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RESUME COURT

Les travaux présentés dans cette thése ont porté sur la composition chimique des
champignons indigénes du Québec. L' analyse des lipides des champignons 4 I’étude, dont
la teneur se situait entre 3,1 et 16% du poids sec, a permis 'identification de nombreux
acides gras (Cy 4 Csg) dont certains sont rapportés pour la premiére fois chez les
basidiomycétes soient les acides 11-hexadécénoique (16:1 All), 7,10-hexadécadiénoique
(16:2 A7,10), 11-heptadécénoique (17:1 All), et chez les mycétes, nommément les acides
ciz-11,12-méthyléneoctadécanoique (19:0 cycll) et élaidique (18:1 A9r). Les principaux
acides gras retrouvés étaient les acides palmitique (16:0), oléique (18:1 A9¢) et linoléique
(18:2 A9¢,12¢). L'analyse des profils d’acides gras a par ailleurs montré que le contenu en
certains acides gras peut varier d’une espéce 4 "autre. L°éude des profils d’acides gras de
deux espéces de Pleuroius (P, ostreatus et P. cornucopiae var. ciirino-pileatus) cultivées
sous différentes conditions de température a pour sa part révélé une augmentation du
niveau d’insaturation chez les acides gras des fractions polaire et non polaire des
carpophores de P. ostreatus lorsque la température de croissance était inférieure a 17°C.
Une température de croissance supérieure & 17°C a par ailleurs influencé les profils
d’acides gras chez les deux champignons 4 I'étude. Les travaux réalisés sur le champignon
Granoderma (sugae ont quant & eux permis de soupgonner la présence de 16 composés
ayant des structures complexes qui, 4 ce jour, n’ont jamais été rapportés chez cette espéce.
La purification partielle de deux de ces composés ainsi que les analyses spectroscopiques
effectuées ont révélé une structure compacte, probablement pentacyclique, polysubstituée
et polycétonique, incluant une chaine latérale d’une douzaine de carbones pour chaque
composé. Enfin, les travaux destinés 4 démontrer la présence d’éritadénine et de lovastatin
chez les champignons indigénes du Québec n'ont pu révéler la présence de ces molécules

d’intérét nutraceutique chez les 29 espéces de champignons analysées.
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RESUME LONG

Cette thése, qui s'inscrit dans un programme de recherche destiné a valoriser la
mycoflore du Québec, avait pour objectif d’avoir une meilleure connaissance de la
composition chimique de la mycoflore du Québec, I'une des plus riches au monde, qui a

Jusqu’ici été peu étudide dans un contexte mycochimigue,

La teneur en lipides et la composition en acides gras ont d’abord été étudiges chez
différentes espéces de champignons indigénes du Québec appartenant a la famille des
Agaricaceae, Amanitaceae, Boletaceae, Coprinaceae, Ganodermataceae et Lycoperdaceae,
L’analyse des lipides des champignons a I’étude, dont la teneur se situait entre 3,1 et 16%
du poids sec, a permis I'identification de plus de 40 acides gras différents (Cq & Cz6) dont
certains sont rapportés pour la premiére fois chez les basidiomycétes soient les acides 11-
hexadécénoigue (16:1 A1), 7,10-hexadécadiénoique (16:2 AT7,10), 11-heptadécénoique
(17:1  All), et chez les mycéies, nommément les acides cis-11,12-
méthyléneoctadécanoique (19:0 cycl1) et élaidique (18:1 A9r). Les principaux acides gras
retrouvés étaient les acides palmitique (16:0), oléique (18:1 A9¢) et linoléique (18:2
A9, 12¢). L'analyse des profils d’acides gras a par ailleurs montré que le contenu en

certains acides gras peut varier d’une espéce 4 I'autre.

L'étude des profils d*acides gras de deux espéces de Plewrotus (P. ostreatus et P,
cornucopiae var. citrino-pileatus) cultivées sous différentes conditions de température a
pour sa part révélé une augmentation du nivean d’insaturation chez les acides gras des
fractions polaire et non polaire des carpophores de P. ostreatus lorsque la température de
croissance était inférieure 4 17°C, Bien que les températures de croissance supeéricures i
17°C n’aient pas eu un effet clair sur le degré d’insaturation des acides gras, 1’analyse des
résultats obtenus révéle que la température de croissance influence les profils d’acides gras
des carpophores de P. ostreatus et de P. cornucopiae var. citrino-pileatus, et ce de fagon
différente selon I'espéce considérée. Ces travaux suggérent qu'il pourrait étre possible de
moduler le degré d'insaturation des acides gras des espéces du genre Plewroius en

modifiant la température de croissance.
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Les travaux réalisés sur le champignon Ganoderma tsugae ont quant a eux permis
de soupgonner la présence de 16 composés ayant des structures complexes qui, a ce jour,
n‘ont jamais été rapporiés chez cette espéce. La purification partielle de deux de ces
composés, avant des poids moléculaires respectifs de 646 (composé A) et 662 (composé
B), ainsi que les analyses spectroscopiques effectuées ont permis de réduire 4 une le
nombre de formules moléculaires possibles pour chaque composé, soient CagHaOs pour le
composé A et CyHypOg pour le composé B, Au niveau structural, les données obtenues
sugpérent pour chaque composé une structure de base compacte, possiblement
triterpénigue ou stéroidienne 4 cing hexacycles accompagnée d’une chaine latérale d une
douzaine de carbone, possiblement cyclique. Les composés pentacycliques sont fréquents
chez les plantes vertes, mais demeurent peu rapportés chez les mycétes. La caractérisation
des composés A et B devra étre complétée afin de confirmer la présence de tels composés

chez (5. isugae.

Enfin, les travaux destinés 4 démontrer la présence d’éritadénine et de lovastatin
chez les champignons indigénes du Québec n’ont pu révéler la présence de ces molécules

d’intérét nutraceutique chez les 29 espéces de champignons analysées.
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INTRODUCTION GENERALE



Au cours de la derniére décennie, I'intérét pour les champignons a fait un bond
considérable au Québee, comme au Canada. Fruit d’un multiculturalisme en plein essor ou
d’une ouverture sur le monde (Chiu et al., 2000), cette tendance continue de s¢ dessiner,
avec pour toile de fond 1'arrivée sur les étals des supermarchés d’espéces exotiques comme
le shiitake (Lentinus edodes), et la naissance de réseaux de cueillettes de champignons
sauvages qui alimentent les épiceries spécialisées et les grands restaurants. Les champignons
figurent avantageusement dans 1'industrie émergente que représentent les produits forestiers
non ligneux (Wills & Lipsey, 1999). Au Québec, les réseaux de cueillette sont déja en
prospection  pour évaluer le potentiel commercial des champignons indigénes,
principalement en régions comme ¢’est le cas pour la Gaspésie par exemple (Consortium en

foresterie — Gaspésie-Les-Iles, 2006).

C'est que la flore mycologique du Québec est parmi les plus riches an monde
(Pomerleau, 1980). Bien que I'on ignore le nombre exact d*espéces que renferment les
foréts québécoises, quelques 1 500 espéces de champignons supérieurs ont jusqu’ici été
répertoriées (Gouvernement du Québec, 2007). De ce nombre, la vaste majorité, soit prés de
1 400 espéces dont au moins 200 espéces sont comestibles, a été déerite par le mycologue
René Pomerleau dans La flore des champignons du Québec publiée en 1980, A ce jour, une
vingtaine d’espéces humicoles ou lignicoles, présentes en abondance au Québec, sont
pa.rtic:uliéreman;t convoitées pour leur gofit distinctif et représentent un intérét économique.
Les habitats variés, allant de la toundra arctique & la forét boréale et de la forét caducifolié

jusqu’aux zones riveraines, formant ainsi trois zones climatiques distinctes (tempérée,



boréale, arctique), sont en partie responsables de cette grande biodiversité (Pomerleau,

1 980).

Autrefois considérés comme des aliments 4 faible valeur nutritive, les champignons
revétent aujourdhui un intérét particulier. Désormais, plus de 80% des gens les considérent
comme un aliment « santé » et nhésitent pas & les inclure dans une didte visant une bonne
santé cardiovasculaire (Stanton, 2006), Les champignons ont en effet une excellente valeur
nufritive, comparable 4 celle du lait, du soja et du haricot (Boa, 2003 ; Chang & Miles,
2004). De fait, ils sont riches en protéines et en fibres, ils contiennent des vitamines et des
minéraux en quantités non négligeables, en plus de constituer une source intéressante
d'acides aminés essentiels (Chang & Miles, 2004). Enfin, bien que faibles en gras, leur
profil lipidique est hautement insaturé et constitue une source d’acides gras essentiels

(Losel, 1988).

A Iinstar des plantes médicinales, on reconnait aux champignons plusieurs
propriétés  thérapeutiques : ils  sonmt  anticancéreux, hypocholestérolémiants,
immunostimulants, antioxydants, ete. (Mizuno et al., 1995 ; Ferreira ef al., 2007). On
dénombre au Québec plusicurs espéces de champignons, appartenant notamment aux genres
Pleyrotus (P. wimarius, P, ostreatys, P. sapidus), Lentinus (L. lepideus, L. triginus),
Ganoderma (G, lucidum, G. applanatum, G. tsugae) et Agaricus (A bitorguis, A
vaporarius, A. campestris, A sylvaticus, A arvensis, A. sylvicola), dont la valeur
nutraceutique ou le contenu en composés actifs ont été rapportés dans la littérature (Breene,

1990 ; Mizuno ef al., 1995 ; Gunde-Cimerman, & Cimerman, 1993),



En dépit de I'intérét que présente la mycoflore québéeoise et de la place indéniable
des champignons dans le domaine des nutraceutiques, aucune étude portant sur la
composition chimique des champignons indigénes du Québec, n’a, 4 notre connaissance, été
réalisée. Dans cette optique, ce projet de doctorat, qui s’inscrit dans un programme de
recherche destiné & valoriser la mycoflore du Québec autour d’une perspective nutritionnelle
et nutraceutique, avait pour objectif d’effectuer une premiére évaluation de la composition
chimique de différents champignons basidiomycétes du Québec. Parmi les composés ciblés
dans le cadre de ce projet, on retrouve des composés polaires (éritadénine, lovastatin) et des
composés non polaires (acides gras, triterpénes). En outre, I"'influence de la température sur

la composition en acides gras des champignons a été évaluée.

Ce manuscrit décrit ce projet de recherche. Le chapifre | est consacré 4 une revue de
littérature sur le sujet et traite, entre autres, des champignons supérieurs, de leur
composition chimigue, de leur valeur nutritive et nutraceutique et des facteurs influengant
leur composition chimique. Par la suite, les hypothéses de recherche ainsi que les objectifs
sont énoncés. Les chapitres 2, 3, 4, 5 et 6 sont présentés sous forme d’articles scientifiques.
Le chapitre 2 décrit les travaux destinés & évaluer la présence d’éritadénine et de lovastatin
chez les champignons du Québec. Suivent deux chapitres sur la caractérisation du contenu
en acides gras chez les champignons du Québec (Chapitres 3 et 4), puis une étﬁdﬂ évaluant
IPeffet de la température sur les acides gras de deux espéces de pleurotes ayant chacun une
température optimale de croissance différente (Chapitre 5). Les travaux visant la purification
de nouveaux triterpénes A partir de spécimens québécois de Ganoderma isugae sont

présentés au chapitre 6, puis une conclusion générale est énoncée en fin de thése.



CHAPITRE 1 - REVUE DE LITTERATURE



1.1. Les champignons

1.1.1 Définition

Aussi appelés mycétes, les champignons se définissent comme des organismes
eucaryotes dépourvus de chlorophylle, ce qui les confine dans un mode de vie complétement
hétérotrophe (Bouchet er al, 1999), L’hyphe filamenteux, constitué d’une paroi de
polysaccharides, est la structure de base de I'organisme fongique (Bouchet ef al., 1999). Les
champignons sont répartis dans cing classes: les ocomycétes, les zygomycétes, les
deutéromycétes, les ascomycétes et les basidiomycétes. Caractérisés par un hyphe pourvu de
cloisons et par la présence d'une phase dicaryotique (Kendrick, 1985), les ascomycétes et

les basidiomycétes représentent les « champignons supérieurs » (Kendrick, 19835).

1.1.2. Les basidiomycétes

Les basidiomycétes sont les plus évolués des mycétes (Guarro et al., 1999), Ils se
distinguent par un hyphe cloisonné, chaque segment d"hyphe étant séparé par un dolipore
{un type dlf: cloison particulier & ce phylum), par la production de basidiospores issus de
basides portées par un basidiocarpe (Figure 1.1) et enfin, par la présence d’anses

d*anastomose au cours de la phase dicaryotique {Bouchet et al., 1999 ; Kendrick, 1985).



Figure 1.1. Microscopie 4 balayage de "hyménium du basidiomyeéie Coprinus cinereus
montrant quatre basidicospores par baside. (Tirde de McLaughlin ef al,, 1985)



On compte environ 23 000 espéces de basidiomycétes, distribuées dans plus de 1 400
genres et 40 ordres (Guarro et al., 1999). Parmi les principales familles de basidiomycétes
présentes au Québec, on retrouve les Agaricaceae, les Amanitaceae, les Boletaceae, les
Coprinaceae, les Lycoperdaceae, les Polyporaceae, les Russulaceae ¢t les Tricholomataceae

(Figure 1.2).

1.2. Composition chimigue des champignons

1.2.1, Géndralités

Au méme titre que les plantes vertes, les mycétes produisent une vaste variété de
molécules, trés différentes les unes des autres, issues du métabolisme primaire et du
métabolisme secondaire de "organisme fongique. Bien que leur composition chimique soit
passablement variable, tous les mycétes contiennent des glucides (mono- et
polysaccharides), des lipides, des protéines, des acides nucléigues (ADN et ARN) et des
minéraux en diverses proportions (Tableau 1.1) (Griffin, 1994), Ils renferment également
des acides organiques, des vitamines, de méme qu'une étonnante variété de métabolites
secondaires  parmi  lesquels on  retrouve des composés  arzotés, des composés
organohalogénés, des composés phénoliques, des lectines et des terpénoides (Griffin, 1994 ;

Mizuno, 1995a ; Jong & Field, 1997 ; Mau et al., 2002 ; Awadh Ali et al., 2003).



Figure 1.2. Exemple d’espéces de basidiomycétes retrouvées au Québec. Agaricus arvensis (A),
Amanita muscaria (B), Coprinus comatus (C), Boletus bicolor (D), Lycoperdon perlatum (E),
Russwla rugwdlosa (F), Piptoporus betwlinus (G, Tricholoma equesiris (H), (Photos - A, D, F, G, H de
Jacques Landry, avec sa permission et photos B, C, E de Hiroshi Takahashi 4 partir du site [nternet suivant ;
hitp:/kinoko-va.jp/01l eng/0e home.him ) (suite 4 la page 10)


http://kinoko-ya.jp/01eng/0e_home.htm

Figure 1.2. (suite). Exemple d'espéces de basidiomycétes retrouvées au Québec. Agaricus
arvensis (A), Amanita muscaria (B), Coprinus comatus (C), Boletus bicolor (D)), Lycoperdon
perlaium (E), Russwla rugwlosa (F), Piptoporus betulinus (G), Tricholoma eguestris (H).
(Photos : A, D, F, G, H de Jacques Landry, avec sa permission ef photos B, C, E de Hiroshi Takahashi 4
partir du site Internet suivant : hitp://Kinoko-ya.jp/0leng/Oe_home.him)


http://kinoko-ya.jp/01eng/0e_home.htm
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Tableau 1.1. Composition chimique approximative des mycétes'

Contenu
Classe de composés
P (% (p/p) ps)
Glucides 16 - B35
Lipides 0,2-87
Protéines 14 - 44
ARMN 1-10
AN 0,15-03
Minéraux 1=-29

"Données tirées de Griffin (1994,
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1.2.2. Composés extractibles des mycétes

Suivant leurs propriétés physico-chimiques, on peut classer les molécules organiques
extractibles des champignons en deux grandes catépories : les composés polaires et les
composés lipophiles. Loin d’étre catégorique, cette classification est plutét une échelle allant

de trés polaire (soluble dans I"eau) i trés lipophile (soluble dans ["hexane).

La polarité d'une molécule est d’abord assujettie 4 I'arrangement structural des
atomes (structure linéaire ou cyclique), puis & la nature des groupements présents sur la
structure. L’ensemble détermine |'interaction qu'aura le composé avec son entourage
chimique. Les atomes fortement électronégatifs, de méme que les doubles liaisons,
engendrent un moment dipolaire permanent plus ou moins fort qui contribue 4 augmenter la
polarité d’une molécule (Solomons, 1992), En chimie analytique, la polarité des composés
est intrinséquement liée aux solvants utilisés pour les extraire des matrices, qu'elles soient
végétales ou animales. On décrit généralement comme polaires les composés extraits avec
des solvants polaires tels que "eau, I’éthanol et le méthanol. Au contraire, les composés non
polaires et/ou lipophiles sont ceux extraits avec des solvants moins polaires tels que le
chloroforme, le dichlorométhane et I"hexane. Cette catégorisation simplifiée sera utilisée

pour décrire de fagon générale la composition chimigue des champignons.'

! Certaines classes de composés pourraient appartenir aux deux calégories, principalement parce que le
méthanal est un solvant quasi universel capable de solubiliser une quantité innombrable de molécules, incluant
des composés trés peu polaires comme les acides gras ou les triterpénes. De fagon générale, les composés
seront classés selon leur solvant optimal J extraction,
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1.2.3. Composés organiques polaires présents chez les basidiomycétes

La plupart des composés organiques polaires extraits des champignons appartiennent
au métabolisme primaire. Parmi ceux-ci, on retrouve principalement des glucides, dont une
partie non nég]igﬁab]é est constituée de polysaccharides non digestibles appelés fibres
(Tablean 1.2). Les champignons sont constitués de différents polysaccharides et
hétéropolysaccharides ayant des fonctions de structure (paroi cellulaire) et de stockage
{Griffin, 1994). On retrouve entre autres de la chitine (f-1,4-N-acétylglucosamine), des

glucans (#-1,3 et 5-1,6-glucans) et du glycogéne (Griffin, 1994),

Les protéines, qui représentent 4 4 35 % (p/p) du poids sec (ps) des champignons,
contiennent de nombreux acides aminés essentiels (32,9 — 48,5 g/100g de protéines) tels que
la leucine, "isoleucine, la valine, la Iysine et la thréonine. Les basidiomycétes contiennent
en outre des acides nucléiques (2,7 — 4,1 % (p/p) ps), des acides organiques (1 460 — 9 B00
mpg/kg ps) et des vitamines, dont plusieurs vitamines du complexe B, et de la vitamine C (17

— 25 mg/100 g ps) (Tableau 1.2).

Le métabolisme secondaire des champignons produit une grande variété de
composés organiques polaires, dont plusieurs composés phénoliques comme les acides
trans-cinnamique, p-hydroxybenzoique et cafféique (Mattila er al, 2001). Les composés
phénoliques totaux se retrouvent en concentrations variables chez les basidiomycétes : 10,8
mg/g ps chez Tricholoma portentosum, 17,3 mg/g ps chez Lactarius deliciosus, et 56,0 mg/g

ps chez Ganoderma lucidum (Mau et al., 2002 ; Ferreira ef al., 2007),
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Tableau 1.2, Composés organiques polaires issus du métabolisme primaires des

basidiomycétes

Classe de composés

Contenu dans les champignons

comestibles
Glucides totaux (% (p/p) ps)' 50,7 - 82,8
Glucides non azotés 40 = 74,3
Fibres 3,7-198
Protéines (% (p/p) ps)’ 4,2-348
Acides aminés essentiels (g/100 g de protéines) 32,9- 485
Leucine 4579
Isoleucine 34-78
Valine 2,5-97
Tryptophane 1,L1-20
Lysine 39-99
Thréonine 3,5-6,1
Phénylalanine 26-T7,0
Méthionine 0,9-3,0
_[Etidi.ne 1,7-4.2
Acides nucléiques totaux (% (p/p) ps)’ 2,7-4,1
ADN 0.2-04
ARN 24-39
Vitamines (mg ou pg /100 g ps)* B, (mg) 0,609
Bs (mg) 18- 5,1
B; (mg) 31-65
C (mg) 17-25
Acide folique (pg) 300 - 640
Bz (pg) 0.6-038
Acides organiques (mg'kg ps)’ 1 460 — 9 800
Acide oxalique 4.6 - 536
Acide malique 405 —3 §90
Acide succinique 0,04 - 87
Acide fumarique 11,6 - 397

"Données tirdes de Chang & Miles (2004),
* Données tirdes de Manila ef e, (2001).
I Données tirdes de Valentiio ef af, (2005).
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Un large éventail de composés azotés, tels que des nucléosides (notamment
I"éritadénine retrouvée chez L. edodes [shiitake]), des acides aminés non-protéiques, des
alcaloides et des cyclopeptides, comptent parmi les composés organiques polaires retrouvés
chez les basidiomycétes (Liu, 2005), Plusieurs de ces molécules sont & Ierigine des effets
toxiques de certaines espéces de champignons comme les amanites (Kendrick, 1985 ; Liu,

2005).

1.2.4. Composés organigues non polaires présents chez les basidiomycétes

Les composés organiques non polaires extraits des basidiomycétes sont généralement
issus du meétabolisme secondaire, a4 [D'exception des lipides dérivés d’acides gras
(hydrocarbures, acylglycérols, phospholipides, glycolipides et sphingolipides) et des stérols,
qui appartiennent au métabolisme primaire fongique (Weete, 1974 ; Losel, 1988). Ces
classes de lipides sont présentes en diverses proportions chez les basidiomyceétes (Tablean

1.3).

Les acides gras représentent une partie non négligeable de la fraction lipidique des
champignons, laquelle forme généralement de 10 4 13% p/p ps du carpophore (Tableau 1.3).
Les acides gras se retrouvent sous forme libre ou estérifiés 4 divers composés, laissant place
i toute une gamme de lipides complexes tels que les acylglycérols (mono-, di- ou
triestérification au glycérol), les phospholipides (dérivés de 'acide phosphorique), les
glycolipides (estérification 4 un glycoglycérol) et les sphingolipides (estérification 4 une
partiec aminée elle-méme glycosylée ou phosphatée) (Christie, 2006). Les acides gras sont

constitués d’une chaine aliphatique de 4 &4 26 carbones, plus ou moins insaturée, terminée
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par une fonction d'acide carboxylique (~COOH). Les basidiomycétes sont caractérisés par la
présence d’acides gras 4 longues chaines plus ou moins insaturées (Cyz 4 Cz), mais
également par la présence d'acides gras & courtes chaines (Cs 4 Cy)), ce qui les distingue des
végétaux on prédominent les acides gras de Cy; 4 Cis (Weete, 1974 ; Naudet, 1992 ; Cruz et
‘ al,, 1997 ; Bruneton, 1999), Les principaux acides gras retrouvés chez les basidiomycétes
sont les acides palmitique (16:0), oléique (18:1 A9¢) et linoléique (18:2 A9¢,12¢). En outre,
contrairement & la plupart des mycétes, ils synthétisent I'isomére a de 1'acide linolénique

(18:2 A9¢,12¢,15¢) (Weete, 1974),

Les stérols et leurs dérivés sont également des composés n::sscn_ticls au métabolisme
primaire des basidiomycétes. Leur structure est basée sur un squelette tétracyclique a
différents niveaux d’insaturation, comptant de 27 & 29 carbones. Le yp-ergostérol est le
principal sitérol trouvé chez les basidiomycétes, mais de nombreux dérivés sont aussi

fréquemment rencontrés (Chang & Miles, 2004),

Les composés organiques non polaires issus du métabolisme secondaire proviennent
en grande partic de la voie métabolique du mévalonate qui est & "origine des composés
terpénigues (ou isoprénoides) (Ratledge & Wilkinson, 1988 ; Deacon, 2003). Les classes
majeures de composés terpéniques soient les monoterpénes, les sesquiterpénes, les
diterpénes, les triterpénes et les caroténoides, sont toutes retrouvées chez les basidiomycétes
(Aver & Browne, 1981). lls sont présents chez la plupart des espéces, mais leur diversité
étant importante, la plupart des composés connus sont spécifiques 4 une ou a quelques

espéces. Ainsi, plusieurs sesquiterpénes et quelques diterpénes, dont la corioline



Tableau 1.3. Teneur en lipides totaux et proportion relative des classes lipidiques issues du métabolisme primaire chez

quelques espéces de basidiomycétes'

* Lipides neutres Lipides polaires
Lipides (% lipides totaux) (% lipides totaux)
Espece totaux
ePPP)  aGL! TG ST EST Toal PL GL Total
Agaricus bisporus Myeélium 51 10,4 13,3 33 1,7 54 -79 2,0 20,7
Carpophore 33 -51
Armillaviella mellea Carpophore 11,7 46,5
Boletus edulis Carpophare 13,4 26,3
Lactarius trivialis Carpophore 12,2 23,3
Lepista nuda Carpophore 12,2 16,2
Polyporus ovinus . Carpophore 10,3 34,0
Cantherellus cibarius Carpophore 48,6 96 17 514

" Données tirées de Lasel (1988).

* AGL : acides gras libres ; TG : triacylglycérols ; ST : stérols ; EST : esters de stérols ; PL : phospholipides ; GL : glycolipides.

Ll



(un sesquiterpéne isolé du champignon japonais Cariolus consors) et la pleuromutiline (un
diterpéne isolé de champignons du genre Plewroms) ont été caractérisées chez les
basidiomycétes (Figure 1.3) (Aver & Brown, 1981). De la méme fagon, on trouve chez les
espéces du genre Ganoderma une série de triterpénes polyoxygénés caractéristiques de ce
genre on plus de 110 composés différents ont jusqu'ici éé isolés (Kikuchi ef al., 1986 ;
Mishitoba ef al., 1989 ; Zjawiony, 2004). Les caroténoides, qu’on retrouve notamment chez
les rouilles et certaines espéces de chanterelles et de bolets, sont aussi relativement répandus
chez les basidiomycdtes (Czecruga, 1978a et b Zwetko & Pleithofer, 1991 ; Mui ef al.,

1998).

Les champignons sont souvent recherchés pﬂﬁr leur ardme particulier qui est en
grande partie attribuable & la présence de certains monoterpénes aliphatiques et oxypgénés, de
méme qu'd certains composés aromatiques dérivés de la voie de I'acide shikimique
(Breheret et al., 1997 ; Rapior et al., 2002). Les travaux de Breheret ef al. (1997) portant sur
82 espéces de basidiomycétes ont révélé la présence de 27 monoterpénes différents, dont les
principaux étaient I'a-pinéne, le camphéne, le f-phellandrene, le limonéne et le linalool
(Figure 1.4). Notons par ailleurs que c’est le 1-octén-3-ol, un alcool issu de la dégradation
de I'acide linoléique (18:2 A9,12), qui donne aux champignons leur arime caractéristique

(Rawling, 1997).



A)

CoH

B)

Figure 1.3. Structures chimiques de la pleuromutiline (A) et de la corioline (B). (Tirées de Ayer &
Brown, 1981)



20

2 o)

Figure 1.4. Structures chimiques de 'a-pinéne (A), du camphéne (B), du f-phellandrene (C), du
limonéne (D) et de linalool (E). (Tirées de Bruneton, [999)
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1.3, Valeur nutritive et proprié¢tés nutraceutiques des basidiomycétes

1.3.1. Valeur nutritive

Les qualités nutritives des champignons reposent principalement sur leur teneur en
protéines et en acides aminés essentiels; ce qui les rend comparables & des aliments comme
le lait, le haricot, I'épinard et le soja (Chang & Miles, 2004). Leur teneur en vitamine C (17
— 25 mg/100 g ps) est en outre plus élevée que celle de la carotte, du céleri et du concombre,
et se compare avantageusement 4 celle de I'épinard (28 mg/100 g ps) (Chu ef al., 2002). La
teneur des champignons en riboflavine (vitamine B:) est généralement supérieure a celle des
légumes, avuis.inam dans certains cas celle des ceufs et du fromage ; c'est le cas chez
Agaricus bisporus par exemple (Mattila er al., 2001). Leur composition minérale inclut
plusieurs minéraux dont le potassium, le phosphore, le cuivre et le zinc en concentrations
comparables & celles des légumes (Mattila er al., 2001). Par ailleurs, leur fraction lipidique

contient plusicurs acides pras essentiels (Losel, 1988).
1.3.2, Compaosés polaires nutraceutiques

Les polysaccharides, — particuliérement —des— f-glucans - présentant —une —activilé
immunomodulatrice et antitumorale sont les principaux composés nutraceutiques
hydrosclubles extraits des basidiomycétes. On les trouve entre autres chez Gr@fb!‘ci [frondosa,
Lenzites betulina, A. bisporus et chez différentes espéces du genre Ganoderma (Mizuno,
1995a ; Mizuno er al, 1995). Les basidiomycétes contiennent aussi certaines protéines
bioactives, comme la flammuline, extraite de Flammulina velutipes, et les lectines extraites

de Tricholoma mongolicum, qui présentent une activité cytostatique chez certaines lignées
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de cellules cancéreuses (Lindequist er al, 2005). Ces protéines ont aussi un effet

immunomodulateur (Lindequist et al., 2005).

Les composés phénoliques sont en partie responsables du potentiel antioxydant de
plusieurs basidiomycétes ayant des propriétés médicinales, dont Agaricus blazei, Boletus
edulis, Hypsizigus marmoreus et Lewcopaxillus giganteus (Mau et al., 2002 ; Tsai et al.,
2006 ; Barros ef al, 2007). Certains composés phénoliques, dont I"hispidin et I’hispolon
(Figure 1.5A, B), isolés de Inonotus hispidus, ont des propriétés immunomodulatrices et des
propriétés antivirales contre le virus de I"influenza de type A et B (Ali ef al., 1996 ; Awadh

Alier al., 2003).

Plusieurs composés azotés isolés des basidiomycétes présentent également des
propriétés biclogiques. Par exemple, I'éritadénine (Figure 1.5C), un nucléoside isolé de L.
edodes, améliore le transport du cholestérol dans les vaisseaux sanguins, contribuant ainsi a
abaisser le taux de cholestérol chez I’homme (Liu, 2005). Un autre nucléoside, le 1-§-
arabinofuranosyl-cytosine (Figure 1.5D), synthétisé de fagon artificielle et utilisé pour le
traitement du cancer, est présent naturellement chez Xerocomus nigromaculatus (Takahashi
et al., 1992). La psilocybine (Figure 1.5E), un alcalotde responsable de I'effet psychotrope
de certaines espéces de Psilocybe, est maintenant de plus en plus utilisée dans le traitement
des troubles obsessifs-compulsifs et de 'anxiété généralisée. Elle est en outre utilisée pour
diminuer la douleur chez les patients atteints du cancer (Sessa, 2005). Enfin, certains

peptides isolés de Tnonotus obliguus et Russula palludosa sont respectivement inhibiteurs de
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Figure 1.5, Structures chimiques de|"hispolon {A), "hispidin (B), 1'éritadénine (C), du 1-f-arabinofuranosyl-cytosine (D) et de la
psilocybine (E). (Tirées de Takahashi et al., 1992 ; Mizuno, 1995a)
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I"agrégation plaguettaire et inhibiteurs de la transcriptase inverse du VIH de type [ (Hyun et

al., 2006 ; Wang et al., 2006).

1.3 3. Composés non polaires nutraceutigues

Les molécules organiques non polaires présentant une activité biologique sont
extrémement répandues chez les basidiomycétes. La présence des acides linoléique et o-
linolénique contribue a la valeur nutraceutique des champignons puisqu’il est connu que la
consommation d’acides gras polyinsaturés contribue 4 une meilleure santé cardiovasculaire,
un fait attribuable, entre autres, aux propriétés anti-inflammatoires, hypotensives et
hypocholestérolémiantes de ces molécules (Weete, 1974 ; Lemarchal, 1992 ; Oomah &
Mazza, 1999}, L’'acide a-linolénigue, un acide gras ws, posséde en outre des propriéiés
antitumorales et immunomodulatrices (Oomah & Mazza, 1999). Pour sa part, |"acide
palmitique (16:0), présent chez la majorité des champignons, a une capacité anti-
inflammatoire comparable 4 celle de I'ibuprofen (Weete, 1974 ; Lisel, 1988 ; Zhang ef al,
2003). En outre, certains acides gras oxygénés, tel que 1"acide 9,10-dihydroxy-8-ox0-12-
octadécénoique (Figure 1.6A) extrait de Hericium erinaceum, possédent des propriétés

cytotoxiques (Mizuno ef al., 1995),

Le principal stérol trouvé chez les basidiomycétes, la provitamine D, (y-ergostérol),
est le précurseur de la provitamine Dy qui joue un rile important dans la régulation de
I"absorption du phosphore et du calcium (Wang er al., 2001 ; Chang & Miles, 2004). La
teneur en provitamine D; des champignons comestibles atteint 0.47% p/p ps chez

Volvariella volvacea, 0,27 % plp ps chez L. edodes et 0,23 % p/p ps chez 4. bisporus
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(Chang & Miles, 2004). Des travaux réalisés chez des souris atteintes du sarcome-180 et
chez des rats soumis 4 des agents mutagénes ont par ailleurs montré "activité antitumorale
de 'ergostérol (Yazawa er al., 2000 ; Takaku er al., 2001). Certains dérivés de I'ergostérol,
isolés de A. blazei et Coriolus versicolor, possédent aussi des propriétés antitumorales
(Mizuno, 1995c). En outre, un dérivé peroxydé de 'ergostérol (5,8-épidioxy-5a,Ba-ergosta-
6,22-dion-3f-0l ; Figure 1.6B) est 4 l'origine de Iactivité anti-allergéne de Tricholoma
populinum (Lindequist et al., 2005). Pour sa part, I’ergosta-7,22-diene-3f,5a,6f-triol, isolé
de Tricholoma auratum, stimule la prolifération des ostéoblastes de souris (Hata et al.,

2002).

Dautres composés 4 structure stéroidienne, soient les nombreux triterpénes isolés
des champignons du genre Ganoderma, sont connus pour leurs multiples activités
biologiques, incluant des propriétés hypocholestérolémiantes, anti-inflammatoires, anti-VIH
et antitumorales {Knmnda et al., 1989 ; Mizuno ef al., 1995 ; Mizuno, 1995b ; Mizuno,
1995¢ ; El Mekkawy et al., 1998 ; Patogka, 1999), Par exemple, I"acide ganodérique j§
inhibe une protéase du VIH de type |, tandis que les acides ganodériques C et D ont un effet
inhibiteur sur la libération d’histamines, ce qui leur confére des propriétés anti-
inflammatoires (Jong & Birmingham, 1992 ; Min et al, 1998 ; Zhu et al, 1999). L'acide
polyporénique C (Figure 1.6C), un triterpéne exirait de certains polypores (Daedalea
dickensii et Piptoporus betulinus) posséde aussi des propriétés anti-inflammatoires et s’est

montré efficace dans le traitement de "arthrite (Kawagishi er al., 1997 ; Kamo er al., 2003).
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Figure 1.6. Structures chimiques de "acide 9,10-dibydroxy-E-oxo-12-octadécénoique (A), du 5,8-
épidioxy-5a,8a-ergosta-6,22-dion-35-0l (B) et de I"acide polyporénique C (C). (Tirdes de Mizuno e

al., 1995 ; Kawagishi ef al., 1997 ; Lindequist ef al., 2005)
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La plupart des basidiomycétes contiennent des polyénes lipophiles, principalement
des tocophérols (vitamine E), qui contribuent 4 leur potentiel antioxydant. Il est maintenant
généralement admis que la consommation diététique d’antioxydants lipophiles tels que les
tocophérols apporte un effet protecteur contre les maladies cardiovasculaires et le cancer
(Singh et al., 2007). Les contenus en tocophérols totaux de G. lucidum et de Ganoderma
tsugae oscillent entre 1,1 et 1,2 mp/100 g ps (Mau ef al, 2002). L'a-locophérol est le
tocophérol le plus abondant chez 4. blazei (3,0 mg/g ps), Agrocybe cylindracea (2,1 mg/g

ps) et B. edulis (4,7 mg/g ps) (Tsai et al., 2006).

1.4, Facteurs influengant la composition chimique des champignons

1.4.1. Factewrs inirinségues

Chez les champignons, la composition chimique peut wvarier selon ["espéce
considérée, Dans ce contexte, les profils d’acides gras peuvent étre utilisés pour faire de la
différenciation intragénérique d’espéces (Weete, 1974 ; Dimou et al., 2002). La composition
chimique d’une espéce donnée peut également varier selon la souche considérée. Par
exemple, certains triterpénes synthétisés par G, lucidum sont spécifiques & certaines souches
(Hirotani er al., 1993). 11 est important de mentionner que certaines molécules spécifiques
sont retrouvées chez des espéces éloignées phylogénétiquement. Clest le cas du lovastatin,
une molécule retrouvée chez Aspergillus terreus, A. bisporus et P. ostreatus (Gunde-

Cimerman ef al., 1993). Ajoutons en outre qu’au sein d'un carpophore, la composition
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chimique peut varier en fonction de la structure (mycélium, pied, chapeau, lamelles) et du
stade de croissance considérés. Par exemple, le mycélium d'A. bisporus contient 49 8%
dracide linoléique (% d’acides gras totaux), tandis que le carpophore en contient 91,3%
(Losel, 1988). Pour sa part, la souche café d’4. bisporus montre un maximum d’acide
linoléique et de l-octén-3-ol, le composé aromatique le plus important, au stade de

croissance intermédiaire (Cruz ef al, 1997).
142 Facteurs exirinségues

Les conditions environnementales telles que la nature du substrat (composition
chimique, pH, etc.), la température, la lumiére, I'humidité relative peuvent affecter
significativement la composition chimique des basidiomycétes. Ces facteurs modifient
généralement la concentration d'une molécule déja présente dans I'organisme fongique’.
Ainsi, la diminution de la température de croissance augmente le degré d’insaturation des
acides gras chez certains basidiomycétes (Lisel, 1988). La teneur en protéines et en fibres
chez Pleurotus sajor-caju est plus élevée sur un substrat & base de canne 4 sucre
(respectivement, 23.8 et 14,2 % p/p ps) comparativement & un substrat i base de coquilles de
noix de Bétel (respectivement, 18,5 et 12,4% p/p ps) (Gupta et al., 2004). En biofermenteur,
I'utilisation de lactose favorise la production d’acide ganodérique et de polysaccharides
intracellulaires chez G. lucidum (Tang & Zhong, 2002). L'irradiation (UV-B et UV-C) post-
récolte de carpophores d’4. bisporus, Agaricus bistorguis, V. volvacea et L. edodes peut

augmenter significativement leur teneur en provitamine Da (Mau ef al, 1998).

— e — ——

P11 n'est pas exclu que certaines conditions de eroissance favorisent I"apparition d’une moléeule dont la
concentration était demeurée en dega du seuil de détection pour une espéce donnée,
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1.5, Hypothéses de recherche

Ce projet s”inscrit dans un programme de recherche destiné & valoriser la mycoflore
du Québec autour d’une perspective nutritionelle et nutraceutique. L'objectif général de ce
projet était de caractériser la composition chimique (composés polaires et non polaires) de

spécimens de champignons retrouvés an Québec.

Les hypothéses suivantes ont été vérifides :

1) Les champignons basidiomycétes du Québec contiennent de D'éritadénine et du
lovastatin, deux composés polaires ayant des propriétés nutraceutiques.

2) Les souches québécoises du genre Ganoderma contiennent des triterpénes connus
chez le genre Ganoderma pour leurs diverses propriétés thérapeutiques.

3} Les champignons basidiomycétes du Québec présentent différents profils d’acides
gras parmi lesquels on retrouve des acides gras polyinsaturés d’intérét nutraceutique
el nutritionnel,

4) La température de croissance influence la proportion d’acides gras polyinsaturés
chez P. astreatus et P. cornucopiae var. citrino-pileatus.

5) Les spécimens guébécois de Ganoderma spp. contiennent des composés (de
structure triterpénique) jusqu’ici non rapportés qui sont différents de ceux trouvés

chez les souches asiatiques du méme genre.
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1.6. Objectifs de recherche

Afin de vérifier les hypothéses posées, les objectifs spéeifiques de ce projet étaient

les suivants :

1

2)

3)

4)

Evaluer le contenu en éritadénine et lovastatin chez 29 espéces de champignons
indigénes du Québec

Caractériser le contenu en triterpénes de champignons du genre Ganoderma
récoltés au Québec

Caractériser le profil d’acides gras de plusicurs espéces de basidiomycétes
retrouvées au Québec

Evaluer I’effet de la température de croissance sur le profil d’acides gras de P.
ostreatus el P, cornucopiae var. citrino-pileatus

Isoler et caractériser partiellement un ou plusieurs nouveaux composés de
structure potentiellement triterpénique chez des spécimens québécois du genre

ranoderma
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CHAPITRE 2 - RECHERCHE DE COMPOSES
NUTRACEUTIQUES CHEZ LES CHAMPIGNONS DU QUEBEC:
L’ERITADENINE ET LE LOVASTATIN

Sommaire

L’éritadénine et le lovastatin sont deux molécules ayant des propriétés
hypocholestérolémiantes reconnues. Retrouvés chez différentes espéces de champignons,
ces composés conférent 4 ces derniéres un intérét particulier. L'objectif de cette étude qui
s'inscrit dans un programme de recherche destiné a valoriser la mycoflore du Québec était
d’évaluer la présence de ces composés chez 29 espéces de champignons indigénes du
Québec. Parmi les espéces de champignons analysées dans le cadre de cette étude, aucune
ne contenait le lovastatin ou "éritadénine. La présence d'éritadénine a néanmoins &té mise
en évidence chez L. edodes produit commercialement.
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Résumé

L'éritadénine et le lovastatin, deux molécules possédant une activité
hypocholestérolémiante, ont été identifiés chez différentes espéces de macromycétes
notamment Lentinus edodes (Shiitake), Pleurotus ostreatus, Agrocybe aegerita, Trametes
versicolor et Volvariella valvacea. Au Québec, malgré la présence de plus de 1 400 espéces
de macromycétes, 'exploitation du potentiel commercial de cette ressource demeure
marginale. L objectil" de cette étude qui s’inscrit dans un programme de recherche desting &
valoriser la mycoflore du Québec était d'effectuer le repérage de 1'éritadénine et du
lovastatin chez 29 espéces de champignons indigénes du Québec appartenant aux familles
suivantes: Agaricaceae, Ganodermataceas, Hydnangiaceae, Marasmiaceae, Pleurotaceae,
Polyporaceae et Tricholomataceae. Les champignons, récoltés dans les régions de
Sherbrooke et de I’ Abitibi, ont été lyophilisés, homogénéisés, extraits avec du méthanol et
analysés par CPG-SM. Parmi les espéces de champignons indigénes du Québec analysées
dans le cadre de cette étude, aucune ne contenait les molécules recherchées. La présence

d’éritadénine a néanmoins été mise en évidence chez L. edodes produit commercialement.
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2.1, Introduction

Récemment, un intérét croissant a été accordé A la recherche investiguant les
propriétés médicinales des champignons. De nombreuses études ont moniré que diverses
espéces de- champignons possédent des propriétés bénéfiques pour la santé humaine
(Mizuno, 1995a). Certaines de ces études, portant sur la recherche d’extraits capables de
moduler le métabolisme lipidique humain, ont mené 4 la découverte de champignons ayant
des propri¢tés hypocholestérolémiantes comme le Lentinus edodes (Shiitake) (Sugiyama ef

al., 1995) et Pleurotus spp. (pleurote) (Bobek ef al., 1996).

L'éritadénine [acide 2(R),3(R)-dihydroxy-4-(9-adenyl)-butyrique] (Figure 2.1A),
isolée chez L. edodes (Rokujo er al., 1970; Kamiya ef al., 1972), et le lovastatin [2-
methylbutanoate de 8-[2-(4-hydroxy-6-oxo-tetrahydropyran-2-yl)ethyl]-3.7-dimethyl-1,2,3,
7.8,8a-hexahydronaphthalen-1-y1]] (Figure 2.1B), rencontré chez Plewrotus osireatus
(Gunde-Cimerman ef al., 1993 ; Gunde-Cimerman & Cimerman, 1995), sont les deux

molécules responsables de Iactivité hypocholestérolémiante de ces champignons.

Le lovastatin a été isolé pour la premiére fois 4 partir de champignons
microscopiques tel que Aspergillus terreus, Paecilomyces varioti et Pythium ultimum
(Gunde-Cimerman ef al., 1993 ; Gunde-Cimerman & Cimerman, 1995 ; Manzoni & Rollini,
2002) avant d’étre identifié¢ chez quelques espéces de macromycétes autres que le pleurote,
notamment Agrocybe aegerita, Trametes versicolor et Volvariella volvacea (Gunde-

Cimerman ef al., 1993), D'un point de vue structural, le lovastatin fait partie de la famille



34

A) B)

HO o

HO

OH

Figure 2.1. Structures moléculaires de |"éritadénine (A) et du lovastatin (B). (Tirées
de Vitanyi et al., 1998 ; Lindequist et al., 2005)
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des statins, qui sont parmi les principales molécules utilisées dans la lutte aux maladies

cardiovasculaires au Canada (Otten, 1998),

L éritadénine, originellement isolée de L. edodes, a par la suite été identifiée chez
une seule autre espéce de basidiomycéte, soit Agaricus bisporus (Saito er al., 1975 ;
Arakawa et al., 1977). Au contraire du lovastatin, "éritadénine est plutdt utilisée comme

supplément diététique.

L éritadénine et le lovastatin interférent de fagon différente dans le métabolisme
lipidique humain. Alors que le lovastatin diminue la synthése du cholestérol dans le foie, en
inhibant  I"hydroxyméthylglutaryl-CoA réductase (enzyme-clé de la biosynthése du
cholestérol), I"éritadénine agit plutdt en abaissant la quantité de lipoprotéines sériques ; un
effet modulatoire pouvant se poursuivre jusqu’d un an aprés que la supplémentation

digététique en éritadénine ait cessée (Manzoni & Rollini, 2002 ; Breene, 1990).

Bien que plus de 1400 espéces de macromycétes soient répertoriées dans les
différents  écosystémes québécois (Pomerleau, 1980) et que les conditions
environnementales favorisent I'abondance de champignons dans nos foréts, I'exploitation du
potentiel commercial de cette ressource est embryonnaire et demeure marginale au Québec.
L’ objectif de cette étude qui s’inscrit dans un programme de recherche destiné & valoriser la
mycoflore du Québec était d’effectuer le repérage de 1'éritadénine et du lovastatin chez 29

espéces de champignons indigénes du Québec,
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2.2, Matériel et méthodes
22,1, Matériel fongigue

Les champignons (Tableau 2.1) ont été récoltés dans les régions de Sherbrooke
(45726 N, 71'42” W) et de 1" Abitibi (48357 M, T8'80” W) (Québec, Canada) au cours de
I’été 2001, Les carpophores de L. edodes et de FP. ostreatus frais ont été achetés d’un
supermarché local. Chaque échantillon, constitué de 3 & 7 carpophores, a été lyophilisé et

homogénéisé avant I"extraction.

2.2.2 Extraction

Chagque échantillon (0,3 g) a été homogénéisé avec du méthanol (3 = 30 mL), passé
au vortex jusqu'a suspension du matériel fongique, soumis a Pultrasonification (3 =10
minutes), centrifugé (15 minutes, 24°C) et le surnageant a été récolté. Cetie extraction a été
répétée trois fois sur le méme matériel puis les surnageants de chaque échantillon ont été
combinés, Un aliquot (2 mL) a ét¢ prélevé dans chaque extrait, puis évaporé & sec sous un

flux de Na. Les extractions ont été effectuées en duplicata pour chaque échantillon.
2 2.3 Analyse par CPG-SM

Des dérivés triméthylsilylés ont été préparés en dissolvant les échantillons secs dans
le BSTFA [400 pL; N,0-bis(trimethylsilyl) trifluoroacetamide; Aldrich, Saint-Louis, MO)]
suivi d'un chauffage 4 90°C pendant 30 minutes. Les dérivés triméthylsilylés ont été injectés

sur  une colonne capillaire  ZB-5 (Phenomenex, Torrance, CA; 5%-phényl
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méthylpolysiloxane, 30 m = 0.25 mm d.i. = 0.25 pm épaisseur du film) en CPG (HP 6890
Series 1, Palo Alto, CA) connecté 4 un spectrométre de masse (SM) quadrupolaire Agilent
(model 5973N, Palo Alto, CA), en mode d’ionisation électronique 4 70eV, avec le logiciel
HP ChemStation (Palo Alto, CA). L'injecteur, en mode de non-partage, était maintenu i
250°C. Le programme de température suivant a été appliqué : une température initiale de
80°C a été maintenue pendant une minute, augmentée a 220°C au taux de 20°C *min”, &
250°C au taux de 2°C 'min’', puis & 300°C au taux de 20°C ' min", et finalement maintenue &
300°C pendant 3 minutes, L’hélium a été utilisé comme gaz porteur & un débit constant de 1

mL min”. Les masses de 50 & 600 m/z étaient détectées. Les analyses ont été faites en

duplicata.

L'éritadénine a été identifiée par comparaison avec un spectre de masse publié par
Vitdnyi ef al. (1998) (Figure 2.2). Le lovastatin a été identifié par comparaison avec le
spectre de masse d’un dérivé triméthylsilylé d’un standard commercial de lovastatin (Sigma,

Saint-Louis, MO) dont le spectre de masse est présenté a la figure 2.3.

2.3, Résultats et discussion

L’éritadénine a été id-entiﬁe'e chez les spécimens commerciaux de L. edodes i 'aide du
spectre de masse du dérivé triméthylsilylé publié par Vitanyi et al. (1998) (Figure 2.2). Le
spectre de masse du dérivé triméthylsilylé de I"éritadénine obtenu lors des essais est présente
i la figure 2.4, Ce spectre de masse a été utilisé comme contrdle positif lors de *évaluation

du contenu en éritadénine des champignons du Québec 4 D'étude. Bien qu’on aurait pu
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s’aftendre & détecter I"éritadénine chez Lentinus lepideus et chez les espéces d’Agaricus
analysées (A. bernardii, A. arvensis, A bistorqguis, A campesiris), ce composé ayant
précédemment été identifié chez des espéces du méme genre telles que Lentinus edodes
(Rokujo et al., 1970 , Kamiya er al, 1972) el Agaricus bisporus (Saito et al., 1975 ;
Arakawa et al., 1977), aucune trace de ce composé n'a été détectée chez les champignons
indigénes testés (Tableau 2.1). Néanmoins, I’éritadénine a été détectée chez les carpophores
commerciaux de L. edodes, ce qui est en accord avec des données antérieurement publiées

(Rokujo et al., 1970 ; Kamiya et al., 1972),

Contrairement aux spécimens de L edodes qui contenaient de I'éritadénine, les
spécimens commerciaux de P. osfreatus ne contenaient pas de lovastatin (Tableaun 2.1), ils
n’ont donc pu servir de contréle pour la mise au point de la méthode d’extraction. Afin de
confirmer la validité de la méthode utilisée, le standard commercial de lovastatin (3 mg) a
¢té utilisé comme standard interne dans un échantillon de L. edodes. Parmi les 29 espéces de
champignons indigénes du Québec analysées dans le cadre de cette étude, aucune n’a
montré la présence de lovastatin (Tableau 2.1). En outre, le lovastatin n’a pas été détecté
chez P. ostreatus et P. sapidus, alors que certaines études avaient rapporté la présence de
cette molécule chez ces espéces (Gunde-Cimerman et al., 1993). Il semble toutefois que
certains facteurs tels que les conditions environnementales et la maturité du carpophore
affectent la présence du lovastatin chez P. ostreatus (Gunde-Cimerman & Cimerman, 1995 ;
Alarcon er al,, 2003). On ne peut également exclure la possibilité que ce composé ne soit

présent que chez certaines souches de P, ostreatus et P. sapidus.
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Figure 2.3. Spectre de masse d’un dérivé triméthylsilylé d'un standard de lovastatin analysé en CPG-8M (70 eV).
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Tableau 2.1. Présence (+) ou absence (-) de lovastatin et d'éritadénine chez Lentinus edodes,
Pleurotus ostreatus et 29 espéces de champignons indigénes du Québec réeoltées dans les régions de
Sherbrooke et de " Abitibi

Famille Espéce Lovastatin Eritadénine

Agaricus bernardii - -
Agaricus arvensis - -
Agaricus bistorguis . .
Agaricus campestris - -
Lentinus edodes’ - +
Lentinus lepideus - -
Lepiota americana - ;
Lepioia navcing - -

Ganodermataceae CGranoderma lucidum - -

Agaricaceae

Hydnangiaceae Lacearia ochropurpurea - -

Armillaria ostoyae - -
Marasmiaceae Marasmius oreades - -
Oudemansiella radicata - -

Plewrotus ostreatus’ - -
Pleurotus ostreatus - -
Plewrotus sapidus - -
Plevwrotus fessulatis . -
Lenzites betuling - .
Polyporus radicatus . .
Polyporus squamosus - .
Pycnoporus elnnabari - -
Trametes suaveolens - -
Tyromyces chioneus - -
Collybia dryophyla - -
Lepista sordida - -
Parnellus serotinus - }
Panellus stipticus - -
Phyllotopsis nidulans - -
Tricholoma flavovirens = -
Tricholoma vaccinunm - -
Tricholomopsis platyphyila - -
" Champignons produits commercialement obtenus d’un supermarché local.

Pleurotaceae

Polyporaceac

Tricholomataceae
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CHAPITRE 3 - FATTY ACID COMPOSITION OF LIPIDS FROM
MUSHROOMS BELONGING TO THE FAMILY BOLETACEAE

Sommaire

Les travaux présentés au chapitre 2 avaient pour objectif de déterminer la présence
de deux molécules bioactives (propriétés hypocholestérolémiantes) d’origine fongique, 4
savoir le lovastatin et I"éritadénine, chez différentes espéces de champignons indigénes du
(Québec. Les travaux du présent chapitre se sont intéressés pour leur part aux lipides
fongiques, dont I'intérét n'a cessé de croitre au cours des derniéres années. De fagon plus
spécifique, cette étude visait la caractérisation des lipides non polaires de 11 espéces de
macromyeéles appartenant 4 la famille des Boletaceae. Les résultats ont montré que le
contenu en lipides non polaires des spécimens analysés variait de 2.0 (Leccinum
aurantiacum et Boletus erythropus) 4 5,4% p/p ps (Boletus grevillei). La caractérisation des
profils d’acides gras a permis de trouver plus de 25 acides gras différents chez les espéces
étudiées, principalement des acides gras insaturés tels que l'acide linoléique et I'acide
oléique. Quelques acides gras, tels que I'acide cis-11,12-méthyléneoctadécanoique et I'acide
T-cis,10-cis hexadécadiénoique, sont rapportés pour la premiére fois chez les Boletaceae et
chez les basidiomycétes, tandis que "acide cis-11,12-méthyléneoctadécanoique (un acide
gras cyclopropanoique) est rapporté pour la premiére fois chez les mycétes. Enfin, des
différences significatives (P<0.05) ont été observées entre les profils d’acides gras des
espéces analysées.

Ce chapitre a été publié dans la revue Mycological Research, 110 (2006) : 1179-1183,
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Résumé

Cette étude visait la caractérisation des lipides non polaires de 11 espéces de
macromycétes appartenant 4 la famille des Boletaceae. Le contenu en lipides non polaires
trouvés chez les espéces étudides variait de 2,0 (Leccimum aurantincum et Bolefus
erythropus) 4 54% pfp PS (Boletus grevillel), pour une movenne de 2,9% p/p PS. La
caractérisation du contenu en acides gras a permis de trouver plus de 25 acides gras
différents chez les espéces étudides, principalement des acides gras insaturés tels que 'acide
linoléique et I'acide oléique, qui constituaient en moyenne 83% des acides gras totaux
trouveés chez les bolets éudiés. L'acide palmitique était le principal acide gras saturé chez
les espéces analysées, Quelques acides gras identifiés chez les espéces analysées, tels que
I"acide cis-11,12-méthyléneoctadécanoique et 'acide 7-cis,10-cis hexadécadiénoique, sont
rapporiés pour la premiére fois chez les Boletaceae et chez les basidiomycétes. De plus,
I"acide ciz-11,12-méthyléneoctadécanoique, un acide gras cyclopropanoique, est rapporte
pour la premiére fois chez les mycétes. Enfin, des différences significatives (P<0.05) ont été

observées entre les profils d’acides gras des espéces analysées.
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Abstract

The non-polar lipid content and fatty acid (FA) composition of 11 mushroom species
of the family Boletaceae were determined. The non-polar lipid content ranged from 2.0
(Leccinum aurantiacum and Boletus erythropus) to 5.4% wtiwt DW (Suillus grevillei) with
an average value of 2.9%. More than twenty-five different FAs were found in the mushroom
lipids. Unsaturated FAs, mainly linoleic and cleic acids, accounted for about 83% of the total
FAs, while palmitic acid was the main saturated FA. Some FAs are identified for the first
time in Boletaceae and in higher Basidiomycetes (cis-11,12-methyleneoctadecancic acid, 7-
cis,10-cis hexadecadienoic) or in fungi (cis-11,12-methylencoctadecanoic acid). There were

significant differences (P < 0.05) in the contents of specific FAs between mushroom species.
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3.1, Introduction

Mushroom consumption has been on the rise in North America over the past several
decades; factors such as immigration trends and changes in population tastes and
preferences may contribute for this growth (Lucier er al., 2003). Although button
mushrooms (Agaricus spp.) are still the most consumed, specialty mushrooms such as
Shiitake (Lentinula edodes), Oyster mushroom (Plewrotus ostreaius), and wild edible
species are gaining in popularity (Chang & Miles, 2004). Boletes, which belong to the
family Boletaceae (phylum Basidiomycota), can be readily recognized by their distinctive
shape. They are frequently harvested for human consumption and are among the most
popular wild edible mushrooms in both Europe and North America. More than 70 species of
Boletaceae are indigenous to Eastern Canada, inci-u::ling Boletus edulis, a species
particularly sought for its exceptional taste, giving this mushroom an excellent gastronomic

value (Pomerleau, 1980).

Edible mushrooms form a low-calorie food rich in proteins (19-35 % DW), vitamins
and minerals, especially potassium and phosphorus (Leon-Guzman et al., 1997, Chang &
Miles, 2004). Edible mushrooms, including the most cultivated species Agaricus bisporus
and L. edodes (belonging to the phylum Basidiomycota), show a high proportion of
unsaturated fatty acids (FAs) (Chang & Miles, 2004). Although mushrooms reveal highly
variable FA profiles, palmitic (16:0), oleic (18:1 A9¢) and linoleic (18:2 A9, 12¢) acids are

the main FAs found in members of the Basidiomycetes (Weete, 1974).
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Interest in lipids, especially in FA composition, is currently expanding, Such data are
used for physiological, chemotaxonomic and intrageneric differentiation studies of many
organisms such as bacteria, algae, fungi, and higher plants (Erwin, 1973, Stahl & Klug,
1996, Dimou ef al., 2002, Wolff er al,. 2002, Bagei et al., 2003). From the standpoint of
human nutrition, lincleic and w-linolenic (18:3 A9¢,12¢,15¢) acids are essential for basal
metabolism while long-chain polyunsaturated FAs have many beneficial effects on human
health (Parikh et al., 2005). In this respect, knowledge of FA content in edible mushrooms is

of interest.

Considering the interest for wild mushrooms for human consumption and the lack of
data with regard to mushroom FAs, the objective of this study was to characterise the FA

profiles of different mushrooms from Eastern Canada belonging to the family Boletaceae,

3.2, Materials and Methods

.21 Organims

Mushrooms belonging to different species of the family Boletaceae (Table 3.1) were
harvested in the Sherbrooke (45'26™ N, 71'42" W) and Abitibi (48°35™ N, 78780 W) areas
of the Province of Québec (Canada) during the summer of 2001, Samples of fruit bodies (3-

7 mushrooms for each species) were homogenized and lyophilized.
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3.2.2. Lipid extraction

Samples (1 g) were extracted with hexane as the extraction solvent using a Soxhlet
apparatus. Extracts were dried over anhydrous sodium sulphate, filtered, and concentrated (=

30 °C) in a rotary evaporator under vacuum,
3.2.3. Fatty acid analysis

Lipid samples in hexane (500 pl) were methylated in sealed tubes with
Borontrifluoride 14 % in methanol (BFs-MeOH) (500 pl; Aldrich, St Louis, MO) at 80 °C
for 1 h with occasional stirring. The hexane layer was withdrawn, washed with water, dried
over anhydrous sodium sulphate and kept at -35°C until analysis. Fatty acid methyl ester
(FAME) samples (1.0 pL) in hexane were analysed by gas chromatography on a Hewlett-
Packard 6890 Series II (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA) gas chromatograph (GC),
connected to a computer with a Hewlett-Packard Chemstation software. An open tubular
DB-225 capillary column (50 %-cyanopropylphenyl-dimethylpolysiloxane, 30 m = 0.25 mm
i.d = 0.75 um film thickness; J&W Scientific, Folsom, CA) with a split ratio of 1:25 was
used for analyses. The injector and flame ionisation detector (FIDY) temperatures were
maintained at 215 °C and 230 °C, respectively. The oven temperature was programmed as
follows: 35 °C to 180 °C at a rate of 20 "C/min, held for 3 min, increased to 200 °C at a rat;a
of 3 ®C/min and held for 13 min. Helium was used as the carrier gas under constant flow
(0.7 ml/min). FAME standards (Gle-60, Gle-76 and Gle-502; Nu-Chek-Prep, Elysian, MN)
were used for confirmation of retention times. FAME were also analysed by GC-MS, on a

Hewlett-Packard 6890 Series 11 (Hewlett-Packard), attached o a selective quadrupole mass
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detector (model 5973N, Agilent Technologies, Palo Alto, CA) and connected to a computer
with Hewlett-Packard Chemstation software, under similar conditions, with helium as

carrier gas and electronic impact (EI) set at 70 eV. All analyses were performed in duplicate.

3.2.4. Picolinyl ester analysis

Picoliny] ester derivatives were prepared from FAME according to the procedure of
Destaillats & Angers (2002), GC-MS analyses were performed on the same apparatus as
above. Samples (1.0 ply in CHaCl: were injected on an open tubular BPX-70 capillary
column (70 % cyanopropyl polysilphenylene-siloxane, 60 m = 0.25 mm i.d. = 0.25 pm {ilm
thickness, SGE, Austin, TX) in splitless mode. The injector temperature was maintained at
250 °C while the oven temperature was programmed as follows: 60 °C to 180 °C at a rate of
20 °C/min, held for 3 min, increased to 230 °C at a rate of 10 “C/min and held for 13 min,
increased to 250 °C at a rate of 2 °C/min, held at 250 °C for 20 min. Helium was used as the
carrier gas under constant flow (1.4 ml/min). Interpretation of mass spectra was performed

according to published guidelines (Christie, 1998). Analyses were performed in duplicate.

3.2.5. Swatistical analyses

Analysis of variance was carried out with the GLM procedure of SAS (SAS Institute,
Cary, NC) according to a completely randomised design with 2-4 replicates. Each sample
was considered as an experimental unit. When significant (P < 0.05) means were compared

using Least square (LS) means analysis.
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3.3. Resulis and discussion

Lipid content generally shows marked variations among species belonging to the
phylum Basidiomycota (Weete, 1974; Miric er al., 1985). In this study, non-polar lipid
contents of the 11 species of Boletaceae ranged from 2.0 (Leccinum aurantiacum, Boletus
erythropus) to 5.4% (w/w) dw (Swillus grevillei) with an average of 2.9% (Table 3.1).This is
in agreement with previous studies showing that non-polar lipid content in different species
of mushrooms of the Basidiomycetes ranges from 1.4 to 12.6% (w/w) dw (Kostele &

Hendry, 1981, Sherief er al, 1993).

Analysis of FA profiles show that linoleic, oleic and to a lesser extent palmitic (16:0)
acids were the main FAs found in the species examined, accounting for B4.6% (£
piperatus) to 95.5% (Ivlopilus felleus) of total FAs. Unsaturated FAs accounted for an
average of 83.3% of total FAs resulting in ratios of unsaturated:saturated FAs (U:S) ranging
from 3.5 (B. subtomeniosus; L. aurantiacum) to 7.6 (B. piperatus) (Table 3.2). This is in
agreement with previous published data that showed high proportions of unsaturated FAs in
many species of higher Basidiomycetes belonging to the families Apgaricaceae,
Amanitaceae, Coprinaceae, and Tricholomataceae (Miric et al., 1985; Ledn-Guzmdn ef al.,

1997 ; Diez & Alvarez, 2001).

Thirty FAs were found in the Boletaceae species analysed (Table 3.2), Of the sixteen
saturated FAs reported, six are reported for the first time in Boletaceae (Cg to Cyy and Cp3).
Other saturated FA were previously found in Boletaceae and in many Basidiomycetes

species such as Suillus luteus (Cyz and Cys to Cag), Agaricus campestris, Corticium solani,



53

and Collybia sp. (Cig — C4 and Cys — Cyy), Agaricus silvicola (Cs, Cs. Cs), and Fomes
igniarius (Cis, Ci3, Can, Caz, Caq) (Weete, 1974; Abdullah er al., 1994; Rezanka et al., 1999).
Uneven chain FAs (Cy to Cyp) were also present in the Boletaceae species analysed. While
Cys, Cy7 and Cy have been previously reported in Suillus sp. (Miiller ef al., 1994; Rezanka et
al., 1999), Cy, Cy; and Cy3 FAs are reported for the first time in this mushroom family.
However, longer uneven chain FAs such as C;; and C;5 were not detected in our samples but

were previously found in 8. futens (Rezanka et al., 1999).

Many monounsaturated FAs found in our samples have previously been reported both
in Boletaceae and other Basidiomycetes. For example, 17:1 A9, 16:1 ATc, 16:1 A9, 20:1
Alle, 22:1 Al3e were found in 5 luteus, Pleurotus sp., Suillus variegatus, Termitomyees
mammiformis, and Rhizoctonia spp., respectively (Milller er al., 1994; Rezanka ef al., 1999,
Dimou ef al., 2002; Kansei ef al., 2003). Althouph isomers 9-cis and 11-cis of docosenoic
acid (22:1) and tetracosenoic acid (24:1) were previously reported in 8. Jutens (Rezanka er
al., 1999, isomers 22:1 Al3c and 24:1 .f}.iSG are reported for the first time in Boletaceae
species. Previous work reported the presence of unspecified isomers of hexadecenoic (16:1),
heptadecenoic (17:1) and eicosenoic (20:1) acids in some Basidiomycetes (Weete, 1974,
Prodtenik et al.,, 1978), The | 1-cis isomer of octadecenoic acid (18:1) was previously found

in 8 luteus (Rezanka et al , 1999),

In most species analysed, over 40% of total FA was comprised of polyunsaturated
FAs, including linoleic acid (18:2 A9¢,12¢) and a-linolenic acid (18:3 A9¢,12¢,15¢). The
latter, a ws FA known for its nutraceutical properties (Parikh er al., 2005), was detected in

all species analyzed but in low amounts when compared to linoleic acid. GC-MS analyses of
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FA picolinyl esters allowed identification of two isomers of hexadecadienoic acid (16:2);
16:2 ATe, 10c and 16:2 A9c,12¢. Both were slightly more abundant in B. pipergius and L.
aurantiacum than in other species (Table 3.2). Although the 9-cis,12-cis isomer of
hexadecadienoic acid (16:2) has been previously reported in S, futeus (Rezanka ef al., 1999),
the 7-cis,10-cis isomer had not been previously found in Boletaceae, nor in Basidiomycetes.
However, unspecified isomers of hexadecadienoic acid (16:2) had previously been reported
in the Basidiomycetes Exobasidum vexans (Weete 1974), Tricholoma terreum, Armillaria
mellea, Hypholoma sublateritium, Polvporus ramosissimus, and Hydnum  rufescens
(Prodtenik er al., 1978). 7.10-Hexadecadienoic acid (16:2 (n-6)) is a minor constituent of
some seed and fish oils, and plant leaves, whereas 9.12-hexadecadienoic acid (16:2 (n-4))
has been reported in marine microorganisms, and is a biosynthetic precursor of n-4 FAs
{Christie, 2005), The 11-cis,14-cis isomer of eicosadienoic acid (20:2) was also reported in
S, luteus (Rezanka et al., 1999). This FA ranged between 0.06 (Tylopilus felleus) and 0.50%
(B. subtomentosus) of total FAs in the Boletaceas species analysed. As in the case of
hexadecadienoic acid (16:2), unspecified eicosadienoic acid (20:2) isomers have previously
been reported in Trametes versicolor and in some lower fungal species (Stahl & Klug, 1996;

Da Silva ef al., 1998).

cis-11,12-Methyleneoctadecanoic acid, a cyclopropanoic acid generally occurring in
bacteria (Christie, 1970) was identified. Mass spectrum of picolinyl ester derivation of this
FA (Figure 3.1) shows a typical ion fragmentation pattern of saturated cyclopropyl FA
structure (ion fragments at m/z = 386, 372, 358, 344, 330, 316, 302, 288, 275, 246, 220, and

194). The diagnostic ion at 275 m/z and the molecular ion at m/z = 383, in agreement with
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literature data (Christie, 1998), and confirmed the identity of this FA. cis-11,12-
Methyleneoctadecanoic acid is also found in the seed oil of Byrsocarpus coccineus
{(Connaraceae) along with a large proportion of its biosynthetic precursor, cis-11-
octadecenoic acid (Badami & Patil, 1981). While 11-octadecenoic acid was shown to be
present in nearly all boletaceae species analysed, the presence of eis-11,12-
methyleneoctadecanoic acid was atypical and was not correlated with an higher proportion

of 11-octadecenoic acid,

There are differences between mushrooms in the levels of major and minor FAs
(Table 3.2). With respect to the most abundant FAs, Boletus variipes has a significantly
higher proportion of oleic acid (18:1 A9¢) than B. erythropus, L. aurantiacum and T felleus.
Significantly higher proportions of linoleic acid (18:2 A9¢,12¢) were observed in B
ervthropus when compared with B. edulis, 5 grevillei, B. piperatus, B. subglabripes, B.
subtomentosus, B. variipes, L. awrantiacum, L, seabrum and Suillus granulatus. The highest
proportions of palmitic acid (16:0) were found in T jfellews, L. awrantiacum, B.
subtomentosus when compared to B edulis, 5. grevillei, B. piperatus and B, variipes.
Significant differences were also observed among the mushrooms with respect to minor FAs
(Table 3.2). This may suggest that a particular mushroom species may intrinsically display a
higher proportion of a specific FA when compared to another species but considering that
FA composition of eukaryotic microorganisms, including fungi, is extremely flexible and
often highly modified in response to environmental conditions such as pH, media
composition, temperature, and growth stage (Erwin, 1973), further investigations are needed

in order to confirm this hypothesis,
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This study allowed identification of over 25 different FAs in the mushrooms species
analysed; linoleic, oleic, and palmitic acids were the main FAs, representing 84.6-95.6% of
total FAs, Unsaturated FAs accounted for an average of 83.3% of total FAs and largely
predominated over saturated ones in all species. Among the FAs detected, some are reported
for the first time in Boletaceae or in Basidiomycetes, and cis-11,12-methyleneoctadecanoic

acid is reported for the first time in fungi.

3.4. Acknowledgments

This study was supported by Conseil de Recherche en Agriculture, Péche et
Alimentation du Québec (CORPAQ). We thank Maurice Thibault for collecting the wild
mushrooms and Dr Carole Martinez, Claude Gosselin, Cam Chi Ngo Duy and Veéronique

Scott for technical assistance,



Table 3.1. Non-polar lipid content of mushrooms of the family Boletaceae

Mushroom Nun@:ﬂ{a‘i xl:%idd :r??mm
Bolerus edulis 26£09
B. eryihropus 2007
B. piperatus 2.5+£04
B. subglabripes 3.3 40005
B. subtomeniosus 224 0.008
B variipes 3.l &£0.5
Leccinum aurantiacum 2012
L. scabrum 3.1+£03
Suillus gramulatus 32+£2.1
8 grevillei 5.4+£09
Tyvlopilus felleus 2.4 +0.3

* Each value represents the mean of three replicates + standard error
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Table 3.2. Fatty acid profiles of 11 mushroom species of the family Boletaceae

Species
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Figure 3.1, Mass spectrum  of picolinyl  ester derivative of cis-11,12-
methyleneoctadecanoic acid from Boletus subglabripes lipid extract.



60

3.5, References

Abdullah, M.L., Young, ].C., Games, D.E. (1994) Supercritical fluid extraction of carboxylic
and fatty acids from Agaricus spp. mushrooms. Jowrnal of Agricultural and Food
Chemistry, 42, T18-722,

Badami, R.C. & Patil, K.B. (1981) Structure and occurence of unusual fatty acids in minor
seed oils. Progress in Lipid Research, 19: 119-153,

Bapei, E., Bruehl, L., Aitzetmuller, K., Altan, Y. (2003} A chemotaxonomic approach to the

fatty acid and tocochromanol content of Cannabis sativa L. (Cannabaceae). Turkish Jouwrnal
of Botany, 27: 141-147.

Chang, S.T. & Miles, P.G. (2004) The nutritional attributes of edible mushrooms. Dans:
Chang, 8. T. & Miles, P.G. (eds), Mushrooms, Cultivation, Nutritional Value, Medicinal
Effect, and Environmental Impact, Second edition. CRC Press, New York: 27-37.

Christie, W.W. (1970) Cyclopropane and cyvclopropene fatty acids. Dans; Gunstone, F.D.
(ed.), Tapics in Lipid Chemistry, Folume I. Logos Press, London: 1-49,

Christie, W.W. (1998} Gas chromatography mass spectrometry methods for structural
analysis of fatty acids. Lipids, 33: 343-353,

Christie, W.W. (2005) Fatty acids: methylene-interrupted double  bonds:
hitp://www.lipidlibrary.co.uk/lipids.html.

Da Silva, M., Manfio, G.P., Canhos, V.P. (1998) Characterization of selected strains of
Mucorales using fatty acid profiles. Revista de Microbiologica, 29: 276-281.

Destaillats, F. & Angers, P. (2002) One-step methodology for the synthesis of fatty acid
picolinyl esters from intact lipids. Journal of American Oil Chemist Society, 79: 253-256.

Diez, V.A. & Alvarez, A. (2001) Compositional and nutritional studies on two wild edible
mushrooms from Northwest Spain. Food Chemistry, 75: 417-422.

Dimou, D.M., Georgala, A., Komaitis, M., Aggelis, G. (2002) Mycelial fatty acid
composition of Plewromus spp. and its application in the intrageneric differentiation.
Mycological Research, 106; 925-929,

Erwin, J.A. (1973) Comparative biochemistry of fatty acids in eukaryotic microorganisms.
Dans: Erwin, J.A. (ed.), Lipids and Biomembranes of Eukaryotic Microorganisms.
Academic Press, New York: 41-143,


http://www.lipidlibrary.co.uk/lipids.html

61

kansci, G., Mossebo, D.C., Selatsa, A.B., Fotso, M. (2003) Nutrient content of some

mushroom species of the genus Termitomyces consumed in Cameroon. Nahrung/Food, 4T
213-216.

Kostele, 1.G, & Hendry, L.B, (1981 Hydrocarbon constituents from white strains of the
mushroom Agaricus bisporus (Lange) Singer. Jowrnal of Agricultural Food Chemistry, 29
185-186.

Ledn-Guzman, MLF,, Silva, 1., Lopez, M.G. (1997) Proximate chemical composition, free
amino acid contents, and free fatty acid contents of some wild edible mushrooms from
Querétaro, Mexico, Jowrnal of Agricultural Food Chemistry, 45; 4329-4332,

Lucier, G., Allshouse, J., Lin, B.H. (2003) Factors affecting U.S. mushroom consumption.
Electronic Outlook Report from the Economic Research Service - USDA:
hitp:/fwww.ers.usda.gov/publications™V GS/mar03/vgs29501/ves29501 . pdf.

Miric, ©., Lalic, V.Z., Miletic, D.I. (1985) The composition of some lipid fractions
(phospholipids, triglycerides, free fatty acids, sterols) of wild growing edible mushrooms.
Hrana Ishrana (Yugosiavia), 26: 123-128.

Miller, M.M., Kantola, R., Kitunen, V. (1994) Combining sterol and fatty acid prnﬁh-:s for
the charaterization of fungi. Mycological Research, 98: 593-603.

Parikh, P., McDaniel, M.C., Ashen, D., Miller, LL., Sorrentino, M., Chan, V., Blumenthal,
R.S., Sperling, L.5. (2005) Diets and cardiovascular disease an evidence-based assessment.
Journal of the American College of Cardiology, 45: 1379-1387.

Pomerleau, R. (1980) La Flore des Champignons du Québec. Editions La Presse, Montréal.

Prostenik, M., Burcar, 1., Castek, A., Cosovic, C., Golem, J., Jandric, Z., Kliaic, K.,
Ondrusek, V. (1978) Lipids of higher fungi, I : The fatty acids and 2-hydroxy fatty acids in
some species of Basidiomycetes. Chemisiry and Physics of Lipids, 22: 97-103,

Rezanka, T., Rozentsvet, O.A., Dembitsky, V.M. (1999) Characterization of the hydroxy
fatty acid content of Basidiomycotina. Folia Microbiologica, 44: 635-641.

Sherief, A.A., Abd El Naby, M.A., Mansour, F.A., El Sawah, M.A. (1993) On the Egyptian
mushrooms. Pakistan Journal of Biochemisiry, 26: 69-75,

Stahl, P.D. & Klug, M.J. (1996) Characterization and differentiation of filamentous fungi
based on the fatty acid composition. Applied and Environmental Microbiology, 62: 4136-
4146,


http://www.ers.usda.gov/publications/VGS/mar03/vgs29501/vgs29501.pdf

62

Weete, 1.D. (1974) Fungal Lipid Biochemistry: Distribution and Metabolism. Monographs
in lipid research, Volume 1. Plenum Press, New York, 393 p.

Wolff, R.L., Lavialle, O., Pédrono, F., Pasquier, E., Destaillats, F., Marpeau, A.M., Angers,
P., Aitzetmiiller, K. (2002) Abietoid seed fatty acid composition — A review of the genera
Abies, Cedrus, Hesperopeuce, Keteleeria, Fseudolarix, and Truga and preliminary
inferences on the taxonomy of Pinaceas. Lipids, 37: 17-26.



63

CHAPITRE 4 - FATTY ACID PROFILES OF POLAR AND
NEUTRAL LIPIDS OF TEN SPECIES OF HIGHER
BASIDIOMYCETES INDIGENOUS TO EASTERN CANADA

Sommaire

Les travaux présentés au chapitre 3 ayant mené A I'observation de différences
majeures entre les profils en acides gras de différentes espéces de champignons appartenant
a la famille des Boletaceae, cette étude proposait la caractérisation des lipides polaires et
neutres de champignons comestibles indigénes de I'Est du Canada appartenant 4 six familles
différentes (Agaricaceae, Amanitaceae, Boletaceae, Coprinaceae, Ganodermataceae,
Lycoperdaceae). Dix espéces de champignons (Agaricus arvensis, Agaricus campestris,
Amanita rubescens, Amanita vaginata, Boletus edulis, Boletus subglabripes, Coprinus
comatus, Ganoderma applanatum, Lycoperdon pyriforme, Suillus granulatus) ont donc été
analysées. Les contenus en lipides totaux des espéces étudiées variaient de 3,1 (G
applanatum) i 16% p/p ps (4. vaginara), pour une moyenne de 8,6% p/p ps. Les contenus en
lipides neutres, polaires et totaux étaient significativement différents chez les espéces
analysées, les lipides polaires formant plus de 50% du contenu en lipides chez la majorité
des espéces. Les lipides polaires et les lipides neutres étaient constitués d’une forte
proportion d’acides gras insaturés, allant de 62,7 4 82,3% des acides gras totaux (lipides
polaires) et de 59,8 4 82,5% des acides gras totaux (lipides neutres). Les profils en acides
gras des lipides neutres et polaires montraient une forte proportion d’acides linoléique,
oléique et palmitique. Les profils des espéces analysées ont montré des différences
significatives (P<0.05) dans leur contenu en acides gras. Parmi les 44 acides gras trouvés
chez les espéces étudiées, les acides cis-11-hexadécénoique et cis-11-heptadécénoique sont
rapportés pour la premiére fois chez les basidiomycétes, tandis que l'acide élaidique est
rapporté pour la premiére fois chez les mycétes.

Ce chapitre a été soumis pour publication 4 la revue Mycological Research.
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Résumé

Cette étude visait la caractérisation des lipides neutres et polaires de dix espéces de
champignons comestibles indigénes de I'Est du Canada. Les contenus en lipides totaux des
espéces édides wvariaient de 3.1 (Ganoderma applanatum) 4 16% p/p ps (Amanita
vaginata), pour une moyenne de 8,6% p/p ps. Les contenus en lipides neutres, polaires et
totaux étaient significativement différents chez les espéces analysées, et les lipides polaires
constituaient plus de 50% du contenu en lipides chez la majorité des espéces. Les lipides
polaires et les lipides neutres étaient constitués d'une forte proportion d'acides gras
insaturés, allant de 62,7 4 82,3% des acides gras totaux (lipides polaires) et de 59,8 4 82,5%
des acides gras totaux (lipides neutres). Les profils en acides gras des lipides neutres et
polaires montraient une forte proportion d’acides linoléique, oléique et palmitique. Les
profils des espéces analysées ont montré des différences significatives (P<0.03) dans leur
contenu en acides gras. Parmi les 44 acides gras trouvés chez les espéces étudides, les acides
cis-11-hexadécénoique et cis-11-heptadécénoique sont rapportés pour la premiére fois chez
les basidiomycétes, tandis que l'acide élaidique est rapporté pour la premiére fois chez les

mycétes,
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Abstract

MNeutral and polar lipid contents of ten species of edible mushrooms indigenous to
Eastern Canada belonging to the families Agaricaceae, Amanitaceae, Boletaceae,
Coprinaceae, Ganodermataceae and Lycoperdaceae were analysed. Total lipid content of the
species analysed ranged from 3.1% (Ganoderma applanatum) to 16.0% w/w dw (dmanita
vaginata) and averaged B.6% w/w dw. Polar lipids accounted for more than 50% of total
lipids in most-species and differences were observed between neutral and polar lipid
conients according to the species analysed. In both lipid fractions, high proportions of
unsaturated fatty acids (FAs) ranging from 62.7% to 82.3% (polar lipids) and 59.8 % to
82.5% (neutral lipids) of total FAs were observed. Analysis of FA profiles showed that both
neutral and pu-lar lipids were mainly composed of linoleic (18:2 A9¢,12c¢), oleic (18:1 A9¢),
and palmitic (16:0) acids. Significant differences (P < 0.05) in the contents of specific FAs
were observed between mushroom species. Among the 44 FAs detected in the species
analysed, clv:currencé of cis-11-hexadecenoie (16:1 Alle) and cis-11-heptadecenoic (17:1
Allc) acids is reported for the first time in Basidiomycetes, while elaidic acid (18:1 A91) is

reported for the first time in fungi.
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4.1, Introduction

Interest in the consumption of speciality mushrooms has risen considerably during
the last decades. Trends like human mass migration and cultural exchanges have contributed
to increase mushroom consumption and favoured the expansion of the specialty mushroom
market worldwide (Chiu et al., 2000). Currently, many wild edible mushroom species are
harvested in the forests of North America for human consumption including some species of
commercial importance: Cantharellus cibarius, Morchella esculenta, Armillaria ponderosa,

and Boletus edulis (Thomas & Schumann, 1993; Ehlers et al., 2004).

Mushrooms have many characteristics that give them excellent nutritional value.
They are rich in proteins (19-35% dw) including all the essential amino acids, vitamins
(thiamine, riboflavin, ascorbic acid, vitamin Ds), minerals (especially potassium and
phosphorous), and contain appreciable amounts of dietary fibres (Le6n-Guzmén et al., 1997;
Mattila et al., 2001; Chang & Miles, 2004; Valentdo ef al., 2005). Mushrooms not only
present excellent nutritional value, but some species also contain bioactive compounds with

medicinal properties (Chiu ef al., 2000; Chang & Miles, 2004).

With regard to lipids, the total lipid content of higher Basidiomycetes varies
according to species, ranging between 0.6% and 18.4% w/w dw (Miric ef al., 1985; Lisel,
1988; Chang & Miles, 2004) and the proportion of unsaturated fatty acids (FAs) is generally
high (Chang & Miles, 2004; Pedneault ef al., 2006). Although mushrooms reveal highly
variable FA profiles, palmitic (16:0), oleic (18:1 A9¢) and linoleic (18:2 A9¢,12¢) acids are

generally the main FAs found in members of the Basidiomycetes (Weete, 1974; Pedneault e/
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al., 2006). With their use for physiological, chemotaxonomic and intrageneric differentiation
studies of many organisms (algae, bacteria, fungi, and higher plants), lipids, particularly
composition of FAs, are presently receiving increasing interest (Stahl & Klug, 1996; Dimou
ef al., 2002; Bagcei ef al., 2003; Wolff, 2002). From the standpoint of human nutrition, long-
chain polyunsaturated linoleic and o-linolenic (18:3 A9¢,12¢,15¢) acids are essential for
human basal metabolism, and have many beneficial effects on human health (Parikh et @l ,
2005, In this respect, knowledge of FA contents in edible mushrooms takes on additional

value,

Considering the increasing interest for both FAs and wild mushrooms for human
consumption, and the lack of data with repard to mushroom FAs, the objective of this study
was to characterise the FA profiles of different edible mushrooms indigenous to Eastern
Canada belonging to the families Agaricaceae, Amanitaceae, Boletaceae, Coprinaceae,

Ganodermataceae and Lycoperdaccae.

4.2, Materials and Methods

4.2 1. Samples

Mushrooms belonging to the families Agaricaceae, Amanitaceae, Boletaceae,
Coprinaceae, Ganodermataceae and Lycoperdaceae (Table 1) were harvested in the areas of

Sherbrooke (45°26” N, 71°42” W) and Abitibi (47°20™ N, 79°26” W) in the Province of
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(Québec (Canada) during July and September 2001. Samples (3-7 mushrooms) were

lyophilised and homogenised.

4. 2.2 Lipid extraction

Samples (1 g) were extracted for 2 h (room temperature) in a Soxhlet apparatus,
using hexane as the extraction solvent. Extracts were dried over anhydrous sodium sulphate,
concentrated (< 30°C) in a rotary evaporator under vacuum, weighed and identified as the
neutral lipid extracts. For each sample, the residual mushroom material was extracted for 2 h
(room temperature) with occasional stirring, using CHCl3:MeOH (2:1) as the extraction
solvent. The extract was centrifuged. The supernatant was filtered, dried over anhydrous
sodium sulphate, concentrated (< 30°C) in a rotary evaporator under vacuum, weighed and

identified as the polar lipid extract,

4.2.3. Faitty acid analysis

Newtral lipid extracts in hexane (500 pl) were methylated in sealed tubes with
borontrifluoride 14% in methanol (BF3-MeOH) (500 ul; Aldrich, St. Louis, MO) at 70°C for
45 min with ocecasional stirring. The hexane laver was withdrawn, partitioned against water,
and dried over anhydrous sodium sulphate. Fatty acid methyl ester (FAME) samples were
kept at -35°C until further analysis. Polar lipid extracts in 1 ml of CHCl;:MeOH (2:1) were
evaporated to dryness and methylated in sealed tubes with BF;-MeOH (1 ml) at 70°C for 45
min with occasional stirring. FAME samples were extracted with hexane (1 ml). The hexane
layer was withdrawn, partitioned against water, dried over anhydrous sodium sulphate and

kept at -35"C until further analysis.
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FAME samples (1.0 pl) in hexane were analysed by gas chromatography (GC) on a
Hewlett-Packard 6890 Series 11 (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA) gas chromatograph,
connected to a computer with Hewlett-Packard Chemstation software. An open tubular
BPX-T0 capillary column (70% cyanopropyl polysilphenylene-siloxane, 60 m = 0.25 mm
i.d. « 0.25 pm film thickness; SGE, Austin, TX) in splitless mode was used. The injector and
flame ionization detector temperatures wi;&r-:a both maintained at 250°C. The oven
temperature was programmed as follows: 35°C to 180°C at a rate of 20°C min', held for 3
min, increased to 230°C at a rate of 3°C min™ and held for 13 min. Hydrogen was used as
the carrier gas under constant flow (1.4 ml min'). FAME standards (Gle-60, Gle-76 and
Gle-502; Nu-Chek-Prep, Elysian, MN) were used as references. Analyses were performed in

duplicate.
4.2.4. Picolinyl ester analysis

Picolinyl ester derivatives were prepared from FAMEs according to the procedure of
Destaillats & Angers (2002), GC-mass spectrometry (MS) analyses were performed on a
Hewlett-Packard 6890 Series 1I, coupled to a selective quadrupole mass detector (Model
5973N; Agilent Technologies, Palo Alto, CA) with electronic impact (EI) set at 70 eV and
connected to a computer with a Hewlett-Packard Chemstation software. Samples (1.0 pl) in
CH:Cl: were injected on an open tubular BPX-70 capillary column in splitless mode. The
injector temperature was maintained at 250°C while the oven temperature was programmed
as follows: 60°C to 180°C at a rate of 20°C min™', held for 3 min, increased to 230°C at a rate
of 10°C min™ and held for 13 min, increased to 250°C at a rate of 2°C min™, held for 20 min,

Helium was used as the carrier gas under constant flow (1.4 ml min). Interpretation of
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mass spectra was performed according to published guidelines (Christie 1998). Analyses

were performed in duplicate.

Picolinyl esters were also analysed on a GC-MS (Hewlett-Packard 6890 Series IT)
attached to a time-of-flight detector (Pegasus HT TOFMS; Leco, 5t. Joseph, MI) and
connected to a computer with Leco Pegasus software (Leco), under the analytical conditions

previously described for GC-MS quadrupole analysis.

4.2.5, Quantification of FA

Quantification of FAs was carried out according to response factor and a calibration
table based on FAME standards. The degree of unsaturation for Ciy FA (A/mol Cig) was
calculated with the following formula: A/mol Cyg=[(1 = 18:1) + (2 = 18:2) + (3 = 18:3)] /E

(Cis FA).

4.2.6, Analysis of variance

Analysis of variance was carried out with the GLM procedure of SAS (SAS Institute,
Cary, NC) according to a completely randomized design with 3 replicates. Each sample was
considered as an experimental unit. When significant (P < 0.05), means were compared

using Least square (LS) means analysis.
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4.3. Results and discussion

Species belonging to the phylum Basidiomycota generally show marked differences
in lipid content (Weete, 1974; Miric et al., 1985). In this study, total lipid content of the
species analysed ranged between 3.1% and 16.0% w/w dw and averaged 8.6% wiw dw
(Table 4.1), which is line with previously reported data on sporocarps of higher
Basidiomycetes showing a total lipid content varying between 0.6% and 18.4% w/w dw
(Miric et al., 1985; Lisel, 1988; Chang & Miles, 2004). The total lipid contents of Coprinus
comaius (4.4% wiw dw) and Lycoperdon pyriforme (4.8% w/w dw) were comparable with
values ranging between 4.0% and 5.0% w/w dw, while the total lipid contents of Amanita
rubescens (10.6% wiw dw), Boletus subglabripes (10.8% wiw dw), and Suillus granulatus
(9.0 wiw dw) were two-fold  higher. Ganoderma applanatum (3.1% w/w dw) and
Amanita vaginata (16,0% w/w dw) showed the lowest and the highest total lipid content,

respectively (Table 4.1).

Significant differences were observed between the lipid contents of these species, for
both neutral and polar lipids. Neutral lipid contents ranged'frﬂm 0.7% (G applanatum) to
9.4% wiw dw (4. vaginaia), and polar lipid contents from 2.4% (. applanatum) 10 11.8%
wiw dw (Agaricus campestris). Neutral lipid content in species belonging to Boletaceae (8.
edulis, B. subglabripes, S. granulatus) and &, applanatum are comparable with previously
published data on Boletaceae (Pedneault et al., 2006) and woody-mushroom species

{(Yokokawa, 1980),
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Polar lipids generally accounted for more than 50% of total lipids. Proportions of
polar lipids were particularly important in Agaricus arvensis (79.0% of total lipids), 4.
campestris (86.8% of total lipids), G. applanatum (77.4% of total lipids) and L. pyriforme
(85.4% of total lipids) (Table 4.1). Previous work showed that polar lipids may account for
an important proportion of total lipids in some mushrooms. Agaricus bisporus, C. cibarius,
Daedaleopsis confragora var. tricolor are reported to have a polar lipid content accounting

for 49.0% to 67.0% of total lipids (Losel, 1988; Dembitsky ef al., 1992).

Palmitic, oleic and linoleic acids were the main FAs present among the 44 FAs
identified in the neutral lipids of the analysed species, fWhi:h i5 in agreement with previous
data regarding Basidiomycetes {Weete, 1974; Losel, 1988). Unsaturated FAs accounted for
an average of 74.4% of total FAs, resulting in ratios of unsaturated to saturated FAs (U:S)
ranging from 1.61 (L. pyriforme) to 5.36 (B. edulis) (Table 4.2). U:S ratios of all tested
species, but G, applanatum, L. pyriforme, and 4. arvensis, were higher than 3.0, which is in
agreement with previous studies that showed high proportions of unsaturated FAs in lipids

of higher Basidiomycetes (Lisel, 1988).

Similarly to neutral lipids, palmitic, oleic and linoleic acids were the main FAs
identified among the 35 different FAs detected in polar lipids. Saturated FAs contents
ranged from 17.0% (B. edulis) to 37.6% (G. applanatum) of total FAs, and total unsaturated
FAs contents ranged from 62.7% (G. applanatum) to 82.3% (B edulis) of total FAs,

resulting in U:S ratios ranging from 1.74 (G. applanatum) to 4.89 (B. edulis) (Table 4.3).
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Some unusual FAs were detected among the species analysed such as the
cyclopropane FA 11,12-methyleneoctadecanoic acid, which was found in both the neutral
and polar fractions of B. edulis, B. subglabripes and 5. granulatus. Pedneault er al. (2006)
have previously reported the presence of this FA in the non-polar lipid fraction of B. edulis
and B. subglabripes. Presence of cyclic FAs, namely 9,10-epoxyoctadecanoic acid, has been
previously reported in spores of rust fungi (order Uredinales, Basidiomycota) (Weete, 1974).
The occurrence of cis-7,10-hexadecenoic acid (16:2 A7¢,10¢) was observed in the polar
fraction of B. edulis, B. subglabripes, and 8. granulatus as well as in the neutral fraction of
all the tested mushrooms, where the highest amounts were detecled in G, applanatum
(0.25% of total FAs) and L. pyriforme (0.43% of total FAs). This FA was recently reported
for the first time in higher Basidiomycetes namely in the non-polar lipid fraction of B
edulis, B. subglabripes and S. gramulatus (Pedneault ef al., 2006). To the best of our
knowledge, the oceurrence of isomers cis-11 of hexadecenoic acid (16:1 Allc) and cis-11 of
heptadecenoic acid (17:1 Alle), which were previously identified in slime moulds
(Davidofl & Kom, 1963; Dembitsky er al., 2005), are reported here for the first time in
Basidiomycetes. Isomer cis-11 of hexadecenoic acid was present in both neutral and polar
lipid fractions of all species analysed, but isomer cis-11 of heptadecencic acid was detected
only in (. applanatum (0.39% of total FAs in the polar lipids and 0.07% of total FAs in the
neutral lipids). Other isomers of hexadecenoic and heptadecenoic acids detected in the
mushrooms tested, such as cis-T-hexadecenoic (16:1 AT7¢), eis-9-hexadecenoic (16:1 AB¢),
cis-8-heptadecenoic (17:1 A8c) and cis-9-heptadecenoic (17:1 A9c), were previously
reported in higher fungi (Rezanka & Mares, 1987; Pedneault et al., 2006). Among the FAs

detected in the mushrooms tested, elaidic acid (18:1 A%, a FA commonly found in milk fat,
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in tissues of ruminant animals, and occasionally in seed oils (Pfeuffer & Schrezenmeir,

2006; Christie, 2007) is reported here for the first time in fungi.

There are differences between mushrooms in the levels of major and minor FAs
(Tables 4.2 and 4.3). With respect to the most abundant FAs, L pwiforme had a
significantly higher proportion of palmitic acid than 4. rubescens, A. vaginata. B. edulis and
&. granulatus in both neutral and polar lipids. Significantly higher proportions of linoleic
acid in both neutral and polar lipids were observed in A, campestris when compared to B
subglabripes, A. rubescens, A. vaginata, . applanatum, L. pyriforme, and S. granulatus.
The highest proportions of oleic acid in neutral lipids were found in A. rubescens, A.
vaginata, B. edulis, B. subglabripes, G. applanatum and 8. granulatus. Amanita vaginata
showed a significantly higher proportion of oleic acid in polar lipids than other tested
mushrooms. Significant differences were also observed among the mushrooms with respect
to minor FAs (Tables 4.2 and 4.3). This may suggest that a particular mushroom species
may intrinsically display a higher proportion of a specific FA when compared to another
species (Pedneault ef al., 2006) but considering that FAs composition of eukaryotic
microorganisms, including fungi, is extremely flexible and often highly modified in
response to environmental conditions such as pH, media composition, temperature, and

aeration (Erwin, 1973), further investigations are needed in order to confirm this hypothesis.

Comparison of FA profiles of neutral and polar lipids showed the absence of short
chain (C4 to Cg) FAs in polar lipids while these FAs were detected in the neutral lipids of all
the mushrooms tested. For both neutral and polar lipids, unsaturated FAs were predominant

representing 59.8% to 82.5% (neutral lipids) and 62.7% to 82.3% (polar lipids) of total FAs
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resulting in U:S ratios ranging between 1.61 to 5.36 (neutral lipids) and 1.74 to 4.89 (polar
lipids). The degree of unsaturation for C3 FA (A/mol Cig) of neutral (1.17-1.86) and polar
(1.21-1.89) lipids was similar. With the exception of 4. arvensis and L. pyriforme showing a
mark.ed higher proportion of total unsaturated FAs in the polar fraction, total unsaturated
FAs contents of the mushrooms tested were quite similar between neutral and polar lipids.
With regard to the most abundant FAs, comparable proportions of palmitic acid (average:
16.2% of total FAs) were observed in neutral and polar lipids. Polar lipids showed a higher
proportion of linoleic acid when compared to neutral lipids, with an average proportion of
50.2% of total FAs in polar lipids and 42.3% of total FAs in neutral lipids. Conversely,
neutral lipids showed a higher proportion of oleic acid as compared to polar lipids with an

average proportion of 28.5% and 21.5% of total FAs in neutral and polar lipids, rtsptctiﬁely_

This study identified over 40 FAs in the mushroom species analysed. Palmitic, oleic,
and linoleic acids were the most abundant FAs in both neutral and polar lipids. The
cyclopropane FA 11,12-methylenecctadecanoic acid, previously reported in Boletaceae
species (Pedneault ef al., 2006), was only detected in mushrooms belonging to this family
(B. edulis, B. subglabripes and S granulatus). Among the FAs detected, cis-11-
hexadecenoic and cis-11-heptadecenoic acids are reported for the first time in

Basidiomycetes, while elaidic acid is reported for the first time in fungi.
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Table 4.1. Lipid content of ten species of higher Basidiomycetes indigenous to Eastern
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Canada
Species Meutral lipid contemt Polar lipid content  Total lipid content
[ {wfwr)y dw) [ % (wehw) dw] [%5 (wiw) dw)

Agaricus arvensis lda 4.9 abc 6.2a
Agaricus campesiris 1.8 ah 11.84d 13.6 de
Amanita rubescens .1d 3.4 abe 10,6 cd
Amanita vaginala 94d 6.5 be 160
Bodetus eculis ; idec 31ab 6.4 ab
Boletus subglabripes ide T4e 108 ed
Coprinus comatus l.5a 28a 44 a
Cranaderma applanatum . 0,7 a 4a ila
Lycoperdon pyriforme 04 a 4.1 abe 48a
Suillus gramalaris 3i2hbc 6.7 be 9.9 he

Each value represents the mean of 3 replicates. Values on the same column followed by a same letter
are not significantly different according to Least square (LS) means test (P < 0.05).



Table 4.2, Fatty acid (FA) profiles of neutral lipids from ten species of higher
Basidiomycetes indigenous to Eastern Canada
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Species
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4:0 002 a® 002a 002 a 003 a 004 a 004 & 002 a 003 a 0.03a 0.03a
50 002 abc 002abe O002abe 0O04c 0,01 a 002 abe 002abc 004be 003 abe 001 ab
6:l) 0.03 a 003 a 0,03 a 003a 005a 0,07 a 0.03a 006a 0.06a 0.02a
T:0 0.03 abe 002 a 003 abe 003 abe 0.01a 001 a 003ab  005be 005¢ 0.02a
#:0 0.02 a (LO2 a 002 a 0.03a O004ab O04ab O02a 007 ¢ O06be  0.0Za
9:0 O04a  00Za  00Za  005a  006a 006a  O04a  005a  O04a  0.03a
10:0 003ab 00Zab 00Zab ©O0Z2ab O05ab 007be 002a 01lc 005ab 0.0 ab
11:0 005ab 002a 00Zab 002ab 004ab O03ab 005ab 006b 0.04ab 003 ab
12:0 013a 012a 0,09 a 0.13a 0.08a 0.13a 0.13a 040 b 031 b 0.08a
13:0 O0ab 002a 00%ab  003ab 004ab 003ab 003ab 006k 0.06ab 003 ab
14:0 075be 054abh 0172 031ab 060ab 02%9ab 0.5Tab 251d 1.21e 0.23 ab
14:1 A9¢ 002 A - 0.02 a 003 a 0.11b 0.03a -
15:0 G54 be  047abc 033ab  022ab  0.20a O44ab 03Tab 351d 5.25¢ (.88 ¢
16:0 202cd  165bc  145abc 152abc 10.5a 125ab 189cd 190cd 226d 13.0ab
16:1 ATe - 0,08 a 0.08 a 030b D28 b 0.09a - - 053¢
16:1 Abe 0% cd 087bcd 042a 49ab 054ab O060abc 087bcd 1.03d 0.57ab 0.38a
16:1 Alle 020be 025c 005ab 005a 0.16abe 0.1Tabc 0.704d 177e 0.20abe (044
16:2 AT, 10e 009 a 0,00 a 0.06 a 0.06 a (.08a 0.10ab  0.07a 0.25be 043¢ (.13 ab
16:2 A9¢,12¢ 008 a 009 a 0.05a 0.07a 0.1la 007a 0.07a .13 a 0.11a .05 n
17:0 0.58 ¢ 040bc O.1l6ab 0078 0.20ab  022ab 00Ba 1.61d 048 ¢ 35 be
17:1 Afc - - - - - - - 0.10
17:1 A%¢ 01t e 009hc O008abc G05a lZg 0llc (.05ab 0.31d dllg l2c
17:1 Alle - - - - = 0.07 - -
18:0 550cd 304ab 447be 3.72abc 3.17ab  365abc lBda 460bc  T727d 3.03 ab
18:1 A9 0.12abe 0.15abc 0.10ab  0.17abe 007a 0.09a 0.12abe 032cd 0O48d 0.32 bed
18:1 Abe 4,48 a 1.0% g5 580cd 603d Ble 02ed 7458 1T4ce 512ab 33.7c¢
18:1 Alle 098 h 0.38a - - 108 b - 0.é5ab 230c¢ 107 b -
18:2 ASe, 12¢ iB7de o8Be 19.0a 16%a 427bc 394D 64.5 ¢ 17.5a 0.7ed  446be
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Basidiomycetes indigenous to Eastern Canada
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Species
. S u__._ﬂ_,__ S - S -E -
& B = =43 O3

85 @% i§ &y 87 8% ¥ §% I 9%
18:3 Abe 9,120 0.12a . 001 a - - - . _ _ N
18:3 A9, 12¢c,15¢ 0.13ab  0.17ab 00%9a  014ab 0O.1Bab 022ab 047c¢  027b  0.19ab  028b
18:0 11,12-methylene - - - - D4Ta 008D . - - 004 b
20:0 i54c 1.57h 0.33a 0.41a 0.34a 040 a 0.13a 034a 0.22a 044 a
2001 A% 00%abh  00%ab 0.06a - 0.02a 0.04 a 115h L05a
21 alle 0.1%a 0.1%9a 0.15a 0.17a 0680 0.45ab (.18a 0.23a 0.23a 1.16a
2002 Alle, 14e 017k 029bc 0048  005a 032Zbc  031be  0.335c - - 0.13 ab
20:0 0.3b 0.19a - 008 a - - 1L08 a 1198 1.33b (.20 ah
224 0.51ab  03la 0.12a 42a 0348 ila (.33 a 0.idab 105D .23 a
22:1 Al3e 005ahe 0O05ab 0048 003a  O10labe 009abc 005abe 024he 031e  (0.15ahe
230 0,07 a 0.12a 0.05a 005a 0.0 a 0.03 a (.14 a 0.13a 031b 0.07a
231 Alde - - 0.02 . = B
24:0 083be 0.94c 045ab  0.2%a 018 a 18 a 18%be  O087be  ll4c 0208
24:1 Al3c D08ab  0.07ab (003 a B15ab 0. 13ab  G15ab 017k 4o d Gl4ab  034¢
250 006ab 0058 0.03 a 0.04 8 0.02a 0.01a 0.06ab 025k 031 0.11 ab
26:0 006ab  0.04a 003 a 0.0 a 0.00 a 0.07ab  0.04a .14 b 0.08ab  0.08 ab
Saturated FA Zdc 25h 218abh  213ab 164a 188ah 23 8b id6¢e 9le 19.2 ab
Moncunsaturated FA 727a 612 a f9lc 615¢ H2h 412 104 a 461k #.33a 359h
Polyunsaturated FA $03de 6947 193 a 1738  433bc 400k  653ef  184a §lded  452bc
Total unsaturated FA 666 a 7550 T83 b 187 b H25b 8120 15.7b tdbha i98a 81.0b
Ratio 15" 202abe 310bed 360de 372de  536f 439ef 323cde 1.89ab  l6la 4.25 def
Admol g 1.77cd  186¢  1.1Ba 1I7a 149b 144b  1ESde 122a  167c 151k

FA profiles are presented in percent area (%6 of total area).
? Each value represents the mean of 3 replicates. Values on the same row followed by a same letter are not significanty
different according to Least square (LS} means test (P < 0.05).
* Less than 0.01% of total FAs.
“ Ratio of unsaturated:saturated FAs,
? afmol Cup = [(1 = TR0+ (2 = 18:2) + (3 = 18:3)]/ E{Cy5 FA).
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Table 4.3, Fatty acids (FA) profile of polar lipids from ten species of higher Basidiomycetes
indigenous to Eastern Canada

Species
= # =.1 g 5 ﬁ. 2§ S 3

EOBE 1 O8F 3T E 3 1L AT

= =5 = = 3 & S § __% & B
10:0 004 be® o2 g G02ab 0.0Za 002 a 0,03 ab 0.04 ¢ Olde 0o0vd 0.02a
10 003a  pola 00la  0Dla 00Za  002a 00z 004a  003a  O0Za
12:0 005a 007 a 0,07 a 005 a (.08 a 0.11 ab 0.12ab 032¢ 0Zlb 010
13:0 004 a 003 a 003 a 003 a 002 s 0.02a 004 a 0.14hb 0.03a 0.02
14:0 079be p44ah 023a 0242 037ab 021a 078be 2114 125¢ 033 ab
14:1 A9 0.0%a 4 poia - 002a ' 0.04 a . 003a .
15:0 0.52 c D4 be 036abe 0198 21ab  055¢ O4d4bc 5610 4.04 ¢ 091d
16:0 lé.labe 160abe 1364 1378 139a 153shc  204d  183bed 1B6cd  145ab
la:1 ATe 017a  p19a  008a  0Olba  G1%a  01Za 0.30a - 025a
16:1 A9 040 a 03l abc 043ab  055abc 096 abc 073abc  Lldbc 2.70d 1.24 ¢ 1,58 ahe
16:1 Alle 022ed (J3bed 0028 OMdab  029de  Oldshed 0356e  147F 023cd  0.10abc
16:2 ATe, 10 = - - 004 0.04 0 = - - (.06 a
16:2 ADe 120 007Ta  po2a 005a " 006a 0.07a - - 0.05a
17:0 0722 p224  015a  Odla  007a  D3la 032a 3197k ©.57a  021a
17:1 Abe (.06 a 0.05 a 0.0%a 002 a 0.0%a 0.06 a 0.04 n 0139 b 013 a .14 a
17:1 Alle - = . = = - 039 - -
18:0 421 b 295ah  461h jllab 173a 2.63 ab 198a 33lab 4460 221a
18:1 ASy 006a  po7Ta 009 0l0a  007Ta  D0%a 0.10a . O6a  0.16a
18:1 ASe 347a 2724 S0.2d 04e I11.&b 292¢ 588ab 225¢ 6.10ab 237c
18:1 Alle 099bc 027 gh = N 2424 = 0.71abe 339e I.18¢c (.20 ab
18:2 AQp 120 65.1bc 7104 28.0a 203 a G54cd 4820 637bed 188a S0 bed 539he
18:3 AQg 126,15 025a 018 a - - 024 a 0300 107k D40 a 038 a 03la
18:0 11, 12-methylene - - - - 0630 0.08 = - .09 a
2000 277F 1B9e  036d 03 ed 00la  029cd  (15ab  026bed 0.21abc .21 abe
2001 Ade Dlda  po7a - - . - s -
20:1 Alle 057 abh 2z a 024 a 028a 034ab (33 ab 043abh 1.09b 114 b 0.29a
20:2 Allelde 020bc  (35¢ 0052 0092 (15abc B10ab  025¢  022¢  0Wa  012ab
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Species
2 = 2 = i E E E E
8% 8% §3 2§ se& sf 3% F§ 3P g3
o 1IN IR N
=8 §§ sf sF 80 8§ o g 38 7%
21:0 0.200° O0l6ab  003ab  007ab 002a 003ab  008ab 00%ab O.13ab  0.05ab
220 1LI5b  04%9ab 008 a 0.22a 0.17a 0,17a 0.18a 0,78 ab 0.73ab 0202
22:1 Al3c 15a O05a 008 a f0da (010a 006a 0,07 a b3l  1la 0.07a
23:0 0.23b  006abc 0O.10ab  003a 007ab  005ab  008ab  0.13ab G.15b .04 ab
24:0 0.99be 128¢ 0.75abc  D40ab 0.16a 026a 0.75abe 108c  097bc  D30ab
24:1 AlSe 007a 00%ab 006a 0.22bc 0.16ab  020abc 0133k 0484  0.16ab 04D cd
25:0 0.10ak 002a 00%ab  003a O008abk 0.I17h 0.05a 0Toe O06a 0.08 aby
26:0 00%9a 005 0.064a 007a 004a 0.05a 0.064a 0.55b  Olla 0.07 a
Saturated FA 281d  242bed 206abc [39ab 170a 202abe 255cd 376e  302d 19.0 ab
Monouwnsaterated FA 633a 4d44la 51.1d o7 e 164 b 3l0e D40ab  332¢ I05ak 240¢
Polyunsaturated FA 656de Tlde 28.0a W4a 65%cde 48Th 65 lcde 295a 585bod S60he
Total unsaturated FA T20be 759cde 791de  8lle Blie 797de  T45hed 627a  6%0ab  R0.9de
Fatio 1:5°¢ 2608b 3ldbed 385cde 430l 4897 i90def 297bc  174a  132ab  426ef
Armol Cg 7 183f  180f 1.2Bab  121a  179el  158cd  LB7S 143 1.77ef  1.65de

FA profiles are presented in percent area (%6 of total area).
" Each walue represents the mean of 3 replicates. Values on the same row followed by a same letter are not significantly
different according 1o Least square (LS) means test (P < 0.05).
* Less than 0.01% of total FAs.
‘ Ratio of unsaturated:saturated FAs,
4 Aol Cpa = [(1 % 18:1) + (2 x 18:2) + (3 * 18:3)]/ £ (Cys FA).
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CHAPITRE 5 - FATTY ACID PROFILES OF POLAR AND NON-
POLAR LIPIDS OF PLEUROTUS OSTREATUS AND
PLEUROTUS CORNUCOPIAE VAR. CITRINO-PILEATUS
GROWN AT DIFFERENT TEMPERATURES

Sommaire

La température est un facteur affectant le profil en acides gras chez de nombreux
organismes vivants. Considérant I"intérét croissant accordé aux acides gras, notamment dans
les études chemotaxonomiques réalisées chez les bactéries, les algues, les champignons et
les plantes supérieures, les travaux présentés dans ce chapitre avaient pour objectif d’évaluer
I'effet de la température de croissance sur le contenu en lipides et le profil d’acides pras
chez deux espéces de Plewrotus, soient P. ostreatus, une espéce tempérée indigéne au
Québec et P. cornucopiae var. citrino-pileatus, une espéce tropicale. Les résultats obtenus
ont montré une augmentation du niveau d'insaturation chez les acides gras des fractions
polaire et non polaire des carpophores de P. osfreatus lorsque la température de croissance
était inférieure 4 17°C. Une température de croissance supérieare 4 17°C a pour sa part
influencé les profils d”acides gras chez les deux champignons 4 I’étude.

Ce chapitre a été publié dans la revue Mycological Research, 111 (2007) : 1228-1234.
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Résumé

La composition en acides gras des organismes vivants touche plusieurs domaines
d’étude tels que la physiologie, la chemotaxonomie et la différenciation iniragénérique, de
méme que la nutrition humaine. Certains facteurs environnementaux tels que la nutrition, le
taux d’oxygéne et la température peuvent modifier le contenu et la composition des lipides
chez les organismes vivants comme les champignons. Afin d’évaluer 'effet de la
température sur la composition lipidique des basidiomycétes, cette élude proposait 1" analyse
de la teneur en lipides polaires et non polaires des carpophores de Plewrotus ostreatus et
Pleurotus cornucopiae var. citrino-pileatus cultivés & des températures allant de 12 4 27°C.
Les résultats ont montré une augmentation prévisible des acides pgras insaturés dans les
lipides polaires et non polaires lorsque la température de croissance était inférieure & 17°C.
Par ailleurs, si ’augmentation de la température de croissance au-dessus de 17°C n’a pas
montré une tendance nette au niveau de I'insaturation des acides gras, elle a tout de méme
révélé que la température de croissance a un effet différent sur les profils d’acides gras des
carpophores de P. osereatus et de P. cornucopioe. Cette étude suggére donc que 1'utilisation
de profils d’acides gras et de niveaux d’insaturation des acides gras 4 des fins de
différenciations physiologiques, chemotaxonomigues et intragénériques doit se faire avec
précaution. En outre, selon cette émde, il apparait possible de manipuler le niveau
d’insaturation des lipides chez les espéces du genre Pleurotus via une modification de la

température de croissance.
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Abstract

The application of fatty acid (FA) composition data has now extended to studies of
physiology, chemotaxonomy, and intrageneric differentiation, as well as to studies of human
nutrition. Environmental factors such as nutritional components, oxygen, and temperature
are known to affect lipid content and composition in living organisms, including fungi. In
the present study, the polar and non-polar lipid content of Plewrotus ostreatus and P
cornucopiae var. citrino-pileatus fruiting bodies produced at temperatures ranging from 12—
27°C and from 17-27°C, respectively, were analysed to evaluate the effect of temperature
on lipid composition in these mushrooms. Results showed that lowering the growth
temperature below 17°C generally provided an expected increase in FA unsaturation in
polar and non-polar lipids of P. astreatus. Although raising the temperature above 17°C did
not show any clear-cut tendency in FA unsaturation, it did reveal that growth temperature
had a differential effect on the FA profiles in fruiting bodies of P. ostreatus and P.
cornucopiae. This study suggests that care should be taken when using FA content and
unsaturation data for physiological, chemotaxonomic, and intrageneric differentiation
studies, and that it may be possible to manipulate lipid unsaturation in Pleurotus spp.
through modified growth temperatures.
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5. 1. Introduction

Fatty acids (FAs) are important constituents of fungal cells with recognized roles as
storage material and as components of plasmalemma and cell organelle membranes. In
fungi, the major FAs that typically occur in membrane phospholipids and storage
triacylglycerols are palmitic and stearic acids and their unsaturated derivatives palmitoleic,

oleie, linoleic and linolenic acids (Suutari 1995),

Many environmental factors may affect lipid content in living organisms including
fungi (Losel 1988). Indeed, the composition of mycelial FAs varies greatly depending on
growth conditions such as nutritional factors, oxygen, and temperature (Suutari 1995). With
regard to temperature, it is generally recognized that FA unsaturation increases as
temperature decreases, although reports to the contrary exist (Ehavaﬁt et al, 1981, Losel
1988; Sumner e al. 1969; Suutari 1995; Suutari & Laakso 1994; Suutari ef al. 1990; Wilson

& Miller 1978).

Interest for lipids, especially for FA composition, is currently expanding. Such data are
used for physiological, chemotaxonomic and intrageneric differentiation studies of many
organisms such as bacteria, algae, fungi and higher plants (Bagci et al. 2003; Dimou ef al,
2002; Erwin 1973, Stahl & Klug 1996; Wolft et al. 2002). From the standpoint of human
nutrition, linoleic (18:2 A9,12) and w-linolenic (18:3 A9,12,15) acids are essential for basal
metabolism while long-chain polyunsaturated FAs are now believed to have many beneficial
effects on human health (Parikh er af. 2005). Therefore, knowledge of FA content of edible

mushrooms is of interesi.



89

Plewrotus ostreatus and P, cornucopiae var. citrino-pileatus are two edible mushroom
species grown commercially in many countries (Royse ef al. 2004). Interest for these
species has increased considerably in the last decade because of their gastronomic value and
their nutraceutical properties (Bao ef al. 2004; Chang & Miles 2004). Although FA profiles
of different Plewrotus species including P. ostreatus and P. cormucopiae have been
characterized (Dimou er af. 2002), little is known about the effect of temperature on lipid

content of these mushrooms,

The present study analyzed the polar and non-polar lipid content of P. osfreatus and P.
cornucopiae var. citrino-pileatus fruiting bodies produced at temperatures ranging from 12
to 27°C and from 17 to 27°C, respectively in order to evaluate the effect of temperature on

FA composition of these mushrooms,

5.2, Materials and Methods

521 Organisms

Plewrotus ostreatus (strain #123) and P. cormucopiae var. citrino-pileatus (strain
#140) pre-spawned bags (fully colonized by the mycelium and ready to fruit) were used in
this study and were purchased from Lambert Spawn Company (Coatesville, PA). The bags
contained cottonseed hulls (average weight 22 pounds) spawned (15% w/w dw) with either
P. ostreatus or P. cornucopiae that were incubated under stringently controlled conditions to

obtain a full colonization of cottonseed hulls.
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5.2.2. Experimental design

In order to evaluate the effect of temperature on P. ostreatus and P. cornucopiae
morphology and FA profiles, the pre-spawned bags were placed in growth chambers (90%
relative humidity) at the following temperatures: 12, 17, 21, 27°C (F. ostreatus) and 17, 21,
27°C (P, cornucopiae). Experiments were performed independently according to a
completely randomized design withls replicates. Each spawn bag was considered as an
experimental unit. Samples (4 to 10 basidiocarps with a pileus diameter averaging 2 to 3.5
cm) were collected from each spawn bag after appmﬁriate periods of incubation in the
growth chambers. Basidiocarp morphological characteristics were determined and the

samples were then lyophilized and homogenized for further analyses.
5.2.3. Basidiocarp morphological characteristics

Stipe length and pileus diameter were measured with a ruler. The stipe length/pileus

diameter ratio was then calculated.
3.2.4. Lipid extraction

Lyophilized samples (0.5 g) were extracted for 2 h, at room temperature and
protected from light, using hexane as the extraction solvent. Extracts were centrifuged, the
supernatants were filtered, dried over anhydrous sodium sulfate, concentrated (=30°C) ina
rotary evaporator under vacuum, weighed and identified as the non-polar lipid extracts. The
residual mushmum materials were extracted for 2 h, at room temperature, using

chloroform(CHCL):methanol(MeOH) (2:1) as the extraction solvent. as the extraction
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solvent. Extracts were centrifuged, the supernatants were [iltered, dried over anhydrous
sodium sulfate, concentrated (= 30°C) in a rotary evaporator under vacuum, weighed and

identified as the polar lipid extracts,
3.2.5. Fatty acid methy! esters analysis

MNon-polar lipid extracts (in 500 uL hexane) were methylated in sealed tubes with
BF:-MeOH (300 pL; Aldrich, S5t. Louis, MO) at 70°C for 45 min with occasional stirring.
The hexane layer was withdrawn, partitioned against water, dried over anhydrous sodium
sulfate and kept at —35°C until analysis. Polar Iipiq extracts (1 mL, in CHCl::MeOH 2:1),
were evaporated to dryness and methylated in sealed tubes with BF;-MeOH (1 mL) at 70°C
for 45 min with occasional stirring, Fatty acid methyl esters (FAMEs) were extracted with
hexane {1 mL). The hexane layer was withdrawn, partitioned against water, dried over

anhydrous sodium sulfate and kept at —35°C until analysis.

FAME samples (1.0 pL) were analyzed by gas chromatography on a Hewlett-
Packard 5890 Series [T (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA) gas chromatograph connected to a
flame ionization detector (FID) and to a computer with Hewlett-Packard Chemstation
software. Samples were injected into an open tubular BPX-T0 capillary column ({70%
cyanopropyl polysilphenylene-siloxane, 60 m % (.25 mm i.d. * 025 pm film thickness;
SGE, Austin, TX), in splitless mode. The injector and FID temperatures were maintained at
215°C and 230°C, respectively. The oven temperature program was as follows: 35°C o
180°C at a rate of 20°C/min, held for 3 min, increased to 230°C at a rate of 3"C/min and

held for 13 min. Hydrogen was used as the carrier gas under constant flow (1.4 mL/min).
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FAME standards (Gle-60, Gle-76 and Gle-502; Nu-Chek-Prep, Elysian, MN) were used for
confirmation of retention time. FAMEs were also analyzed by GC-MS on a Hewlett-
FPackard 6890 Series II with a selective quadrupole mass detector (model 5973N, Agilent
Technologies, Palo Alto, CA) and connected to a computer with Hewlett-Packard
Chemstation software, with the previous column and under conditions previously described,

with helium as carrier gas and electron impact (EI) set at 70 eV,

326 Pyrrofidides analysis

In order to confirm FA structure, pyrrolidine derivatives of FAs were prepared from
FAMEs according to the following procedure. FAMEs were evaporated to dryness under a
stream of nitrogen. Freshly distilled pyrrolidine (500 uL; Aldrich) and glacial acetic acid (50
pl) were added to the dried samples. The mixture was heated at 100°C for 1 h with
occasional stirring. Excess of pyrrolidine was evaporated under a stream of nitrogen,
hexane:diethyl ether (3 mL; 1:1) was added and the mixture was vortexed. The top layer was
withdrawn, partitioned against water (3 * 1 mL), dried over anhydrous sodium sulfate and

kept at =35°C until analysis.

Pyrrolidides were analyzed by GC-MS on a Hewlett-Packard 6890 Series II with a
selective quadrupole mass detector (model 5973N), and connected to a computer with
Hewlett-Packard Chemstation software, with El set at 70 eV. Pyrrolidides (1.0 pL) were
injected into an open tubular BPX-70 capillary column in splitless mode. The injector
temperature was maintained at 250°C and the oven temperature program was as follows:

60°C to 180°C at a rate of 10°C/min, held for 3 min, increased to 220°C at a rate of 3°C/min
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and held for 13 min, increased to 250°C at a rate of 20°C/min, held at 250°C for 20 min.
Hydrogen was used as the carrier gas under constant flow (1.4 mL/min). Interpretation of

mass spectra was performed according to the literature (Christie, 1998).

327 Quantification of FA

FA peak identity was confirmed by GC-MS with both FAMEs and pyrrolidides. FA
quantification was carried out according to response factor and calibration table based on
FAME standards, The degree of unsaturation for Cig FAs (A/mol Cyg) was calculated with
the following formula:

Amol Cig=[(1 = 18:1) + (2 = 18:2) + (3 = 18:3)] / £ (Cys FAs)

5.2.8 Statistical analysis

Analysis of variance was carried out with the GLM procedure of SAS (SAS Institute,
Cary, NC). When significant (P < 0.05), means were compared using Least-Squares means

(LS means) analysis.

5.3. Results

5.3.1. Growth of fruiting bodies

For both species, fructification was delayed by incubation al a lower temperature,

Fructification at 27°C happened 4 to 5 days earlier than at 12°C for P. astreatus and 3 to 5
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days earlier than at 17°C for P. cornucopiae. Temperature was shown to significantly
influence basidiocarp morphological characteristics for both species (Table 5.1). Pleurotus
ostreatus basidiocarps produced at 12 and 21°C showed a significantly smaller pileus
diameter, a significantly longer stipe, and a significantly higher stipe length/pileus diameter
ratio (Table 5.1). Plewrotus cornucopiae basidiocarps produced at 21°C displayed a
significantly longer stipe (32.8 mm) and a significantly higher stipe length/pileus diameter

ratio (1.3).

5.3.2 Lipid content

Total lipid content of P. astreatus and P. cornucopiae averaged 4.3% w/iw dw and
4.2% w/w dw, respectively (Table 5.2). In both species, polar lipids represented more than
85% of total lipids analyzed while non-polar lipids ranged between 4 and 16% of total
lipids. Total lipid and polar lipid levels in P. ostreatus basidiocarps were not significantly
affected by the temperature of growth (Table 5.2) and non-polar lipid content of
basidiocarps produced at 21°C was significantly lower than those produced at 17°C. In F.
cornucopiae, total lipid and polar lipid contents were significantly lower in basidiocarps

produced at 27°C.

3,33, Fauty acid content

Analysis of FA profiles showed that linoleic (18:2 A9,12), palmitic (16:0) and oleic
(18:1 A9) acids were the main FAs found in both polar and non-polar extracts of F.
ostreatus and P. cornucopiae, accounting for 83.1 to 95.9% of total FAs (Tables 5.3 and

5.4). Saturated palmitic and stearic (18:0) acids as well as monounsaturated oleic acid were
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more abundant in non-polar extracts than in polar extracts while the polyunsaturated linoleic
acid was found in higher proportions in the polar extract of both species. Ratios of
unsaturated to saturated FAs (U:S), polyunsaturated to monounsaturated (P:M) and degree
of unsaturation of Cg FAs were also higher in polar -::xtra::ts.than in non-polar extracts,
averaging 5.1, 11.2 and 1.9, respectively (in polar extract), and 2.9, 4.1 and 1.7 (in non-polar
extract), respectively (Tables 5.3 and 5.4). Minor FAs detected in both extracts were
generally the same exceplt for lauric (12:0) and tridecanoic (13:0) acids that were not

detected or only in trace amounts in the polar extracts (Table 5.4).

Analysis of non-polar extract of P ostreatus showed a significantly lower content in
saturated {18,8% of total FAs) and monounsaturated (10.1%) FAs, and a significantly higher
proportion of polyunsaturated FAs (71.0%) and total unsaturated FAs (81.1%) in
basidiocarps produced at 12°C (Table 5.3). U:S (4.3) and P:M (7.1) ratios and the degree of
unsaturation of Cyg FAs (1.85) were significantly higher in P. ostreatus basidiocarps grown
at 12°C. Basidiocarps produced at 12°C showed significantly lower levels of 18:0 (2.01%)
and 18:1 A9 (8.75%) and a significantly higher level of 18:2 A9,12 (70.5%). Basidiocarps
produced at 17°C showed a significantly lower level of 18:2 A9,12 (53.8%) and a
significantly higher level of 18:1 A9 (21.1%). The temperature also significantly influenced

“the content of FAs present in small proportions (Table 5.3). Indeed, P. osireatus
basidiocarps produced at higher temperatures (21 or 27°C) showed a significantly higher
content of the following FAs: 12:0, 13:0, 14:0, 16:1 A7, 16:1 A9, 16:1 AL, 17:0, 18:1 All,

18:3 A9,12,15, 2000, 20:1 A11, 2002 A11,14, 22:0, 22:1 Al3, and 24:0.
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Non-polar extracts of P. cornucopiae basidiocarps grown at 17, 21 and 27°C showed
no significant differences in percentage of saturated, monounsaturated, polyunsaturated and
total unsaturated FAs, in U:S and P:M ratios and degree of unsaturation of C;y FAs. With
regard to specific FAs, basidiocarps produced at 17°C showed a significant lower level of

18:0 (5.26%) and significant higher levels of 14:0 (1.42%) and 18:1 Al1 (0.86%).

Polar extract of P. ostreatus basidiocarps grown at 12°C showed significantly higher
contents in polyunsaturated FAs (79.7%), total unsaturated FAs (86.2%) and 18:2 A9,12
(78.9%), significantly higher U:S and P:M ratios and degree of unsaturation of C g FAs, and
a significantly lower level of 16:0 (Table 5.4). Basidiocarps produced at 17°C showed
significantly higher levels of monounsaturated FAs (11.0%), 15:0 (0.70%), 16:1 All
(0.16%), 181 A9 (10.1%) and 24:1 AlS5 (0.20%) while basidiocarps produced at 27°C
displayed significantly higher levels ui’ 18:0 (2.63%), 18:1 A11 (0.69%) and 24:0 (0.41%).
Tridecanoic acid was detected only in b«_asidiucarps produced at 12°C while 22:1 A13 was

only detected in those produced at 21 and 27°C.

FA profile of polar extract of P. cornucopiae showed a significant increase in saturated
FA (18.2 to 19.7%), monounsaturated FA (5.17 to 6.36%), 18:0 (1.89 to 3.59%), and 18:1
A9 (3.30 to 4.53%) contents of fruiting bodies with a temperature increase from 17 to 27°C.
This increase was also observed in FAs present in smaller proportions such as 15:0, 16:1
All, 17:0, 20:0, and 24:0. Lauric acid (12:0) was detected only in fruiting bodies produced
at 27°C, A significant decrease in polyunsaturated FAs (76.6 to 73.9%), total unsaturated

FAs (81.7 to B0.39%), 18:2 A9.12 content (76.0 to 73.3%), U:S ratio (4.5 to 4.1), P:M ratio
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(14.8 to 11.7) and in the unsaturation level of Cig FAs (1.91 to 1.85) was observed in the

fruiting bodies when the temperature was increased from 17 to 27°C (Table 5.4).

5.4, Discussion

Environmental factors such as nutritional components, oxygen, and temperature
(Suutari, 1995) are known to affect lipid content and composition in living organisms
including fungi (Lasel, 1988). With regard to temperature, it is generally recognized that FA
unsaturation increases as temperature decreases. Indeed colder temperatures generally cause
an elevation in unsaturation in cells (Los & Murata, 1998; McDonough & Roth, 2004),
mainly in the polar FA fraction. Modulation of FA unsaturation in polar lipids (major
components of the cell membrane) is an adaptive response in cells fo temperature
fluctuations allowing optimal membrane fluidity for correct function of membrane-anchored
enzymes and proteins (Avis & Bélanger, 2001; Lundbak, 2006). The non-polar FA fraction
mainly serves as energy reserves and does not play a central role in temperature adaptation
(Suutari er al., 1997). This study reports for the first time the effect of temperature on polar
and non-polar FA content of fruiting bodies of P. ostreatus and P. cornucopiae var. citrino-
pileatus. P. ostreatus is generally considered a temperate species producing basidiocarps in
a temperature range of 10 to 17°C, whereas P. -:.'.amm:apfaz var. citrino-pileatus can easily

produce basidiocarps between 20 and 30°C (Kong, 2004),

The results obtained showed that, at a growing temperature of 17°C, P. ostreatus

fruiting bodies revealed a relatively low FA unsaturation in both non-polar and polar FAs.
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This was the result of high 18:1 A9 and low 18:2 A9,12 percentage in both lipid fractions.
When grown at 12°C, the overall unsaturation in P. ostreqtus basidiocarps significantly
increased for both non-polar and polar lipids as measured by the percentage of total
unsaturated and polyunsaturated FAs, degree of unsaturation of Ciy FAs, and 1S and P:M
ratios. This is in line with the generally recognized effect of lower temperatures on FA
unsaturation as reported previously (McDonough & Roth, 2004). In particular, C g FAs are
extensively implicated in adaptation to temperature stress, especially in cold temperature
stress, in plants and fungi (Hasan & Ahmad, 2003; Lisel, 1988). This would be related to
the activation of the gene coding Tor A9-desaturase and Al2-desaturase, which preferentially
unsaturate 18:0 to 18:1 A9 and 18:1 A9 to 18:2 AD9,12, respectively, when temperature
decreases (Sakai & Kajawari, 2003; Sakai & Kajawari, 2005). However, when the growth
temperature was raised to 21 and 27°C, the expected FA saturation was not observed.
Rather, either an increase or the absence of clear-cut tendency in FA unsaturation was
observed in non-polar and polar lipid fractions. Previous work reported that fungal FA
unsaturation does not necessarily follow the classic higher temperature-lower unsaturation
seenario in Mucorales (Sumner et al., 1969), Fusarium oxysporum (Wilson & Miller, 1978),
Aspergillus ochraceus, Scopulariopsis brevicaulis, and Achiya bisexualis (Chavant er al,
1981), veasts (Suutari ef ol , 1990), and Aspergillus niger, Neurospora crassa, Penicillium

chrysogenum, and Trichoderma reesel (Suutari, 1995).

In P. cornucopiae, the effect of temperature varies according to the lipid fraction
analyzed. FA unsaturation in non-polar lipids was not affected by temperature in P.

cornucopiae. Conversely, the overall unsaturation of the FAs significantly decreased with



99

increasing temperature for polar lipids as measured by the percentage of total unsaturated
and polyunsaturated FAs, degree of unsaturation of Cyy FAs, and U:8 and P:M ratios. This
indicates that FA response to temperature could be species dependent as the response in P,

cornucopiae was different than what was observed in P. ostreatus.

With regard to morphology, P. ostreatus fruiting bodies produced at 12°C generally
displayed a longer stipe and a smaller pileus diameter while P. cornucopiae fruiting bodies
produced at 17°C showed a slightly decreased stipe/pileus ratio. Dutta & Chakravarty
(1989) previously reported that temperature affects Plewrotus spp. carpophore morphology.
They observed an increased (P. sajor-caju and P. flabellatus) or a decreased (P. florida)

pileus diameter/stipe length ratio with an increase in temperature from 25 to 30°C.

Overall, the present work revealed that varying growth temperature influenced FA
profiles in Plewrotus ostreatus and Plewrotus cornucopiae var. citrino-pileatus. This
suggests that care should be taken when using FA content and unsaturation data for
physiological, chemotaxonomic and intrageneric differentiation studies of basidiomycetous
mushrooms. Moreover, these results suggest that it may be possible to environmentally
manipulate lipid unsaturation in Plewrotus spp. through modified growth temperature and

therefore may have an influence on the nutritional value of these mushrooms,
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Table 5.1. Morphological characteristics of Plewrotus ostreatus and Pleuroius
cornucopiae var, citrino-pileatus grown at different temperatures

Species Growth Pileus diameter  Stipe length Stipe length/Fileus
temperature (*C) {mim) {mm) diameter
P osireats 12 1.8 a 4.l c 25¢
17 2700 26.2a 1.0a
21 19.0a 37.9 be 2.0 be
7 258 h 30.5 ab 1.2 ab
P, cornucapiae var, 17 24.7a 231l a 09a
cltrino-pileatus 2 26.0a 128D 1.3hb
27 22.8a 241 a 1.1 ab

For each species, values in the same column followed by a same letter are not significantly different according to
[.eas-Squares means (LS means) comparison test (P =< 0.05).
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Table 5.2. MNon-polar and polar lipid content of Plewrotus osireatus and Pleurotus
cornucopiae var. citrino-pileatus grown at different temperatures

Growth temperature  Total lipid content  Polar lipid content  Non-polar lipid content

Species
[ ] (% wiw dw) (% wiw dw) (%0 wi'w dw)
P. ostreatus 12 45a 4.0 a 0.5 ab
17 45a iBa 0.7h
21 iba i5a 0.4
27 © 4la i7a 0.4 ab
F.cornucapiae var. 17 48 b 4.2h 0.5a
. . 21 4.5 ab 43 b 0.2a
citrina-pileatus
27 ida ila 0.5a

For each species, values i the same column followed by a same letter are not significantly different according to
Least-Squares means (1.5 means) comparison test (P < 0.05).
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Table 5.3. Fatty acid (FA) profile of non-polar extract of Plenrotus ostreatus and Plewrotus
cornucopiae var, eitrino-pileatus grown under different temperatures

P, cormuicopiae,

FA P otreatis var. citrino-pileatus
Growth temperature (C) Growth temperature (*C)
12 17 21 27 17 21 27

12:0 0,17 a D.14a 0360 0.23a 0.47 a 0,298 0.33a
13:0 0.15a 0.15a 0.33b 0,27 ab 0.48 a 0.42a 0,498
14:0 0.34a 039a 082k 0.20a 142 1.06ab  0.82a
15:0 060 a 149k 0.80a 083 a 1.i2a 1.14 a 1.20a
160 142 a 163h 5.1 ah 14.6 ab 223a 236a 224a
16:1 A7 0.18a 0.12a 0456 0.43b 0.37a 0.36a 030 a
16:1 A9 0.40 a 0488 1L05b 0,69 ab 0.68a 0.71a 0.67a
16:1 All 0.l6a 0.12a 0.39b 0.33b 0.3%9a 0.58a 0.44 a
17:0 0.77ab  049a 1.30b 1.30 0 0.63a 0.61a 0.57a
18:0 201 a 3llh 392b 4.08 b 526a 793 b 7.23b
18:1 A% B.75a 2l.lb 11.3a I4a 10.5a IL.l1a 13.0a
18:1 AT 0.20a 0.30a 0,495 068 086k  0.73ab 0.6Ta
18:2 A9,12 TWS5¢ 538a 602 b 6l.6b 515a 48.4 a 49.3a
18:3 A%, 12,15 0.29a 0.37a 0,70 b 08l bk 0.70 a 0.36a 41 a
20:0 014 a 019 a 0.36b 035k (.61 a 04l a .36 a
20:1 Al 0.16a 0.20a 046k 028 ab 0.50a D4la 0.36a
02 411,14 (L15a 0.15a  033b 134 b 037a 0.35a 0.28a
22:0 0268 0.24 a 049b 0.34a 0ila 0.3la 0.36a
22:1 Al3 0.12a 0.12a 028b 0260 0.28 a 0.28a D3la
240 0.16a 0.23a 051b 046 b 0.67a 0.58a 0.42a
24:1 AlS 0.13a 0.34b 0.38 b 0.21 ab (.44 a 0.33a 0.26a
Saturated 18.8a 228b 24.0b 229b 334 inda M2a
Monounsaturated 10.1a 228¢c 148b 143 b 14.0 8 14.5a 15.9a
Polyunsaturated Tl0e 5438 6120k 62.8b 52.5a 49.1a 50.0a
Total unsaturated 8lllb T2a 760 77.1a 66,6 a tl.6a 65.9a
Degree of unsaturation

(Afmal Cy) 1.85¢ 1.65a 1751 1.75b 1.69 a 1603 .61 a
U:S ratio® 43b ida iia i5a 10a lEa 20a
P:M ratio® 1) e 2da 4.3h 4.5 b iga ida iia

Fa profiles are presented in percent area (% of total area), For the same species, values on the same row followed by a same
letter are nod significantly different according to Least-Squares means (LS means) test (P = 0.05),

TAMmol Cig = [{1 = 18:0)+ (2= 18:2)+ (3 = 18:3)) / E(C,5 FAz)
"R atio of unsalurated/saturated FAS

“Ratio of polyvunsaturated'monounsaturated FAs



Table 5.4. Fatty acid (FA) profile of polar exiract of Plewrotus ostreatus and Plewrotus
cornucopiae var. citrino-pileatus grown at different temperatures

Pleurotus cornucopiae var,

of freail N
Plewrotus ostreatus eltrino-pileatus

FA —
Growing temperature (“C) Growing temperature (“C)

12 17 21 27 17 21 27
12:0 -t - - - - - 0,01
13:0 .01 - - - - - -
14:0 0.09a" 013 a 0.10a 0.10a 0.36 a 046 a 40 a
15:0 0.3la 0.70 kb 0.27a 030a 0.25a 0.29 042 b
16:0 11.3a 12.2h 12.0h 12.1h 153 a 1490 14.5 a
161 A7 0.05a (.06 a 0.06 a (.05 a 0.09 a 013 a 014 a
16:1 A9 0.18b 0.17 ab (.16 ab 013 a 0.24 a (.18 a 021 a
16:1 Al 01d e 016 d 0.10a 011k 0.18 a 0.22 ab 0.27h
17:0 Mlla 0.1za 0.09 a 0.11a 013 a 0.19 ah 0.19h
18:0 1.72a 1.91 a 1.85a 263hb 1.89 a 2.62 b 35%¢c
18:1 A9 i609a 1l b 7.54 a 7.59a 330 a 175a 453 b
18:1 All 0.17a 021 a 0.24 a 0.69 b 1.07 ab 1.23 b 0.82 a
18:2 AD, 12 T8G9 ¢ 725a T6.4 be 74.3 ab T6.0 b 74.5 ab 7i3a
18:3A9, 12,15 0.75a 0,78 a .68 a 0.82a 0.44 a 0.55a 051 a
20:0 .10a 008 a 0.07a 011 a 0.09 8 0.14 ab 018h
20:1 Al .11 ah 0.10a 0.12 b 010a 0.09 a 014 a 011 a
2002 410,14 (.0% a 009 a 0.10a 0.0 a 0049 a 0.19 a h15a
220 0103 (.08 a 0.05a 0.10a 01la 0.12a 017a
221 A13 - - 002a 012 b 0.11 ab 0.08a 313b
24:0 012 a 0.19a 0.14 a 0.41 b 0.l a 0.15 ah 020 b
2:1 AlS 0.13b 020¢ 008 a 006 a 0.0 a 0.0% a h13a
Saturated 13.8a 15.3 be 14.6 ab 158¢ I18.2a 18.9 ab 19.7 b
Monounsaturated 6.47a 11.0¢ £.30h £E.07 ab i.17a 5,82 ah 6,36 b
Polyunsaturated .7¢ Tida T1.1h To.l b To.o b 73,3 ab Ti%a
Total unsaturated 862 b 844 a §5.4 b B42a 81.7b 1.1 ab 0.3 a
Rf,ﬂﬁ Ei';fm“'“"““ 190¢  184a  1.R8b  184a 191b  1BEb  185a
Ratio LI:5* 6.25¢ 540a 5.87h 5364 4.50 b 4.29 ab 4.09 a
Ratio P:M° 123 ¢ 678 a 9.35h 9.89b 14.8h 13.3 ab 11.7a

FA profiles are presented in percent area (% of total area). For the same species, values on the same row followed by a same
letter are not significantly different according to Least-Squares means (LS means) test (P =< 0.05),

“Aimol Cig=[(1 = 18:1)+ (2= 18:2)+ (3 = 18:3)] / X (C, FAs)

*Ratio of unsaturated/saturated FAs

“Ratio of polyunsaturated'monounsaturated FAs
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CHAPITRE 6 - ANALYSE ET PURIFICATION DE COMPOSES
INCONNUS CHEZ GANODERMA TSUGAE

Sommaire

On reconnait aux champignons du genre Ganoderma de nombreuses propriétés
médicinales qui sont principalement attribuables 4 la présence d’acides triterpéniques et
dérivés. Des travaux préliminaires effectués sur les souches québécoises de Ganoderma
applanatum, . lucidum et (7. tsugae n’ont pu démontrer la présence chez ces derniéres de
triterpénes retrouvés chez les souches asiatiques de Gomoderma et reconnus pour leurs
propriétés thérapeutiques; par contre ils ont permis de soupgonner la présence de 16
composés avant potentiellement des structures triterpéniques (Annexes A et B). Afin
d’approfondir la caractérisation de ces composés potentiellement bioactifs chez G. 1sugae,
deux dentre eux, soient les composés A et B, avec un poids moléculaire respectif de 646 et
662 m/z, ont été partiellement purifiés et caractérisés. Les travaux menés ont permis
Iisolation des composés A et B en mélange, et du composé B pur. Les analyses
spectroscopiques indiquent qu'il s’agit probablement d’un composé triterpénique 4 cing
cycles 4 six membres fonctionnalis€ d'une chaine latérale constituée de quelques
insaturations tel qu’une fonction carbonyle o, P-insaturée. Ces résultats suggérent la
présence de composés # cing hexacycles chez les souches québécoises de Ganoderma
rsugae. Ce type de composé est peu rapporté chez les mycétes, mais des études récentes
tendent & démontrer que les champignons peuvent synthétiser des composés ayant un
squelette pentacyclique, ce qu’on croyait jusqu’a tout récemment réserveé aux plantes verles,
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Résumé

Les espéces du genre Ganoderma sont 4 'origine d un marché extrémement lucratif,
principalement en Asie o on attribue 4 ces champignons de nombreuses propriétés
medicinales. L’espéce Ganoderma isugae, communeément rencontrée dans les foréts de
coniféres du Québec, posséde plusieurs propriétés nutraceutiques attribuables entre autres 4
la présence de nombreux triterpénes. Des travaux préliminaires menés sur les spécimens
québécois du genre Ganoderma ont suggéré que les ganodermes récoltés au Québec
possédent des triterpénes qui leur sont spéeifiques (Annexes A et B). Dans cetie optique,
cette étude visait la purification et la caractérisation de composés ayant une structure
potentiellement triterpénique chez G. (sugae. Le fractionnement primaire d'un extrait
méthanoligue concentré de . fsugae a permis soupgonner la présence de deux composés
majeurs, les composés A et B, ayant des poids moléculaires respectifs de 646 et 662.
L*isolation des composés A et B en mélange, et du composé B pur a été réalisée, L analyse
des spectres de masse et des spectres UV-visible des composés A et B a permis de
déterminer deux formules moléculaires possibles pour chaque composé, soient CyHaO; et
CyHizO7 pour le composé A, et CyHig0s et Cy\HepOg pour le composé B. Au niveau
structural, les données obtenues suggérent qu’il s’agit probablement d’un composé
triterpénique & cing cycles a six membres fonctionnalisé d’une chaine latérale constituée de
quelques insaturations tel qu'une fonction carbonyle a, f-insaturée. L analyse structurale n’a
toutefois pas pu &tre complétée. Les composés & cing hexacycles sont peu rapportés chez les
mycétes, mais de récentes études tendent A4 démontrer que les champignons peuvent
synthétiser des composés ayant un squelette pentacyclique, ce gu’on croyait jusqu'a tout
récemment réservé aux plantes vertes, D’autres investigations sont nécessaires afin de

confirmer la présence de tels composés chez le genre Ganoderma.
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6.1, Introduction

Les espéces du genre Ganoderma sont & I'origine d’un marché vaste et extrémement
lueratil, principalement en Asie ol on attribue 4 ce champignon de nombreuses propriétés
médicinales. Sur le plan mondial, on estime que les ventes de Ganoderma et des produits
qui en sont dérivés augmentent annuellement de 18%, si bien qu’en 2002, prés de 4 900 i
5 000 tonnes de ganodermes ont été produites et vendues sous une centaine de marques de
commerce différentes, totalisant un chiffre d*affaire de 2.16 milliards de dollars américains

(Lai et al., 2004).

L'espéce Ganoderma tsugae (Figure 6.1) figure, avec G. lucidum et G. applanaium,
parmi les espéces de panodermes communément rencontrées dans les foréts de coniféres du
Québec (Boulet, 2003). 11 s’agit d’ un saprophyte qui se développe avant tout sur les vieilles
souches, au pied des chicots ou sur les arbres morts, principalement sur la pruche, qui est
son hdte habituel (Boulet, 2003). Au contraire de . applanatum, qﬁi peut vivre plus de 40
ans accroché au méme arbre, & tsugae produit des carpophores annuels dont la croissance
s'amorce au printemps pour se terminer & 'automne (Boulet, 2003). D*abord jaune
rougedtre, le carpophore de & tsugae devient brun rougitre avec ["fge ; sa chair est
généralement blanche et molle, mais un peu plus foncée et fibreuse prés des pores (Boulet,

2003).

Comme la plupart des espéces du genre Gamoderma, on attribue & G fsugae
plusieurs propri¢tés nutraceutiques : antitumoral, immunomodulant, antioxydant et anti-

allergies (Yen & Wu, 1999 ; Wasser, 2002 ; Gao et al., 2004 ; Paterson, 2006). Certaines de
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ces propriétés sont attribuables & la présence de triterpénes (Paterson, 2006) qui peuvent
entre autres inhiber la prolifération cellulaire de certaines lignées de cellules cancérenses et
méme en provoguer la mort par apoptose (Gan et al,, 1998), D autres triterpénes connus
pour étre anticancereux, antioxydants et hépatoprotecteurs, soient les acides ganodériques A,
B, C, D, E, C5, C6, et G, d'abord isolés chez . lucidum, ont ensuite &¢ identifiés chez &

tsugae (Chen & Chen, 2003).

Les premiers travaux effectuds sur les spécimens québécois du genre Ganoderma
(Annexe A) ont sugpéré que les panodermes récoliés au Québec possédent des triterpénes
qui leur sont spécifiques. Afin de poursuivre ce travail, entamé précédemment sur I'espéce
Ganoderma tsugae, et d’identifier des triterpénes spécifiques aux spécimens québécois du
genre Ganoderma, cette étude visait la purification et la caractérisation de quelques-unes de

ces molécules,



Figure 6.1, Ganoderma tsugae se développant sur un conifére du Québec, (Fhoto: Jacques
Landry, avec sa permission)
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6.2. Matériel et méthode

6.2, 1. Matériel fongique

Les carpophores de . tsugae, analysés dans le cadre de ceite étude provenaient de
du Bois Becket, situé dans la région de Sherbrooke. Tous les spécimens ont été récoltés et
identifiés par le mycologue Maurice Thibault®. IIs ont par la suite été Iyophilisés, pulvérisés,

homogénéisés et conservés a —35°C jusqu’a I'analyse,
6.2.2. Extraction et fractionnement primaire

Un échantillon de Ganoderma isugae (200 g) a été extrait avec du méthanol (4 L)
chauffé 4 60°C puis laissé 4 20°C pendant 72 h, avec agitation magnétique constante (Figure
6.2A). Le solvant a ensuite é1é évaporé sous vide, jusqu’a "obtention d’un extrait sec (14,9
g). L'extrait sec a été resuspendu dans le méthanol 25% (150 mL), acidifi¢ jusqu'a pH 4
avec HCI IN puis, selon un protocole inspiré de Shim et al. (2004) extrait successivement
avec de I'hexane (3 = 100 mL), du dichlorométhane (CH2Cla) (3 = 100 mL), de I"acétate
d’éthyle (EtOAc) (3 = 100 mL) et du butanol (BuOH) (3 = 100 mL) (Figure 6.2B). Chaque

fraction a ensuite ét¢ séchée sur Nap 50y anhydre, concenirée sous vide a (3:35"'{3‘*) et pesce.

* Maurice Thibault est mycologue et auteur du livre « 250 champignons du Québec el de 'Est du Canada »,
publié aux Editions du Trécaré (1989).

* Sauf pour le butanol. Puisque ce solvant a un point d*ébullition de 117°C, la température du bain a di étre
augmentée pour arriver 4 évaporer le solvant,



dans

A) Extrait avec MeOH MeOH-H-O 25:75
G. sugae [4L) Extrait sec {150 mLy Phase aquense
200 > 149g > acidifiée
E MpC, 72 heures, | Andifie ipH 4
Agitation avec HCL
magnétique continus
B) | Phase 1 : s
aqueuss ) Hexane Séchage sur Na,50, zgh. .
acidifisa {3 x 100 mL) . Evaporation sous vids - S
" Flé3ig
2) CHyCl, Séchage sur Na,50, anh. :
Ox100ml) . _ PEvwoinsusviee | T cuonCECh
" "1087g
I EtDAC Séchage sur Na, 30, anh. .
(x100ml) . _ Evmporsonsousviee | [PuonkiQAe
> * | 096¢g
4 BulDH Séchage sur Na,50, anh. .
(3 x 100ml) . Evaporation sousvide Eimmm
» » | 034g

Figure 6.2. Schéma expérimental appliqué au début des expériences de purification. A) Extraction de Ganoderma tsugae ; B)
Fractionnement de I"extrait brut avec des solvants de polarité croissante.
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6.2.3. Fragmentation et analyse de la fraction CH;Cl

La fraction CH;Cl; (0,96 g) a été resuspendue dans 2 mL de dichlorométhane puis
fractionnée sur une colonne de silim.e (gel de silice 60, 30 g, 20 mm diam. x 250 mm)
conditionnée avec de I"hexane. L’ échantillon a été déposé sur la colonne puis un gradient de
polarité (Tableau 6.1) a été appliqué. Un total de 76 fractions d’environ 40 mL chacune a été

récolté, concentré sous vide (=35 "C) et conservé a —35°C jusqu®a I’analyse.

Les fractions ont été analysées par CCM (Silica Gel 60 Faszg, 20 » 20 cm, EMD
Chemicals, Gibbstown, NJ) awvec différentes phases mobiles, selon leur polarité : les
fractions no 1 4 30 ont été¢ analysées sur Hexane:EtOAc:HCOOH B0:20:1, les fractions 31 4
49 ont été analysées avec Hexane;EtDﬁc;HCDDH 60:40:1 et les fractions 50 4 76 ont été
analysées avec Hexane:EtOAc;:HCOOH 50:50:1. Toutes les CCM ont é1é révélées d’abord &
I"UY puis avec le réactif suivant : (NHy):=MoOy (40 g) dissous dans Ha50y (40 mL) et HaO
(360 mL), qui nécessitait un chauffage jusqu’a I'apparition de taches bleues. Les fractions
ont ensuite été groupées selon leur composition (Tableau 6.2). Les extraits ont été évaporés

i sec sous N3, pesés et conservés 4 —35°C jusqu’a I'analyse.

Les fractions ont été dissoutes dans différents volumes et solvants, selon leur masse
et leur polarité, puis analysées en CPG-8M sur une colonne capillaire ZB-5 (5%-phényl
méthylpolysiloxane, 30 m » 0.25 mm d.i. = 0.25 pm ¢épaisseur du film, Phenomenex,
Torrance, CA), installée dans un chromatographe en phase pazeuse HP 6890 Series [

(Agilent, Palo Alto, CA) connecté 4 un spectrométre de masse quadrupolaire Agilent model
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5973N utilisé en ionisation électronique (70 eV), avec le logiciel HP ChemStation.
L’injecteur, en mode de non partage, était maintenu & une température de 300°C. Le
programme de température suivant a été appliqué : température initiale de 50°C, maintenue
pendant une minute, augmentée & 100°C a un taux de 20°C min" puis 4 325°C & un taux de
10°C * min" puis maintenue & 325°C pour 15 min. L’hélium était le gaz porteur utilisé, sous
débit constante (1 mL min"). Les masses étaient balayées dans un intervalle de 50 a 800

miz.

Deux composés majeurs, nommés A (M' = 646 m/z) et B (M" = 662 m/z) ont été
localisés dans les fractions 3-4 & 47-48 (en différentes proportions) (Figure 6.3). Les étapes

subséquentes de purification visent 1'isolation de ces composés.
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Tableau 6.1. Conditions d*élution pour le fractionnement sur colonne de gel de silice
de la fraction CH,Cl; extraite de G. 1sugae '

Solvant Proportions  Volume utilisé (mL)
Hexane 100% 300"
Hexane : EtOAc 9:10 200
Hexane : EtOAc 8.2 250
Hexane : EtOAc 73 250
Hexane : EtOAC B 250
Hexane ; EtOAc 1:1 200
Hexane : EtOAc 4:6 200
Hexane ; EtOAc 37 250
Hexane : EtOAc o 28 250
Hexane : EtOAc 1:9 200
EtDAc 100% 250
EtOAc : MeOH T3 250
EtQAc : MeOH 1:1 250
EtOAc : MeOH 37 500
MeDH 100% 500

PInelut le volume mort de la colonne, récolié aprés le dépot de 1" échantillon.



Tableau 6.2. Groupement des fractions issues de la chromatographie sur gel de silice
de la fraction CHaCl; extraite de . rsugae et masse de chaque extrait sec

Fraction (no) Masse de 1"extrait Fractlon (no) Masse de |’extrait
sec (mg) sec (mg)
1-2 189 31-34 135
34 205 35-36 69
5 126 37-38 65
6-7 159 39-40 56
89 146 41 26
10 24 42-43 39
11-13 122 44-46 29
14-16 66 47-48 7
17-19 10 49 1%
20 23 50-53 238
21 29 54.55 21
22 18 56-57 81
23 15 5850 15
24 7 60-62 7
25 10 63-65 9
26 10 66-68 4
27 9 69-71 7
28 18 : 72-74 5
29 21 75-76 3

30 24 . -
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Figure 6.3. Analyse en CPG-5M de la fraction CH;Cl; no 27 issue de la purification de la
fraction dichlorométhane dun extrait méthanolique de Ganoderma isugae, Les composés
A et B sont ceux ciblés pour 'isolation.
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6.2.4. Isolation des composés A et B par chromatographie sur couche mince

Un échantillon provenant de la fraction CH,Clz no 27 (4.5 mg, Tableau 6.2, Figure
G.ﬁ} a &€ fractionné par chromatographie sur couche mince (CCM) (Silica Gel 60 Fasq, 20 =
20 cm, EMD Chemicals, Gibbstown, NJ) avec la phase mobile suivante : CHCli:MeOH
935:5. La plague a été révélée 4 I'UV puis un dépdt en marge de la plaque a éé révélé avec le
réactif déerit 4 la section 6.2.3. La fraction CH2Cla no 235 (10 mg, Tableau 6.2) a été traitée

de la méme fagon,

Les bandes (six pour la fraction CH2Cl; no 27 et quatre pour la fraction CHzCl; no
25) ont été grattées, resuspendues dans une solution CHCl3:MeOH 2:1, filtrées et analysdées
en CPG-DIF’ sur une colonne capillaire ZB-5 (Phenomenex, Torrance, CA, 5%-phényl
méthylpolysiloxane, 30 m = 0.25 mm d.i. = 0.25 pm épaisseur du film), installée dans un
chromatographe en phase gazeuse HP 6890 Series II (Agilent, Palo Allo, CA) connecté 4 un
détecteur & ionisation de flamme, maintenu & 300°C, avec le logiciel HP ChemStation.
L'injecteur, en mode de non partage, était maintenu & une température de 300°C. Le
programme de température décrit 4 la section 6.2.3 a été appliqué. L'hydrogéne éait le gaz

porteur utilisé, sous débit constant (1 mL min™).

Les bandes no 5 et 6 de la fraction CHsCly no 27 et les bandes no 1, 2 et 4 de la
fraction CH2Clz no 25 ont ét¢ mélangées pour donner un échantillon de 5 mg contenant le

composé B majoritaire et le composé A (Figure 6.4).

* Le passage de la CPG-SM i la CPG-DIF était seulement dii 4 la disponibilité des appareils.
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Figure 6.4. Analyse en CPG-DIF de I"échantillon issu de la purification sur CCM des
fractions CH;Cl: no 23 et 27 issues du fractionnement sur colonne de [extrait
dichlorométhane de Ganoderma rsugae. Les composés A et B sont ceux ciblés pour la
purification. Les petits pics de la section | et plusieurs pics mineurs du chromatogramme
proviennent du solvant. Les pics situés entre 12 et 15 min sont des impuretés,
principalement des hydrocarbures.
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6.2.5. Isolation du composé B par Séphadex LH-20.

Un échantillon (75 mg dans 1,5 mL CH,Cl;) de la fraction CH;Cl; no 5 (Figure
6.5A) a été fractionné sur une colonne de gel Sephadex LH-20. Pour la préparation de la
colonne, 8 g de poudre de gel ont été suspendus pendant 3 heures, 4 4°C, dans une solution
de dichlorométhane contenant 1% de tétrahydrofurane, d:_::nnanl un volume d'environ 50 mL
de gel. Le gel a été transféré dans une colonne donnant un volume final de 85 x 10 mm
diam. La colonne a été conditionnée avec la méme solution. L'échantillon a été déposé sur
la colonne puis ¢lué en phase isocratique avec une solution de dichlorométhane contenant
1% de THF, & un débit de 1 mL min™. 13 fructinns. (1A & 134, 2 tﬁL par fraction) ont éié
récoltées, concentrées sous Na et analysées en CPG-SM selon la méthode décrite & la section

6.2.3.

La fraction 3A (Figure 6.5B, 3,1 mg) a été refractionnée dans les mémes conditions.
Dix fractions (1B & 10B, 1.5 ml par fraction) ont été récoltées, concentrées sous N; et
analysées en CPG-SM dans les mémes conditions que celles décrites 4 la section 6.2.3. La

fraction 4B (Figure 6.5D) a ét¢ conservée (0,3 mg) pour analyse.

La fraction 4A (Figure 6.5C) a été refractionnée sur Séphadex LH-20 dans des
conditions similaires 4 la fraction 3A. Dix fractions (1C & 10C, 1,5 mL par fraction) ont été
récoltées, concentrées sous N; et analysées en CPG-S5M dans les mémes conditions que
celles déerites a4 la section 6.2.3. La fraction 4C (Figure 6.5E) a été conservée (0,4 mg) pour

analyse. Une récapitulation des étapes de purification est présentée au tableau 6.3.
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Figure 6.5. Analyse en CPG-S8M de la fraction CHyCl; no 5 (A) issue de la purilication
d'un extrait méthanolique de Ganoderma frugae et des fractions 3A (B), 44 (C), 4B (D) et
4C (E) issues du fractionnement sur Séphadex LH-20 de la fraction no 5,

Les pics entre 12 et 25 min sont des acides gras, les pics mineurs sont principalement des
hydrocarbures divers (NIST 98 Mass Spectral Library, National Institute of Standards and
Technology, 2000). Le composé B est ciblé pour I'isolation,
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Tableau 6.3. Récapitulation des étapes effectuées au cours de la purification des
composés A et B, suite 4 la chromatographie sur gel de silice de la fraction CH2Cly

extraite de G, fsugae

Technigue de  Fraction

Composés

. . Sous- Fractions Analyse
purification CHaCly .1 présents dans
utilisée (n0) fractions obtenues les fractions effectuée
5 bandes
CCM 25,27 récupérées et Aet B BN
mélangées
3 1413A
A laloB
Séphadex ) Spectroscopie
LH-20 48 B uv
44 1aloC
Spectroscopie
4C - B LUV

" Fractions obterues & partir de la fraction CH2Cl; no 5 et repurifides avee la méme technigue.
*En gras, composé majoritaire dans la fraction,
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6.2.6. Analvses spectroscopigues

L’échantillon (5 mg) obtenu de la purification par CCM des fractions CH,Cly no 25
et 27 (Section 6.2.4) a été envoyé dans un laboratoire universitaire’ pour étre analysé en

RMN,

Les spectres UV-visible de la fraction CHsClz no 24 (1 mg/mL Hexane:Acétate
d’éthyle 30:70, Figure 6.6A), contenant majoritairement le composé A, et des fractions 4B
et 4C (0,4 mg/mL CH:Cl,, Figure 6.6B), contenant le composé B pur, ont été mesurés de
200 4 900 nm sur un spectrophotomeétre [Agilent,_ Palo Alto, CA) connecté & un ordinateur
avec le logiciel HP ChemStation, utilisé en mode balayage. Une solution d’hexane:acétate

d’éthyle 30:70, et du dichlorométhane pur ont respectivement &t utilisés comme blancs.

® Dr Frangoise Sauriol, Département de Chimie, Crueen’s Universily, Kingston {Ontario), Canada,
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Figure 6.6. Spectres UV-visible du composé A en fraction partiellement purifiée (fraction
CHLCL no 24, 1 mg/ml Hexane : Acétate d'éthyle 30 :70, A) et du composé B en fraction
pure (fraction 4C, 0.4 mg/mL CH;Cl,, B).
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6.3, Résultats et discussion

6.3.1. Extraction et isolation

La présence des composés A et B a été remarquée lors des premiéres expériences
visant I'analyse de triterpénes connus chez le genre Ganoderma (Annexe A). Dans le
présent chapitre, les analyses visant la purification de triterpénes inconnus chez les
spécimens québécois de Ganoderma tsugae ont révélé que les composés A et B étaient
majeurs dans les fractions issues du fractionnement d’un extrait dichlorométhane sur
colonne de silice (Figures 6.3). C’est pourquoi ces molécules ont de prime abord été ciblées

pour 1"isolation.

Une des premiéres complications rencontrées lors des essais de purification de ces
composés fut leur comportement incohérent sur les supports traditionnels de
chromatographie tels que la silice, I’alumin_e et certaines phases moins polaires (phenyle-
hexyle)’. De fait, malgré le gradient de polarité appliqué lors de la chromatographie sur
silice de I'extrait dichlorométhane, les deux molécules ont été trouvées dans les fractions no
6 & 46, en différentes proportions®. La seconde complication rencontrée a été la difficile
séparation des composés A et B I'un de I'autre : en dépit de |'utilisation, sous différentes
conditions, de technigques offrant une bonne résolution, comme la CLHP semi-préparative
(non décrit dans la section 6.2), cette séparation n’a pu étre effectuée de maniére

satisfaisante. En outre, I"hypothése que ces composés soient des contaminants provenant du

" Des essais sur alumine basique el en CLHP semi-préparatif sur une colonne phenyle-hexyle ont été cffectuds
mais ne sont pas décrit dans la section 6.2,
¥ La diminution de I'un n’était toutefois pas proportionnelle & I"apparition de |"autre,
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solvant a €té dcartée suite a 'analyse des solvants utilisés. 11 est en effet connu que le
méthanol et le chloroforme contiennent habituellement du dioctylphtalate et que ce composé

est souvent isolé au court d’investigations phytochimiques (Silva ef al., 1998),

La fraction CH;Cl; no 5 (Tableau 6.2), qui contenait majoritairement le composé B,
a permis |'isolation de celui-ci sur gel Sephadex LH-20. La quantité obtenue, insuffisante

pour une analyse RMN, a toutefois permis d’obienir le spectre UV-visible du composé B,

Un échantillon contenant majoritairement le composé B en mélange avee le composé
A (Figure 6.4) a é1¢ analysé en RMN. Les structures n’ont toutefois pas pu étre élucidées car
I"échantillon s”est décomposé au cours de ["analyse, ce qui a par la suite été confirmé lors du
contrle du méme échantillon en CPG-SM. Il est possible que cette décomposition ait été
causée par le chloroforme deutéré utilisé en RMN qui contient la plupart du temps des traces
d'acides (Silva ef al., 1998), mais dont le pH peut descendre davantage s’il est exposé a "air
ou & la lumiére. Des essais sur 'alumine basique (non décrits dans la section 6.2) ont

confirmé que ces composés avaient une certaine sensibilité au pH.

.32, Hypothéses structurales sur les composés A et B

Les essais de silylation et d’hydrolyse effectués au lors de travaux préliminaires sur
. tsugae (Annexe A) ont montré que ces composés n'avaient pas de fonction hydroxyle, ni
de fonction acide carboxylique, et qu'elles n*étaient pas glycosylées. L’hypothése d’une
parenté structurale entre les composés A et B a par ailleurs été avancée 4 cause de leur
comportement similaire lors des essais de séparation et leur concomitance dans plusieurs

fractions. Leurs formules chimigues pourraient donc étre appareniées.
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Les spectres de masses des composés A et B (Figures 6.7A et B), obtenus par CPG-
SM, montrent un poids moléculaire respectif de 646 m/z et de 662 m/z. L’analyse du poids
moléculaire a permis d'obtenir plusieurs formules moléculaires pour les composés A
(Tableau 6.4) et B (Tableau 6.5). Les formules contenant de ’azote ont été éliminées
d’emblée puisque la méthodologie incluait une acidification de la phase aqueuse a pH 4
(Section 6.2.2}, ce qui a eu pour effet de protonner les composés azotés et de les laisser dans
la phase aqueuse. Les formules saturées, peu saturées (indice de déficit en hydrogéne entre 1
et 8) ou sursaturées (indice de déficit en hydrogéne de plus de 28) ont aussi été rejetées afin
d’accommoder les résultats obtenus en spectrophotométrie UV, qui seront discutés plus loin.
Plus de cinquante formules moléculaires chimiquement plausibles ont éié calculées pour les

composés A et B, selon la méthode décrite par Lederberg (1964).

L'analyse des motifs isotopiques de M" (Tableau 6.6) a tout d’abord permis de
confirmer I'absence d'halogénes dans la formule moléculaire puisque ces atomes donnent
habituellement un pic [M+2] plus intense que le pic [M+1] (Silverstein, 1991). L'étude
détaillée de IPabondance relative des fragments [M+1] et [M+2], qui est proportionnelle a
I'abondance des isotopes du carbone ("C, "C) et de I'oxygéne ("0, 'EO] (Silverstein,
1991y, a permis de retenir quatre formules pour chaque composé, soient CagHagOy,
CaoHs404, CyiHayO7 et Cq HszOg pour le composé A, et CyHip0g, CagHs405, CayHs20p et
CyHsyO; pour le composé B. La comparaison de chaque formule générale a permis de
déduire ‘que les deux composés pouvaient différer I'un de D'autre soit par un atome
d’oxygéne, soit par un groupement CH; supplémentaire et une double liaison ou un

branchement cyclique en moins pour le composé B.
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Figure 6.7. Spectre de masse du composé A, comprenant les fragments identifiés suivants :
646 m/z [M]", 631 m/z [M-CHs]" (A) et spectre de masse du composé B, comprenant les
fragments identifiés suivants : 662 m/z [M]", 647 m/z [M-CH,]" (B).
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Tableau 6.4. Formules moléculaires possibles pour le composé A, indice de déficit en
hydrogéne pour chaque formule proposée, et intensités calculées de [M+1] et [M+2]

Intensité calculée de  Intensité caleulée de

Formule IDH' [M+1T (M2
CasHgOy 4 38,18 9,32
CyaHagOy, 25 41,51 10,63
CasHaChp 17 41,47 10,43
CyHasOy 9 41,43 10,23
CaaH 404 1 41,39 10,03
CiysHy40yy 32 42,62 11,10
CagHapOyp 24 42,58 10,90
CasHeOs 16 42,54 10,70
CiaaHa0y 8 42,50 10,50
CaH 14010 11 43,69 11,37
CaaH 3404 23 43,65 11,17
CagH sy 15 43,61 10,97
CaaHgaOq 7 43,57 10,77
CagHy 0y 30 44,76 11,66
CoH 04" 12 44,72 11,46
o Hs 04 14 44,68 11,26
CagHyOs 6 44,64 11,06
CaHagOg 29 4583 11,96
CoHOy 21 45,79 11,76
CyHayyO, 13 45,75 11,56
CyHuOs 5 45,71 11,36
CaaH 405 36 46,94 12,47
CaaH3005 28 46,90 12,27
CaaH 0 20 46,86 12,07
CoHgOs 12 46,82 11,87
CaHysO, 4 46,78 11,67
CyaH, 504 35 48,01 12,79

' Indice de déﬁcit-?a_n_'}'iﬁﬁ}géne =C—-H2+MN2+1o00C Het N correspondent
respectivemnent aux nombres d'atomes de carbone, d*hydrogéne et d"azote.

! Intensité de [M+1] = (Nbr C * 1,117 + (Mbr M * 0,38) + (Nbr O * 0,04) (abondances
isolopiques : Silverstein, 19910,

! Intensité de [M+2] = [{Nbr C * 1,1 1}1.?2!]&] + (Mbr O * 0,2) (abondances isotopiques :
Silverstein, 1991,

* Formules meléculaires les plus plausibles pour le composé A.
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Tableau 6.5. Formules moléculaires possibles pour le composé B, indice de déficit en
hydrogéne pour chagque formule proposée, et intensités calculées de [M+1] et [M+2]

Intensité calculée de Intensité calculée de

Formule IDH' M1 [M+2]
CyH 0y, 31 43,73 11,57
CasHiDyo 23 43,69 11,37
C3oH504 15 43,65 11,17
CiaHaeOy 7 43,61 10,97
CyoHzDyp 30 44,80 11,86
CaH3s0,' 22 44,76 11,66
CpHs504 14 44,72 11,46
CaaH7004 [+ 44,68 11,26
CyHz04 29 4587 12,16
C,Hi04 21 45,83 11,96
C . Hs04 13 45,79 11,76
CyHuOg 5 45,75 1 Iriﬁ
CisH,400 36 46,08 12,67
CyzHagOg 28 46,94 12,47
C.zH,04 20 46,90 12,27
CyzHe:05 12 46,80 12,07
CyzH705 4 46,82 11,87
CaHy0g 35 48,05 12,99
CaHy04 29 48,01 12,79
CyaHeOg 19 47,97 12,59
CysHeOs 11 47,93 12,39
CulO; 34 4912 133
CyaHyOy 26 49,08 13,13
CyaHsyOs 18 49,04 12,93
CsHq004 10 49,00 12,73
CysHa60s 33 50,19 13,68
C,sHea0s 25 50,15 13,48

" Indice de déficit en hydrogéne = C — H/2 + N2 + 1 od C, H et N correspondent
respectivement aux nombres d*atomes de carbone, d'hydrogéne et d°azote.

* Intensité de [M+1] ={Nbr C * 1,11} + (Nbr N * 0,38) + (Nbr © * 0,04) (abondances
isptopiques : Silverstein, 19910,

¥ Intensité de [M+2] = [(Nbr C * 1,11)%/200] + (Nbr O * 0,2) (abondances isotopiques :
Silverstein, 1991).

* Formules moléculaires les plus plavsibles pour le composé B.



Tableau 6.6, Masse de I'ion moléculaire [M]™ des composés A et B et intensités
relatives de [M+1] et [M+2]

Intensité calculée Intensité calculée

+
Composé [M]" {miz) de [M+1] (% )I de [M+2] (%)
A 646 £ 0,5 457+£0.9 11,2+10,1
B 662 + 0.5 45,1+ 0,6 11,5+0.2

" Intensite (%) = (Intensité de [M+1] (tabulation) / Intensité de [M'] (tabulation)) * 100
! Intensité (%) = (Intensité de [M+2] (tabulation) / Intensité de [M'] (tabulation)) * 100

133
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Les données spectroscopiques du composé B montrent un fort pic d’absorption a
245 nm, deux pics autour 4 273 et 278 nm et un pic de faible intensité 4 368 nm (Tableau
6.7). Selon ces données, il est peu probable que les composés A et B soient formés d’un
squelette lanostane puisque ce type de structure présente normalement 3 bandes dans un
intervalle relativement rapproché, a 536, 243 et 251 nm (Scott, 1964). Le pic 4 245 nm
suggeére la présence d'un groupement carbonyle a, f-insaturé et correspond aux valeurs
observées pour les acides ganodéréniques, se situant généralement entre 240 et 250 nm
(Boh er al,, 2000). Un pic d’absorption autour de 244-248 nm, couplé & une absorption
entre 268-280 nm a aussi é€ observés pour certains triterpénes trouvés chez le genre
Ganoderma comme les ganodérénates de méthyle H et | (Nishitoba er al,, 1989), Enfin,
d’autres triterpénes du genre Ganoderma présentent plutét un pic d'absorption dans la

région de 273-289 nm (Kikuchi er al., 1986 ; Gonzilez et al., 2002).

Les données spectrophotométrique pour le composé A montrent un fort pic
d’absorption 4 327 nm et des pics d’intensité moyenne 4 361 et 368 nm (Tableau 6.7).
Ces résultats, donnant un dge & 327 nm plutit qu’a 245 nm, comme ce qui est observé
pour le composé B, renforcent I’hypothése qu’une double liaison supplémentaire est
présente dans le composé A, sugpérant qu'il différe du composé B par un groupement
CH; en moins et une double liaison ou un branchement cyclique en plus, plutit que par
un atome d’oxygéne en moins. La différence entre les valeurs Amay pourrait signifier que
cette double liaison s’ajoute 4 un systéme de conjugaison existant (augmentation de 30

nm du Ly, ), couplé & une composante homodiéne (augmentation de 39 nm hq,:), 2 qui
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Tablean. 6.7. Lpae du composé A semi-purifié (fraction CH:Cla no 24, 1 mg/mL
Hexane: Acétate d’éthyle 30:70) et du composé B pur (fraction 4C, 0,4 mg/mL CH;Cl;)

T " Absorbance Hrnaze COTTIgE'
Molécule (nm) (AU) am)

322 0,30 327
Composé A” 356 0,26 361
363 0,26 368
240 0,37 245
Composé B 268 0,33 273
273 0,33 278
_ 163 0,03 368

" Valeurs d'absorbance corrigées (pour fin de comparaison avec les données existantes
enregistrées avec de "éthanol) avec la valeur de correction du dioxane {qui ajoute 5 nm
A la valeur observée), aprés comparaison des propriétés de ce solvant (moment
dipoalaire) avee celles du dichlorométhane et de ["acétate d'éthyle.

* Solvant utilisé pour le hlane @ Hexane : Acétate d*éthyle, 30:70.

* Pur dans la fraction 4C (Figure 6.5E),

? Solvant utilisé pour le blang : Dichlorométhane.
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pourrait modifier suffisamment ses valeurs d’absorption en UV, Un exemple est présenté

ala figure 6.8 (Silverstein, 1991 : Scott, 1964).

La bande d’absorption 4 368 nm, qui est commune aux deux composés, suggére la
présence d'un chromophore trés insaturé commun aux deux molécules et pourrait étre
responsable de la coloration jauniitre trouvée dans les échantillons. De telles bandes
d'absorption sont hﬁhitllellement observées cher des composés polyvaromatiques le plus
souvent polyhydroxylés comme les coumarines, les flavonoides et les anthocyanes (Scott,
1964). 1l est néanmaoins peu probable que les composés A et B appartiennent 4 ces classes
structurales car ils ont été isolés dans des conditions trop lipophiles pour ce type de
composé. Par contre, certaines siructures stérofdiennes ayant des cycles A et B
aromatiques conjugués peuvent présenter des bandes d’absorption dans les mémes
intervalles que ce qui est crbsénré pour le com posé. B (240-273 nm), tout en présentant des
pics dabsorption autour de 340 4 360 nm (Scott, 1964). Le nombre de bandes, de méme
que les longueurs d'ondes d’absorption variant dans une certaine mesure pour ce type de

composé, une telle structure ne serait pas exclue pour les composés A et B.

La comparaison de la partie comprise entre 40 et 250 m/z des spectres de masse
des composés A et B (Figure 6.7A, B) appuie ’hypothése d'une parenté structurale entre
ces molécules puisque les ions qui 8’y retrouvent se ressemblent généralement, La faible
intensité des masses présentes dans cette partie du spectre suggére une structure de base
probablement stabilisée par la présence de plusieurs doubles liaisons conjuguées, ce qui
accommoderait aussi les résultats obtenus en spectrophotométrie UV-visible pour les

deux composés. Dans cette optique, une structure linéaire est écartée d’emblée au profit
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hegte (MM = 239 nm Aeae (N = 324 nm

Figure 6.8, Exemple d'insertion d'une double liaison modifiant significativement
I'absorption en UV -visible d'une molécule (valeurs caleulées).
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d"une structure polycyclique et ce, en dépit du fait que les specires ne présentent pas fout
a fait les fragments typiques d'une génine stéroidienne (NIST/EPA/NIH, 1998). Les
quelques intervalles de 16 amu entre les masses présentes entre 40 et 250 m/z, pourraient
signifier la présence d’oxygéne sur la structure de base de la molécule, peut-étre sous
forme de cétone ou d’hétérocyele. D’autre part, les fragments a 91 et 105 m/z, qui sont
habituellement liés & la formation de I"ion tropylium (Silverstein, 1991), suggérent une
certaine aromaticité. L'analyse RMN des composés A et B en mélange a aussi révélé la
présence de groupements aromatiques substitués ainsi que la présence d’hydrocarbures,
mais ces fragments, qui proviennent de la décomposition des composés A et B, sont

difficilement utilisables dans la présente analyse.

A I'exception de la perte d'un groupement méthyle visible directement aprés I'ion
moléculaire sur les deux spectres (4 631 et 647 m/z, respectivement pour les composés A
et B), peu de groupements substituants sont identifiables sur les spectres de masse des
composés A et B. Dans le composé B un fragment 4 [M-31]" pourrait correspondre 4 la
perte d’un proupement méthoxyle, mais 'intensité de ce pic est trés faible pour un
groupement aussi labile, ce qui laisse un certain doute. Par ailleurs, les deux spectres ont
un pic trés .i'art 4 57 m/z, qui pourrait correspondre a la perte d'un groupement tert-butyle
[C{CHs)s] ", mais il est plus probable qu’il représente la perte d’'un groupement [CH3-
CH;-C=0]", méme si le fragment [M-57]" n’est pas observé. Ce pic semble en effet &tre
assez fréquent chez les composés portant une fonction cétone ou ester, sans que le pic
correspondant & [Mvﬁ?]' ne soit nécessairement trés intense (NIST/EPA/NIH, 1998). Les

composés A et B montrent respectivement un fragment 4 308 et 316 m/z d'une intensité
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relativement forte. Ces fragments de nombres pairs proviennent de la coupure de deux

linisons impliquant possiblement un réarrangement (Silverstein, 1991).

Le pic de base du composé A, 4 441 m/z, présente un intérét particulier dans
I'analyse en paralléle des deux spectres de masses. Ce pic correspond a la perte d*une
partie importante de la molécule [M+—Ci13—lgﬂ]+, et souligne la différence entre les
composés A ot B. Laguelle pourrait résider dans 'emplacement, & I'intérieur de la
structure, d'un groupement ou d’une structure qui permetirait 1’obtention d'un pic de base
d’une masse aussi importante pour le composé A. Considérant les résultats obtenus en
spectroscopie  UWV-visible, qui suggéraient la présence d'une double liaison
supplémentaire dans le composé A, le pic 4 441 m/z, impair et donc issu de la coupure
d'une seule liaison, pourrait correspondre 4 la perte d’une chaine latérale et donc
possiblement déterminer la structure de base de la molécule, De fait, I'analyse du motif
isotopique de ce fragment montre une abondance de 31,2% £ 0.2 pour la masse 442 m/z
[M+1] et 5,0% £ 0.2 pour la masse 443 m/z [M+2] par rapport 4 'ion 441 m/z, ce qui
correspond & une formule de [CaH::0:¢]” selon la méthode de Lederberg (1964).
Structuralement, cela signifie possiblement une génine 4 cing hexacyeles, ou une
structure 4 quatre hexacycles et un pentacycle, comprenant dans les deux cas plusieurs
insaturations etfou un ou deux cyeles aromatiques, ¢t incluant entre cing et huit carbones
situés dans des groupements substituants (méthyle ou méthoxyle) (Figure 6.9). En raison
de la parenté structurale possible des composés A et B, cette structure pourrait aussi
correspondre partiellement an composé B (4 la différence d'un groupement CH; et d'une
double liaison ou d’un branchement). Etant donné le poids moléculaire relativement élevé

des composés A et B, el considérant le motif général de leurs spectres de masse
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respectifs, une structure 4 cing cycles accompagnée d’une chaine latérale d’une dizaine
de carbone et d’atomes d’oxygéne serait davantage plausible quiune structure 4 quatre
cycles accompagnée d’une chaine latérale de vingt carbones dont la fragmentation serait

apparente dans le spectre de masse.

L’analyse du motif isotopique du fragment 441 m/z permet en outre de préciser la
formule moléculaire des composés A et B puisque suivant I'indice de déficit en
hydrogéne élevé du fragment 441 m/z, les formules moléculaires ayant un indice inférieur
a4 16 peuvent étre éliminées, ce qui porte & deux le nombre de formules moléculaires
possible pour chaque composé, soient CapHigOy et CqyHypOg pour le composé A, et
CapHzyOy et CyHayy Oy pour le composé B. Aussi, suivant les résultats obtenus en UV, qui
suggérent une structure davantage saturée pour le composé B, 'ajout d'un groupement
méthyléne et le retrait d'une double liaison sur le fragment 441 m/z permet de déduire la
formule de ce qui pourrait constituer la structure pentacyclique partielle du composé B,
soit [CzgHz90s]", dont la masse est de 457. Ces déductions laissent en chaine latérale un
fragment 205 m/z correspondant & la formule [Ci2H;305]", et portent au nombre d’une
les formules moléculaires possibles pour chaque composé, soient CapHzpOg pour le
composé A et CqjHaaOs pour le composé B. Etant donné I'indice de déficit en hydrogéne
élevé de la formule du fragment [C12H;20s]" (6,5), une chaine latérale aliphatique est peu
probahle. Il pourrait par contre s’agir d'un résidu cyclique, portant quelques groupements
cétones formant un chromophore présentant une absorption en UV autour de 260 nm. De
plus, la présence de groupements carbonyles, dont un en bout de chaine, pourrait

accommoder la présence du fragment 57 m/z, correspondant possiblement au groupement
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[CH3;-CHz-C=0]", dans les spectres de masse des deux composés. Des structures

possibles pour les composés A et B sont présentées aux figures 6.10 et 6.11.

Les renseignements recueillis au cours des analyses spectroscopiques en UWV.
visible et CPG-SM permettent de déduire que les composés A et B possédent
certainement une structure polycyclique, possiblement pentacyclique, de forme
stéroidienne ou triterpénique, incluant plusieurs insaturations, possiblement occupées par
des groupements cétone, créant ainsi une structure relativement conjuguée. Les résultats
ont en effet montré qu'il est peu probable que les atomes d'oxygéne présents sur la
structure de base soient intégrés a4 des groupements labiles comme des groupements
acétoxyles ou méthoxyles. Il est également peu probable que les composés A et B soient
semblables aux triterpénes polyoxygénés jusqu’ici caractérisés chez le penre Ganoderma,
principalement 4 cause de leur poids moléculaire relativement élevé par rapport aux

triterpénes connus chez le genre Ganoderma,
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o
441 miz

Figure 6.9. Structure possible pour le fragment 441 m (CasHaeOy), qui pourrait
correspondre & la structure de base des composés A et B. Les chromophores présents (un 4

quatre doubles liaisons conjuguées et deux 4 trois doubles liaisons conjuguées) donnent
respectivement des absorbances calculées () de 370, 366 et 321 nm,



Figure 6.10. Structure possible pour le composé A. Les chromophores présents (a, b, ¢ et d) donnent respectivement les absorbances
calculées (d_.) suivantes : 370, 366, 321 et 25% nm.

£l



Figure 6.11. Structure possible pour le composé B, Les chromophores présents (a, b, ¢ et d) donnent respectivement les absorbances

calculées (Ah.q.) suivantes : 370, 259, 244 et 259 nm.
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Chez les mycétes, peu de composés connus présentent des caractéristiques
semblables 4 celles trouvées chez les composés A et B. Les molécules avant une structure
fortement insaturée ont été peu rapportées, et peu de composés basés sur une pénine
stérofdienne ou triterpénique montrent un tel niveau d’insaturation. Les composés i cing
hexacyeles sont peu courants chez les mycétes. Ces structures sont le plus souvent
assimilées aux saponines, trouvées exclusivement chez les plantes. Toutefois, certains
composés 4 cing cycles tels que I'a-amyrine et la S-amyrine ont ¢té identifiés chez des
champignons mycorrhiziens de l'ordre des Glomales de méme que chez certaines espéces de
champignons marins (Grandmougin-Ferjani et al, 1999; Volkman, 2005). Bien que ces
conclusions ne soient pas encore solidement établies, de récentes études tendent & démontrer
que les champignons peuvent synthétiser des composés ayant un squelette pentacyclique, ce
qu’on croyait jusqu’a tout récemment exclusif aux plantes vertes (Volkman, 2005). D autres
investigations sont nécessaires afin de confirmer la présence de tels composés chez le genre

Ganoderma,

6.4, Conclusion

Les différentes techniques de purification appliquées & Ganoderma tsugae ont mené
i lisolation compléte ou partielle des composés A et B, qui sont des molécules
probablement inconnues chez les champignons du genre Ganoderma, et possiblement chez
les champignons supéricurs. Bien que ces molécules aient pu étre relativement bien isolées

du reste des molécules présentes dans les extraits fractionnés de G. tsugae, la séparation
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I"une de I"autre s'est avérée trés problématique, principalement & cause du comporiement
inégal de ces composés sur les supports de chromatographie traditionnels. Des données
spectroscopiques recueillies en spectrophotométrie UV-visible et en CPG-SM sur des
fractions pures ou semi-purifiées ont révélé la possibilité d'une structure polycylique,
probablement pentacyclique, stéroidienne ou triterpénique, portant une chaine latérale
possiblement cycligue d'une douzaine de carbones. Des analyses supplémentaires sont
nécessaires afin d*aller plus loin dans la caractérisation structurale des composés A et B.
Touwtefois, si les conclusions présentées dans ce chapitre étajent confirmées, elles
constitueraient un nouvel appui 4 'évidence grandissante selon laguelle la biosynthése de
composés pentacycliques est possible chez les champignons supérieurs et n’est pas

exclusive aux plantes vertes,
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Les recherches menées dans le cadre de ce projet de doctorat ont permis d’obtenir
quelques-unes des premiéres données portant sur la composition chimique des champignons
indigénes du Québec. Les travaux effectués ont d'abord porté sur I'analyse de composés
nutraceutiques, comme ['éritadénine et le lovastatin, chez 29 espéces de champignons
indigénes du Québec, Par la suite, la tencur en lipides et les profils d’acides gras ont éié
évalués chez une vinglaine d'espéces, puis effet de la température sur le profil d’acides
gras de deux espéces de Plewrotus a été évalué. Enfin, la purification partielle de nouvelles
molécules chez G. tsugae suggére la présence de composés pentacycliques chez cette

espéce,

Parmi les 29 espéces de champignons indigénes analysées dans le cadre de cette
étude pour leur contenu en lovastatin et éritadénine, aucune ne contenait 'une ou |"autre de
ces molécules d’intérét nutraceutique ; la présence d*éritadénine a néanmoins été mise en
évidence chez L. edodes produit commercialement. Ces résultats s"accordent avec plusieurs
études phytochimiques sur les plantes et les champignons qui suggérent que de nombreuses
molécules puissent 8tre spécifiques 4 certaines espéces, variétés ou souches (Bruneton,

1999).

Lanalyse de la teneur en I.ipides chez les champignons indigénes du Québec a
I’étude a permis de démontrer que celle-ci varie d'une espéce & I'autre, atteignant jusqu’a
16% du poids sec chez certaines espéces comme |"Amaniia vaginaia. En outre, selon les
résultats obtenus, les lipides polaires constituent plus de 50% des lipides totaux chez la

plupart des espéces, ce qui concorde avec certaines données précédemment publiées (Lsel,
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1988 ; Dembitsky er al., 1992). Malgré le r6le reconnu des lipides polaires dans la fluidité
des membranes cellulaires (Avis & Bélanger, 2001 ; Lundbxk, 2008, les résultats obtenus
lors de 1'étude de I'effet de la température sur les lipides de deux espéces de Plewrarus ont
moniré que ce pourcentage n’est pas forcément modifié de maniére significative par la

température,

L’analyse du contenu en acides gras des champignons indigénes du Québec de la
famille des Agaricaceae, Amanitaceae, Boletaceae, Coprinaceae, Ganodermataceae et des
Lycoperdaceae a montré que les principaux acides gras présents chez ces basidiomycétes
étaient les acides palmitique, oléique et linoléique, ce dernier étant le principal acide gras
retrouveé chez plus de 50% des espéces étudiées. La plupart des espéces contenaient par
ailleurs I'isomére & de |"acide linolénique, un acide gras o; ayant de nombreuses propriétés
nutraceutiques (Vardavas ef al., 2006). L’acide linoléique était particuliérement abondant
chez les espéces du genre Agaricus et Coprinus, qui ont généralement montré des profils
pluttt insaturés; le champignon C. comatus contenait en outre significativement plus
d’acide a-linolénique que toutes les autres espéces analysées. L analyse des profils d’acides
gras a mené 4 I'identification de plus de 40 acides gras différents chez les espéces étudides,
dont trois, nommément les acides 11-hexadécénoique (16:1 Al1l), 7.10-hexadécadiénoique
(16:2 A7,10), 11-heptadécénoique (17:1 All) ont été identifiés pour la premiére fois chez
les basidiomycétes. En outre, deux acides gras, 1'acide cis-11,12-méthyléneoctadécanoique
{19:0 cycl1), un acide gras cyclopropylique, et 'acide élaidique (18:1 A9¢) ont étd identifids

pour la premiére fois chez les mycétes.



La comparaison des profils d’acides gras des champignons du Québec avec ceux
antérieurement publiés dans la littérature d’espéces similaires mais d’origine européenne
(Dembitsky er al., 1993a ; 1993b) suggére que certaines espéces de champignons du Québec
aient un profil davantage insaturé que leurs équivalents européens. L’étude du profil
d’acides gras de deux espéces du genre Pleurotus, soient P. ostreatus (une espéce tempérée
indigéne an Québec) et P. cornucopiae var, citrino-pileatus (une espéce tropicale), cultivées
dans des conditions contrélées a permis d’observer une modification des profils d’acides
gras selon la température de croissance. Les résultats obtenus ont montré une augﬁentation
du niveau d’insaturation chez les acides pras des fractions polaire et non polaire des
carpophores de P. ostreatus lorsque la température de croissance était inférieure &4 17°C, une
maodification qui touchait principalement les acides pras Cg. Bien que cette étude n’ait pas
permis d’établir une relation claire entre la température et le profil d’acides gras, elle a
toutefois montréd que la température de croissance influence le profil d’acides gras des
espéces du genre Plewrotus et ce, de fagon différente selon 'espéce. Si les données
recueillies au cours de cette étude incitent & une certaine prudence quant a I"utilisation des
profils d'acides gras dans un but chemotaxonomique ou de différentiation intergénérique,
elles suggérent aussi qu’il est possible de manipuler le degré d’insaturation des acides gras
d’espéces telles que P, ostreatus. Ceci pourrait par exemple trouver application dans la

production de carpophores contenant davantage de gras insaturés,

Les travaux réalisés sur le champignon G. fsugae ont mené a la localisation de 16
composés qui, & ce jour, n'ont jamais été rapportés chez cette espéce. Parmi ces 16

composés, deux ayant une masse molaire respective de 646 et 662, ont été partiellement
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purifiés et caractérisés. Les analyses spectroscopiques ont suggéré une structure
pnlycycliqu.e, probablement pentacyclique et polyoxygénée, portant de nombreuses doubles
liaisons ainsi qu'une chaine latérale d’une douzaine de carbones. A I'exception de certains
composés tels que D'a-amyrine et la f-amyrine, identifiés chez des champignons
mycorhiziens de 'ordre des Glomales, de méme que chez certaines espéces de champignons
marins, la présence de composés pentacycliques demeure peu rapportée chez les mycétes
(Volkman, 2005). Au contraire, de nombreuses molécules présentant ce type de structure
sont connues chez les plantes (Bruneton, 1999), Les travaux menés dans le cadre de cette
thése suggérent la présence de tels composés pentacycliques chez les champignons du genre
Ganoderma. D'autres investigations sont néanmoins nécessaires afin de confirmer la

présence de ce type de composés chez les spéeimens québéeois de . sugae.

Les travaux réalisés au cours de ce projet de doctorat contribuent 4 la caractérisation
chimique des champignons indigénes du Québec qui, jusqu'a présent, a été peu étudiée. Des
études additionnelles sont évidemment nécessaires afin d*approfondir davantage les
connaissances relatives 4 la composition chimique de la mycoflore québécoise. De telles
recherches permettront une mise en valeur éclairée des macromycétes qui constituent une

ressource encore relativement peu exploitée au Québec,
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ANNEXE A. RECHERCHE DE COMPOSES
NUTRACEUTIQUES CHEZ LES CHAMPIGNONS DU QUEBEC:
LES TRITERPENES DU GENRE GANODERMA

Sommaire

Les champignons du genre Ganoderma sont considérés comme la panacée de la
médecine traditionnelle asiatique et leurs proprié¢tés biologiques font 'objet de nombreuses
éludes, lesquelles ont permis de reconnaitres aux espéces du genre Ganoderma plusieurs
propriétés médicinales attribuables entre autres & la présence d’acides triterpéniques et
dérivés. On trouve au Québec au moins trois espéces du penre Ganoderma ; afin de leur
reconnaitre une valeur nutraceutique, cette étude visait la caractérisation du contenu en
triterpénes bioactifs chez des spécimens québécois de Ganoderma. Les résultats obtenus
n‘ont pas permis de détecter, chez les ganodermes du Québec, les triterpénes connus chez
les souches asiatiques de Gamnoderma. Néanmoins, les analyses en CPG-5M ont permis de
localiser 16 composés dont le poids moléculaire et le spectre de masse pourraient
correspondre & des structures triterpéniques. [l semble donc que les souches québécoises de
Ganoderma aient des triterpénes qui leur sont spécifiques. L'isolation et la caractérisation de
ces composes est toutefois nécessaire & la confirmation de cette hypothése,
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Résumé

Les champignons du genre Ganoderma sont considérés comme 'un des fleurons de
la médecine traditionnelle asiatique et font I'objet d’un commerce des plus lucratifs & travers
le monde. On estime en effet que les ventes des champignons du genre Ganoderma
augmentent annuellement de 18%, totalisant, en 2002, un chiffre d’affaire de 2,16 milliards
de dollars américains. On reconnait maintenant aux espéces du genre Ganoderma plusieurs
propriéiés médicinales attribuables entre autres 4 la présence d’acides triterpéniques et
dérivés, dont plus d’une centaine ont éié isolés et caractérisés, principalement chez les
souches asiatiques de Ganoderma. On trouve au Québec an moins trois espéces du genre
Ganoderma @ G applanatum, G. lucidum et G. fsugae. Afin de reconnaitre une valeur
nutraceutique aux espéces de Ganoderma du Québec, cette étude visait la caractérisation du
contenu en triterpénes biocactifs chez des spécimens québécois de G. applanatum, de G.
lucidum et de G. tsugae. Les champignons, cueillis dans les régions de Sherbrooke et de
I’Abitibi, ont ¢été analysés de diverses fagons sans que les triterpénes connus chez les
souches asiatiques de Ganoderma n’aient pu étre détectés, aussi a-t-on conclu qu'ils dtaient
probablement absents des spécimens ciuéhémis. Méanmoins, les analyses en CPG-5M ont
permis de localiser 16 composés dont le poids moléculaire et le spectre de masse pourraient
correspondre A4 des structures triterpéniques, suggérant que les souches québécoises de
Ganoderma aient des ftriterpénes spécifiques. L’isolation et la caractérisation de ees

maolécule est toutefois nécessaire 4 la confirmation de cette hypothése.
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ALl Introduction

Reishi, Mannentake et Lingzhi, qui signifient respectivement « champignon divin »,
« champignon de 10 000 ans » et « champignon de I'immortalité », sont les noms évocateurs
que les Asiatiques donnent aux champignons du penre Ganoderma (Pegler, 2002). Ils
reflétent bien I’importance qu’occupe ce mycéte dans ces pays ol il est considéré comme
I"un des fleurons de la médecine traditionnelle. On estime en effet que les ventes des espéces
du genre Cranoderma angmentent annuellement de 18%, si bien qu’en 2002, prés de 4 900 &
5 000 tonnes de ganodermes ont éé produites et vendues sous une centaine de marques de
commerce différentes, totalisant un chiffre d’affaire de 2,16 milliards de dollars américains

(Lai et al., 2004),

Bien que la réputation du ganoderme soit ancestrale pour les Asiatiques, la science
moderne a entériné 4 plus d'un égard les usages traditionnels de ce champignon. On lui
reconnait  maintenant  des  propriétés  antibactériennes, antivirales, antitumorales,
immunostimulantes, antioxydantes, hypocholestérolémiantes et  anti-inflammatoires
(Kandefer-Szerszen ef al., 1979 ; Zhu ef al., 199@ : Gao et al.,, 2004 ; Lindequist et al.,
2005). Si certaines des propriétés de Ganoderma sont relides 4 la présence d"hydroquinones
sesquiterpéniques (ganomycine, Figure A.1A) et de polysaccharides de type f-1,3-glucan,
une large proportion des effets physiclogiques de ce champignon est également attribuable

aux triterpénes qu’il contient (Lindequist ef al., 2005).
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Figure A.l. Exemples de composés nutraceutiques retrouvés chez le genre Gamoderma: la
ganomycine A (A), "acide ganodérique A (B) et de 'acide lucidénique D (C). (Tirées de Lindequist
el al., 2005)
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Un groupe de plus de 4 000 structures construites sur 40 squelettes différents
constitue la famille des triterpénes, des composés en Cy issus de la cyclisation du 38-2,3-
époxydo-2,3-dihydrosqualéne (Bruneton, 1999). Ils se distinguent des stéroides par leur
conformation tridimentionnelle : les triterpénes présentant conformation chaise-chaise-
chaise-bateau, alors que les stéroides présentent plutdt une conformation chaise-bateau-
chaise-bateau (Bruneton, 1999). Comme les stérols, les iriterpénes possédent souvent une
chaine latérale (squeletie dammarane) pouvant se cycliser et former une structure
pentacyclique (squelettes lupane, oléanane, friedelanes, taraxastanes et ursanes) (Bruneton,
1999). Enfin, la structure peut porter des groupements hydroxyles, des insaturations, des
méthyles, des cétones et des lactones, en plus d’étre potentiellement estérifides 4 des sucres
ou 4 des alcaloides par exemple (Bruneton, 1999 ; Chappell, 2002), favorisant ainsi une

immense variété structurale.

Les (riterpénes connus chez Ganoderma, sont principalement des acides
triterpéniques, parfois estérifiés 4 un groupement méthyle, pourvus d’un squelette lanostane
souvent polyoxygéné par la présence de fonctions hydroxy, cétones (jusqu’a cing sur la
méme molécule) ou acétates (Kikuchi et al., 1986 ; Mizuno et al., 1995 ; Lindequist erf al,
2005). A ce jour, plus de 100 composés correspondant & des acides triterpéniques et dérivés,
tels que les acides applanoxidiques, ganodériques, panodéréniques, ganodermiques,
lucidéniques et leurs dérivés (Figure A.1A et B), ont été caractérisds, principalement chez
les souches asiatiques de Ganoderma (Jong & Birmingham, 1992 ; Shiao, 2003), L’ éventail
d’activités biologiques lié aux triterpénes de Ganoderma est impressionnant, Par exemple,

'acide ganodérique f inhibe une protéase du HIV de type 1, les acides ganodériques A
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(figure A.1B), B, C et D ainsi que D'acide lucidénique B sont antioxydants, I’acide
ganodérique F a un effet antihypertenseur, les acides ganodermiques R, S, O et Q ont des
propriétés hypocholestérolémiantes alors que les acides ganodériques C et D sont anti-

histaminiques (Jong & Birmingham, 1992 ; Min et al., 1998 ; Zhu et al., 1999),

On retrouve au Québec trois espéces du genre Ganoderma : G. applanatum (Figure
A2), G lucidum et G tsugae (Boulet, 2003). L'espéce . applanatum est largement
répandue dans les foréts de feuillus jusqu'd la forét boréale, tandis que & fsugea est
commun dans les vieilles foréts de coniféres, sa distribution rejoignant celle de la pruche du
Canada, son hdte de prédilection (Pomerlean, 1947 ; Boulet, 2003 ; Direction de la
conservation des foréts, 2006). La distribution de "espéee G. lucidum est moins bien
répertoriée, mais il semble que ce champignon soit occasionnel dans les vieilles foréts de
fewillus, la vallée du St-Laurent constituant probablement la limite nordique de sa
distribution (Boulet, 2003). Afin de reconnaitre une valeur nutraceutique aux espéces de
Ganoderma du Québec, cette étude visait la caractérisation du contenu en triterpénes
bioactifs chez des échantillons de G. applanarum, de G. tsugae et de G. lucidum provenant

dans les foréts du Québec.



174

Figure A.2. Ganoderma applanatum se développant sur un arbre du Québec.
(Photo: Jacques Landry, avec sa permission)
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A.2, Résulials et discussion

A 2.1 Recherche de triterpénes connus chez les spécimens québécois du genre Ganoderma

Les essais effectués dans le but d'identifier des triterpénes connus du genre
Ganoderma (Section A.3) sont demeurés infructueux, malgré que plus de 130 molécules
connues {Annexe B) aient été recherchées dans les champignons analysés. Ces analyses onl
toutelois permis 'identification, chez les spécimens québécois du genre Ganoderma, de
différentes classes de composés telles que des monosaccharides, des acides aminés, des
acides organiques, des acides gras, des stérols et des hydrocarbures (Tableaux A.1). La
plupart de ces composés ont précédemment été rapportés chez Ganoderma (Mau et al., 2001)
ou encore chez d’autres espéces de basidiomyceétes (Chang & Miles, 2004 ; Diez & Alvarez,
2001 ; Mattila et al., 2001 ; Valentio er al., 2005). Une extraction pratiquée sur 'espéce .
tsugae suivie d’un fractionnement selon la polarité et le pH a permis de séparer
prossiérement les molécules d’un extrait méthanolique et de les concentrer (Section AJ.4)
sans néanmoins permettre la localisation des triterpénes recherchés, Une hydrolyse acide,
pratiquée sur différentes fractions (Section A.3.5) a permis d’éliminer ’hypothése selon
laquelle ces molécules auraient pu Btre glycosylées. Les protocoles d’extraction et d’analyse
utilisés étant inspirés de la littérature existante (Morigiwa et al.,, 1986 ; Nishitoba et al.,
1987a ; Nishitoba et al., 1987b ; Nishitoba er al., 1989 ; Hirotani et Furuya, 1990 ; Hirotani
et al., 1993 ; Rosecke & Konig, 2000 ; Hajjaj er al., 2005), la méthodologie n’explique pas

I"absence de ces molécules chez les spécimens de Ganoderma du Québec.,
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Tableau A 1. Composés identifiés chez les spécimens québécois du genre Ganoderma

Classe de composés

Composds identifiés

Acides aminés

Alanine'*

Acide aspartigue*
Acide glutamique™®
Glycine*

Valine*

Acides gras

10
15:0%
16:0%
la:1*
17:0%
18:0"
18: 1%
18:2%
20:0*
22:0%
24:0*
26:0*

Acides organiques

Acide malique

Hydrocarbures divers

Aliphatiques, cycliques et
branchés

Monosaccharides

Fructose'
Glucose®
Myo-inositol*
Sorbitol
Kylitol

Stérols

Ergostérol*
Ergosta-7, 22-dién-3-o0l*
Ergosta-8 (14)-én-3-ol

" Tous les composés ont éé identifids avec la banque de spectres de
masse Mist 98 (Mational Institute of Standards and Technology, 2000)

sous forme de dériviés silylés,

* Précédemment rapporté chez Ganoderma (Protiva ef al., 1980 ; Lin ef
al, 1997 ; Reranka ef al, 1999 ; Mau et of , 2001)
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Les résultats obtenus ne sont pas forcément étonnants car malgré la vaste quantité de
triterpénes connus chez Ganoderma, leur distribution & travers les espéces du genre et 4
I"intérieur méme des souches d’une méme espéce est passablement variable (Yokoyama et
al., 1975 ; Hirotani & Furuya, 1993 ; Paterson, 2006). Il est donc possible que les espéces
québécoises du genre Ganoderma contiennent des triterpénes différents de ceux des souches
asiatiques. En outre, la concentration, aussi bien que la nature des triterpénes trouvés chez
Ganoderma sont influencées par le degré de maturité des carpophores et sont différentes
selon les parties du champignon (mycélium, carphophore, spores, ete.), de sorte que les
triterpénes isolés du carphophore sont souvent distinets de ceux isolés du mycélium ou des
spores (Mishitoba et al., 1987a ; Nishitoba ef al., 1987b ; Shiao et al., 1988 ; Hirotani &

Furuya, 1990 ; Min ef al., 1998).
A.2.1 Localisation de composés potentiellement triterpéniques

En dépit de I"absence de triterpénes connus, "analyse par spectrométirie de masse
(CPG-5M) des fractions acides silylées issues de . fsugae (Section A.3.4) a permis de
soupgonner la présence de 16 composés de nature triterpénique (Tablean A.2). lls sont
caractérisés par un poids moléculaire compris entre 500 et 662 m/z, et présentent fous un
spectre de masse différent du spectre montré par les molécules habituellement présentes chez
les champignons ayant un poids mulém_.:]aire dans cet intervalle, comme les hydrocarbures ou
les stérols par exemple. De plus, pour la plupart de ces composés, le poids moléculaire
calculé de la molécule non silylée est généraleﬁent plus élevée que celle de ergostérol (400

m/z) écartant ainsi la possibilité qu'il s"agisse de dérivés de 1'ergostérol.
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Les spectres de masse des composés grossiérement identifiés contiennent les pics
correspondants aux fragments suivants : [M-CHa|’, [M-silanol]” et [M-silanal-CH;]', qui
sont des pics majeurs dans les spectres de masse des dérivés silylés de triterpénes de
Ganoderma, ol ils indiquent la présence de groupements hydroxyles’ (Morigiwa er al.,
1986 ; Hajjaj er al., 2005). Le fait que ces ions, qui correspondent & la perte de groupements
tres labiles, soient la plupart du temps assez intenses chez la plupart des composés analysés
renforcit I"idée qu’il s’agit de molécules ayant un noyau passablement stable, qui pourrait
étre stérofdien ou triterpénique. En effet, étude de la fragmentation de molécules
stéroidiennes portant une fonction cétone et peu de groupements labiles (Djerassi et al.,
1965 ; Brown & Djerassi, 1981) a montré que celles-ci laissent habituellement voir un ion
moléculaire relativement intense. Toutefois, la position de la cétone sur le noyau stéroidien
influence la fragmentation et pewt contribuer 4 déstabiliser le noyau suffisamment pour en
précipiter la fragmentation, diminuant ainsi ’intensité du pic correspondant (Budzikiewicz et
al., 1964), ce qui pourrait expliquer les différences d’intensité de I'ion correspondant & la
perte des groupements labiles majeurs ([M-silanol]” et [M-silanol-CHa]") dans les spectres
des composés analysés. Ces données suggérent qu’une structure de base constituée d’un
noyau stérofdien, possiblement lanostane, avec au moins une fonction cétone, serait possible

pour plusieurs des composés extraits de G. tsugae,

* Le BSTFA peut aussi Gre utilisé pour silyler des grovpements carbonyles (Chambaz er af, 1973). Les
conditions utilisées dans cette dtude ne permettaient que la dérivation des groupements hydroxy (-0H ; -
COOH).



Tableau A.2. Composés localisés chez Gamoderma tsugae présentant un poids moléculaire et un spectre de masse pouvant

correspondre & des triterpénes
Fragments (m)

- e . =

Lol — "I: 1=

. 5 @ O ; =
Temps de Fraction - £ o w B ‘T} E o @ r_I. T PM Formule
Composé  rétention’ M8 g 5 g &8 z ¢ L £ » |/ . . moléculaire

. o = g & B o = W Nbr de suggére
{min) I | [ T E o & = = suggérée
" . = E = OH
= - " = . = | = + ™ -
= = = I B | = |

5 % 4 S 4

= =
1 1021  Ew0AcMeOH 520 505 - 477 - 430 415 403 - - - - 1 448 CagHaO
2 1090  MeOH 518 502 - - - 429 412 (?g;) - - 1 446 CpsHayOs
3 1122 MeOH 566 - - - - 46 - - - - - - 1 494 CasHs05
4 13.02  EtOAc 500 485 469 457 - - 395 &gf}} - 1 428 CoHeOs
5 13.20  MeOH 506 491 475 - 433 416 401 - - - - . 1 434 CarHsgOs
6 14.66  EtDAc 514 499 483 471 - - 409 {?gg] e 1 442 CasHasOy
7 1542  MeOH 608 593 - s6s - s21 - - - - - - 1 536 CiaHaiOs
8 1583  MeOH 666 - - - - - - - - 520 505 430 3 450 Cy7Hy0s
9 16.00  MeOH 92 - - - - 502 487 - - -« - - 1 520 CssHei0s
10 16.14 CHCl, 326 511 495 483 - - - 4e - - - - 1 434 CagHisOy

_'_Tea-nps de rétention correspondants a la méthode d°analyse présentée a la section A34.



Tableau A 2. (Suite) Composés localisés chez Ganoderma tsugae présentant un po

correspondre A des triterpénes

ids moléculaire et un spectre de masse pouvant

Fragments (m)
= ., & = E
Temps de Fraction s = T o 2 LI'} Z o~ 2 {'IJ = PM Formule
Composé  rétention’ M E = @ 2 £ 3 é 4 E = :..L Nbrd éné moléculaire
{min} 1 ¢ o ° - g o 2 2 oo Susske sugpérée
. [ | ' (- OH
E - + *.':;. + L5 ] :a + = =
2 5 =2 = T = 1 9
E = = tE
T 16.46 E{Iigh‘rﬁmm 528 513 497 485 - - - (H;) ... 1 456. CasHanOs
12 18.42  EtOAcMeOH 542 527 SI1 499 - - 437 (‘1‘33} o 1 170 CoHleOs
13 26.25 CHCl, 646 - - - - - - - - - - - 0 66 CioHegOg
14 3050 CHCly 662 647 - - = = . e e ... 0 662 CaoHsiOs
15 3328 CHCI, 2 nd ; ;
16 35.83 CHCl, 546 - - - - - - - - - - = 0 546 Ci:He O

' Temps de rétention correspondants 4 la méthode d’analyse présentée 4 la section A.3.4.

CLI
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Alors que le pic de base de la plupart des composés repérés est le fragment
triméthylsilyle (73 m/z), les composés 4, 6, 11 et 13 ont plutdt un pic de base 4
[M-117]", correspondant & la perte du groupement [COOTMS)], ce qui suggére la présence
d'une fonction acide (silylée dans ce cas-ci) sur ces molécules. Au contraire, les composés
1,2, 5 et 9 n’ont pas ce fragment el présentent plutét deux fragments correspondant i [M-
silanol]” et & [M-silanol-CHs)’, ce qui suggére que le groupement hydroxyle n’est pas
attaché au groupement carbonyle d'une fonction acide mais qu’il est plutét situé sur la
squelette lanostane ou sur la chaine latérale, comme ¢’est le cas pour plusieurs triterpénes
extraits de Ganoderma (Kikuchi et al., 1986 ; Chairul et al., 1991). Quelques composés (13,
14, 16) n'avaient pas de fragments issus de la silylation, et n’avaient pas la masse 73 m/z
correspondant an TMS, indiquant que ces molécules ne portent probablement pas de
fonction hydroxyle. Enfin, seul le composé 8 a présenté un specire suggérant une molécule
polyhydroxylée avec possiblement trois fonctions hydroxy. En outre, chez les composés |,
4,5, 6,7, 10 (Figure A.3), 11 et 12, la perte des fragments [M-31]" et [M-43]" suggére la
présence de fonctions méthoxy (OCH3) ou acétate (COCH;). Si les groupements méthoxy
sont relativement peu fréquents chez les triterpénes du genre Ganoderma, les groupements

acetates sont assez souvent rencontrés chez ces molécules (Kikuchi ef al., 1986).

Bien que les données obtenues soit insuffisantes & I'identification des molécules
analysées, les spectres de masse de ces composés suggérent que des molécules
polyoxygénées, pouvant correspondre 4 des triterpénes semblables 4 ceux retrouvés chez les

souches asiatiques du genre Ganoderma, sont présentes dans les spécimens québécois de G.
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fsugae. La spectroscopie de masse étant insuffisante 4 I’analyse structurale de ces molécules
complexes, elles devront étre isolées afin de compléter I'élucidation structurale. Laquelle
permettra possiblement de confirmer la présence de nouveaux triterpénes chez les spécimens

québécois de Ganoderma.

A3, Matériel et méthodes

A 3.1, Matériel fongique

Les champignons G. applanatum, G. tsugae et G. lucidum analysés dans le cadre de
cette étude provenaient de différentes foréts du Québec, principalement situées dans les
régions de Sherbrooke et de 1'Abitibi. Tous les spécimens ont été récoltés et identifiés par le
mycologue Maurice Thibault'’. Tls ont par la suite é1¢ lyophilisés, pulvérisés, homogénéisés

et conservés & —35°C jusqu'a "analyse.
A.3.2. Analyse d'un extrait simple sur CLHP-SM/SM

Un échantillon de G lucidum (1 g) a &1¢ extrait avee de ["éthanol (100 mL) 4 la
température de pidee, pour une nuit, avec agitation magnétique. Un aliquot (5 mL) a ensuite
ét¢ prélevé dans I'extrait initial, concentré d'environ 50% sous Na, puis filtré sur 2 pm. Un
échantillon de G. applanatum (1 g) a é€ extrait de la méme fagon mais en utilisant du

méthanol. Les deux échantillons ont ét¢ conservés 4 =35°C jusqu’a I'analyse.

" Maurice Thibault est mycologue et auteur du livre « 250 champignons du Québec et de 'Est du Canada »,
publié aux Editions du Trécarré en 1989,
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Les échantillons (20 puL) ont été analysés sur un appareil CLHP (modéle 1100,
Agilent Technologies, Palo Alto, CA) couplé 4 un détecteur UV et un spectrométre de masse
SM/SM de type trappe ionique (modéle 6300, Agilent Technologies, Palo Alto, CA)
utilisant une ionisation 4 électrovaporisation (electrospray). Les échantillons ont été injectés
sur une pré-colonne LiChrospher 100 RP-18 (4 = 4 mm, Merck, Darmstadt, Allemagne)
connectée 4 une colonne LiChrospher 100 RP-18 endcapped (250 mm » 4 mm = 5 pm,
Merck, Darmstadt, Allemagne), maintenue & une température de 35°C. Les phases mobiles
étaient : A : Acide acétique 2% wv/v dans H20, et B : Acétonitrile 100%. La méthode
suivante (Hirotani & Furuya, 1990) a éé appliquée : 43% B et 57% A, en mode isocratique,
pendant 40 min. Le débit a été ajusté 4 une vitesse de 0.6 mL - min”, Le détecteur UV était
ajusté 4 254 nm (Hirotani & Furuya, 1990 ; Risecke & Kinig, 2000). Les masses ciblées

par le spectrométre de masse étaient les suivantes : 310, 512, 514, 526 et 528 m/z,

A 3.3 Analyse d'un extrait simple sur CPG-SM

Un échantillon de G. applanatum (0,3 g) a été extrait avec du méthanol (2 « 25 mL)
(Hirotani et Furuya, 1990) avec "aide d'ultrasons (2 =10 min). Un aliguot (2 mL) a éé

prélevé sur chaque échantillon, filtrés sur 2 pm, évaporés a sec sous Na et conservés 4 -35°C

jusqu'a "analyse.

Des dérivés triméthylsilylés ont été préparés en dissolvant les échantillons secs dans
le BSTFA (400 pL, Aldrich, Saint-Louis, MO) suivi d’un chauffage & 90°C, 30 min. Les
dérivés triméthylsilylés ont été injectés sur une colonne capillaire ZB-5 (Phenomenex,

Torrance, CA ; 5%-phényl méthylpolysiloxane, 30 m = 0.25 mm d.i. x 0.25 pm épaisseur du
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film) installée sur un chromatographe en phase gazeuse (HP 6890 Series II, Agilent, Palo
Alto, CA), cnnnecté; i un spectrométre de masse quadrupolaire (5973N, Agilent, Palo Alto,
CA) utilisé en mode d'ionisation électronique (70 V), avee le logiciel HP ChemStation,
L'injecteur, en mode de non-partage, était maintenu & une température de 300°C. Le
programme de température suivant a été appliqué : température initiale de 80°C, maintenue
pendant une minute, augmentée a 220°C an taux de 20°C *min™' puis 4 325°C au taux de 3°C
min”'. L’hélium était le paz porteur utilisé, sous débit constant (1 mL
min"'). Les masses étaient balayées dans un intervalle de 50 a4 800 m/z. L’analyse des
chromatogrammes a ¢été faite pic par pic, en soustrayant la ligne de base du
chromatogramme. Des masses comprises entre 400 et 800 m/z ont été recherchées, et les
masses pouvant correspondre 4 des triterpénes ont é¢ comparées avec celles de 139

triterpénes connus chez le genre Ganoderma (Annexe B, Tabléau B.1.).
A 3.4 Analyse d'un extrait fractionné sur CPG-SM

Un échantillon de G. fsugae (60 g) a été extrait successivement avec de |'hexane
(760 mL), du chloroforme (760 mL), de I'acétate d’éthyle (760 mL), et du méthanol (760
mL) & la température de la pidce, pendant 2 heures pour chaque solvant, avec agitation
magnétique constante (Figure A.4). Chaque extrait a &é filtré puis concentréd sous vide
(=35°C) jusqu’d un volume d’environ 50 mL. Les extraits hydrophobes (hexane,
chloroforme et acétate d’éthyle) ont par la suite été fractionnés en composés neutres, acides
et basiques 4 "aide d’extractions liquides-liquides successives, couplées 4 des modifications

du pH de la phase aqueuse (pH 2 et pH 12), ce qui a permis d’obtenir 9 extraits (3 solvants x
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neutres, acides, bases). Chaque extrait a ensuite été¢ séché sur Na;SO; anhydre, filtré,
concentré sous vide (=35°C) jusqu’a un volume de 5 mL. Le pH de 'extrait méthanolique
(phase aqueuse) a été alcalinisé avec une solution de NaOH 1IN (pH 12) puis extrait avec
CHCla (3 = 15 mL). La phase organique a été séchée sur Na.SO4 anhydre, filtrée puis
concentrée sous vide {‘-‘_"SSE’C‘} Jusqu’a un volume de 5 mL. La phase méthanolique résiduelle
a ensuite été acidifiée avec HCI 1N (pH 2), extraite avec du chloroforme (3 » 15 mL),
séchée sur Na; SOy anhydre, filtrée puis concentrée sous vide (= 35°C) jusqu’a un volume de
5 mL. La phase méthanolique résiduelle a été¢ ajustée 4 un pH neutre puis extraite avec
CHCl3 (3 x 15 mL), séchée sur NaaSO, anhydre, filtrée puis concentrée sous vide (235°C)
Jusqu’a un volume de 5 mL. Des échantillons (3 = 1 mL) ont été prélevés de chaque extrait
acide/neutre/basique obtenus puis dérivés : 1) avec du BSTFA (500 pL, Aldrich, St-Louis,
MO) & 90°C, 30 min ; 2) avec du BFs-MeOH (500 pL ; Aldrich, St-Louis, MO) pendant 20
min, 4 70°C : 3) successivement avec du BF;-MeOH puis avec du BSTFA, selon les mémes
méthodes que celles déerites en 1) et 2). Les échantillons ont été conservés 4 —35°C jusqu’a

I'analyse en CPG-SM.

Les échantillons ont été analysés en CPG-5M dans les mémes conditions que celles
déerites 4 la section A.3.3, avec les modifications suivantes : I'injecteur était maintenu 4 une
température de 310°C, et le programme de température suivant a été appliqué : température
initiale de 100°C, augmentée de 100 4 250°C 4 30°C * min™', de 250 & 310°C & 2°C ' min"',

puis de 310 & 325°C & 30°C ‘min"", et maintenue 4 325°C pendant 2 minutes.
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A.3.5. Essai dhydrolyse acide

Des échantillons (1 mL chacun : CHCly-acides, CHCls-neutres, EtOAc-acides, EtOAc-
neutres, MeOH-acides, et MeOH-neutres ; section A.3.4) mais non dérivés ont été
hydrolysés avec H80, 8N, a 60°C, pour 20 min. Chaque phase organique a ensuite été
neutralisée avec NaOH 8N, séchée sur Na;S04 anhydre, dérivée avee BSTFA (500 L, St-
Louis, MO) 4 90"C, 30 min. Les échantillons ont été conservés a —35°C jusqu*a I'analyse. lls

ont été analysés en CPG-SM selon la méthode décrite 4 la section A.4.3,

A.4. Conclusion

Cette étude a permis d’identifier plusieurs composés primaires chez les spécimens
québécois du genre Ganoderma. La recherche de composés de nature triterpénique connus a
été infructueuse, ce qui est probablement dii 4 la différence entre les souches japonaises et
québécoises du genre Ganoderma. Toutefois, les analyses ont permis de caractériser
grossiérement |6 composés issus d'un extrait de . isugae qui pourraient éventuellement
étre de nouveaux triterpénes spécifiques aux souches québécoises de Ganoderma. Dans cette
optique, un travail de purification sur 11;:5 espéces québdcoises du genre Ganoderma a été

entrepris (Chapitre 6).
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ANNEXE B. TRITERP?N}ES RECHERCHES CHEZ LES
SPECIMENS QUEBECOIS DE GANODERMA



Tableau B.1. Triterpénes connus ayant ét& cherchés chez les spécimens québécois du genre Ganoderma

Poids Poids moléculaire -

Tritcrpéne moléculaire  dérivé BSTFA Espace Réfrence
A 512 656 G. ammudare, G, applanatum 3,31
B 512 656 G. applanatum 3
C 528 672 G. annulare, G. applanatum 3,31
. D 528 744 G. applanatum 3
Ac. appl d -
¢ applnotyGique E 512 656 G. applanatum 2
F 310 382 G, annulare, G, applanatum 2,31
G 530 746 G. annulare, G. applanatum, G. pfeifferi 2,19, 31
- H 532 820 G annulare, G. applanatum 2,31
Ac. furanoganodérique - 510 654 G. applanatum 28
A 514 730 G fucidum, G, applanatum 13,17
B 514 730 G. Tucidum 13
Ac. ganodérénique C 516 804 G. lucidum 13
e a D 512 656 G. lucidum, G. applanatum 13
E 528 744 G. lucidum 26
F 510 582 G. applanatum 28
G 512 656 G. applanatum 28
p 500 644 G. lucidum 13
.. A ile 732 G. lucidum 13
Ac. ganoderique B 516 732 G. lucidum 21
C 514 658 . lucidum 7
Cl 514 658 G. lucidum 7

681
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Poids

Poids moléculaire -

Triterpéne moléculaire dérivé BSTFA Espece Référence
M-D 586 730 . lucidum 24
M-E 554 626 . lucidum 30
M-F 512 636 G lucidum 30
. M-G 602 746 (r. lucidum 7
Ac. ganodérique MH 588 804 G. lucidum 7
M-I 544 688 G lucidum 25
M-J 544 688 (. lucidum 25
M-K 570 714 . Iucidum 25
Ac. panodermigue R 554 554 . fucidum 30
A S00 644 G lucidum 12
B 02 718 G lucichum 12
Ac. ganolucidigue C 518 806 G, lucidum 22
D 500 716 (. lucidum 23
E 484 628 . lucidum 27
A 458 602 G. lucidum 21
B 474 690 . lucidum 21
C 476 764 G, lucidum 21
D2 514 386 G, lucidum 11
D 514 586 . lucidum 11
Ac. lucidénique El 474 690 . lucidum 20
E2 516 660 G, lucidum 11
F 456 528 G. lucidum 11
H 476 Tad . lucidum 26
1 474 690 G, lucidum 26
J 490 778 . lucidum 26
K 474 690 . lucidum 26




Poids

Poids moléculaire -

Taterpéne moléculaire dérivé BSTFA Espece Reéférence

Ac. lucidénique M 462 750 G, lucidum 26

Ac. T-g-méthylganodérique 0 Bdd 644 G. Jucidum 7

Ac. lanosta-7,9(11),24-trien- 1 Sa-acetoxy-35- ]

hydroxy-26-oique 512 656 G fucidum 16

Ac. lanosta-7,9(11),24-trien-3a-acetoxy-26- . 496 s68 G, lucidum 16

olque

Ac. Lanosta-7,9(11),24-trien-3a, 1 5a-diacetoxy- B 554 626 G Iucidum 16

26-olque

Ac. lanosta-7,9(11),24-trien-3a,22 f-diacetoxy- .

1 5a-hydroxy-26-oique 570 642 G. Iucidurn 16

Ac. lanosta-7,9(11),24-trien-15q,22 f-diacetoxy- )

3a.hydroxy-26-oique - 570 642 G. lucidum 16

Ac. lanosta-7,9(11),24-trien-3 a-hydroxy-26- ) 454 508 G Iucidum 16

oigue

Ac. lanosta-7,9(11),24-trien-3f-acetoxy-1 Ja- .

hydroxy-26-oique - 512 656 - G fucidum 16

Ac. lanosta-7,9(11),24-trien-3a, | Sa-dihydroxy- 0 GRE 6 fucidoen "

26-oique

Ac. lanosta-7,9(11),24-trien-3a, 15a,225- .

trincetoxy-26.cique - ' 612 612 G lucidum 16
A 498 370 G. tsugea 15

Ac. tsugarique B 528 672 G. tsugea 15
C 514 658 . isugen 32

. . A 530 674 G. lucidum 5
Ganodérate de 1
anodérate de méthyle B 530 674 G. Iucidum 5

261
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Poids Poids moléculaire -

Triterpéne moléculaire  dérivé BSTFA Espéce Référence
K 486 558 G. lucidum 26.
Lucidénate de méthyle L 488 632 G. lucidum 26
M 476 692 7. lucidum 26
A 457 T45 (5. Tucidum 4
B 470 686 . lucidum 29
C 518 734 G. lucidum 27
D 488 704 G. lucidum 27
Ganodériol E 472 688 G- lucidum . 27
F 454 508 G. lucidum 27
G S04 720 . fucidum 27
H 490 778 G. lucidum _ 27
I 502 718 G. lucidum 27
. A 4138 510 . G. lucidum 1
anodérol
rnedeEre B 440 584 G. lucidum 1
Ganodermatriol 456 672 & lucidum 1
Ganodermanondiol 456 600 G lucidum 4
Ganodermanontriol 472 688 G lucidum 4
Granodéral A 436,684 436.684 G lucidum 18
Ganodermadiol tricetate - 582 582 G, lucidum 1
A 402 546 G amboinense; G lucidum 20
Lucidone B 400 472 G lucidum 20
C 404 620 . [ucidum 23
Lanosta-7,9(11),24-trien-26, 27-dihydroxy- . 450 S0 G carmosum .

i.16-dione
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