, 2013). Les résultats actuels suggérent que l'ingestion de la lovastatine a partir des
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pleurotes présente des avantages significatifs pour la santé grace a la modulation des fonctions
physiologiques qui incluent divers profils lipidiques athérogénes dans I'hypercholestérolémie.
Par conséquent, les pleurotes enrichis de lovastatine peuvent étre considérés comme un aliment
fonctionnel qui peut également agir comme un prophylactique contre I'hypercholestérolémie,
I'nyperlipidémie et les complications associées, qui sont les facteurs de risque de
I'athérosclérose. Au-dela des effets bénéfiques observés sur le profil lipidique des différents
groupes de rats et en considérant la réduction du cholestérol LDL, on peut conclure que le
traitement curatif a montré plus d’efficacité que le traitement préventif. Toutefois, il faut
conseiller une amélioration de la diéte lors du traitement préventif et curatif pour maximiser les

effets de la consommation des pleurotes enrichis de lovastatine.
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CONCLUSION ET PERSPRECTIVES




CONCLUSION

Au terme de ce travail dont I’objectif général était de valoriser la culture de P. ostreatus,
en mettant en place une approche méthodologique simple permettant d’optimiser le rendement
de production P. ostreatus ainsi que sa teneur en lovastatine dans le produit frais et transformé,

il en ressort que :

v le mélange rafles de mais/coques de riz combiné aux semences obtenues sur grains de
mais a permis d’obtenir les meilleurs rendements de production de P. ostreatus
(532,1g/balotte) tandis que les champignons produits sur les rafles de mais avec les
semences obtenues sur grains de mais ont présenté les meilleures concentrations en

lovastatine (676,2109/9) ;

v le séchage au four a 60 et 70°C ainsi que 1’appertisation a 100°C n’ont pas entrainé une
baisse de la concentration en lovastatine dans le champignon ;

v l'ingestion de la lovastatine a partir de P. ostreatus permet de moduler les fonctions
physiologiques qui incluent divers profils lipidiques athérogenes ((LDL en particulier)
dans I'nypercholestérolémie. Il a aussi permis de réduire considérablement le poids
corporel des animaux alimentés dans les différents traitements. Par conséquent, P.
ostreatus produit selon le protocole de production adopté, séché au soleil ou au four a
moins de 80°C et appertisé a moins de 110°C peut étre considéré comme aliment
fonctionnel pouvant agir a la fois comme un prophylactique et un agent curatif contre
I'nypercholestérolémie.

PERSPECTIVES

v Trouver une combinaison de substrat qui alliera a la fois un meilleur rendement en
lovastatine et en poids frais ;

v Analyser la teneur en lovastatine lors de la production des semences et lors de la
production des carpophores individuellement en fonction des volets de récolte ;

v' Evaluer ’effet d’autres techniques courantes tel que la surgélation et évaluer la stabilité
de la lovastatine dans les meilleures conditions de conservation au cours du temps;

v' Evaluer les effets secondaires du champignon comparés a la lovastatine synthétique et
faire des tests a I’échelle humaine.
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ANNEXES

Annexe 1: Composition du PDA (Potato Dextrose Agar) (g/L)

Pomme :200
Dextrose : 20

Agar : 20

Annexe 2 : Préparation des solutions

+ Dosage du cholestérol total
Reéactifs (kit CHRONOLAB)
- Etalon Cholestérol (200 mg/dL) ;
- Réactif 1 : Tampon pipes (90 mM ; pH 6,9) et Phénol (26 mM) ;
- Réactif 2 : Enzymes :
Cholesteérol estérase (>300 U/I) ;
Cholestérol oxydase (>200 U/I) ;
Peroxydase (>1250 U/I)
4-aminoantipyrine (0,4 mM).
+ Dosage du cholestérol HDL
Réactifs (kit CHRONOLAB)
- Etalon Cholestérol-HDL (200 mg/dL) ;
- Réactif précipitant (R1):
Acide phosphotungstique (14 mM) ;
Chlorure de magnésium (2 mM) ;
- Réactif du cholestérol (réactif de travail, voir dosage du cholestérol).
+ Dosage des triglycérides
Réactifs (kit CHRONOLAB)

- Etalon Triglycérides (200 mg/dL) ;
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- Reéactif 1 : Tampon pipes (50 mM ; pH 7,2) et p-chlorophénol (2 mM) ;
- Réactif 2 : Enzymes :

4- aminoantipyrine (0,7 mM) ;

ATP (0,3 mM) ;

Glycérol kinase (800 U/I) ;

Glycérol -3- phosphate oxydase (4000 U/I) ;

Lipase (150000 U/1) ;

Peroxydase (440 U/I).
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Annexe 3 : Publications issues de la thése

Articles publiés

Article 1 : Mbassi Josiane E. G. Mobou Estelle Y. Ngome Francis A. Sado Kamdem S.
L. (2018). Effect of substrates on nutritional composition and functional properties of

Pleurotus ostreatus. Current Research in Agricultural Sciences, 5(1):15-22.

Article 2: Mobou, E. Y., Yadang, G. Begoude A. D. B., Nkoue A. T., Sado Kamdem S.
L. (2022). Lovastatin concentration in Pleurotus ostreatus as affected by acid and
blanching treatments combined to drying and canning processes. European Journal of
Nutrition and Food Safety. 14(2): 1-14.

Article 3 : Mobou Estelle Yolande, Mbassi Josiane Emilie, Germaine Nkoue Tong
Abraham, Yadang Germaine, Messi Lin Marcellin, Begoude Boyogueno Didier Aime,
Sado Kamdem Sylvain Leroy. (2023). Impact of substrate methionine content on
lovastatin potentiation and morphological parameters of Pleurotus ostreatus. Scientific
African, 20 (2023) e01621.
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ing P. ostreatus fructification. These results indicate that agro-waste choice based on their
methionine content is an excellent solution to potentiate lovastatin in P. ostreatus.

© 2023 The Author(s). Published by Elsevier B.V. on behalf of African Institute of

Mathematical Sciences | Next Einstein Initiative.

This is an open access article under the CC BY license

(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)

Introduction

The cultivation of mushrooms is profitable for agricultural producers especially in developing countries. It is considered
as alternative means of poverty alleviation in developing countries because of its low production cost and high benefits. The
increase in waste from agriculture is directly related to the growth of the world’s population and the resulting increased de-
mand for food production [1]. One solution for recycling this waste while contributing to the protection of the planet is the
use for the grow of edible mushrooms [2]. Common edible mushroom species in Cameroon include Termitomyces, Pleurotus,
Agaricus, Flammulina, Auricularia, and those used for medicinal purposes include Termitomyces and Ganoderma, to name a few
[3]. The genus Pleurotus is a comestible oyster body-shaped mushrooms, and it contains a variety of mushroom belonging
to the class of Basidiomycetes and the order Agaricales. Pleurotus strains are popular and cultivated worldwide, mainly in
Asia and Europe, due to their simple and inexpensive production technology and high biological efficiency [4,5]. This edible
mushroom is valued for its flavor, as well as its nutritional and medicinal properties [6,7]. Its production using lignocellu-
losic waste as substrates is important in preserving natural resources and ecosystems through recycling agricultural waste
[8]. Oyster mushroom cultivation has increased worldwide due to its ability to grow in a wide range of temperatures and is
harvested annually [9]. Edible mushrooms that are saprophytic basidiomycetes have been successfully grown commercially
worldwide using lignocellulose waste as substrates for their cultivation. Similarly, they can be grown on diverse substrates
including rice straw, corn stalks and cobs, plant residues, bagasse, etc. [10]. Such substrates have been reported to impact
their growth, yield and composition [11,12]. But, an ideal substrate must contain both nitrogen and carbohydrates for the
rapid growth of mushrooms [13]. This substrate quality is needed for the biosynthesis of nutriment, for which mushroom is
generally appreciated in diets. The economic importance of oyster mushrooms lies primarily in their use as food for human
consumption [14] due to their nutritional properties.

Generally, mushrooms are low in fat and calories, rich in vitamins B, D, K, and sometimes vitamins A and C [15-17].
Mushrooms have more protein than any other plant-based food and are also a good source of mineral nutrients [18]. Oyster
mushrooms have essential minerals such as potassium, phosphorus, calcium, magnesium, sodium, iron and selenium [19].
It is also known for its therapeutic properties [20]. A range of metabolites of great interest to human health and phar-
maceutical industries with antitumor, antigenotoxic, immunomodulatory, anti-inflammatory, antioxidant, antihypertensive,
antihyperglycemic, antiplatelet aggregation, antimicrobial, antiviral and hypocholesterolemic activities are present in many
mushrooms [21]. The therapeutic effects of mushrooms of the genus Pleurotus result from the presence of secondary metabo-
lites such as lovastatin with hypocholesterolemic effects, which have been isolated from both the mycelia and fruiting bodies
of oyster mushrooms [22]. Lovastatin, extracted from Pleurotus ostreatus (P. ostreatus) was found to be a specific inhibitor of
the HMG-CoA reductase enzyme, which plays a significant role in the biosynthetic pathway of cholesterol formation [14].
Drug therapy for lowering cholesterol has been considerably improved with the use of the pharmacological agent lovastatin
and its analogs. Pleurotus species are excellent producers of lovastatin, and as such, P. ostreatus could be considered a func-
tional food with a natural cholesterol-lowering ability [23]. Considered as a secondary metabolite, lovastatin can be found
both in the mycelium and in the fruiting bodies of P. ostreatus. In the literature, most studies have focused on the production
of lovastatin from the mycelium of P. ostreatus. Those who worked directly on the fruiting bodies did not take into account
the effect of production parameters. From these studies, it appears that functional properties of oyster mushrooms vary
considerably depending on the culture conditions, including substrate type and composition [24-26]. Different studies have
revealed the high concentration variability of lovastatin in P. ostreatus [27-29]. Use as food for human consumption, the use
of fruiting bodies for the production of lovastatin would not only allow its use as a food to reduce hunger, but also to ben-
efit from its therapeutic properties. Usually produced on agricultural waste, the variations in concentrations of therapeutic
compounds of P. ostreatus may be affected by agricultural conditions such as the substrate quality. At the equal quantity
of substrate, the variation of lovastatin concentration may be due to the content of amino acids particularly methionine
[30] described methionine as a key precursor for the synthesis of lovastatin [31,32] demonstrated that the incorporation of
methionine in the culture of P. ostreatus enhanced the lovastatin concentration. Based on our knowledge a potentiation of
the methionine concentration in the fungus by taking into account the residual concentrations of the basic substrates and
by making combinations of these substrates has not been performed yet. In this regard, the methionine content of substrate
for Pleurotus growth can be a natural way of increasing lovastatin concentration in P. ostreatus. According to agricultural
literature, maize, sorghum, rice hulls, and maize cobs have respectively the following methionine content mean 0.22, 0.1,
1.66 and 0.08% [33-36].
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According to Aspiration 1 of Africa Union Agenda 2063 (2015) which promotes a prosperous Africa based on inclusive
growth and sustainable development, Cameroon as a developing country, relies primarily his economy on agriculture. Agri-
cultural waste, however, can be a major source of environmental pollution [37]. In order to create added value, these agri-
cultural wastes are generally used as raw materials for biogas production and to make bio-compost which then can be used
as fertilizer for the crops [38]. Elsewhere, agricultural waste has been used to produce cellulose microfiber [39] and cement
for mortar [37]. However, most of it is improperly disposed of, while some are being burned in open places thus altering
the ozone layer and consequently contributing to climate change. By using agricultural waste for large-scale production of
new products or enhancing properties of existing products focused on innovation, different countries can potentially benefit
both economically and environmentally, as suggested in the review on European agricultural waste minimization challenges
assessed by [40]. Based on our knowledge, the theoretical hypothesis of methionine potentiating lovastatin in P. ostreatus
has not yet been demonstrated using agro wastes, which are among the most commonly used substrates in production. This
investigation was aimed at assessing if choosing agro-waste substrates based on theoretical methionine content for spawn
and mushroom growth could positively impact fruiting bodies characteristics and lovastatin content in P. ostreatus.

Material and methods
Mushroom strains

A pure culture of P. ostreatus was isolated from pileus tissue with sterile clamps by cutting longitudinally, transferring to
Petri dishes containing potato dextrose agar (PDA, GMH096-500 g, Himedia, India), and then incubating for 14 days at 25 °C
[41].

Spawn production

For spawn production, seeds were chosen based on their methionine content, a precursor of lovastatin synthesis. Base
on this, sorghum seeds (Ss) with about 0.1% methionine, maize seeds (Ms) with about 0.22% methionine and to have an
intermediate value, the mixture of the two at a ratio of 1:1 w/w were used as substrates. Spawn medium was prepared
according to [42,43] with slight modification. For spawn medium, seeds were washed and soaked overnight; after this,
water was drained, boiled for 15 minutes with fresh water, and cool for 20 min. One hundred grams of each seeds-based
medium were transferred in tissue culture bottles, autoclaved at 121 °C for 60 min, and allowed to cool. The bottles were
inoculated with P. ostreatus mycelia and incubated for 14 days in the dark at 25 °C.

Agricultural waste used for the cultivation of Pleurotus ostreatus

For the cultivation of P. ostreatus three different formulations were tested: rice hulls (Rh) with about 1.66% methionine,
maize cobs (Mc) with about 0.08% methionine, and to have an intermediate value, the mixture of the two at the ratio 1:1
w/w. The microgranulated urea 46% from YARA (YARA Canada Inc, Montreal, Qc, H3A 2M8) and extinct lime from SOFAP
(Powder manufacturing company, Tunisia) were added at 0, 2 and 2%, respectively. All substrate supplements were mixed
manually with water to reach approximately 90% moisture, as suggested by [42]. The mixture (1.5 Kg) was then packed in
polypropylene sacks, and the sacks were sterilized at 121 °C for 1 h. After cooling the temperature to 25 °C, spawns were
aseptically inoculated into the sacks (100 g). The sacs were then incubated in the dark in the mycelial growth room at a
temperature of 25 + 1 °C, with a relative humidity of 60-75%. All assays were performed using six replicates arranged in
the production room in a totally randomized experimental design. After the mycelium had colonized the substrates of the
sacks, they were withdrawn in the dark for fruiting. The sacks were kept at 25 £+ 1 °C, 70-80% humidity. Watering was done
daily with a tap water sprayer until fruiting bodies were utterly mature. Developed mushrooms were harvested after around
3-4 days of fructification.

Data collection and processing

Morphological parameter

Data on the following parameters were collected: length of stipe and diameter of pileus were measured using a graduated
ruler, the total number of fruiting bodies, the number of plants at harvest for each treatment, and the number of caps at
harvest were also noted for each treatment. Then, the fruiting bodies were sun-dried and packed separately for lovastatin
content analyzes.

Determination of Biological efficiency. In the mushroom sector, biological efficiency (BE) is a term commonly employed to
describe the yields of mushrooms on various agricultural by-products (Formula 1) [44].
Formula 1: biological efficiency

Biological efficiency (%) = Weight of fresh mushroom/Weight of dry mushroom = 100
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Table 1
Morphological parameters, water and lovastatin content of P. ostreatus grown in maize cobs
(Mc) with spawn from maize seed (Ms), sorghum seed (Ss) and mixt of them (MsSs).

Parameters Growth- spawn substrate

Mc-Ms Mc-Ss Mc-MsSs
Number of plants at harvest 2.8 + 1.8 21 +£1.1° 2.5+ 1.8
Average length of plants (cm) 11.0 + 2.62 124 + 2.42 10.7 +£ 1.9?
Number of caps at harvest 17.5 + 10.62 15.0 + 8.9? 19.0 + 19.52
Average width of caps (cm) 8.7 +£ 3.0° 9.1 £3.2° 82+ 1.2
Total weight of mushrooms (g) 383.6 + 97.0° 375.9 + 258.42 386.3 + 154.12
Biological efficiency (%) 22.7 £ 6.5° 22.4 + 15.52 225 + 8.2°

Lovastatin concentrations (pg/g)  676.2 + 96.22  301.2 + 69.1° 365.1 + 75.1°

Water content (%) 84.4 + 1.0° 84.9 + 0.9 859 4+ 1.3¢2

Values are mean + SD, and mean values followed by the same letters in a line are not signif-
icantly different at (p < .05); Mc, Maize cobs; Ms, Maize seed; Ss, Sorghum seed.

Preparation of lovastatin standard and standard curve

The beta hydroxyl acid of lovastatin was determined by UV/Vis spectrophotometer analysis at 238 nm. The test excluded
the conversion step to the lactone form of the drug because the mushroom produces lovastatin in the beta-hydroxy acid
form. Also, the beta hydroxyl acid is relatively stable in solution [45]. Tablets of pharmaceutical-grade lovastatin (Lovastatin
STADA®, 40 mg Tabletten from STADAPHARM Gmbh, Allemagne) containing 40 mg of lovastatin per tablet have been used
to prepare the standards for the assays. As described by Yang and Hwang, the hydroxy acid form of lovastatin was prepared
by hydrolysis [46]. Lovastatin was dissolved in acetonitrile (purity 99% from Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) to obtain a
stock solution (20 mg) which was then diluted into different concentrations, and optical density (OD) was read by a UV/Vis
spectrophotometer (Therm Scientific Genesys 10S UV-Vis) at 238 nm. A calibration curve with equation OD = f ([lovastatin])
was obtained. The absorbance of different concentrations of lovastatin standard ranging from 7 to 125 ng/ml was determined
and, a standard plot was made to obtain a linear curve. The OD of the different mushroom extracts of lovastatin was plotted
on the standard graph to get the lovastatin concentration produced in extracts.

Extraction of lovastatin from dried P. ostreatus. Three grams of the mushroom powder culture were taken in a test tube, and
50 ml of ethyl acetate (purity 99% from Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was added. Extraction of lovastatin was carried
out by sonication (Sonicator, Fisher Scientific FB 15,060 Elmasonic S 100, 220-240 V) for 45 min, followed by filtration using
Whatman No. 1 filter paper and, the residual mass was washed three times using ethyl acetate. The organic phase was dried
in a rotary evaporator (BUCHI B-100) under a vacuum at 45 °C. The dried residue was dissolved in 2 ml acetonitrile and
used to determine the lovastatin content by UV/Vis spectrometry [47].

Data analysis

The data set was statistically analyzed for the mean difference using an LSD post hoc test. Differences were considered
significant for P < 0.05. Statistical analysis of the effect of different factors on lovastatin concentration was also performed
using hypothesis decomposition by multivariate ANOVA analysis. All this was done using STATISTICA. 12 from Statsoft, TIBCO
Software Inc. California, USA.

Results
Effect of seed origin on mushrooms produced on maize cobs

No significant difference was noted concerning the different morphological parameters and the water content of the
mushrooms produced using Mc independently of the seed origin (Table 1). Concerning the concentration of lovastatin, the
highest concentration on Mc, 676.2 nug/g of dried mushroom, was obtained with the mushroom produced with spawns from
Ms.

Effect of seed origin on mushrooms produced on rice hulls

Regarding the average length of the plant and the concentration of lovastatin, there was a significant difference between
mushrooms produced with Ms and those produced on Ss and Ms+Ss. The best lovastatin concentration, 301.1 ng/g of dried
mushroom, was obtained with spawns from the combination of MsSs. This concentration was significantly different from
that obtained with spawns from Ms and Ss used alone. On the other hand, spawns from Ms permitted to get the best
length of 12.7 cm (Table 2).
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Table 2
Morphological parameters, water and lovastatin content of P. ostreatus grown in rice hulls
(Rh) with spawn from maize seed (Ms), sorghum seed (Ss) and mixt of them (MsSs).

Parameters Growth- spawn substrate

Rh-Ms Rh-Ss Rh-MsSs
Number of plants at harvest 1.3 £ 0.52 1.3 £0.9? 1.5+ 0.8
Average length of plants (cm) 12.7 £ 1.92 105 + 1.1° 11.6 + 0.8°
Number of caps at harvest 8.0 £ 1.0° 8.8 +£2.7° 8.3 + 6.67
Average width of caps (cm) 10.6 + 1.3 8.4 + 1.3° 9.5 + 2.8
Total weight of mushrooms (g) 301.3 + 74.12 371.5 +£ 72.42 330.2 + 67.7°
Biological efficiency (%) 314 £+ 6.5° 32.1 £ 6.62 27.6 + 3.8°

Lovastatin concentrations (ug/g)  105.1 + 44.82  272.8 + 26.4>  301.1 + 58.7°

Water content (%) 873 £ 192 85.8 £ 1.9? 90.9 £ 1.1°

Values are mean + SD, and mean values followed by the same letters in a line are not
significantly different at (p < .05); Rh, Rice hulls; Ms, Maize seed; Ss, Sorghum seed.

Table 3

Morphological parameters, water and lovastatin content of P. ostreatus grown in maize
cobs + rice hulls (McRh) with spawn from maize seed (Ms), sorghum seed (Ss) and mixt of
them (MsSs).

Growth- spawn substrate

Parameters

McRh-Ms McRh-Ss McRh-MsSs
Number of plants at harvest 1.8 £ 0.9? 1.2 +£ 0.4 1.5 + 0.52
Average length of plants (cm) 12.0 £+ 2.6 13.8 + 2.22 11.6 + 2.72
Number of caps at harvest 12.5 + 8.7° 7.6 £ 5.9? 11.3 £ 5.9?
Average width of caps (cm) 9.3 +£ 10.72 11.5 + 4.42 8.6 + 3.5°
Total weight of mushrooms (g) 443.1 + 119.02 522.0 &+ 120.5° 532.1 + 102.62
Biological efficiency (%) 289 + 7.52 36.1 £+ 5.8° 36.5 + 6.32
Lovastatin concentrations (ug/g)  89.5 + 22.62 193.4 + 47.9° 222.8 + 86.2P
Water content (%) 88.2 + 3.0° 86.2 + 2.92 86.1 + 0.9?

Values are mean + SD, and mean values followed by the same letters in a line are not sig-
nificantly different at (p < .05); Mc, Maize cobs; Rh, Rice hulls; Ms, Maize seed; Ss, Sorghum
seed.

Effect of seed origin on mushrooms produced on the maize cobs + rice hulls mixture

No significant difference was observed in morphological parameters and water content of mushrooms produced on Mc
combined with Rh. The lowest lovastatin concentration, 89.5 pg/g of dried mushroom, was obtained with McRh substrate
using spawns from Ms; this result is significantly different from that obtained with McRh substrate using sSs and McRh
substrate using spawns from Ms combined to Ss with values of 234.1 and 278.3 nug/g, respectively (Table 3).

Effect of production substrate on mushroom growth parameters and lovastatin content

Independently of the origin of spawn seed, the origin of substrate significantly influences the majority of the studied
parameters except for the length of the stand and the average width of the caps. The mushrooms produced on Rh and Mc
combined to Rh were significantly different, except on the weight of the harvested mushroom, while the highest concentra-
tion of lovastatin (447.5 pg/g of dried mushroom) was obtained with Mc used alone as a growth substrate (Table 4).

Analyze effect factor

Regarding the multivariate ANOVA results, growing substrate significantly affected lovastatin content (P < 0.05), while
seed origin was not significant (P = 0,47). The individual and combined effects were also performed. As the result of this
analysis, no seed origin (Ms and Ss) significantly affected lovastatin contains while growing substrate, Mc and Rh and all
their combination with seed origin (parameters in bold) significantly affected lovastatin concentration. Mc positively affects
(P < 0.05) while Rh negatively affects (P < 0.05) this concentration. Among the significant combined effect, RhMs and McSs
negatively affected lovastatin content while McMs and RhSs positively affected lovastatin content; it can be observed that
Mc, as the main factor had an impact of +166.6 while McMs was +219.2 and RhSs, was +71.5 (formula 2).

Formula 2: Evaluation of factors effect on lovastatin concentration obtained with R? of 0.74

LOV = 166.6Mc-54.4Rh + 9.4Ms-24.9Ss + 219.2McMs-121.3McSs-130.7RhMs + 71.5RhSs
(LOV, Lovastatin; Mc, Maize cobs; Rh, Rice hulls; Ms, Maize seed; Ss, Sorghum seed.)
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Table 4
Morphological parameters, water and lovastatin content of P. ostreatus grown on different
agro-wastes independently of the spawn origin.

Parameters Growth- spawn substrate

Mc Rh McRh
Number of plants at harvest 2.5+ 1.5° 1.5 + 0.8° 1.5 + 0.7°
Average length of plants (cm) 11.4 + 2.3 11.6 + 1.62 124 + 2.5
Number of caps at harvest 17.1 £ 13.12 8.3 +£ 3.9 10.5 + 6.9°
Average width of caps (cm) 8.6 + 2.5 9.5 £+ 2.0° 9.8 + 3.4
Total weight of mushrooms (g) 381.9 +£ 171.52 3343 + 7342 499.0 + 114.9°
Biological efficiency (%) 22.5 + 10.12 30.4 + 5.8 33.8 + 7.1°

Lovastatin concentrations (pg/g)  447.5 + 136.82 2835 + 90.5"  168.6 &+ 52.2P

Water content (%) 85.1 + 1.1° 88.0 + 2.7° 86.8 + 2.3%

Values are mean + SD, and mean values followed by the same letters in a line are not signif-
icantly different at (p < .05); Mc, Maize cobs; Rh, Rice hulls.

Discussion

Cultivation of mushrooms is a very profitable agro-industrial activity because it can be practiced on botanical wastes such
as wheat straw, leaves and sawdust, rice straw, maize stalks and cobs, plant residues and bagasse [18,48]. Diverse substrates
affect fungi’s growth, yield, and quality [49]. In our fruiting experiments, P. ostreatus produced fruiting bodies in Mc, Rh, and
Mc combined with Rh, indicating that these agricultural wastes can be used as substrates for their culture. Mc combined
with Rh had the highest yield: 532.1 g/bag, showing that a mixture of agricultural waste can be attractive. As reported by
[50], productivity and BE increased in some combinations compared to wheat straw only. This may be due to a variation
in the ability of these substrates to meet nutritional and environmental needs, and a difference in cellulose, hemicellulose,
and lignin contents [51]. While the largest pileus diameter was produced in Mc combined with Rh: 11.5 cm, followed by Rh:
10.6 cm and Mc: 9.1 cm. P. ostreatus cultivated on Rh had the highest stipe length of 13.8 cm. The pileus diameters of this
work were more important than those obtained by [52], who produced P. ostreatus on Cassava peels (5.33 cm), banana leaves
(7 cm), and amended sawdust (8 cm). The differences in pileus diameter suggest that substrate type is one of the main
factors affecting oyster mushrooms growth, development, fruiting and quality. Several other authors [53,54] also observed
these significant differences among different substrates. The size of the mushrooms depends on substrates poor in cellulose,
hemicelluloses and lignin, which constitute physical barriers and are challenging to decompose without the presence of
lignin-degrading enzymes [55]. The highest BE was observed with Mc combined with Rh: 36.5%. P. ostreatus grown on
cotton residue with or without 5% rice bran supplementation showed 104% and 92.5% BE, respectively [56,57]. Reported
high BE values of P. ostreatus (64.6 and 125.6%) when using sawdust from pejibaye trunks and balsa wood as substrates. The
low BE values can be explained by the organism’s genetics, the culture conditions, the composition of the substrates and
the ratio used in the process. Additionally, BE can be affected by environmental factors like temperature, humidity, light and
pH [58]. In fact, the utilization of different types of substrate by the fungus depends on its ability to secrete enzymes such
as oxidative (ligninase, laccase, manganese peroxidase) and hydrolytic (cellulase, xylanase and tannase) enzymes that are
involved in the utilization of lignocellulosic substrates [59-61]. This enzyme secretion is often stimulated by using certain
supplements during mushroom production [62]. According to [63,64], a 10% supplementation of wheat bran when growing
P. ostreatus on wheat straw increased the biological efficiency value to 83%. Indeed, during the growth of Pleurotus spp.
mycelium, the elemental composition of wheat bran decreases in carbon content and increases in nitrogen and oxygen
content, suggesting a preferential degradation by the mycelium of some polysaccharides and an accumulation of proteins in
the substrate [65,66]. Quantitative estimation of lovastatin was conducted for samples from different growth conditions of
spawn and fungus using a UV-Vis spectrophotometer. The concentration of lovastatin in mushrooms ranged from 89.5—-676.2
ng/g of dried mushroom, respectively, using Mc combined with Rh and Mc only as production substrates with both of them
seeded with spawn obtained from Ms. The maximum yield of lovastatin obtained from Mc substrate using spawns from
Ms may be due to the high content of methionine during spawn production. According to our results, the methionine-
inducing hypothesis may be more associated with spawn production substrate than with mushroom growth substrate. Thus,
differences in the type and nature of phenolic compounds; in the amino acids contained in agricultural by-products can be
considered as key factor for the underproduction or overproduction of the studied compound [67]. This explains why Ms
with the highest methionine content; used as a substrate for seed production represent the ideal substrate for lovastatin
production. As a result, the metabolic induction of lovastatin production occurred at the time of seed production on maize
grains. According to [68], biomass and lovastatin production during submerged fermentations initiated by Aspergillus terreus
ATCC 20542 spores showed a 52% increase in production when the spores used were between 9 and 16 days’ old which
is similar to the age of our seeds. However, according to [69] there is an optimal methionine content that would result
in the highest lovastatin yields. This explains why Rh, having the highest methionine content (16.6 g/kg) combined with
Mc do not allow for the highest lovastatin yields because their methionine contents would deviate from the optimal value
(2 g/1) needed to have the right yield. The Mc with the lowest methionine content combined with the seeds obtained from
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Maize correspond to the best substrate for lovastatin production. The best concentration in this work is higher than that
obtained by [70], which was 619.5 ng/g in P. ostreatus spawns produced by solid-state fermentation on Mc and [71], who
obtained 606.5 pg/g of lovastatin in P. ostreatus obtained from Q-Yo Bio-Technology Farm, Pusin, Chunghua, Taiwan, and
considered as the best lovastatin potentiating result in the literature of our knowledge [21] have used a variety of solid
substrates (wheat bran, rice bran, rice straw, sugarcane bagasse) to grow P. ostreatus to determine the best solid substrate
for maximum yield of lovastatin. In their investigation, a maximum yield of 115 ug/g of lovastatin was obtained using wheat
bran as the solid substrate. Based on the statistical analysis, the main substrate influencing the concentration of lovastatin
was Mc. However, the best concentration was obtained by combining it with the spawns from the Ms. This suggests that the
metabolic induction of lovastatin production was done during the spawn’s production on Ms, which had a higher methionine
concentration than sorghum.

Conclusion

This work was carried out to evaluate the effect of the production substrate on lovastatin concentration and morphologi-
cal parameters of P. ostreatus. The use of maize seeds as the substrate for spawn production and maize cobs as the substrate
for mushroom growth demonstrated the best lovastatin concentration compared with other combinations of the substrate
of this work. Moreover, this lovastatin production is, to the best of our knowledge, the highest content in the scientific lit-
erature from growth of P. ostreatus on a solid substrate. It is hence demonstrated that selecting agro-waste substrates based
on high methionine content during spawn production can potentiate the concentration of lovastatin in P. ostreatus.
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Original Research Article

ABSTRACT

Aims: Lovastatin is a cholesterol-lowering drug produced by several filamentous fungi as a
secondary metabolite. Its concentration in mushroom can be affected by many post-harvest
processes. In this study, fruiting bodies of Pleurotus ostreatus grown on corn cobs were used to
evaluate the effect of conservation techniques on their lovastatin concentration.

Methodology: acid and blanching treatments combined to different processes of fruiting bodies
conservation like sun drying, oven drying and canning by autoclave cooking were tested to
evaluate their effect on lovastatin concentration.

Results: Sun drying, oven drying at 60°C/70°C and canning using autoclave cooking at 100°C did
not significantly affect lovastatin concentration. On the contrary, oven drying at 80°C caused the
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reduction of this compound up to 45.4% with respect to fresh product irrespective of the precedent
use of citric acid or blanching treatments. Also, during canning, the use of autoclave heat
treatments at temperatures 110 and 121°C for 15 minute caused a significant reduction of
lovastatin concentration of about 52.2% and 48.9% respectively compared to the control. In this
regards, it can be concluded that processes that use dry thermal treatments higher than 80°C and
autoclave heat treatments higher than 100°C will contribute to the reduction of lovastatin, the
cholesterol-lowering compound in Pleurotus ostreatus.

Keywords: Pleurotus ostreatus; conservation; lovastatin; citric acid treatment; sun-drying; oven-drying;

autoclave cooking.
1. INTRODUCTION

Fungi are the fleshy fruiting bodies and spores of
a fungus produced using soil or agro waste [1]. In
recent years, their worldwide production and
consumption have increased significantly. The
Food and Agriculture Organization statistics
(FAOSTAT) database shows that the global
production of mushrooms and truffles has
increased significantly from 7.5 million tons in
2009 to 11.8 million tons in 2019 [2]. In
accordance with what mushrooms represent in
human nutrition and health, they can be
classified into four classes: edible, medicinal,
poisonous and other mushrooms, whose
properties are not yet well defined [3]. Some
comestible mushrooms also have medicinal
properties and thus belong to the edible and
medicinal groups simultaneously [4]. Pleurotus
ostreatus belongs to the latter class. P. ostreatus
has been preferred all over the world for many
years due to its characteristic taste, agreeable
aroma, culinary goodness, nutritional content,
medicinal value, high yield, short life cycle and
relatively easy growing method [5]. Mushrooms
have a high nutritive value. They are rich in
protein, dietary fiber, vitamins, minerals and
phenolic compounds. Additionally, they have a
low fat content (composed mainly of unsaturated
fatty acids) and a low energy density [3, 4, 6, 7].
They are the unique non-animal source of
vitamin D [4, 8, 7]. They proteins are of high
quality and have all essential amino acids
required by humans [9]. Scientists from the
University of Oxford [10] have asserted that the
amino acid composition of mushroom proteins is
comparable to that of animal proteins. The
mycelia and fruiting bodies of P. ostreatus
contain a wide range of bioactive compounds
produced through the polyketide biosynthetic
pathway. Statins, among these classes of fungal
metabolites, have gained a great deal of
attention due to their capacity to affect the de
novo synthesis of endogenous cholesterol [11].
Lovastatin is the most widely prescribed drug for

hypercholesterolemia treatment in the world. It
was the first statin that was approved by the US
Food and Drug Administration in 1987 [12].
Lovastatin  (Cy4H360s), a fungal secondary
metabolite, is a competitive inhibitor of the
enzyme hydroxyl methyl glutaryl coenzyme A
(HMG-CoA) reductase, the enzyme that
catalyzes the conversion of HMG-CoA to
mevalonate during cholesterol biosynthesis.
Inhibition of HMG-CoA reductase, during
Cholesterol  biosynthesis  results in  the
accumulation of HMG-CoA which is metabolized
into a simple compound and there are no
lipophilic intermediates noted [13]. The
predominant form of lovastatin in the
fermentation broth is the open hydroxyl-acid form
(mevinolinic acid). However, it is generally in the
lactone form when given to patients as a drug. In
vivo, the lactone form of the compound is being
converted to the open hydroxyl-acid, which is the
biologically active form of the statin [14]. The
commercialization of fresh mushrooms, however,
is challenging because it is a highly perishable
food product that has tendency to lose its quality
directly after being harvested. Mushrooms have
some characteristics that facilitate their rapid
spoilage, namely high water content (85-95%) of
fresh mushrooms [15], neutral pH, high
respiration rate, high level of enzymatic activity,
presence of microflora, and absence of
protective cuticular layer on the skin [16; 17].
Previous studies have indicated a series of
factors that may impact post-harvest mushroom
quality attributes [17], grouping them into both
internal factors associated with the mushroom
itself (water activity, respiration rate, and
microbial activity) and external factors related to
storage (storage temperature, relative humidity,
and mechanical damage). A recent review of
post-harvest preservation techniques used to
maintain the quality and extend the shelf life of
mushrooms was conducted by Zhang et al [17].
These authors classified such conservation
techniques into three groups: thermal, physical
and chemical [17]. Some of these preservation



methods, however, modify the chemical
composition of mushrooms and, therefore, affect
their nutritional value, bioactive properties, and
organoleptic characteristics.

From the above discussion on the health
benefits of some bioactive compounds that are
present in mushrooms and taking into account all
the factors that can influence their quality, the
necessity of applying preservation methods to
effectively reduce quality deterioration, extend
shelf life, and conserve the nutritional value of
fresh mushrooms is evident. If literature many
authors have worked on the impact of
conservation techniques on nutritional
properties of mushrooms, it can be noted that
very few works have targeted the stability of
bioactifs compounds during processing. The
objective of this study was to evaluate the
changes induced by different preservation
treatments including sun-drying, oven-drying and
canning on the lovastatin concentration of
Pleurotus ostreatus.

2. METHODOLOGY
2.1 Research Design

In this study, three distinct treatments were
compared, sun-drying, oven-drying and canning
trough autoclave cooking. The experiment was
performed in a completely randomized design
(CRD) with three replications for each treatment.
Three different drying methods were used,
namely drying without treatment, drying after
citric acid treatment and drying after blanching
treatment. This was applied for sun and oven
drying (Figs. 1 and 2). Before treatment, the
fresh mushroom samples were firstly sliced into
about 5 mm thick slices using a stainless steel
knife. For each replicate of the drying treatments,
500 g of oyster mushrooms were used and for
the canning treatment, 120 g were used. In the
natural drying method, the mushroom samples
were spread on perforated trays and sun-dried.
The samples were mixed at regular intervals to
ensure uniform drying.

2.2 Pleurotus ostreatus Production
2.2.1 Mushroom strains

A pure culture of Pleurotus ostreatus was
isolated from pileus tissue with sterile clamps by
cutting longitudinally and transferring to Petri
dishes containing potato dextrose agar (PDA)
before incubating for 14 days at 25°C [18].
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2.2.2 Spawn production

For spawn production, corn grains were used as
substrate. Spawn medium was prepared
according to [19] with slight modification. Each
spawn medium was washed and soaked
overnight, after this, water was drained, and they
were boiled for 15 minutes with fresh water, and
allowed to cool for 20 minutes. One hundred
grams of each medium were transferred in tissue
culture bottles, autoclaved at 121°C for 60
minutes, and allowed to cool. The bottles were
inoculated with P. ostreatus mycelia and
incubated for 14 days in the dark at 25°C.

2.2.3 Pleurotus ostreatus growing

Corn cobs were used for cultivating Pleurotus
ostreatus. All substrate supplements were mixed
manually with water to reach approximately 90%
moisture as suggested by [19]. The mixture
(1500 g) was then packed in polypropylene
sacks and the sacks were sterilized at 121°C for
1 hour. After cooling the temperature to 25 °C,
spawns were aseptically inoculated into the bags
(100 g). The bags were then incubated in the
dark in the mycelial growth room at a
temperature of 25+1 °C, with a relative humidity
of 60-75%. After the mycelium had colonized the
substrates of the bags, they were withdrawn in
the dark for fruiting. The bags were kept at 25+1
°C, 70-80% humidity. Watering was done daily
with a tap water sprayer until fruiting bodies were
completely mature. Developed mushrooms were
harvested after around 3-4 days from the initial
fructification.

2.3 Experimental Treatment Processes
2.3.1 Treatments

The treatments administered to mushrooms
before drying and canning were as follows: (a)
blanching [B] in hot water at 93°C for 3 min, (b)
dipping for 10 min in a solution containing 0,5 g/L
citric acid [CA]. Untreated mushrooms were used
as a control.

2.3.1.1 Drying processes

Two drying processes were used in this study:
sun drying (Fig. 1) and oven hot air drying (Fig.
2). For oven drying, mushrooms were dried with
hot air at 60, 70 and 80°C with an air flow rate of
1.5 m/s up to 85% moisture lost. The material
loaded on the tray was weighed constantly. The
air was electrically heated prior to entering the



dryer. Following drying, all samples were
grounded in an electric mill individually and
sieved through an 80 mesh screen to obtain fine
powders. The obtained powder was cooled,
packed hygienically and stored in a hermetic
container for later usage.

2.3.1.2 Canning process

After cleaning, mushrooms were blanched and
heat treated in autoclave at different
temperatures including 100, 110 and 121°C for
15 min and conditioned in glass cans. The

resh mushroom 250¢

Cleaning

—— '/l\‘

Soaking for 10min in the citric
acid mixture then sun drying
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canned mushrooms were subjected to lovastatin
content analyses and a microbiological quality
assessment directly after production. The cans
microbial stability was evaluated over a period of
5 months. For this purpose, the following flora
were analyzed: total aerobic mesophilic flora and
total aerobic spore flora. Following the
enumeration, a visual evaluation of the stability
marked by the development or not of the
microorganisms was also carried out every week
for the different conditions up to five months

(Fig. 3).

Blanching 3 min at
93°C then cooling and
drying in the sun

[ Dry mushroom]

Fig. 1. Protocol of sun drying processing

Fresh mushroom 250g

Blanching 3 min at 93°C then

cooling and drying in the
oven

l

60, 70 et 80°C

l

Soaking for 10min in the citric
acid mixture then drying in the
oven

Dry mushroom

Fig. 2. Protocol of oven drying processing
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Fresh mushroom 250g

Cleaning

Blanching for 3 minutes; weighing
and filling into glass jars then adding
brine.

Autoclave cooking at different
temperatures (100 (19min); 110
(19min) and 121°C (15min))

Preserves

Fig. 3. Protocol of canning processing

2.4 Method of Data Analysis

The data set was statistically analyzed for the
mean difference using an LSD post hoc test with
significant differences were considered for
P<0.05.

2.4.1 Preparation of lovastatin standard and
standard curve

The beta hydroxyl acid form of lovastatin being
the most produced by mushrooms, this was the
form used for the lovastatin curve and was
determined by UV/Vis spectrophotometer
analysis at 238nm. Also, the beta hydroxyl acid is
quite stable in solution [20]. Tablets of
pharmaceutical-grade  lovastatin ~ (Lovastatin
STADA®, lactone form) containing 40 mg of
lovastatin per tablet was used to prepare the
standards for the assays. The hydroxy acid form
of lovastatin was prepared from tablets by
hydrolysis as described by Yang and Hwang
[21]. To obtain a stock solution of 20 mg/ml,
lovastatin was dissolved in acetonitrile and other
dilutions in acetonitrile were performed to have
different concentrations which optical density
(OD) was read by a UV/Vis spectrophotometer

(Genesis 10S) at 238nm. A calibration curve was
hence obtained. The absorbance of different
solutions with concentrations ranging from 7 to
125 pg/ml was determined and a standard plot
was realized to obtain a linear curve. The
equation obtained was used to determine the
lovastatin concentration present in mushroom
extracts.

2.4.2 Extraction of
ostreatus

lovastatin  from P.

This was carried out according to [22]. The test
excluded the conversion step to the lactone form.
Three grams of the mushroom powder were
taken in a test tube and mixed with 50ml of ethyl
acetate. Extraction of lovastatin was carried out
by sonication for 45min, before filtration using
Whatman No. 1 filter paper. The residual material
was washed three times using ethyl acetate. The
liquid phase was dried under a vacuum in a
rotary evaporator at 45°C. The dried residue was
dissolved in 2ml acetonitrile and used to
determine the lovastatin content by UV/Vis

spectrometry. All the concentration was
determined based on dry product
basis.



3. RESULTS AND DISCUSSION

The cultivation of mushrooms is a rather complex
process that allows the production of a highly
perishable product that need to be preserved. In
fact, many mushrooms have become attractive
because research has focused a lot on their
health benefits, attributed to their bioactive
compounds as reviewed in detail by different
authors [23, 24, 25, 26, 27, 28, 29]. The chemical
and nutritional attributes of mushrooms are
interrelated not only to species but also to
processing [30, 31, 32] and cooking [33, 34, 35].
Our experiment was focused on the stability of
lovastatin after  different  transformations
processes.

3.1 Variation of Lovastatin Concentration
during Solar Drying Combined to
Different Treatments

Drying is a frequent and the most used
preservation method used on mushrooms [36,
37]. In our study, different drying techniques
were used and the products compared to fresh
mushroom. Lowering the pH is generally used to
convert most of the acidic form to the quantifiable
lovastatin lactone form [38, 39, 40, 41]. However,
most reports recognize that incomplete
hydrolysis often occurs under these conditions,
and that equilibrium between the lactone and
acid forms is always present. For this reason,
some studies have focused on the conversion of
the lactone form of lovastatin to the acid form
under alkaline conditions. In such cases, most
lovastatin is present in the more stable hydroxy
acid form [42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49]. In our
work, lovastatin was extracted in neutral medium
and under these conditions lovastatin is present
in both forms; the acidic form being predominant,
which is in line with [22;50]. Our results show that
the lovastatin concentration present in the fresh
mushroom was 735.9 + 7.2 pg/g on dry weight
basis and that solar drying without any additional
treatment does not affect this concentration. In
their work [50] also demonstrated that sun drying
did not affect the concentration of statin.
However, blanching and citric acid treatment
before  drying significantly affected this
concentration. In fact, the acid treatment with
citric acid followed by sun drying is considered as
a combined treatments inducing a higher
detection of lovastatin; 1471.7 + 11.3 ug/g of dry
mushroom compared to 735.9 = 7.2 ug/g fresh
mushroom (control). It is obvious that there is no
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creation of lovastatin after a treatment with
respect to the fresh product. As mentioned
previously, in fungi, lovastatin can be present in
both its lactone and hydroxy acid form. This
bioconversion is bidirectional and significantly
affected by the prevailing pH conditions [51]. At
low pH, most of the acidic form is converted to
the quantifiable lovastatin in the lactone form,
although equilibrium is still present [52].
Therefore, culture conditions, special
pretreatments, or pH adjustments during analysis
may affect the ratio of the two forms of lovastatin.
In our case, the treatment in acidic medium
favored the conversion of the acidic form to the
lactone form, which was therefore dominant. In
their work [53, 48] demonstrated that lovastatin in
its lactone form, is poorly soluble in water and
soluble in organic solvents, while the acidic (-
hydroxy form is more soluble in water. Our
extractions having been made in ethyl acetate,
this would therefore favor the extraction of the
lactone form, predominant in the medium under
these conditions. Blanching before sun drying
produced and increased detection of lovastatin to
concentrations of about 1085.2 + 54.1 ug/g

(Fig. 4).

3.2 Variation of Lovastatin Concentration
During Oven Drying Combined to
Different Treatments

From Fig. 5 and 6 it appears that oven drying at
60 and 70°C without any treatment has no
significant effect on the lovastatin concentration.
However, citric acid treatment potentiated the
detected concentration. In fact, acid treatment
demonstrated to increase the detection of
lovastatin to concentrations of 1216.7 + 191.6
pg/g and 1335.7 + 94.0 pg/g dry mushroom
respectively at 60 and 70°C compared to 735.9 £
7.2 pg/g of the control. The increased in
concentration could be related as indicated
previously to compound availability during
extraction or to the detection method. In fact, we
also have to take into account the molar
extinction coefficient values of the lactone and
acid hydroxy forms of lovastatin. Indeed, [54]
Seenivasan et al., 2015 in their work performed a
regression analysis of the individual forms of
lovastatin and the molar extinction coefficients ()
of the lactone form and acid form of lovastatin
obtained were 4.89x10* + 21.8 and 5.99x10* +
36 M-1cm™, respectively. Using the Beer
Lambert equation, we can say that for equal
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Citric acid+sun drying  Blanched+sun drying

Treatments

Fig. 4. Variation of lovastatin concentration during solar drying according to treatments

optical density, a shift from total acid form to a
total lactone form in a solution will increase the
estimated concentration by about 1.22 times
without any addition of lovastatin in the medium.
Taking into consideration this, increase or
reduction in concentrations lower or equal to 1.22
time that of the fresh product was not considered
in this work as associated to the transformation
process but linked to the spectrophotometer
detection method and calculations. Contrary to
the result observed during solar drying, blanching
followed by oven drying at 60 and 70°C did not
result in a change in lovastatin detection. This
would reflect the fact that, at these temperatures,
lovastatin is not degraded and the ratio of the two
forms are not changed. Similar results were
obtained by [55] when lovastatin was treated at
105°C for 4h.On the other hand, oven drying at
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800 a
600
400
200
0

Ho

Lovastatin concentration ug/g

Fresh mushroom

Oven drying 60°C

80°C regardless of the treatments resulted in a
significant decrease in lovastatin concentration in
all conditions. However, in opposition with
treatments at 60°C and 70°C, blanching
pretreatment combined to oven drying at 80°C
resulted in the greatest reduction of lovastatin
concentration with regards of the control). This
reduction is about 45.4% (401.8 + 24.8 ug/g of
dry mushroom compared to 735.9 + 7.2 ug/g
control (Fig. 7). This would suggest that
combining these two heat treatments, lovastatin
is hydrolyzed to other by-products that would not
absorb at the wavelength used in the work. As
mentioned by [50] the treatment time effect plays
a major role in lovastatin stability. They noted
that the degradation of statins depended not only
on the environmental conditions, but also on the
duration of the stress exposure.

Hlay

Citric acid+oven drying Blanched+oven drying
60°C 60°C

Treatments

Fig. 5. Variation of lovastatin concentration during oven drying at 60°C according to
treatments
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Fig. 6. Variation of lovastatin concentration during oven drying at 70°C according to
treatments
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Fig. 7. Variation of lovastatin concentration during oven drying at 80°C according to
treatments

3.3 Variation of Lovastatin Concentration
in Canned Mushroom as a Function of
Processing Temperature

Canning is a technique by which the mushrooms
can be stored for longer periods up to a year at
shelf condition. We assessed the effect of
different appertization temperatures during
canning on the lovastatin concentration.

Appertization is intended as a thermal treatment
of food already in its final container. In our work,
autoclave was used for the thermal treatment.
From Fig. 8, it appears that, blanching do not
have a significant effect on lovastatin contain
with comparison to the fresh control. This result
was also observed after appertization at 100°C.
According to [56], after neutral hydrolysis of
statin the mostly and identified form of lovastatin



present in the medium is the hydroxyl acid form
which is the same observation with fresh
mushroom. On the other hand, the appertization
at 110 and 121°C significantly reduced this
concentration by 52.2% and 48.9% respectively.
This would suggest that at these temperatures
lovastatin is hydrolyzed to other by-products that
would not absorb at the wavelength used in the
work.

3.4 Microbial Analysis of Preserves

Concerning the microbiological analysis carried
out 1 month after the treatments, it appears that,
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except for the control which presented a
microbial load of 6.6*10" + 1.94 CFU/ml in total
aerobic mesophilic flora, no other condition
presented the growth of both total aerobic
mesophilic flora and total aerobic spore flora.
The Images 1 and 2 represent the visual aspect
of the canned food at different periods of
conservation. From this observation we can see
that apart from the control which has not been
appertized, no visual growth was observable in
the different conditions after five months. This
reflects the fact that pasteurization and
appertization have resulted in deactivation of the
microbial flora observed with the control.

Q
TS

Preserves 110°C  Preserves 121°C

Treatments

Fig. 8. Variation of lovastatin concentration in canned mushroom as a function of processing
temperature

Image 1. Evolution of preserves

after Imonth of conservation
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Image 2. Evolution of preserves after five months of conservation

4. CONCLUSION

One of the fear of the food industry is the loss of
nutritional and heath protection compound during
food transformation and preservation. In this
work, different processes for Pleurotus ostreatus
storage were assessed with regard to lovastatin
degradation. It was observed that application of
citric acid and blanching treatment before sun
drying or oven drying at 60 and 70°C did not
caused lovastatin reduction. On the contrary,
oven drying at 80°C caused the reduction of this
compound irrespective of the type of the
precedent acid or blanching treatments. Also,
during canning, the use of autoclave cooking at
temperatures higher than 100°C for 15 min
caused a significant reduction of lovastatin
concentration in comparison to the control, of
about 52.2% and 48.9% depending of the
pretreatment applied. We can conclude that, the
treatment of mushroom at 80°C in dry oven, 110
and 121°C autoclave cooking during canning
process decrease the lovastatin in mushroom.
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ABSTRACT

Pleurotus species, commonly known as oyster mushrooms, are edible fungi cultivated
worldwide. Pleurotus genus is one of most extensively studied white-rot fungi due to its
exceptional ligninolytic properties. These mushrooms have the ability to colonize and
degrade a wide variety of lingo-cellulosic wastes with relatively short cycle. The objective
of this study was to review published research works on the effect of substrates on
nutritional composition and functional property of Pleurotus ostreatus. A literature search
was done on the internet and university libraries in this area. It was found that different
substrates used in cultivating mushrooms do have effect on the functional, organoleptic
and nutritional properties of mushrooms. This review presents a practical checklist of
effect of substrates on quality of Pleurotus ostreatus that may help different users.

Contribution/Originality: This study is one of very few studies which have investigated the effect of type of

substrate on nutritional composition and functional property of Pleurotus ostreatus.

1. INTRODUCTION

Pleurotus species, commonly known as oyster mushrooms, are edible fungi cultivated worldwide especially in
South East Asia, India, Europe and Africa [17]. China produces 64 % of all edible mushrooms in the world and
85% of all

mushrooms is the third largest [37] commercially produced mushroom in the world; however, Sanchez [47]

oyster mushrooms all over the world (Pleurotus spp.) is also produced in China [2]. Oyster
reported that P. ostreatus is the second largest next to Agaricus bisporus in the world market. It consists of a number

of different species including Pleurotus ostreatus, P. sajor-caju, P.cystidiosus, P. cornucopiae, P. pulmonarius, P.
tuberregium, P. sapidus, P. citrinopileatus and P. flabellatus, which have been cultivated in temperate and subtropical
regions of the world.

Opysters are naturally found on rotten wood material. The growing and consumption interest of oyster
mushroom is increasing largely due to its taste, medicinal and nutritional properties [57. P. ostreatus demands
few environmental controls, and their fruiting bodies are not often attacked by diseases and pests, and they
can be cultivated in a simple and cheap way. All this makes P. ostreatus cultivation an excellent alternative

for production of mushrooms when compared to other mushrooms. Therefore, it is better for unskilled farmers
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than other mushrooms. Mushroom cultivation provides an alternative employment and it contributes to food
security to rural disadvantaged groups [67]. These mushrooms have the ability to colonize and degrade a wide
variety of lignocellulosic wastes with relatively short cycle [7-157.

Agro-industrial waste is produced in huge amounts, and it becomes an interesting substrate, due its commercial
exploitation as well as associated environmental problems [16, 177]. Many studies have been conducted to test the
ability of Pleurotus to grow on different agro wastes, such as cassava peels, cotton seed hulls, coffee husks, wheat
straw, barely straw, saw dust and sinar straw [4, 18, 197] tomato tuft [207] fruit pulp and peel, coffee pulp, sugarcane
residues [21-237]. These by-products are left to rot in the field or are disposed of through burning. These residues
associated with mycelium also have a great potential for use as fodder animal and as fertilizer in agriculture [24,
257. The objective of this study was to review published research works on the effect of substrates on nutritional

composition and functional property of Pleurotus ostreatus.

2. MICRO NUTRIENTS CONTENT OF PLEUROTUS OSTREATUS

The fructifications of mushrooms are characterized by a high level of well assimilable mineral constituents
whose level depends amongs other things, on the species and the age of the mushroom, the diameter of the pilei and
the substrate [26, 277. The distribution of these substances in the fructification varies and their content is usually
greater in the pileus than in the stipe [287. The pilei of Pleurotus osteatus have greater contents of copper, iron,

potassium, magnesium, phosphorus and zinc, and the stipes of sodium [297 (Table 1).

2.1. Phosphorus

Phosphorus and calcium are minerals more represented in the body. In fact, 80% of phosphorus are associated
with calcium to form bones and teeth. The rest of 20% is in the blood and soft tissues. This mineral could be
assimilated by the body trough nutrition. In a study; Victor and Olatomiwa [307] showed that Phosphorus was the
most abundant mineral element in the cultivated mushroom samples. The value ranges between 51.97 mg/100g to
56.77mg/100g. Ogundele, et al. (317 reported in a study that phosphorus have a value range to (10.86 and 10.09
mg/100 g) for mushroom harvested from hardwood (Anogeissus leiocarpus) sawdust and softwood (Daniellia
oliver) sawdust respectively. Tamiris, et al. (327 also reported that in P. ostreatoroseus mushrooms the

macrominerals K and P were significant while Mg and Ca were determined in minor amounts.

2.2. Potassium

In an earlier study, phosphorus and potassium were reported as the most abundant mineral elements in P.
sajor-caju fruit bodies cultivated on corncobs. It was also reported potassium as the most concentrated mineral
element in various species of edible mushrooms Oyetayo [337; Manzi, et al. [87]. Ogundele, et al. [317] reported in
a study that potassium have the highest value (22.81 mg/100 g and 21.90 mg/100 g) for mushroom harvested
from hardwood (Anogeissus leiocarpus) sawdust and softwood (Daniellia oliveri) sawdust respectively. This result
was similar to the report of Alananbeh et al.,, in Ananbeh and Almomany [207 who reported that highest value for
potassium was obtained from Pleurotus ostreatus harvested from four different substrates. Potassium was
reported to be essential for several enzymatic reactions in food, and the quantity in Pleurotus ostreatus makes

it good food for people suffering from hypertension and heart diseases.

2.3. Calcium

Ogundele, et al. [817] have reported that calcium have a value range to 3.51 and 3.42 mg/100 g for
mushroom harvested from hardwood (Anogeissus letocarpus) sawdust and softwood (Daniellia oliveri) sawdust
respectively. Victor and Olatomiwa [307] reported that Pleurotus ostreatus harvested from Pycnanthus Ongoleubis,

Ceiba Pentandra and Cananium sp. of Wood type recorded 8.87; 5.87 and 6.85 mg/100g respectively.
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2.4. Sodium
For mushroom harvested from hardwood (Anogeissus lezocarpus) sawdust and softwood (Daniellia oliveri)
sawdust respectively, Ogundele, et al. [817] show that sodium have a value range to 8.51 and 3.00 mg/100 g.

Comparatively, Pleurotus ostreatus harvested from cupuagu exocarp supplemented with rice bran recorded 30.85

g/kg.

2.6. Magnesium

According to Victor and Olatomiwa 307 the least mineral values were recorded from Magnesium. About 1.25
mg/100g was obtained from the Pleurotus ostreatus harvested from hardwood (Anogeissus leiocarpus) sawdust
while 1.04 mg/100g was obtained from softwood (Daniellia oliveri) sawdust. However, Debu, et al. [34]
reported that the highest and the lowest (13.31) milligram percentage of magnesium was observed on Swietenia

mahagoni and ficus carica sawdust substrates respectively.

2.7. Zinc

Pleurotus ostreatus harvested from hardwood (Anogeissus letocarpus) sawdust recorded 0.96 mg/100 g of zinc as
well as softwood (Daniellia oliveri) sawdust Ogundele, et al. [317]. Oyetayo [337] also reported that in P.
ostreatoroseus mushrooms, among the trace elements, Zn and Fe had the highest concentrations and Na, Mn and

Cu were present in small quantities .

Table-1. Micro nutrients content of Pleurotus ostreatus harvested from different sawdust substrates

Sawdust Calcium Sodium | Potassium | Phosphorus | Magnesium | Zinc References
Substrate (%) (mg/100g) | % % % % %
P

yenanthus 8.87 4.39 11.34 56.77 3.57
Ongoleubis
Ceib 30

eba 5.87 1.08 9.42 51.97 1.69 [s0]
Pentandra
Cananium sp. 6.85 4.11 10.33 53.24 2.22
Softwood sawdust 3.42 3.00 21.90 10.09 1.04 0.95

[31]
Hardwood sawdust | 3.51 3.51 22.81 10.36 1.25 0.96
cupuagu
10.39

exocarp .| 021 30.85 24.19 1.46 [s2]
supplemented with
rice bran. g/kg
Fig tree 27.88 1.18 0.88 13.31
Rain Tree 30.69 1.26 0.77 18.02
Mahogany tree 31.98 1.27 0.79 19.85 [347
Ipil ipil tree 31.92 1.28 0.85 14.35
Eucalyptus tree 31.47 1.16 0.87 17.26
Mixture of sawdust | 31.25 1.18 0.91 15.28

Source: [30-32, 347

3. MACRO NUTRIENT CONTENT OF PLEUROTUS OSTREATUS
The chemical composition of mushrooms determines their nutritional values. It differs according to species but
also depend among others thing include included substratum. In fact, mushrooms can supply nutritive constituents

important in the human nutrition; such as dietary fibre; protein, carbohydrate etc...

3.1. Protein Content

Protein content mushrooms is constituted of more than half of total nitrogen and depends on several factors
among which the composition of substrate. This content varies between 0,8 and 8,5 g/100g of fresh matter (857 or
between 19,0 and 89,0 g/100g dry matter Coskuner and Ozdemir [367. Victor and Olatomiwa [307] reported that
the protein composition of the Pleurotus samples produced on Pycnanthus Ongoleubis, Ceiba pentandra, Cananium sp.
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sawdusts ranges between 20.03 to 20.11%. These results are in the same line as Bonatti, et al. [247] who produced
Pleurotus ostreatus on cotton waste. Comparatively, Ogundele, et al. [317] showed that the protein content of the
mushroom harvested from the hardwood sawdust (Anogeissus leiocarpus) was higher (26.67% db) than that
harvested from softwood sawdust (17.68% db). On the other hand, Pleurotus cultivated on rice bran, Pineapple
crown, cupuagu exocarp, pineapple peel, agai seed and sawdust substrates presented 17.87%, 16.14%, 12.42%, 7.99%,
7.85%, 5.44%, of protein contents respectively [837. On cottonseed waste, the results of crude protein obtained
were 25.91%, which are in the range reported by Rashad, et al. [877]. Akindahunsi and Oyetayo [387] also reported

28.52% of crude protein for fresh P. ostreatus.

3.2. Crude Fibre Content

Studies carried out by different authors showed that crude fibre content depends on the substrate on which
Pleurotus is produced. Specifically, they obtained 18.50%, 17.51%, 12,79% 10.66%, and 9.59% respectively cultivated
on cottonseed wastes [247] cupuagu exocarp supplemented with rice bran [387] Pycnanthus ongoleubi and Ceiba
pentandra [[307] softwood sawdust (Daniellia oliveri %) and hardwood sawdust (Anogeissus lezocarpus) [317]. From
these results, we can notice that the highest crude fibre content is obtained with Pleurotus cultivated on cottonseed

wastes and the lowest on hardwood.

3.3. Fat Content

Oyster mushroom has been reported to have low fat [8, 397. This is confirmed with the report of Victor and
Olatomiwa [307] whose obtain fat content (2.31% to 8.09%) cultivated on Cezba pentandra and Pycnanthus ongoleubis
respectively. The crude fat content of mushroom from hardwood sawdust (Anogeissus leiocarpus) were lower 1.72 %
db compare to mushroom harvested from softwood sawdust (Daniellia oliver:) (1.81%) [317]. With rice bran
substrate, fat contents was 3.8% [327]. To conclude, Pleurotus cultivated on hardwood sawdust (Anogeissus lezocarpus)

had the lowest fat content (1.72%)

3.4. Carbohydrate Content

On a dry basis, constitutive of the fungus, the carbohydrate content was higher in Pleurotus ostreatus grown on
acai seeds (85.69%), cupuagu exocarp (71.09%) and pineapple skin. (67.96%). This content is relatively lower in
Pleurotus grown on cotton waste (48.35%), on Pycnanthus ongoleubis (45.75%) and on Ceiba pentandra and
Cananium sp (41.87% and 44.56% respectively) [307. These latter results are similar to the report by Ragunathan
and Swaminathan [227] that the carbohydrate content of Pleurotus ostreatus is between 40.60 and 53.30%. Also, the
carbohydrate content of sawdust fungi (Anogeissus leiocarpus) was 41.57% lower than that of softwood sawdust

(Daniellia oliveri) (52.04% db) [317].

3.5. Amino Acid Composition

The most abundant amino acids reported by Victor and Olatomiwa [307] are glutamic acid, arginine, aspartic
acid, threonine, leucine and alanine. Chirinang and Intarapichet (897 previously reported that these amino acids
were more abundant in P. ostreatus and P. sajor-caju. However, glutamic acid (9.01 g / 100 g at 10.3 g / 100 g) was
more abundant in P. ostreatus grown on a woody substrate. These results are consistent with the work of Mendez, et
al. [407] who worked on the same types of substrate. Bender [417 reports that P. ostreatoroseus contains eight
essential amino acids. In P. ostreatoroseus DPUA 1720, the most abundant were valine, lysine and leucine ranging
from 1.184 to 1.304 g / 100 g. The content of glutamate and aspartate (non-essential amino acids) was 3.592 and
2.061 g / 100 g. However, the amino acid concentration of Flammulina velutipes and P. ostreatus grown in wheat,

cotton, and soybean was lower [42, 437].
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Table-2. Macro nutrients content of Pleurotus ostreatus harvested from differents substrates

Substrate (%) Protein | Carbohydrate Fat Amino acid | Crude fibre | References
gt 20.11 45.74 3.09 | 42.80 17.51
Ongoleubis
Lt 20,08 41.8 2.51 | 40.56 17.85 [30]
Pentandra
Cananium sp. 20.06 45.74 2.76 | 85.97 17.42
Softwood sawdust 17.68 52.04 1.81 10.66 [517
Hardwood sawdust 26.67 41.57 1.72 11.05
Cupuagu
exocarp supplemented with rice | 23.53 46.98 3.08 | 20.27 12.79 [s2]
bran.
Cotton seed waste 25.91 42.14 2.18 10.41 [44]
Fig tree 25.35 40.19 4.46 18.96
Rain Tree 26.24 41.26 4.25 19.25
Mahogany tree 26.73 42.86 3.75 17.18
ZZE:;;EGS ilgillltree 27.30 40.28 $.67 20.30 [84]
Eucalyptus tree 26.83 40.23 3.43 20.58
mixture of all _
26.46 39.67 3.47 17.87
sawdust

Source: [30-32, 34, 447

4. FUNCTIONAL PROPERTY
4.1. Moisture Content

Water is one of the main components of mushroom. Chang and Miles [457] had reported that the moisture
content of dried mushrooms range from 9 - 13%. These results are confirmed by Victor and Olatomiwa [307] who
obtain moisture content of dried Pleurotus ostreatus ranges from 9.00% to 10.72%. The moisture content of Pleurotus
ostreatus harvested from hardwood sawdust (Anogeissus leiocarpus) [327] was higher (8.93% db) than that
harvested from softwood sawdust (Daniellia oliveri) (7.88% db) Ogundele, et al. [317]. On cottonseed waste the
moisture content was 8.45%, which is in the range of report of Manzi, et al. [87] for the fruiting bodies of fresh

P.ostreatus cultivated on different lignocellulosic agro-wastes. Similar results were also reported by Patil, et al. [467].

4.2. Ash Content

According to Ogundele, et al. [817] there was no significant difference at p < 0.05 in values of ash content of
mushroom harvested from the substrates. Although, in an early studies, Tamiris, et al. [327] observe significant
difference in values of ash content: 9.14, 4.53, 3.96 and 3.45% in rice bran, cupuagu exocarp, pineapple crown

and pineapple peel, respectively.

Table-3. Macro nutrient content of' Pleurotus ostreatus harvested from differents substrates

Substrate (%) ASH MOISTURE References
Pycnanthus ongoleubis 4.75 9.25
Cetba pentandra 8.19 10.72 [30]
Cananium sp. 6.76 2.22
Softwood sawdust 9.59 7.88 [317
Hardwood sawdust 9.83 8.93 )
Cupuagu exocarp supplemented with rice bran. | 6.49 7.15 [32]
cottonseed waste 10.91 £ 1.22 8.45 + 1.65 [44]
Fig tree 11.0 89.47
Rain Tree 9.0 90.13
il Mihogany tree 10.0 89.97 ‘
substrates 'Ip.1 8.5 90.13 [34]
ipil tree
Eucalyptus tree 9.0 90.17
mixture of all sawdust 13.0 90.20

Source: [30-32, 44
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5. CONCLUSION

This study observed that there is variation in proximate composition of the Pleurotus ostreatus grown and

harvested from different substrates, which could be attributed to the nutritional composition of the substrate

where these were cultivated.
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