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Résumé : Le Cordyceps militaris, bien connu pour son potentiel thérapeutique dans la gestion du diabéte de
type 2 grace a l'inhibition des enzymes a-amylase et a-glucosidase, était au centre de cette recherche , qui
étudiait I'influence de divers substrats de culture sur son propriétés inhibitrices enzymatiques et teneur en
composeés bioactifs. Des études antérieures se sont principalement concentrées sur les avantages
pharmacologiques généraux de C. militaris, mais n'ont pas exploré de maniere approfondie la maniére dont
différents substrats affectent son profil bioactif et ses activités inhibitrices enzymatiques. Cette étude visait a

évaluer l'impact de la sélection du substrat sur les activités d'inhibition des enzymes et les niveaux de composés

check for

updates bioactifs tels que la cordycépine et I'adénosine chez C. militaris, démontrant que la sélection du substrat affecte

. de maniere marquée a la fois les activités d'inhibition de ces enzymes et les niveaux de composés bioactifs. En
Référence : Trung, NQ ; Date, NT ; Ah,

HN ; Toung, QN ; Nguyen, VTH;
Van, HNB : Van, NMN: Minh, Tennessee les plus élevées de cordycépine (2,932 mg/g) et d'adénosine (1,062 mg/g). Ce substrat présentait également I

particulier, les fructifications de C. militaris cultivées sur Brihaspa atrostigmella présentaient les concentrations

Influence du substrat sur I'activité inhibition de I'a-glucosidase la plus puissante avec une valeur IC50 de 336,4 £+ 16,0 ug/mL et I' inhibition de I'a-
enzymatique du Cordyceps militaris amylase la plus efficace avec une valeur IC50 de 504,6 + 4,2 ug/mL. A I'inverse, C. militaris cultivé sur les
pour les applications de santé. Chimie résidus solides de Gryllus bimaculatus a présenté la plus forte inhibition de la xanthine oxydase (XOD), avec la

2024, 6, 517-530. https://doi.org/10.3390/  valeur IC50 la plus basse de 415,7 + 11,2 uyg/mL. Ces résultats mettent en évidence le réle essentiel du choix
chemistry6040030 du substrat dans I'amélioration des propriétés médicinales de C. militaris, ce qui suggére qu'une culture
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pharmacologique de C. militaris, mais illustre également son applicabilité au développement d'options de traitement persor
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1. Introduction

Licencié MDPI, Bale, Suisse. Le genre Cordyceps est estimé pour sa valeur thérapeutique et nutritionnelle considérable et

Cet article est un article en libre accés ~ joue un rble important a la fois dans la médecine traditionnelle asiatique et dans les pratiques de santé
distribué selon les termes et occidentales [1]. Parmi ses espéces, C. militaris se distingue par ses puissants effets pharmacologiques,
conditions des Creative Commons tels que ses propriétés immunomodulatrices et anticancéreuses [2-4]. L'utilisation du Cordy-ceps pour
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propriétés immunomodulatrices [5-7]. Ces caractéristiques soulignent la capacité du champignon a
réguler les fonctions corporelles et a lutter efficacement contre les états pathologiques [8]. C. militaris
parasite divers insectes pour produire des fructifications riches en phytochimiques essentiels,
notamment la cordycépine, les polysaccharides et les composés phénoliques qui améliorent ses
attributs bénéfiques pour la santé [9]. Avec une demande croissante de produits de santé naturels, le
marché des extraits de Cordyceps s'est considérablement développé, évalué a plus de 473 millions de
dollars en 2018, avec des prévisions de croissance continue [10]. Cette demande croissante a conduit
a des innovations dans la culture artificielle de C. militaris, adaptées pour améliorer le rendement et la
production de composés bioactifs. Les méthodes de culture actuelles utilisent divers substrats comme
les céréales et les corps d'insectes, qui non seulement imitent les conditions naturelles de croissance
du champignon, mais stimulent également des constituants bioactifs spécifiques connus pour leurs
effets antitumoraux et immunomodulateurs notables [4].

Malgré ces avantages, la culture du Cordyceps est confrontée a des défis, notamment en ce qui
concerne la durabilité et les impacts environnementaux [11]. La biomasse restante issue de la culture du
Cordyceps présente des défis importants en matiére de gestion des déchets, nécessitant des solutions
innovantes telles que des techniques d'extraction par chromatographie sur colonne pour récupérer les
composeés précieux des substrats résiduels [12]. Le choix des hétes de culture est crucial, car il affecte
non seulement le rendement et la qualité des composés bioactifs, mais également la durabilité des
pratiques de production. Chaque hbte offre un environnement physiologique unique qui influence les voies
meétaboliques de C. militaris, affectant la synthése de composés essentiels tels que la cordycépine et les
polysaccharides (13). Par exemple, des recherches ont montré que les larves du ver a soie produisent des
niveaux de cordycépine plus élevés que les autres hétes, soulignant I'importance d'une sélection minutieuse
de I'hdte pour améliorer les propriétés médicinales du champignon [14,15]. L'adaptation d'un large éventail
d'hétes, des arthropodes naturels aux milieux synthétiques, contribue a réduire les impacts écologiques et
offre des opportunités économiques pour une production durable a grande échelle [16-18]. La diversité
génétique parmi les souches de C. militaris joue également un rdle essentiel, influengant la compatibilité
avec divers hotes et |' efficacité de la synthése de composés bioactifs (19). Les progrés de la biologie
moléculaire ont approfondi notre compréhension de la maniere dont C. militaris ajuste ses voies
métaboliques pour maximiser I'utilisation des ressources, optimisant ainsi I'efficacité de la culture (20).

Cette étude exploite ces vastes connaissances pour explorer 'impact de divers insectes
comestibles en tant que substrats sur la production de cordycépine et d’autres composants bioactifs.
En utilisant cing insectes différents approuvés pour la consommation au Vietham — Bombyx mori Pupae
(pupes de vers a soie), Brihaspa atrostigmella (ver chit), Halyomorpha halys (punaise brune ), Oxya
chinensis (sauterelles) et Gryllus bimaculatus (grillon) — nous visons a élucider I'influence du choix du
substrat sur les propriétés médicinales de C. militaris. Le riz brun a été fourni a tous les milieux comme
substrat basal pour fournir les nutriments essentiels nécessaires a la croissance et au développement
initiaux de C. militaris (21-23). Chaque mélange d'insectes a servi de substrat supplémentaire pour
améliorer la production de composés bioactifs tels que I'adénosine, la cordycépine, les phénols et les
flavonoides (24). Cette approche a double substrat a été congue pour étudier les effets synergiques sur
la croissance fongique et ses propriétés pharmacologiques. L'inclusion de mélanges d'insectes est
particulierement importante car ils fournissent des nutriments spécifiques et des composés bioactifs,
tels que des protéines, des graisses, des vitamines et des minéraux, essentiels a I'optimisation des
processus métaboliques chez C. militaris (25-27). Ces nutriments améliorent potentiellement les
activités biologiques du champignon, conduisant & une production accrue de composés bioactifs dotés
de fortes activités antioxydantes et inhibitrices d’enzymes. Cette approche offre non seulement un
apercu de l'optimisation des pratiques de culture, mais met également en évidence le potentiel de
développement de thérapies naturelles pour les troubles métaboliques, contribuant ainsi aux applications
pharmacologiques plus larges de C. militaris. Cette enquéte comprend une analyse des activités
d'inhibition des antioxydants et de la xanthine oxydase, ainsi que des activités d'inhibition de I'a-amylase
et de I'a-glucosidase des corps fructiféres et des résidus solides.

Grace a cette recherche, nous espérons contribuer a la compréhension pharmacologique du Cordyceps
et fournir des informations sur les pratiques de culture durables qui pourraient améliorer I' efficacité
thérapeutique de ce précieux champignon médicinal. Ainsi, nous nous sommes lancés dans une démarche
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bienfaits pour la santé dérivés de C. militaris cultivé sur ces sous-espéces.
stratégies.
exploration approfondie des effets de ces cing insectes comestibles sur la production de cordycépine, visant

2. etériefstiehizetieddsienfaits pour la santé dérivés de C. militaris cultivé sur ces substrats.

2.1\ MpdRERISEmethodes
2.1211 Sdatéraiongique et insectes comestibles

211k Snutleddogigiau € atiliseisty'S Comgstitiasété fournie par la Collection de cultures de micro-organismes
(VCCM) dedéradémie vieaipienresing AciansescelisehndlogiesdyAST), a Hanoi. La souche fongique C. militaris
Viéddlama Nolisctispngeagintess de eritieoniariswedey DemiesantBitescis eéleshnsidgnss (AT AdEmitre (PDA)
°C Mbrafrajchis esainterauiwelurumias devnxiswjgabioes iachnéabtenydlesadnkedies cdmesiibiae, dotdrte (RDAYigtnam.
Pupess(fmspdsdemeirs. Nsoie j\Bnataistigmelés (neected, ddniestiblgxymaine Brume), O. 4 -C et rafraichi les sous-cultures
chintwsisgisalite(etechd), G Hialgs (latnsiggribom el Cnshitoed$sologie et de bi- pupes (pupes de vers a soie), B.
RetiuieilRy) qtlds; RinasHRVR(SEHRNedds e hesacol a6in 131 86idN0I98IRT Vietnam (Figure

1). Ressources, Académie vietnamienne des sciences et technologies, Hanoi Vietnam (Figure 1).
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(criquet) (sauterelles) (pupes de vers a soie) (ver chit)
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C. militaris VCCM 34,117 a été initialement cultivé sur des plaques PDA en utilisant une inclinaison active.four
peridajoutd joRiPs-€ 2017 Petbe-bencehbosiibdiisstaribsé aitaddmilidguatsipigelde g éigsélimynélida Sendm Squinonpendaite été
ontdamaude £fiatamserés deyedde S86omd. Edatenapér 66 f0delribetedamuttbtende deaindsr@ldeasaines ( transférés
diudD(glco DR, Sepiorxtmidedrystaisd@ilre MaROMEERR.781200/b,5 KH2RAARO4 0ék f1#ddiB Ot eté
0,5pubés86208) - Cepenglentisl jatst s imcubagitair Otedhdires ikerearun eyitéselierdtatif et utilisés comme blanc
lesligividees résultantes ont été utilisées comme blanc liquide.

Tous les insectes comestibles ont été séchés a 60 -C et transformés en un mélange pour une fermentation
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méthaguelréeited, Gt 4Campiexeidew (gudose RO F 9/ lexitgERRAponiek Adtenke, KAPOdefiéeél; pH 6,0),
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“capfes b5 WE 16 RICAHRConlUliRGR GUlivg: S ERNAMAPHBR-LaE (Riaue SR Pomilitaris cultive
rép%iﬁ%%wlatﬂﬁ&': Il%ll’ég ERle‘?e W{Q{&Q%ivﬁiﬁﬁr@&ﬂi%%?P%Ff&%’ﬁ?p?\%)hgrys (Figure militaris cultivé sur des pupes
2a)‘,‘%B&W%VEBM&E‘SHF%WuStb‘Fm%@%ﬁ&%ﬂ&@ré%‘ir@?ﬁﬂﬁtaris cultivé sur Oxya atrostigmella (Figure 2e). Nous
chiFRFNOASS0RS 2 MENRRlome AA0RIES Y heREEIOBRER Syx mori (Figure 2d) et C. milimilitaris , qui a été
tari RN R BAML A8 Iale Sl RGSHLE B GRL R RSN SR 1 SR8 Y B™Ri& hodologie UDSPTM.01/22-23.
adopté pour I'extraction de C. militaris, qui a été méticuleusement détaillé et exécuté en collaboration sous le code de
projet UDSPTM.01/22-23.
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cordycépine et adénosine 4,50+ 0,15 SBA

1,50 + 0,10 Expédié par Amazon
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Oxya Chinensis
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bumpuség Wyda‘ma bioactifs Protémes (66
J

(Pune punaise brune)

Gryllus bimaculatus
(Criquet)
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Vitamines (B12,E) oRoi : Résidu solide 450015 soc
MinéraURHESEnSRigss Cohtfblieertishtioxydant idu soli
Vitamings Jipoflavipe. niacine) Activités corporelles et enzymaéo%u rw;’;‘be sofide— A5PLTG9B SHH
Wﬁgsgﬁ';‘(sf#'reemg Zn Améliore la xanthine oxydase Résidu . —
Vitamines (B12, riboflavine) activité inhibitrice Résidu solide 4,25+0,13 SGB
fructieotsies, (&0 M0 %) Minéraux

1,15+ 0,05 FOC

Oxya Chinensis

(Sauterelles)

Gryllus bimaculatus
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Graisses insaturees Fayorise la synthése des phé-Corps Vitamines (B12, E), nols

et flavonoides Base solide 4,50 + 0,15 SOC AEres la preparatlon de I'échantillon, y

broyage, le Cordy-Minéraux Iyophilisés (Fe, Zn, M compris le séchage et le

échantillons de résidus de Ceps militaris ont été soumis a une procédure cli_’g)sdraction. Les échantillons au sol ont été
g&ﬂ%@%l‘%@ JBrZS)solutlon méthanol-eau (80:20, v/v) dans un rapport de"i%so (p/v). LeyB8langed7 FGB
PSR B SSRILess A gl Qe A U R B B RS iR (E i 5 min.
Activigé whibiigice des Miaxniars Bk 2oribsdiayiran&ase solide Le surnageant a été collecté
Midéraisidiie, Ces Mgfaits combinés ont été filtrés sur papier filtre Whatman &engiions
concentré sous pression réduite a I'aide d'un évaporateur rotatif a 40 -C jusqu'a séchage. Le
les extrAissS thes dpdiif otodkéssehehtilicrryryuperapalyse sléredre et le broyage, les échantillons lyophilisés de

Cordyceps militaris ont été soumis a une procédure d'extraction. Les échantillons broyés ont été extraits a I'aide

4,25+0,13 SGB

d’une solution méthanol-eau (80 :20, v/v) dans un rapport de 1 :20 (p/v). Le mélange a été soniqué pendant 30
minutes a 25 °C, suivi d'une centrifugation a 5 000 tr/min pendant 15 minutes.
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2.2. Réactifs

Les réactifs utilisés pour toutes les expériences provenaient de Sigma-Aldrich Pte Ltd.,
Singapour, et comprenaient le 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH), le 2,2'- azinobis-( acide 3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS), diméthylsulfoxyde (DMSQ), phosphate monopotassique,
phosphate dipotassique, hydroxyde de sodium, acide chlorhydrique, xanthine, xanthine oxydase
microbienne et allopurinol. De plus, tampon acétate (250 mM, pH 5,0), tampon phosphate (50 mM,
pH 7,4), tampon phosphate de sodium (0,02 M, pH 6,9 avec NaCl 6 mM), amidon de blé, a-amylase,
enzymes a-glucosidase, acarbose. , le réactif Folin — Ciocalteu, le carbonate de sodium, le chlorure
d'aluminium, le nitrite de sodium, I'hydroxyde de sodium et la catéchine ont également été utilisés.
Tous les réactifs sont de qualité analytique.

2.3. Teneur en adénosine et en cordycépine chez C. militaris

La quantification de I'adénosine et de la cordycépine a été réalisée a I'aide d'un systeme HPLC, en
suivant la méthode décrite par Li et al. [21]. Initialement, 5 ml d'extrait de résidu solide (SBR) (dans MeOH) ont
été filtrés a travers un filtre hydrophile (0,2 um) avant injection dans le systeme HPLC (Thermo Ulti-Mate 3000,
colonne Hypersil Gold 250 x 4,6 mm — 5 ym, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, Etats-Unis). La
séparation a été réalisée en utilisant deux systémes de solvants : (A) de I'eau avec 10 mM d'acétate
d'ammonium et 0,1 % d'acide acétique, et (B) 90 % de MeOH avec 10 mM d'acétate d'ammonium et 0,1 %
d'acide acétique, dans un programme de gradient. Le programme a commencé par une phase de 20 minutes
au cours de laquelle la concentration du solvant B a augmenté de 5 % a 95 %, puis a augmenté jusqu'a 100 %
au cours des 5 minutes suivantes, pour finalement étre ramenée a 5 % au cours des 5 minutes finales. Les
paramétres HPLC comprenaient une longueur d'onde de détection de 260 nm, un débit de 1,6 ml/min, une
température de colonne de 40 -C et une température d'échantillon de 15 -C.

2.4. Contenu phénolique total et évaluation de la teneur totale en flavonoides La

teneur phénolique de tous les échantillons a été déterminée a I'aide de la méthode Folin — Ciocalteu [22].
Les résultats ont été exprimés en milligrammes d'équivalent acide gallique (GAE) par gramme de poids sec
(DW) aprés avoir établi une courbe d'étalonnage. Pour la quantification des flavonoides, la méthode
colorimétrique au chlorure d'aluminium (AICI3) a été utilisée et la teneur totale en flavonoides a été mesurée a
l'aide d'une courbe d'étalonnage, les résultats étant exprimés en milligrammes d'équivalent rutine par gramme
de poids sec (DW) [23].

2.5. Activités antioxydantes et d'inhibition de la xanthine oxydase (XOD)

L'activité antioxydante a été déterminée en utilisant le piégeage des radicaux DPPH (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl) et 'ABTS (2,2'- azinobis-(acide 3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)) essais de décoloration
radicale des cations [24]. Des modifications ont été apportées aux techniques spectrophotométriques établies
pour mesurer l'effet inhibiteur sur la xanthine oxydase (XO) pour tous les échantillons [25].

2.6. Test d'inhibition de I'a-amylase (AAl) et test d'inhibition de I'a-glucosidase (AGI)

L'effet inhibiteur de tous les échantillons sur I'a-amylase a été évalué a I'aide d'une méthode
amidon-iode, avec des mesures spectrophotométriques basées sur une méthode précédemment
rapportée, incorporant des modifications mineures (25). L'acarbose, un inhibiteur commercial du
diabéte, a été utilisé comme référence positive. Des solutions d' a-amylase et d'amidon soluble ont
été préparées et utilisées le jour de I'expérience. De plus, I' activité anti-a-glucosidase de tous les
échantillons a été évaluée a l'aide d'une méthode décrite précédemment [25], également avec quelques modifi

2.7. Les résultats de

I'analyse statistique sont exprimés en moyenne + écart type (SD). La signification statistique a été
évaluée a l'aide du test de Duncan avec un niveau de signification de 5 %. De plus, les différences dues au
systeme de solvant ont été analysées par analyse de variance unidirectionnelle (ANOVA) a l'aide du logiciel
statistique Minitab, Minitab® 21.2, basé & Philadelphie, Pennsylvanie, Etats-Unis.
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3. Résultats
3.1. Analyse des concentrations d'adénosine et de cordycépine dans les cultivars de C. militaris

L'analyse de la teneur en adénosine et en cordycépine de différents cultivars de C. militaris
cultivé sur divers insectes fournit des informations significatives sur l'influence des substrats sur
la biosynthése de ces composés (Tableau 2, Figures S1 — S13 et Tableau S1 (Supplémentaire
Matériaux)).

Tableau 2. Analyse comparative des composés bioactifs chez C. militaris.

Code Adénosine Cordycépine
(mg/g) (mg/g)
FHH 098440015 P 1,818 0,012 b
FGB 0,810 £ 0,009 ° 2,658 + 0,006 b un
FOC 0,774 £0,007 ¢ 1,242 + 0,004
FBMP 0,572 £0,011 d 2,554 +0,010
- une 1,062 + 0,014 2,932 + 0,011 un
CHUT 0,164 £ 0,015 ° 0,303 £ 0,012 ¢
SGB 0,135 + 0,006 ° 0,443 + 0,007 c
SOC 0,129 40,008 ° 0,207 + 0,005 ¢
SBMP 0,053 + 0,004 0,238 £0,006 ¢
SBA 0,130 £ 0,010 e 0,338 £ 0,011 ¢
HPLC Normes
Temps de rétention (min) 10,828 + 0,108 11,236 £ 0,122
LD (ug/mL) 0,274 0,366
LOQ (ug/mL) 0,831 1.11

Les valeurs sont exprimées en moyenne * écart type. Les regroupements statistiques sont indiqués par les lettres (a a f) suivantes
a chaque valeur moyenne, représentant des groupes qui ne sont pas significativement différents les uns des autres au niveau 0,05, comme
déterminé par un test post hoc.

La concentration d'adénosine varie de 0,053 mg/g dans le SBMP a 1,062 mg/g dans
FBA, démontrant une variabilité substantielle en fonction du matériau héte. Notamment, le
L'échantillon FBA, qui implique une culture sur B. atrostigmella, présente la concentration la plus élevée
d'adénosine, indiquant une optimisation potentielle des conditions de croissance ou du métabolisme inhérent
capacités du champignon lorsqu'il est cultivé sur cet hote particulier. En revanche, le plus bas
des concentrations d'adénosine se trouvent dans les résidus solides de C. militaris provenant des pupes de B. mori
et B. atrostigmella (SBMP et SBA), ce qui suggere que la composition ou la structure des éléments nutritifs
de ces résidus pourraient &tre moins propices a la production d’adénosine. Le contenu en cordycépine
affiche une tendance de variabilité similaire, avec des concentrations allant de 0,207 mg/g dans le SOC
a 2,932 mg/g en FBA. Ce large éventail met en évidence I'impact significatif du choix de I'héte sur
accumulation de cordycépine, le FBA affichant a nouveau les niveaux les plus élevés. L'augmentation marquée
dans la cordycépine dans des échantillons associés a B. atrostigmella (a la fois les fructifications et les résidus)
par rapport a d'autres substrats suggére que des composants spécifiques ou la nature physique de
le substrat héte pourrait améliorer la biosynthése de la cordycépine. Le regroupement statistique
indiqué par le test post hoc souligne ces observations, car des échantillons provenant de sources similaires
les types d'hotes ne présentent pas de différences significatives dans les concentrations de composés, ce qui souligne

réponses métaboliques cohérentes a des conditions de culture similaires.

3.2. Variations des teneurs phénoliques et flavonoides selon les différents hotes de C. militaris

L'analyse quantitative de la teneur totale en phénoliques (TPC) et de la teneur totale en flavonoides
(TFC) chez différents hotes de C. militaris est présenté a la figure 3. Les résultats démontrent un
variation substantielle des concentrations de ces composés bioactifs, critiques pour leur
activités antioxydantes, qui contribuent aux propriétés médicinales du champignon. Le
la teneur phénolique la plus élevée a été observée dans le FBA, atteignant 92,77 mg GAE/g DW, ce qui
a également montré une teneur en flavonoides relativement élevée a 29,32 mg RE/g DW. A l'inverse, le SHH
présentait la teneur phénolique la plus faible a 15,63 mg GAE/g DW et une teneur faible en conséquence
teneur en flavonoides de 12,12 mg RE/g DW. Le FGB s'est notamment démarqué par une action particulierement
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une variation substantielle des concentrations de ces composés bioactifs, essentiels a leurs activités antioxydantes,
qui contribuent aux propriétés médicinales du champignon. La teneur phénolique la plus élevée a été observée dans
le FBA, atteignant 92,77 mg de GAE/g de DW, qui présentait également une teneur en flavonoides relativement
élevée a 29,32 mg de RE/g de DW. A l'inverse, le SHH présentait la teneur phénolique la plus faible, & 15,63 mg de
GAE/g de DW, et une teneur en flavonoides, correspondante, faible, de 12,12 mg de RE/g de DW. Le FGB se 23

distingue notamment par une teneur en flavonoides particulierement élevée de 53,16 mg RE/g DW, malgré une
teneur phénolique élevée en flavonoides modérée de 53,16 mg RE/g DW, malgré une teneur phénolique modérée.
teneur de 68,59 mg GAE/g DW. Ces données suggérent que les substrats spécifiques de I'hdte peuvent différer de

%Tﬁ?eﬁ&%@é?é’r\{ti&@n%%rPg??/&lég%éed?&%rqgéeS&gét&gﬁ&%@ﬁ ﬁﬂ%ﬂﬁﬁd‘&éé"&é’ﬁ&”&r?&ffﬁé‘éret influencent les

vojemflieaiosynthése des composés phénoliques et flavonoides chez C. militaris.
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¢ C|50 (@bl ) CI50 (ah) )
DPPH AT XOD
fiftH 13818384 % 1285129RR 1219 78033 *
S8 119,4 £ 8,6 sur 21,6b1264.+21,6 45,7 11,29
e 160,6 £ 10,8 jours 2N7es0s © Qe 24r ©
e e
R AT 03 29585%P92%59 211159
R g2473+177g 4270+7 %
ersstsursneen 1429,8 + 40,5 1429,8 0t73g
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SERIT 52835480 AT 17638 £284°
RSB b2106+151 ¢ 544,82 9692%x 172 §0a38:+1292 a ©
ssoe 236,8+169c °© jol6 612,3 £ 17,404 1909,0 + 106565¢ ©
SBfap 164 7883 5 0% B
BB 28421610 1084,8 £ 18,6 jours
Allopgringl” * 1878+ 1 3f 404 +06h 210203
Les lettres (a — h) a coté de chaque valeur moyenne indiquent des regroupements statistiques. Les valeurs suivies de la méme lettre sont
pas sigrﬁﬁ@MMtﬁ%r@rﬁsQ@g {ihs des autres au niveau de 0,05, comme déterminé par un test post hoc. *BHT (butylé

I'hydrtetitetugnd), e khlimdudndl) sonbdiéclesasacpravaleurmeyerenesiddincenp olaslesgesiperindtibitistatidisaetiokpdartieetissidezywaes.
les mémes lettres ne sont pas significativement différentes les unes des autres au niveau de 0,05, comme

déterminé par les valeurs IC50 , qui indiquent la concentration nécessaire pour inhiber 50 % du radical
ou activité enzymatique, servent de référence pour comparer la puissance de différents échantillons.
Des valeurs IC50 inférieures indiquent une puissance plus élevée. Pour le test DPPH, FBA (C. militaris fruiting
corps cultivés sur Brihaspa atrostigmella) présente I'activité la plus puissante avec une CI50 de
88,34 £ 6,3 ug/mL, suggérant de fortes capacités antioxydantes. Ceci est suivi de prés par
FBMP et FGB, indiquant que ces souches ou conditions de culture favorisent également des
production d'antioxydants.

Dans le test ABTS, FBA montre a nouveau un résultat solide avec une CI50 de 247,3 + 17,7 yg/mL,
soulignant son potentiel dans I'élimination de différents types de radicaux libres. Cette puissante activité dans
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les tests DPPH et ABTS mettent en évidence la robustesse du FBA dans la neutralisation des molécules oxydantes,
ce qui est bénéfique pour prévenir les maladies liées au stress oxydatif.

Les résultats du test d'inhibition XOD sont cruciaux pour les applications dans le traitement de I'hyperuricémie
et la goutte, ou l'inhibition de la xanthine oxydase est bénéfique. L'échantillon FGB montre
I'inhibition la plus puissante avec une CI50 de 415,7 + 11,2 ug/mL. Ce résultat est significatif
car cela suggére que le substrat ou les conditions dans lesquelles le FGB est cultivé sont

particulierement efficace pour améliorer la production de composés bioactifs qui inhibent
xanthine oxydase.

3.4. Analyse de l'inhibition enzymatique par les cultures de C. militaris dans la gestion du diabéte de type 2

Les résultats des tests d'inhibition de I'a-amylase et de 'a-glucosidase révélent une variation notable
dans les capacités inhibitrices de différentes cultures de C. militaris, qui peuvent potentiellement étre
exploité pour des applications thérapeutiques, notamment dans la gestion du diabéte de type 2.
Ces tests sont essentiels pour comprendre comment les différents substrats utilisés dans la culture
de C. militaris peut influencer la production de composés bioactifs avec inhibition enzymatique
propriétés. Pour l'inhibition de I'a-amylase, les valeurs IC50 indiquent que la fructification de C. militaris
les corps et les résidus solides cultivés sur divers substrats présentent un large éventail de
activités d'inhibition enzymatique (Tableau 4). Les résultats les plus notables ont été observés chez le Cordyceps
cultivé sur B. atrostigmella et B. mori Pupae, montrant des valeurs IC50 significativement élevées
(3924,3 + 11,3 ug/mL et 3867,4 + 15,2 pg/mL, respectivement), indiquant une diminution du taux d'enzymes
efficacité d'inhibition. En revanche, la culture sur les fructifications d’O. chinensis a montré
inhibition plus puissante (504,6 + 4,2 yg/mL).

Tableau 4. Activités inhibitrices des hétes de C. militaris contre I'a-Amylase et I'a-Glucosidase.

CI50 (ug/mL)

Code
Inhibition de I'a-amylase Inhibition de I'a-glucosidase
FHH 631,161  ° 450,7£184 °©
FGB 8954+57b ° 7462+210 °©
FOC 887,9+7,2 591,9+145 ¢
FBMP 979152 P 8159+289 °©
- 5046+42 °© 336,4+16,0 ¢
CHUT 3538,7+251 v 27221£278b P
SGB 3867,4+152 v 2578,3+34,3b
SOoC 3808,8 £10,0 2539,2 + 29,1
SBMP un 39243+ 11,3 3018,7 + 11,6b un
SBA 3614,8 +10,7j90,7 “" 2780,6 + 44,9
Acarbose* 06 * 143221 °©

Les lettres (a — e) a coté de chaque valeur moyenne indiquent des regroupements statistiques. Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas
significativement différents les uns des autres au niveau de 0,05, comme déterminé par un test post hoc. “Acarbose comme référence
standard pour les tests d’inhibition de I'a-amylase et de I'a-glucosidase.

De méme, dans le test d’inhibition de I'a-glucosidase, les variations sont tout aussi significatives.
La plus forte inhibition a été observée a nouveau chez les Cordyceps cultivés sur B. atrostigmella.
fructifications (3018,7 + 11,6 ug/mL), ce qui suggére que le substrat pourrait enrichir des composés
favorables a I'inhibition de cette enzyme spécifique. A I'inverse, les fructifications de C. militaris
cultivé sur B. atrostigmella (FBA) a montré la valeur IC50 la plus basse (336,4 + 16,0 pg/mL),
soulignant son potentiel en tant qu’inhibiteur naturel efficace de I' a-glucosidase. Ces découvertes
suggeérent une corrélation directe entre le type de substrat utilisé pour la culture et le
propriétés d'inhibition enzymatique du C. militaris résultant, indiquant la possibilité de
adapter les processus de culture pour améliorer les propriétés bioactives spécifiques.

4. Discussion

Dans le domaine de la recherche mycologique, la sélection du substrat a été soulignée a plusieurs reprises
comme facteur critique influengant la biosynthése de composés bioactifs chez les champignons, en particulier dans
des espéces comme C. militaris, connue pour ses propriétés médicinales [26-28]. Cette étude corrobore
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découvertes antérieures en démontrant que différents substrats de culture affectent de maniére significative
a la fois les capacités d'inhibition des enzymes et les niveaux de composés bioactifs tels que la cordycépine
et I'adénosine chez C. militaris. En particulier, les fructifications de C. militaris cultivées sur B. atrostigmella
présentaient les concentrations les plus élevées de cordycépine a 2,932 mg/g et d'adénosine a 1,062 mg/g,
tout en présentant une puissante inhibition de I'a-glucosidase et de I'a-amylase. Cela concorde avec les
conclusions de Li et al. (2019) qui ont noté que les propriétés physiques et chimiques des substrats
influencent le métabolisme fongique en affectant des conditions telles que I'oxygénation et la teneur en
humidité [29]. De plus, les travaux de Yu et al. (2023) met en évidence des variations similaires dans la
production de composés bioactifs entre différentes souches de Cordyceps, confirmant ainsi nos observations
concernant l'impact du choix du substrat (30). En revanche, C. militaris cultivé sur un support solide sans
ajout d'insectes comestibles produirait de tres faibles quantités de cordycépine et d'adénosine (31). Il est
donc important d'utiliser des insectes comestibles pour la production commerciale de C. militaris et de ses
métabolites bioactifs. Cette étude élargit non seulement la compréhension du potentiel pharmacologique de
C. militaris, mais illustre également le role essentiel de la sélection optimisée du substrat dans I'amélioration
de I'efficacité thérapeutique des composés bioactifs fongiques, offrant ainsi des informations précieuses
pour le développement de thérapies naturelles plus efficaces contre le diabéte et d'autres Troubles
métaboliques.

L'inclusion de divers insectes comme substrats supplémentaires dans la culture de C. militaris
exploite leurs riches profils nutritionnels pour améliorer la production de composés bioactifs (32). Chaque
insecte fournit un mélange unique de protéines, de graisses, de vitamines et de minéraux qui influencent
de maniere significative les voies métaboliques de C. militaris, conduisant potentiellement a une
production accrue d'adénosine, de cordycépine, de phénols et de flavonoides (24). Cette approche a
double substrat explore les effets synergiques sur la croissance fongique et les propriétés
pharmacologiques, optimisant les pratiques de culture pour des bienfaits médicinaux accrus. Par
exemple, les pupes de B. mori sont riches en protéines, en acides aminés essentiels, en graisses, en
vitamines et en minéraux [14]. B. atrostigmella, bien que moins documentée, fournit des protéines, des
graisses et des composés bioactifs antioxydants (27). H. halys offre une teneur élevée en protéines,
des graisses saines et des vitamines et minéraux essentiels [33]. O. chinensis contient des niveaux
élevés de protéines, de graisses insaturées et de vitamines et minéraux essentiels [33]. G. bimaculatus,
riche en protéines et en graisses, fournit également des vitamines et des minéraux essentiels [34]. Ces
profils soutiennent la production accrue de composés bioactifs chez C. militaris, contribuant a son potentiel médic

Nos résultats montrent que C. militaris cultivé a partir de différents insectes présente des propriétés
pharmacologiques variables [35,36]. Par exemple, les résidus solides de B. mori Pu-pae et G. bimaculatus
ont montré des valeurs IC50 significativement élevées , indiquant une efficacité d'inhibition enzymatique
plus faible. En revanche, les fructifications cultivées sur B. atrostigmella (FBA) présentaient la valeur IC50
la plus basse de 336,4 + 16,0 ug/mL, reflétant I' activité inhibitrice enzymatique la plus élevée. Ceci suggere
que le substrat fourni par B. atrostigmella améliore considérablement la production de composés bioactifs
dotés de puissantes propriétés inhibitrices enzymatiques.

Le riche profil nutritionnel de B. atrostigmella fournit probablement un environnement optimal pour la
biosynthése de ces composés, maximisant ainsi le potentiel médicinal de C. militaris. Les teneurs plus
faibles en adénosine et en cordycépine dans les résidus solides par rapport aux corps fructiferes
pourraient étre attribuées aux différentes voies métaboliques activées lors de la croissance fongique sur
les résidus solides par rapport aux corps fructiferes [9,37]. Les résidus solides peuvent manquer de
certains nutriments ou conditions cruciaux pour la synthese optimale de ces composés bioactifs [38].

Les teneurs en phénols et en flavonoides variaient également de maniere significative selon les
différents substrats. La teneur élevée en phénols et en flavonoides du FBA suggeére que les conditions de
culture de cet insecte pourraient optimiser la synthése de ces composés, probablement en raison d' un profil
nutritif riche ou de facteurs de stress environnementaux spécifiques qui induisent une activité métabolique
plus élevée. Les phénols et les flavonoides, connus pour leurs propriétés antioxydantes, sont révélateurs
des bienfaits potentiels de C. militaris pour la santé [39]. Plus précisément, les composés phénoliques tels
que l'acide gallique, la catéchine et I'épicatéchine contribuent a ses puissantes activités antioxydantes,
tandis que les flavonoides comme la quercétine, le kaempférol et la rutine améliorent son profil thérapeutique
(38). En revanche, les valeurs plus faibles enregistrées pour les SHH (résidus solides) indiquent un niveau sous-optin
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conditions de synthése de ces molécules bioactives. Le cas unique du FGB, ou

la production de flavonoides est significativement améliorée par rapport au contenu phénolique, ce qui
indique que des voies métaboliques spécifiques sont préférentiellement activées en réponse aux propriétés uniques
des insectes utilisés. Cette activation préférentielle pourrait étre influencée par le nutriment spécifique
la disponibilité et les facteurs environnementaux fournis par le substrat hote, conduisant a une expression
différentielle des enzymes métaboliques impliquées dans la biosynthése de ces composés.

Comprendre la variabilité des teneurs phénoliques et flavonoides en fonction du substrat peut
fournir des informations plus approfondies sur I'optimisation des conditions de culture pour améliorer les propriétés médicinales
propriétés de C. militaris. Les études futures devraient se concentrer sur I'identification et la quantification de
composés phénoliques et flavonoides individuels a I'aide de techniques analytiques avancées telles que

comme la chromatographie liquide a haute performance (HPLC) et la spectrométrie de masse (MS) pour élucider
davantage les profils bioactifs spécifiques de C. militaris cultivés sur différents substrats.

Une telle caractérisation détaillée aidera a développer des stratégies de culture ciblées qui

maximiser le potentiel thérapeutique de C. militaris. De plus, explorer la molécule

mécanismes sous-jacents a la biosynthese différentielle de ces composés en réponse a

divers substrats fourniront des informations précieuses pour optimiser la culture fongique pour
applications pharmaceutiques.

Ces résultats font non seulement progresser notre compréhension du métabolisme fongique, mais également
mettre en évidence le potentiel de la manipulation des conditions de culture pour améliorer le rendement de
composeés bioactifs précieux. Cette approche pourrait avoir un impact significatif sur la culture commerciale
stratégies, offrant une voie pour maximiser les propriétés bénéfiques pour la santé des produits de C. militaris . La
comparaison avec des études antérieures révéle que nos résultats sont cohérents avec ceux
connaissances établies concernant l'influence des substrats sur la production de composés
bioactifs . Par exemple, des études antérieures ont démontré que les substrats riches en complexes
les glucides et les protéines, comme B. atrostigmella, constituent une riche source de précurseurs pour
la synthése d'analogues nucléosidiques et d'autres métabolites secondaires, conduisant a une
rendements de ces composeés [30,40]. De plus, la structure physique et la composition
du substrat peut affecter la disponibilité de I'oxygéne et des nutriments, ce qui influence la
voies métaboliques fongiques et activités enzymatiques impliquées dans la dégradation du substrat
matériaux sous des formes plus simples que le champignon peut facilement assimiler [41].

Recherche sur les profils d'expression génétique de C. militaris lorsqu'il est cultivé sur différents
substrats révele la régulation positive des génes impliqués dans le métabolisme secondaire, qui sont
crucial pour la synthése de composés bioactifs [20]. Par exemple, la production accrue de
cordycépine sur des substrats spécifiques est en corrélation avec I'activité accrue des enzymes.
comme le phosphoramidate de cordycépine, qui joue un réle direct dans la voie de biosynthése
de ce composé [42]. De plus, les facteurs de stress environnementaux associés a différents
les substrats, tels que des niveaux de pH variables ou des carences en nutriments, peuvent induire des réponses au stress
chez les champignons, conduisant a I'activation de voies de survie qui incluent la régulation positive de
production de métabolites secondaires comme mécanisme de protection (43). Les substrats qui peuvent induire un
léger stress oxydatif, comme ceux contenant des types spécifiques de composés phénoliques, peuvent
améliorer la production fongique d'antioxydants comme contre-mesure, ce qui a son tour augmente
le rendement global en molécules bioactives aux propriétés antioxydantes [44]. Cet adaptatif
La réponse au stress induit par le substrat est un facteur clé dans les niveaux élevés de bioactifs
composeés observés dans certaines cultures, comme le montrent nos expériences avec O. chinensis
substrats qui ont conduit a de puissantes activités d'inhibition de I'a-glucosidase et de I'a-amylase [42,45].
L'interaction entre C. militaris et son substrat de culture incarne une interaction complexe de
disponibilité des nutriments, de régulation génétique et de stress environnemental, qui tous
convergent pour influencer le profil métabolique fongique. Cette compréhension globale permet
la manipulation stratégique des conditions de culture pour maximiser la production souhaitée
composés bioactifs, révolutionnant potentiellement I'utilisation de C. militaris en pharmacie
et applications thérapeutiques. Les recherches futures devraient viser a approfondir les connaissances moléculaires.
mécanismes en jeu, utilisant des technologies génomiques, protéomiques et métabolomiques avancées
déméler la dynamique complexe qui régit I'interaction entre le métabolisme fongique
et les caractéristiques du substrat [44].
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Les implications de la culture de C. militaris sur divers substrats pour la gestion du diabéte de type 2 sont
profondes, offrant une nouvelle approche pour améliorer I'efficacité thérapeutique des interventions naturelles.
Les propriétés d'inhibition enzymatique du Cordyceps, en particulier ses effets sur I'a-amylase et I'a-glucosidase,
des enzymes essentielles dans le métabolisme des glucides, suggérent son potentiel en tant que traitement
complémentaire pour contréler la glycémie (42).

Nos recherches démontrent que la sélection du substrat affecte de maniére significative la capacité
du champignon a produire des composés bioactifs comme la cordycépine et I'adénosine, qui jouent
un role essentiel dans la modulation de I'activité enzymatique. Plus précisément, la puissante
inhibition observée avec des substrats tels que B. atrostigmella, qui a produit les niveaux les plus
élevés de ces composés, indique une approche ciblée pour améliorer ces bioactivités. Ces résultats
concordent avec des études récentes soulignant I'importance des produits naturels dans la gestion
du diabéte, ou des composés présentant une action inhibitrice contre les enzymes hydrolysant les
glucides peuvent réduire considérablement les pics de glycémie postprandiale, un facteur clé dans
la gestion des symptdmes et des complications du diabéte [45,46]. . De plus, la variabilité de
I'inhibition enzymatique et de la production de composés bioactifs selon différents substrats suggére
la possibilité de personnaliser les techniques de culture de C. militaris pour produire des composés
spécifiques pouvant étre exploités a des fins thérapeutiques (47). De plus, les avantages
pharmacologiques du Cordyceps vont au-dela de la simple inhibition enzymatique. Les propriétés
anti-inflammatoires et antioxydantes de ses composants bioactifs contribuent a atténuer I'inflammation
chronique et le stress oxydatif, qui font partie intégrante de la physiopathologie du diabéte (48). En
modulant ces processus sous-jacents, C. militaris peut proposer une approche multiforme des soins
du diabéte, abordant a la fois le contrble glycémique et les perturbations systémiques plus larges qui accomp
L’effet holistique du Cordyceps sur la santé métabolique, comme en témoignent nos recherches, souligne son intégration potentielle
dans les protocoles de traitement du diabéte, offrant une stratégie complémentaire aux produits pharmaceutiques conventionnels.
Cette approche est particuliérement intéressante compte tenu de l'intérét croissant et de la nécessité de traitements ayant moins
d'effets secondaires et dérivés de sources naturelles. A cette fin, d’autres études et essais cliniques sont nécessaires pour quantifier

impact exact de ces résultats en milieu clinique, confirmant ainsi I'efficacité de C. militaris en tant que traitement de soutien pour le

diabéte et potentiellement d’autres troubles métaboliques.

Les résultats de cette étude représentent une avancée significative dans notre compréhension de
la maniere dont la sélection du substrat peut optimiser la production de composés bioactifs chez C. militaris.
L'inclusion de divers insectes comme substrats fournit une riche source de nutriments qui améliorent les propriétés
médicinales de ce champignon. En reliant les disciplines de la mycologie, de la chimie nutritionnelle et de la
pharmacologie, cette recherche offre de nouvelles perspectives sur les pratiques de culture durables et efficaces
susceptibles de maximiser le potentiel thérapeutique de C. militaris.
Ces découvertes contribuent non seulement au domaine plus large de la chimie médicinale, mais mettent
également en évidence les applications pratiques de cette recherche dans le développement de thérapies
naturelles pour les troubles métaboliques tels que le diabéte de type 2.

5. Conclusions

Cette étude élucide le role important des substrats de culture dans la modulation de I' efficacité
inhibitrice enzymatique et de la synthése de composés bioactifs de C. militaris, qui ont des applications
potentielles dans la gestion du diabéte de type 2 et d'autres troubles métaboliques. Nos résultats
révélent que la sélection du substrat influence de maniére cruciale les niveaux de composés essentiels
tels que la cordycépine et I'adénosine, les concentrations les plus élevées étant observées dans le
Cordyceps cultivé sur B. atrostigmella. Ce substrat a non seulement produit les plus grandes quantités
de composés bioactifs, mais a également présenté la plus forte activité inhibitrice contre I'a-glucosidase
et l'a-amylase, mettant en évidence la composition du substrat comme facteur clé dans I'amélioration
des propriétés médicinales. A I'inverse, les Cordyceps cultivés sur des résidus solides de G. bimaculatus
ont montré une inhibition remarquable de la xanthine oxydase, suggérant que différents substrats
peuvent étre optimisés pour cibler des résultats thérapeutiques spécifiques. Ces connaissances font
progresser notre compréhension du potentiel pharmacologique de C. militaris et suggérent un cadre
pour de futures applications biotechnologiques visant a développer des thérapies naturelles efficaces. Cette reche
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