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Résumé 

Lentinula edodes est un champignon comestible cultivé et commercialisé depuis des siècles en 
raison de ses propriétés nutritionnelles et médicinales. Riche en protéines, en fibres, en 
minéraux et pauvre en calories, le Shiitake présente de multiples propriétés pharmacologiques. 
Peu d'études ont évalué l'influence des conditions de culture sur les possibles effets « santé » 
de ce champignon. Nos travaux ont porté sur la comparaison des propriétés antioxydantes et 
anti-inflammatoires de sporophores (souche identique de Shiitake) issus de 3 producteurs de la 
région Occitanie Française : deux cultivant en non biologique et un cultivant en biologique. 
Une extraction séquentielle sous sonication (cyclohexane, chloroforme, éthanol et eau) a été 
réalisée sur ces champignons suivie d’une caractérisation qui a permis d’identifier des 
molécules dont l’ergostérol dans les extraits apolaires, l’acide ascorbique et des acides aminés 
dans les extraits polaires. La capacité antioxydante de chaque extrait a été évaluée en utilisant 
le DPPH et l’ORAC. L’activité anti-inflammatoire des extraits éthanoliques et aqueux de tous 
les producteurs a été évaluée in vitro sur un modèle de macrophages inflammatoires. A 1 mg/ml, 
tous les extraits présentent une activité antioxydante modérée avec un potentiel antioxydant 
plus prononcé dans les extraits aqueux, alors que la teneur en polyphénols dosée par le réactif 
de Folin Ciocalteu est plus importante dans les extraits cyclohexaniques. A 50 µg/ml, les 
extraits éthanoliques inhibent fortement la production du NO de manière concentration 
dépendante pour les trois producteurs sans affecter la viabilité cellulaire (prétraitement pendant 
4 heures ; temps de stimulation par le LPS/IFNγ de 24 heures). Par contre, l’inhibition observée 
pour les extraits aqueux est très faible. Cette activité constatée ne serait pas due à une activité 
du NO Scavenging des extraits. Le TNFα sécrété dans les surnageants cellulaires des 
macrophages prétraités par les extraits éthanoliques de Shiitake est inhibé de manière 
concentration dépendante, contrairement aux extraits aqueux qui n’ont pas un effet inhibiteur 
sur la molécule. Cette étude préliminaire montre que même si les conditions de culture du 
Shiitake sur lesquelles nous avons travaillé influencent la teneur en ergostérol, en acides aminés 
et son pouvoir antioxydant de façon significative, elles n’affectent pas son potentiel anti-
inflammatoire in vitro. 

Mots clés : Shiitake, activité antioxydante, activité anti-inflammatoire, culture biologique, 
culture non biologique. 



 

ii 

Abstract 

Lentinula edodes is an edible mushroom grown and marketed for centuries due to its nutritional 
and medicinal properties. Shiitake has multiple pharmacological activities as antioxidant and 
anti-inflammatory effects. Few studies were performed taking into account the influence of 
culture conditions to optimize the biological properties of Shiitake mushroom on human health. 
Our work focused on the comparison of antioxidant capacity and anti-inflammatory activity of 
Shiitake fruit bodies cultivated by three mushroom producers in the French Occitanie region 
using the same strain in various growing conditions (organic and non-organic). Sequential 
extraction under sonication was performed on freeze dried fungal materials followed by a 
characterization which made it possible to identify molecules including ergosterol in apolar 
extracts, ascorbic acid and amino acids in polar extracts. Regarding the bioactive potential of 
Shiitake, at 1 mg/ml, all extracts have a quantifiable but moderate antioxidant activity with a 
more pronounced antioxidant potential in the aqueous extracts, while the polyphenol content 
determined by the Folin Ciocalteu reagent is greater in the cyclohexane extracts. At 50 μg/ml, 
the ethanol extracts of the three producers strongly inhibit NO production in a dose-dependent 
manner with absence of cytotoxic effect on cells (pretreatment for 4 h with 24 h of stimulation 
time with LPS / IFNγ). On the other hand, the inhibition observed for the aqueous extracts is 
very low. This observed activity would not be due to an activity of NO scavenging of extracts. 
TNFα secreted in cell supernatants of macrophages pretreated with ethanol extracts of Shiitake 
is inhibited in a concentration-dependent manner while mushroom aqueous extracts do not have 
an inhibitory effect. Our results show that the Shiitake growing conditions used in the present 
study influence the contents of ergosterol and amino acids as well as its antioxidant capacity 
but do not affect its anti-inflammatory activity in vitro.   

 

Key words: Shiitake, antioxidant capacity, anti-inflammatory activity, organic and non-organic 
cultivation. 
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Introduction 

Au cours de son fonctionnement, l’organisme a besoin de façon indispensable de l’oxygène par 

la mise en place d’un système capable de le métaboliser et de produire de l’énergie pour 

alimenter l’ensemble des cellules et des organismes vivants (Sanchez, 2017). L’oxygène est 

une molécule indispensable à la vie chez l’homme ; elle est également à l’origine d’une toxicité 

car elle est capable de  générer dans la cellule des espèces réactives de l’oxygène (ERO) qui 

sont soit des radicaux libres comme l’anion superoxyde (O2
.-) (Haleng et al., 2007), ou le 

radical hydroxyle (OH•), soit des molécules comme le peroxyde d’hydrogène (H2O2), 

l’hydroperoxyde (ROOH) ou l’oxygène singulet (1O2) (Bakasso, 2009). Ces ERO sont réputées 

pour avoir un rôle à double facette dans les organismes vivants (Valko et al., 2004), car 

bénéfiques, lorsqu’elles participent au fonctionnement de certaines enzymes, à la transduction 

de signaux cellulaires, à la défense immunitaire contre les agents pathogènes, à la destruction 

des cellules tumorales par apoptose (Favier, 2003). Cependant, lorsqu’elles sont produites en 

quantité excessive et non contrôlée, les ERO peuvent devenir toxiques pour les composants de 

la cellule, les lipides, les protéines et les acides nucléiques (Sanchez, 2017) et par conséquent 

conduit au stress oxydatif (Evans & Halliwel, 1999 ; Valko et al., 2004). 

Ce phénomène oxydatif est  défini comme un déséquilibre entre le système antioxydant et la 

production d’oxydants (EROs) (Gutteridge, 1993 ; Delattre et al. 2005) ; il est largement 

impliqué dans le vieillissement et dans l’apparition de certaines pathologies telles que le cancer, 

le diabète, l’athérosclérose, l’ostéoporose, les accidents vasculaires cérébraux (AVC), les 

maladies neurodégénératives et les maladies inflammatoires (Avci et al., 2014 ; Sanchez, 

2017). 

Pour se protéger des effets délétères des ERO, l’organisme dispose d’un ensemble complexe de 

défenses antioxydantes puissant (Haleng et al., 2007). On distingue deux sources 

d’antioxydants. L’une est endogène et se compose d’enzymes notamment : la superoxyde 

dismutase capable de contribuer à la dismutation de l’anion superoxyde en peroxyde 

d’hydrogène et en oxygène moléculaire ; la catalase destinée à catalyser la transformation du  

peroxyde d’hydrogène en eau et en oxygène moléculaire et la glutathion peroxydase, qui  

détoxifie le peroxyde d’hydrogène et d’autres hydroperoxydes (Kozarski et al., 2015b ; 

Ighodaro et Akinloye, 2018). L’autre est exogène non enzymatique et est apportée par 

l’alimentation. Ce sont les caroténoïdes, les oligo-éléments (cuivre, zinc, sélénium, magnésium 

et manganèse), les polyphénols ainsi que les vitamines A, C et E (Favier, 2003 ; Haleng et al., 
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2007 ; Fofana, 2011). Ces antioxydants agissent en bloquant ou inhibant à la fois la formation 

et la propagation des radicaux libres (Shah et Modi, 2015). 

A cela s’ajoute les antioxydants synthétiques, notamment le butyl-hydroxy-toluène (BHT), le 

butyl-hydroxy-anisole (BHA) et  le tertio-butylhydroquinone (TBHQ) utilisés comme additifs 

depuis des années dans l’industrie alimentaire comme inhibiteurs potentiels de l’oxydation des 

lipides. Mais il s’est avéré récemment que ces molécules possèdent des effets indésirables sur 

la santé de l’homme. Plusieurs études ont montré que ces antioxydants synthétiques sont 

toxiques voire cancérigènes (Kahl & Kappus, 1993 ; Panicker et al., 2014). Au vu de leur 

impact sur la santé leur utilisation est donc compromise ; pour cela de nombreuses équipes de 

recherche s’orientent vers l’identification et la valorisation d’antioxydants ayant le label naturel 

(Shah et Modi, 2015). 

De plus, face à l’émergence de nouvelles maladies chroniques notamment les maladies 

inflammatoires et aux multiples effets indésirables de certains  traitements  chimiques 

médicamenteux plusieurs chercheurs se sont intéressés à de nouvelles alternatives 

thérapeutiques comme la phytothérapie, l’aromathérapie, la supplémentation alimentaire et la 

mycothérapie (Coste, 2015 ; Piatte, 2016 ; Cassar, 2016) en fondant leur démarche sur les 

savoirs ancestraux (Ngo, 2011; Le gouill,  2012 ; Guissou et al., 2014). Il est admis que certains 

champignons peuvent être à la fois comestibles ou non, et présenter des propriétés médicinales 

et fonctionnelles très importantes (Haimed, 2007). Autrefois considérés comme des aliments à 

faible valeur nutritive, les champignons suscitent à ce jour un intérêt particulier et présentent à 

l’image des plantes médicinales des propriétés bénéfiques sur la santé humaine dont entre autres 

les activités antioxydante, anti-inflammatoire, anti-hypocholestérolémiante, neuroprotectrice 

etc (Friedman, 2016 ; Gunawardena et al., 2014 ; Ezzudin et al., 2018 ; Ćilerdžić et al., 

2019 ; Gomes et al., 2019) immuno-modulation (Yin et al., 2007). Désormais, les champignons 

sont considérés comme des aliments « santé » (Cho et al., 2003 ; Cassar, 2016); les 

consommateurs n'hésitent pas à les inclure dans une diète visant notamment une bonne santé 

cardiovasculaire (Yu et al., 2016).   

Parmi ces champignons, on peut citer : 

ü Agaricus bisporus (champignon de paris) 

ü Grifola frondosa (Maitake)  

ü Lentinula edodes (Shiitake ou Lentin du chêne) qui fait l’objet de cette étude. 

En effet, Le Lentin du chêne (Lentinula edodes) est un champignon comestible cultivé et aussi 

commercialisé comme complément alimentaire. Ce champignon fait l’objet d’une culture 
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intensive en Asie (notamment en Chine, au Japon et en Inde), aux Etats-Unis mais aussi en 

Europe et particulièrement en France. Très apprécié pour son goût parfumé, il est vendu frais 

ou sec sous le nom de Lentin du chêne ou Shiitake (Zhang et al., 2013 ; Finimundy et al., 

2014). Il est sans doute le champignon le plus connu et le plus cultivé après le champignon de 

paris et représente 25 % de la production mondiale des champignons. D’un point de vue 

nutritionnel, le Lentin du chêne a, comme les autres champignons comestibles, une richesse 

élevée en protéines (Krittalak et al., 2018) allant de 16 à 22,8 g/100g de poids sec (Regula et 

al., 2007 ; Biesen et al., 2010; Heleno et al., 2015 ). De même, il contient des fortes teneurs en 

éléments minéraux, oligoéléments et vitamines. Ce qui en fait un aliment diététique de qualité. 

Sa faiblesse en calories est tout à fait appréciée pour certains régimes. 

Outre sa valeur nutritionnelle et son goût très recherché par les consommateurs (Mleczek et al., 

2017), le Shiitake constitue une source importante d'agents bioactifs (Diallo et al., 2017c) ayant 

plusieurs propriétés biologiques (Borchers et al., 1999 ; Poucheret et al., 2006 ; De Silva et 

al., 2012 ; De Silva et al., 2013 ; Diallo et al., 2017c). Parmi ces principes bioactifs, l’ergostérol 

(Mattila et al., 2002 ; Ruiz-Rodriguez et al., 2009), l’ergothioneine, l’éritadénine (Enman  et 

al., 2007 ; Yoshino et al., 2016), les polysaccharides (Chihara et al., 1970a; Mah-Lee et al., 

2002 ; Yin et al., 2007; Ya, 2017) et les composés phénoliques (Reis et al., 2012 ; Yildiz et 

al., 2015 ; Heleno et al., 2015)  ont reçu une attention particulière de la part des chercheurs 

œuvrant dans le domaine alimentaire, pharmaceutique et biomédical.  

Les aptitudes de guérison prêtées au Shiitake s’avèrent-elles exactes ? Pour y répondre, depuis 

quelques années, des nombreux scientifiques ont lancé des recherches, afin de déterminer 

l’éventuel secret des pouvoirs légendaires au Lentin du chêne. Malheureusement peu d’études 

approfondies ont étés menées sur ses propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires en 

fonction des conditions de cultures.  

D’où le sujet intitulé : Potentiels anti-oxydants et anti-inflammatoires de sporophores de  

Lentinula edodes (Shiitake) sous différentes conditions de culture. 

L’objectif de ce doctorat, consistera à analyser l’effet de plusieurs producteurs de la région 

Occitanie (utilisant une même souche), sur les profils chimiques (composés phénoliques) et 

pharmacologiques (capacité antioxydante et anti-inflammatoire) du Shiitake. La corrélation 

entre composition chimique et effets santé sera évaluée par la mesure de l’activité antioxydante 

et de l’activité anti-inflammatoire in vitro par différents tests complémentaires. 
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Chapitre I : Généralités sur Lentinula edodes 

1.1 Introduction à la mycologie 

1.1.1 Définition 

La mycologie est définie comme une science, qui s’occupe de l’étude des champignons. Les 

champignons sont apparus sur terre il y a environ 4,5 milliards d’années (Kerfez et al., 2015). 

Le Crétacé et le Tertiaire marque la date de leur apparition, et on peut voir leurs traces dans 

certains fossiles et surtout dans l’ambre (Bouchet et al., 1999).  Les premiers fossiles 

ressemblant aux champignons actuels datent du Silurien, soit environ 410 millions d’années. 

Certains ascomycètes ont été reconnus du Carbonifère. On dénombre actuellement plus de 400 

genres issus des fossiles trouvés sur notre planète (Ramirez, 1982). 

1.1.2 Règne des fungi 

Le règne des Fungi, appelé aussi Mycètes regroupe des organismes eucaryotes (c’est-à-dire 

possédant un noyau qui est entouré par une membrane nucléaire dans laquelle se trouve la plus 

grande partie du matériel génétique nécessaire à la vie) (Cassar, 2016). « Ce règne constitue 

un groupe complexe et diversifié, englobant les organismes unicellulaires (levures) ou 

pluricellulaires (moisissures) microscopiques, invisibles à l'œil nu, jusqu'aux « champignons 

supérieurs » composés le plus souvent d'un pied et d'un chapeau supportant la partie fertile » 

(https://fr.wikipedia.org/wiki/Fungi). 

Contrairement au règne végétal, les Fungi ne peuvent pas utiliser directement l’énergie du 

soleil, donc incapable d’effectuer la photosynthèse.  C’est pour dire que l’alimentation des 

Fungi est donc puisée en  absorbant les substances nutritives du matériel organique  préformé 

dans ou sur lequel ils vivent (Kerfez, 2015). Le mycélium qui est  la partie végétative des Fungi 

est constitué principalement de filaments appelés hyphes mycéliennes. Il produit des 

exoenzymes qui peuvent lui faciliter la dégradation des substances nutritives présentes dans son 

environnement (Bramki et al., 2016). La partie mycélienne, pérenne, est souterraine ou à 

l’intérieur de divers substrats (bois, animaux…). Dans des conditions idéales  de température 

et d’humidité convenables, les hyphes sexuellement compatibles de certaines espèces 

fusionnent et deviennent par la suite un sporophore, éphémère. C’est la partie que l'on remarque 

le plus dans la nature : elle constitue une « fructification ». L’ensemble formé par le mycélium 

souterrain et par le sporophore (anciennement appelé carpophore), le plus souvent épigé est 

appelé champignon (Bramki et al., 2016 ; Cassar, 2016). 
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Actuellement, le règne fongique s’articule principalement autour de cinq grandes divisions qui 

sont :  

a) Chytridiomycota : Ce sont des espèces aquatiques et microscopiques avec des spores 

uniflagellés. Ils sont considérés comme étant les ancêtres des champignons.  

b) Zygomycota : Cet embranchement contient des espèces microscopiques à spores non 

flagellées, possédant une reproduction sexuée. Il y a deux classes : les Trichomycètes et les 

Zygomycètes avec les Mucorales, saprotrophes auxiliaires de l’industrie (chimique ou 

pharmaceutique) ou parasites de plantes ou de l’homme (zygomycoses), et avec les 

Entomophthorales, parasites de plantes et d’animaux parfois utilisés dans la lutte biologique 

contre des insectes réputés nuisibles (vecteurs de maladies parasitaires).  

c) Glomeromycota : Espèces peu connues, à spores non flagellées, elles jouent un rôle 

crucial dans l’écologie. Ces espèces vivent en symbiose avec certaines plantes. 

d) Ascomycota : Dans l'embranchement des Ascomycota souvent appelé Ascomycètes, on 

regroupe des champignons très différents d'aspect, mais dont le mode de reproduction 

présente une homogénéité. Les champignons de ce groupe produisent des ascospores 

contenues dans un asque. Parmi les Ascomycètes, on trouve de nombreuses espèces 

utiles à l'Homme comme les levures du genre Saccharomyces utilisées dans la 

panification et dans la technologie de la bière. 

e)  Basidiomycota : Il constitue un groupe plus important que les Ascomycètes pour les 

espèces à grande taille (Macromycètes). Les Basidiomycota présentent une grande 

diversité morphologique avec des spores non flagellées, à mycélium cloisonné ; ces 

champignons produisent des basidiospores portées par des basides (Courtecuisse, 2011; 

Blandeau, 2012).   

1.1.3 Modes de vie des champignons 

Parlant des champignons, on distingue généralement trois modes de vie (Ngo, 2011) à savoir ; 

§ Les champignons saprophytes : Ils se nourrissent spécifiquement de la matière 

organique morte en décomposant les tissus d’origine afin d’en absorber les nutriments. 

Ils sont donc considérés à cet effet très utile dans la nature. 

§ Les champignons parasites : ce mode de vie réunit l’ensemble des champignons qui ne 

vivent qu’aux dépens d’un autre organisme vivant (plantes, animaux dont l’homme). En 

attaquant l’homme, ils développent souvent des infections appelées mycoses (Saintot, 

2017). 
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§ Les champignons symbiotiques : Ils mènent leur vie en relation étroite (en harmonie)  

avec leurs hôtes. Comme exemple, on peut citer l’association mutualisée entre les 

racines d’une plante qui est l’hôte et le mycélium du champignon. Dans cette vie 

commune entre les deux, le champignon a pour mission de mobiliser certains nutriments 

comme le phosphore au bénéfice de la plante. A son tour, la plante fournie au 

champignon la quantité de carbone dont il a besoin (Ngo, 2011). 

1.2 Aspect mycologique du Shiitake 

Sur le plan mycologique, il faut rappeler que les champignons sont des organismes 

hétérotrophes, caractérisés par l’absence du pigment chlorophyllien comme les végétaux 

(Cassar, 2016 ; Taithe, 2016).  De ce fait, ils sont incapables de produire eux-mêmes leurs 

éléments énergétiques sous forme d’hydrates de carbone. Leur énergie est directement puisée 

dans les composants d’organismes vivants ou de débris morts, ce qui permet de les décomposer 

et de les transformer en matière organique assimilable grâce à de nombreux systèmes 

enzymatiques. 

Le Shiitake est un basidiomycète, saprophyte. En participant à la décomposition des organismes 

morts, il permet leur élimination et le recyclage de la matière organique qu’ils contiennent. En 

participant au mécanisme d’humification et à la fertilisation des sols indispensable pour les 

plantes, ils constituent un maillon fondamental de la chaine alimentaire : ils sont donc 

indispensables dans l’écosystème végétal (Taithe, 2016). 

1.2.1 Historique 

Le Shiitake nom commun japonais de Lentinula edodes (Berk.) Pegler, est l'un des 

champignons comestibles les plus cultivés et les plus consommés au monde (Kitzberber et al., 

2007). Le nom Shiitake est dérivé de deux mots : « Shii » désigne l’arbre sur lequel il pousse 

(Castanopsis cuspidata) et « Take » signifie champignon (Taithe, 2016). Le Shiitake est un 

champignon présentant un pied pelucheux clair et un chapeau brun foncé et a été cultivé comme 

un champignon comestible depuis des siècles (Traore, 2005).     

En l’an 199 avant Jésus-Christ (J.-C.), on notait les premières traces rapportant l’existence du 

Shiitake. A cette époque, une tribu indigène du japon appelée (Kyusuyu) offrit à l’empereur 

Chai un champignon Shiitake. Sa consommation fut également mentionnée dans les pratiques 

alimentaires du livre « Wang zhen nong shu », en Chine, sous la dynastie des Han (202 av. J.-
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C.). Sa culture a commencé et a été améliorée au Moyen âge, dans tout le sud-est asiatique 

grâce aux Chinois et aux Japonais (Hobbs, 1995) 

L'histoire et la légende attribuent à Wu San Kwung de la dynastie Song l'origine de la culture 

du Shiitake. Presque tous les villages producteurs de champignons en Chine ont un temple en 

son honneur (Miles et al., 1997). En 1313, l'auteur chinois Wang Cheng dans son livre sur 

l’agriculture, mentionnait également les techniques de culture de Shiitake en décrivant 

comment choisir le site et les outils appropriés pour la culture de ce champignon (Przbylowicz 

et al., 1990 ; Laurent, 2004). 

Au cours de la dynastie Ming (1368-1644), Wu Ri (un célèbre médecin chinois) affirma que le 

Shiitake était un aliment possédant des propriétés bénéfiques sur la longévité, les performances 

énergétiques et sexuelles. De ce fait, plusieurs empereurs chinois le consommèrent de façon 

quotidienne  pour ralentir le début du vieillissement. Il fut surnommé l’« Elixir de vie » (Traore, 

2005 ; Taithe, 2016) ou encore « champignon de longévité »  (Pouyat, 2015). 

Les scientifiques découvrent aujourd'hui que les anciens guérisseurs et médecins chinois 

connaissaient bien les champignons médicinaux et que le Shiitake pourrait contribuer à 

combattre un ensemble de maladies, notamment les maladies cardiaques, le cancer et les 

maladies virales mortelles (Ying et al., 1987 ; Hobbs, 2000). 

1.2.2 Description mycologique 

Nous allons décrire ici les différentes parties du sporophore du Shiitake (figure 1). 

 

Figure 1 : Champignon Shiitake, crédit photos : F.FONS (Diallo et al., 2018). 
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1.2.2.1 La chair  

Lentinula edodes est un champignon parfumé, sa chair est blanche, ferme, caoutchouteuse et 

épaisse. Elle possède une saveur légèrement acide et dégage une odeur aromatique agréable 

lors de la cuisson (Thérouanne-Allard, 2002 ; Laurent, 2004). 

1.2.2.2 Le chapeau 

Le chapeau est convexe, il possède une dimension de 5 à 20 cm de diamètre, la cuticule est 

sèche, brun-fauve couverte d'écailles (squamules) concentriques blanches et devenant fugaces 

avec l’âge (Laurent, 2004 ; Pacheco sanchez, 2006 ; Taithe, 2016). Les lames de couleur 

blanche, constituent l’hyménophore (partie fertile du sporophore) ; elles sont serrées et leur 

arrête est légèrement denticulée. Les lames peuvent descendre sur le pied : on dit que les lames 

sont légèrement décurrentes. Elles se tachent de brun au contact (Benamar, 2016). Les lames 

sont recouvertes d’une surface fertile : l’hyménium constitué par des basides qui sont les 

cellules productrices des basidiospores. 

1.2.2.3 Les basidiospores 

Elles mesurent 5,8 -6,4×2,8 – 3,3 µm. Elles sont blanches, lisses, subcylindriques et non 

amyloïdes à parois fines (Laurent, 2004). 

1.2.2.4 Le pied 

De couleur blanchâtre (Laurent, 2004), il mesure de 3 à 5 cm de hauteur avec une épaisseur de 

de 8 à 12 mm. Il est solide, cylindrique et très étroit à la base. Généralement le pied comporte 

un anneau laineux et courbé selon son implantation ; il est considéré comme un peu pelucheux 

et prend au fur et à mesure de son développement la couleur du chapeau (Taithe, 2016). 

1.2.3 Cycle de reproduction  

Chaque baside du Shiitake porte quatre basidiospores, haploïdes qui à maturité seront 

emportées par le vent ou l’eau (Bisen et al., 2010).  Sur un substrat adéquat pour leur 

développement, les spores germent pour donner un mycélium primaire monocaryotique. Deux 

mycéliums primaires monocaryotiques sexuellement compatibles fusionnent alors pour former 

un mycélium secondaire dicaryotique : lors de cette fusion entre les deux myceliums, seule a 

lieu la fusion des cytoplasmes ou plasmogamie. Dans des conditions idéales de température et 

d’humidité, plusieurs hyphes mycéliens secondaires dicaryotiques vont se regrouper pour 

former un primordium, qui va donner un sporophore (Taithe, 2016). La caryogamie aura lieu 

dans les basides situées au niveau de l’hyménophore, donnant ainsi naissance aux futures 

basidiospores haploïdes (Figure 2).  
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Figure 2 : Cycle de reproduction du Shiitake (Taithe, 2016) 

1.2.4 Taxonomie (Classification)  

Lentinula edodes (Berk.) Pegler est un champignon connu sous différentes appellations à 

travers le monde. Au Japon par exemple, il est appelé Shiitake, ce qui signifie « qui pousse vite 

sur l’arbre shii » Le shii est un arbre des forêts humides des côtes Sud du Japon et de la Corée 

du Sud dont aucun spécimen n’est retrouvé en Europe, mais qui est relativement proche du 

chêne ou du châtaignier (Taithe, 2016). En France, il est connu sous le nom de Lentin du chêne 

et aux États-Unis, il est utilisé sous l’appellation  de champignon noir des forêts.  En Chine, 

plusieurs formes de Shiitake sont connues sous divers noms tels que : le xiang-gu (le 

champignon odorant), le dong-gu (le champignon d'hiver) et le hua-gu (le champignon ou le 

champignon panaché) (Chen, 2001). Cette abondance de noms communs locaux différents d’un 

pays à un autre pour la même espèce illustre l'importance et la nécessité d'avoir un nom 

universel accessible à tous (Chen, 2001). Certains cultivateurs de champignons l’appelaient 

aussi pendant plusieurs années Lentinus edodes et ont continué à utiliser cette appellation 

jusqu’en 1980. Mais déjà en 1975, suite à des études microscopiques et morphologiques ainsi 

que d'autres critères, comme l'analyse de l'ADN, un nom scientifique a été retenu pour ce 

champignon (Shiitake) qui est : Lentinula edodes. C’est un champignon saprophyte appartenant 

à l'embranchement des Basidiomycota qui constitue un groupe plus nombreux que les 

Ascomycètes (Chen, 2001 ; Malika, 2016). 
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Selon (Courtecuisse & Duhem, 2011 ; Cassar, 2016) la taxonomie du Shiitake (Tableau 1) 

est : 

Tableau 1: Taxonomie du Shiitake 

Règne Fungi 

Division Basidiomycota 

Classe Homobasidiomycètes 

Sous-classe Agaricomycetideae 

Ordre Tricholomatales 

Famille Marasmiaceae 

Genre Lentinula 

Espèce edodes 

1.3 Composition chimique 

Les champignons comme le Shiitake possèdent une excellente valeur nutritive, car il est très 

riche en protéines, avec un contenu important en acides aminés essentiels et des fibres (Chang 

& Miles, 2004 ; Rathore et al., 2017 ; Diallo et al., 2017c). Les fibres alimentaires présentes 

dans L. edodes (Shiitake) sont constituées de fibres solubles et insolubles. Parmi les fibres 

solubles, on trouve les β-glucanes et dans les fibres insolubles on peut citer essentiellement la 

chitine (Regula & Siwulski, 2007 ; Bak et al., 2014). Ces substances (fibres) ont la capacité 

d’abaisser le taux du cholestérol total dans le sang, ce qui explique en partie leur importance 

dans le traitement ou la prévention des maladies cardiovasculaires (Rathore et al., 2017). Le 

Shiitake contient également une teneur non négligeable en vitamines hydrosolubles (B1, B2 et 

B12) (Bak et al., 2014 ; Finimundy et al., 2014). 

Le Shiitake séché renferme 58 à 60 % de glucides, 20 à 23 % de protéines (digestibilité de 80 

à 87 %), 9 à 10 % de fibres, 3 à 4 % de lipides et 4 à 5 % de cendres. 

Il est intéressant de noter que les quantités de nutriments et de composés biologiquement actifs 

diffèrent selon les souches, la provenance, la période de récolte, les facteurs environnementaux, 

les conditions et les méthodes de culture (Zhang et al., 2013 ; Bakir et al., 2018). Du point de 

vu énergétique, le shiitake séché en est plus riche (tableau 2), mais dans l’ensemble c’est un 

champignon qui pauvre est en calories. 
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Tableau 2: Composition nutritionnelle en macronutriments du Shiitake pour 100 g de 

champignon selon (USDA National Nutrient Database et ANSES) 

Nutriments 

USDA National Nutrient 

Database 
ANSES : Table Ciqual 2016 

Shiitake Cru Shiitake séché Shiitake Cru Shiitake séché 

Eau 89,74 g 9,50 g 83,5  g 9.50 g 

Energie 34 kcal 296 kcal 60,9 kcal 316 kcal 

Protéines 2,24 g 9,58 g 1,56 g 9,58 g 

Lipides 0,49 g 0,99 g 0,22 g 0,99 g 

Carbohydrates 6,79 g 75,37 g 12,30 g 63,90 g 

Fibres totales 2,5 g 11,5 g 2,5 g 11,5 g 

Sucres totaux 2,38 g 2,21 g 3,84 g 2,21 g 

1.3.1 Macronutriments 

1.3.1.1 Glucides 

Chez Lentinula edodes, on trouve des glucides assimilables par l’organisme humain et ceux 

non assimilables. Les glucides assimilables représentent environ 69 % du poids sec du 

champignon (Taithe, 2016). Parmi eux, le Shiitake  contient entre 30 à 60 % d’alditol (polyol 

non cyclique), 2 à 8 % de tréhalose (diholoside), 1 à 4 % de glucose (hexose), ainsi que des 

pentoses (xylose et ribose) ou méthyl pentose (rhamnose), d’autres hexoses (fructose, galactose 

et mannose), des diholosides (saccharose), des sucres aminés (glucosamine et N-

acétylglucosamine), d’autres polyols (inositol), des acides uroniques (acide glucuronique et 

acide galacturonique), etc. (Ales et al., 2013 ; Taithe, 2016). 

La chitine fait partie de la famille des glucides non assimilables ; il s’agit d’un polysaccharide 

azoté (polymère de N-acetylglucosamine) représentant le constituant essentiel de la paroi 

cellulaire. Elle est très impliquée dans la solidité du champignon et participe à sa protection 

contre les agressions extérieures (Taithe, 2016). 

Notons qu’on peut trouver également d’autre groupe de polysaccarides  très bénéfiques pour la 

santé de l’homme dans la paroi cellulaire des champignons. Ces molécules polysaccharidiques  

sont  appelées des « glucanes » et sont, essentiellement des β-glucanes. Ils sont constitués de 

molécules de glucoses liées par des liaisons béta. Ces liaisons peuvent être β (1→3) ou β (1→6) 
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(Bak et al., 2014). Ils sont connus pour leur activité anti-tumorale, anti-inflammatoire, 

antioxydante et antivirale (Chang & Miles, 2004 ; Rathore et al., 2017). En plus de leur effet 

dans le système immunitaire, les β-glucanes peuvent participer aux processus physiologiques 

liés au métabolisme des graisses dans l’organisme. Leur utilisation entraîne une nette 

diminution de la teneur en cholestérol dans le sang et contribuerait également à une réduction 

du poids corporel (Rop et al., 2009). 

Les β-glucanes sont retrouvés aussi dans la composition de la paroi cellulaire de certaines 

bactéries, ainsi que dans les céréales comme (avoine, seigle, orge) (Maheshwari et al., 2017 ; 

Pengkumsri et al., 2017). Chez le Shiitake, la teneur en β-glucanes est estimée environ à 22 

mg/100g de matière sèche (Rop et al., 2009) avec 20,06 ± 1,76% à 44,21 ± 0,13% dans le 

sporophore et de 29,74 ± 1,40% à 56,47 ± 4,72% dans la section du stipe et varie en fonction 

des parties du champignon et de la souche utilisée (Bak et al., 2014). Une récente étude 

Allemande a montré aussi que la teneur en β-glucanes dans Shiitake se situe dans l’intervalle 

de 19 à 25 g de matière sèche (Sari et al., 2017). Le stipe contient des quantités plus élevées 

que le chapeau, qui en contient lui-même plus que le mycélium (Bak et al., 2014 ; Taithe, 

2016).   

Lentinane 

Le lentinane (figure 3) est un polysaccharide appartenant aux β-glucanes, extrait à partir du 

carpophore du Shiitake (Chihara et al., 1970b ; Bisen et al., 2010). Il possède un poids 

moléculaire variant généralement entre 600 et 1400 KDa avec des liaisons β (1-3) et β (1-6). 

C’est un polysaccharide capable de tuer les cellules cancéreuses et ayant des puissantes  

propriétés immuno-modulatrices (Chan et al., 2009). Il est aussi largement impliqué dans la 

production des médiateurs inflammatoires (Suzuki et al., 2013 ; Crespo et al., 2017). Depuis 

quelques années, le lentinane est souvent utilisé en chimiothérapie dans certains pays 

notamment le Japon comme coadjuvant dans le cadre du traitement de certains cancers 

notamment : le cancer du côlon, de l'estomac, du poumon, du sein, ou de la prostate (White et 

al., 2002 ; Oba et al., 2009 ; Hazama et al., 2009 ; Suzuki et al., 2013; Del Buono et al., 

2016).  
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Figure 3 : Structure chimique du Lentinane (Bisen et al., 2010) 

1.3.1.2 Lipides 

Pour le Shiitake, les acides gras représentent 3,38 % des lipides totaux (Mizuno, 1995). Leur 

composition est la suivante : acide myristique (14:0), 0,1 % ; acide tétradénoénique (14:1), 1,6 

%; acide palmitique (16:0), 14,7 à 19,2 % ; acide stéarique (18:0), 0,9 à 2,7 % ; acide oléique 

(18:1), 3,0 à 8,3 % ; acide linoléique (18:2), 68 à 72,8 %; (Mizuno,  1996 ; Bisen et al., 2010). 

Le contenu en acide gras saturés, mono-insaturés et polyinsaturés est de 15,1 %, 8,9 % et 82 % 

des lipides totaux, respectivement (Reis et al., 2012a).        

La fraction lipidique des champignons contient aussi du tocophérol (vitamine E) qui est un 

antioxydant (Rathore et al., 2017). Elle contient également des stérols et le principal stérol 

trouvé dans le Shiitake est l’ergostérol, celui-ci est le précurseur de la provitamine D2 jouant  

un rôle important dans la régulation de l'absorption du phosphore et du calcium (Ying et al., 

1987 ; Pedneault, 2007). Sa teneur est environ 44 à 85 mg/100g de champignon frais (Barreira 

et al., 2014 ; Phillips et al., 2011). Notons que les stérols sont des molécules dérivées des 

phytostérols et naturellement présents dans la fraction lipidique des champignons et des plantes. Ils 

sont très impliqués dans la réduction de l'absorption du cholestérol dans l'intestin grêle. L'homme 

et l'animal n’ont pas le pouvoir de les synthétiser, ils ne peuvent être apportés que par l'alimentation 

(Muanda, 2010). 

1.3.1.3 Protéines  

La consommation du lentin du chêne donne un important  apport en protéines fongiques car il 

renferme 17,5 % de son poids sec en protéines (Tableau 3) (Diallo et al., 2017c). Dix-sept (17) 

acides aminés ont été trouvés dans le Shiitake y compris  tous les acides aminés essentiels  

(Mattila et al., 2002 ; Ales et al., 2009 ; Taithe 2016 ; Li et al., 2017). Il s’agit principalement 

de : isoleucine, leucine, lysine, méthionine, phénylalanine, thréonine, cystéine, tryptophane, 
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tyrosine, proline, sérine, alanine, acide aspartique, acide glutamique et valine (tableau 3) (Ying 

et al., 1987 ; Balbi et al., 2013 ; Li et al., 2017).  

Tableau 3 : Composition en acides aminés dans le Shiitake  (Mattila et al., 2002; Balbi et 

al., 2013 ; Li et al., 2017). 

Acides aminés 

Teneurs exprimées en 

mg/g 

de poids sec 

mg/100g de 

poids frais 

mg/g de protéines 

brutes 

A
ci

de
s 

am
in

és
 e

ss
en

ti
el

s 

Thréonine ND 98 45 

Valine 22,84 124 95,6 

Isoleucine 5,18 79 70 

Leucine 9,66 133 104 

Phénylalanine 14,78 95 - 

Lysine 35,18 122 91 

Histidine 8,54 56 33 

Arginine 30,49 ND ND 

Méthionine 0,68 29 

31 

A
ci

de
s 

am
in

és
 n

on
 e

ss
en

ti
el

s 

Cystéine 5,61 24 

Acide aspartique 2,32 190  

Alanine 38,48 104 ND 

Serine 17,51 103 ND 

Glutamine 16,42 ND ND 

Glycine 22,61 ND ND 

Acide glutamique ND 355 ND 

Tyrosine ND 265 - 

 

Les acides aminés les plus abondants sont l’alanine et la lysine qui sont suivis par l'arginine et 

la tyrosine (Manzi et al., 1999 ; Mattila et al., 2002) Ces molécules ne peuvent pas être 

synthétisées par l’organisme humain, elles doivent nécessairement être apportées par 

l’alimentation (Ales et al., 2009 ). On les retrouve dans la viande, les œufs, le lait et certaines 
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légumineuses. Dans le cadre de la supplémentation, le Shiitake peut être une alternative efficace 

en apport protéique pour les régimes végétariens (Mattila et al., 2002 ; Ales et al., 2009). 

Selon la FAO, le besoin de l’organisme en histidine et en isoleucine est de 10 mg/kg/j et 20 

mg/kg/j respectivement (Tomé, 2009). L’examen du tableau 4 montre que la consommation 

régulière du Shiitake pourrait couvrir le besoin quotidien de l’organisme en acides aminés 

compte tenu de leur diversité et de leur quantité dans le champignon.  

Tableau 4 : Besoin de l'organisme en acides aminés 

Acides aminés 

Besoin en mg/kg/j 

FAO AFSSA 

Histidine 10 11 

Isoleucine 20 18 

Leucine 39 39 

Lysine 30 30 

Méthionine 10 - 

Cystéine 4 - 

Phénylalanine + Tyrosine 25 27 

Thréonine 15 16 

Tryptophane 4 4 

Valine 26 18 

 

1.3.2 Micronutriments 

1.3.2.1 Vitamines 

Les champignons comme Lentinula edodes sont une bonne source  de vitamines, spécialement 

les vitamines du groupe B : B1 (thiamine), B2 (riboflavine), B3 (niacine), B5 (acide 

pantothénique) et la vitamine D (Ying et al., 1987 ; Bisen et al., 2010 ; Bak et al., 2014 ; Diallo 

et al., 2017c). La fraction lipidique des champignons contient aussi du tocophérol (vitamine E) 

qui est un antioxydant (Rathore et al., 2017). La teneur total en tocophérol (y compris α, β et 

γ tocophérol est environ 27,63 μg/100 g de poids sec (Heleno et al., 2015).  Par contre Reis et 

al. (2012a) ont trouvé  une teneur d’environ 11 µg/100g du champignon frais en tocophérols 
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totaux. Plusieurs études ont indiqué que lorsqu'ils sont exposés à la lumière UV dans certaines 

conditions, certains champignons dont Lentinula edodes et Agaricus bisporus  produisent de la 

vitamine D2 en quantités supérieures à celles des besoins quotidiens (Roberts et al., 2008 ; 

Phillips et al., 2011). Le processus de formation de la vitamine D2 s'effectue via une réaction 

photochimique dans laquelle le stérol fongique, l'ergostérol, est converti en vitamine D2 à 

travers une série de réactions photochimiques et thermiques catalysées par des ultraviolets (UV) 

provenant de la lumière du soleil (Simon et al., 2011). 

1.3.2.2 Sels minéraux 

Le Shiitake est riche en potassium, calcium, phosphore et magnésium (tableau 5). Le sodium 

est relativement moins présent dans les champignons et, par conséquent, ils sont considérés 

comme une bonne alternative parmi les autres aliments pour les personnes présentant de 

l’hypertension artérielle (Rathore et al., 2017). 

Ces nutriments sans aucune valeur énergétique sont indispensables à l’organisme et actifs à de 

très faibles doses. Les apports quotidiens recommandés en micronutriments (vitamines et sels 

minéraux) sont de l’ordre du milligramme ou du centième de milligramme (Taithe, 2016). 

Tableau 5 : Composition nutritionnelle en micronutriments                                                   

(USDA National Nutrient Database) 

Nutriment Shiitake Cru             Shiitake séché 

VITAMINES 

Thiamine 0,015 mg 0,300 mg 

Riboflavine 0,217 mg 1,270 mg 

Niacine 3,877 mg 14,100 mg 

Vitamine B6 0,293 mg 0,965 mg 

Vitamine D (D1 +D2) 0,4 µg 3,9 µg 

ELEMENTS MINERAUX 

Calcium 2 mg 11 mg  

Fer 0,41 mg 1,72 mg  
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Nutriment Shiitake Cru             Shiitake séché 

Magnésium 20 mg 132 mg  

Phosphore 112 mg 294 mg  

Potassium 304 mg 1534 mg  

Sodium 9 mg 13 mg  

Zinc 1,03 mg 7,66 mg  

Sélénium 5.7µg 46.1 µg  

 

1.3.3 Les composés organiques volatiles 

Les composés organiques volatils (COV) regroupent une large gamme de substances chimiques 

constitués par des atomes du carbone et ayant pour point commun d’être volatils à température 

ambiante (Cicolella, 2008). Il est évident que l'arôme de Lentinula edodes est l'une des raisons 

pour lesquelles ce champignon est très prisé en Asie et en Europe (Mata et al., 2014). 

Les composés organiques volatils (COV) contenus dans Lentinula edodes sont d’une grande 

diversité et plus de 120 molécules volatiles ont été identifiées dans le Shiitake (Cho et al., 2003 

; Tian et al., 2016). Leur concentration dans le Shiitake frais est de 4308 µg/100g du 

champignon séché (Politowicz et al., 2018). Les composés majeurs sont : le 1-octène-3-ol, le 

3-octanol, 3-octanone, 2 octanone et le 4-octène-3-one. Ils sont suivis par le 1, 2, 4-trithiolane, 

1, 2, 4, 5-trithiolane et le disulfure de diméthyle qui sont en faible quantité (Mata et al., 2014; 

Costa et al., 2019). Toutes ces molécules volatiles  du Shiitake peuvent être regroupées dans 

les familles chimiques suivantes: composés soufrés, alcools, hydrocarbures, acides, esters, 

aldéhydes, composés azotés et cétones. (Cho et al., 2003 ; Mata et al., 2014 ; Politowicz et 

al., 2018 ; Tian et al., 2016 ; Costa et al., 2019). La composition chimique des matières 

volatiles dépend en générale de l’origine et des conditions climatiques (Politowicz et al., 2018). 

Lorsque le Shiitake est séché, il dégage souvent une odeur spécifique qui est absente dans le 

Shiitake frais, ce qui donne à ce champignon une emprunte particulière par rapport aux autres 

champignons. Des études ont prouvées que le 1, 2, 4, 5, 6-pentathiépane, appelé aussi  

lenthionine, est responsable de ce  parfum spécifique (Hiraide, 2006 ; Dermiki et al., 2013 ; 

Politowicz et al., 2018). 
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La chromatographie en phase gazeuse / spectrométrie de masse (GC / MS) et la 

chromatographie en phase gazeuse avec un détecteur à ionisation de flamme (GC-FID) sont 

largement utilisées dans l'identification des composants volatils des champignons. La technique 

de la GC-MS est une technique rapide utilisant un nombre réduit d'échantillons. Elle offre une 

haute sensibilité et peut mettre en évidence les composés aromatiques spécifiques de Lentinula 

edoes (Costa et al., 2019). 

1.3.4 Les acides organiques 

Le Shiitake renferme des acides organiques qui participent fortement à ses propriétés 

sensorielles olfactives et gustatives. Ce sont entre autre : l’acide malique, l’acide tartrique, 

l’acide fumarique, l’acide quinique, l’acide oxalique, l’acide lactique, l’acide acétique, l’acide 

formique, l’acide succinique et l’acide glycolique (Yoshida et al., 1987 ; Rahman et 

Choudhury, 2012 ; Heleno et al., 2015 ; Li et al., 2017). La formation de ces molécules est 

liée à la synthèse et au métabolisme des acides aminés, des esters, des composés aromatiques 

et des phénols. Le composé majeur est l’acide  tartrique (68,3 mg / g de poids sec). Il est suivi 

par l'acide citrique (31,04 mg / g de poids sec), acide acétique (8,33 mg / g de poids sec) (Li et 

al., 2017). 

1.3.5 Les polyphénols 

Les polyphénols (figure 4) sont des molécules produites par le métabolisme secondaire des 

végétaux et des champignons (Manallah, 2012). Ils possèdent au moins deux groupements 

phénoliques, avec parfois la présence d’autres fonctions (alcoolique, carboxylique...) 

(Muanda, 2010).  A ce jour, environ 9 000 structures connues se regroupent dans cette famille 

de molécules, allant des substances phénoliques simples de bas poids moléculaire  tels que, les 

acides phénoliques (Manallah, 2012) à des composés hautement polymérisés comme les 

tannins (Akowauh et al., 2004). Ils sont assez présents dans l’alimentation humaine et animale 

(Martin & Andriantsitohaina, 2002). 

Les polyphénols sont des véritables molécules antioxydantes et sont très abondants dans 

certains aliments (Kozarski et al., 2015b), notamment le thé (Hashimoto et al., 2003 ; Khan 

& Mukhtar, 2007), l’huile d’olive (Meroune et al., 2014 ; Benlemlih & Ghanam, 2016), les 

champignons, les fruits et légumes. Depuis des années, plusieurs  chercheurs ont concentré 

l’essentiel de leurs efforts sur l’impact de la consommation des polyphénols dans  la santé de 

l’homme (Scalbert et al., 2005a). La diversité des composés identifiés et le large spectre de  

leurs activités biologiques constituent la principale difficulté d’élucidation des effets santé des 

polyphénols (Kuntz et al., 1999 ; Kozarski et al., 2015b).  
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Au-delà du rôle fondamental que jouent les polyphénols dans la santé de l’homme, ces 

molécules sont également impliquées dans l’amélioration de la qualité sensorielle, 

organoleptique et nutritionnelle des végétaux, tels que les légumes, les fruits, les céréales ou les 

fruits secs, ainsi que dans les boissons notamment le café, le cacao ou le thé (Kozarski et al., 

2015b). On estime que l'homme consomme environ un gramme de polyphénols chaque jour, 

soit dix fois plus que de vitamine C et 100 fois plus que de caroténoïdes ou vitamine E (Scalbert 

et al., 2005b). L'activité antioxydante des polyphénols est reconnue et pourrait expliquer leur 

rôle potentiel dans le traitement ou la prévention de plusieurs maladies associées au stress 

oxydatif (Kozarski et al., 2015b), telles que le cancer (Chen & Dou, 2008), les maladies 

cardiovasculaires et neurodégénératives (Rahman et al., 2006 ; Rossi et al., 2008 ; Perez-

Vizcaino & Duarte, 2010).   

Ces composés peuvent être classés en différents groupes en fonction du nombre de cycles 

phénoliques  et les éléments structurels qui lient ces anneaux les uns aux autres. Ainsi, on 

distingue les acides phénoliques, les flavonoïdes, les stilbènes et les lignanes.  

 

Figure 4 : Classification des polyphénols (Kumar et al., 2019) 

Les principaux composés phénoliques présents dans les champignons sont pour la plupart des  

acides phénoliques et des flavonoïdes (Ferreira et al., 2009). Cependant, il est possible de 

trouver aussi des tanins et des lignanes (Pavithra et al., 2016 ; Yilmaz et al., 2016). 



 

 

21 

1.3.5.1 Les acides phénoliques :  

Les acides phénoliques (figure 5) peuvent être divisés en deux groupes principaux, les acides 

hydroxybenzoïques (acide gallique, acide salicylique, acide vanillique et l’acide 

protocatéchique) et les acides hydroxycinnamiques (acide coumarique, acide cinnamique, acide 

caféique, acide férulique) (Kozarski et al., 2015b) dérivés de l'acide benzoïque et de l'acide 

cinnamique (Manach et al., 2004 ; Choi et al., 2012). Les dérivés de l'acide hydroxybenzoïque 

se rencontrent généralement sous la forme liée et sont typiquement un composant des lignines 

et les tanins hydrolysables. Ils peuvent également être trouvés liés à des sucres ou à des acides 

organiques (Kozarski et al., 2015b). Les dérivés de l'acide hydroxycinnamique sont 

principalement présents sous la forme liée. Généralement ils sont liés aux composants 

structurels de la paroi cellulaire, tels que la cellulose, la lignine et les protéines, ainsi que les 

acides organiques (Kozarski et al., 2015b). La composition du contenu phénolique des 

champignons dépend généralement de facteurs génétiques, environnementaux, du substrat de 

culture utilisé, de la méthode de traitement de l’échantion et de la méthode d’extraction (Yildiz 

et al., 2015 ; Ezzudin et al., 2018).  

 

Figure 5 : Quelques molécules phénoliques (El Rayess et al., 2014) 

Peu d’auteurs ont cherchés à déterminer le profil phénolique du Shiitake. Le tableau N°6 montre 

les acides phénoliques identifiés dans le champignon Shiitake.   

Selon la littérature, les acides phénoliques trouvés dans ce champignon sont : l’acide 

cinnamique, l’acide ρ-hydroxybenzoïque, l’acide protocatéchique l’acide gallique, l’acide 

syringique, l’acide coumarique, l’acide vanillique, l’acide caféique et l’acide abscissique 

(Mattila et al., 2001 ; Reis et al., 2012 ; Yildiz et al., 2015 ; Heleno et al., 2015). Seul Yildiz 

et al., (2015) ont  pu mettre en évidence  presque tous les composés cités ci haut, sauf l’acide 

protocatéchique et l’acide caféique. En terme de quantité, l’étude de (Mattila et al., (2001) 

montre des teneurs en acide hydroxy benzoïque (790 µg/100g de poids sec), cinnamique (160 

µg/100g de poids sec) et protocatéchique (139 µg/100g de poids sec) plus élevées que celles 
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trouvées par les autres. Les extraits les plus utilisés dans la mise en évidence des composés 

phénoliques sont les extraits alcooliques, aqueux et hydro-alcooliques car ces molécules y sont 

très solubles (Reis et al., 2013 ; Carnero et al., 2013 ; Heleno et al., 2015 ; Yildiz et al., 2015). 



 

 

Tableau 6 : Acides phénoliques identifiés dans le Shiitake 

Composés phénoliques 

Teneur exprimée en µg/100g de poids sec 

Matilla 

et al., 2001 

Kim  

et al., 2008 

Reis 

et al., 2012 

Heleno 

et al., 2015 

Yildiz 

et al., 2015 

Carneiro 

et al., 2013 

Islam 

et al., 2016 

Woldegiorgis 

et al., 2014 

Acide cinnamique 160 ND 2 70 17,8 200 na na 
Acide ρ-hydroxybenzoïque 790 ND 157 190 243,9 420 533 158 

Acide protocatéchique 139 1600 36 140 ND na na na 
Acide gallique ND 1300 ND na 1,24 na 22037 6120 
Acide syringique ND ND na na 97,3 na ND na 

Acide ρ-coumarique ND ND ND ND 5,4 ND ND ND 
Acide vanillique ND ND na na 209 80 ND na 

Acide caféique ˂ 50 ND na na ND na ND 79 
Acide abscissique ND ND ND na 0,43 na na na 
Acide férulique ND ND na na ND na na 89 

Acide chlorogénique ND ND na na ND na na ND 
Acide ascorbique na ND na na ND na na na 

Acide gentisique ND ND na na na na ND na 
Acide benzoïque na ND na na ND na na na 
acide sinapique ND ND na na na na na na 

Acide vératrique na ND na na na na na na 
5 Acide Sulfosalicylique na ND na na na na na na 

Méthode de dosage GC-MS Chromatographie en phase liquide avec un détecteur UV photodiode 

 ND = Non détecté, na = non analysé, GC-MS = chromatographie couplé à la spectrométrie de masse 

On observe dans ce tableau une variabilité des  molécules et de leurs teneurs trouvées  en fontions des équipes de recherches.
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1.3.5.2 Les flavonoïdes  

Les flavonoïdes (Figure 6) sont des molécules phénoliques et représentant une classe de 

métabolites secondaires largement répandus dans le règne végétal (Muanda, 2010). Ils sont  

responsables de la coloration des fruits, des fleurs et des feuilles. Ils sont dissous dans la vacuole 

des cellules à l'état d'hétérosides ou comme constituants de plastes particuliers, les 

chromoplastes (Muanda, 2010). On dénombre actuellement près de 6500 flavonoïdes et  

compte tenu des découvertes, leur nombre ne cesse de s’accroître  encore (Stöckigt et al., 2002). 

La structure de base des flavonoïdes est un noyau de 15 atomes de carbone formé par deux 

cycles aromatiques (A et B) reliés par un hétérocycle oxygéné C, hexa- ou pentagonal (De 

Rijke et al., 2006 ; Muanda, 2010). Les six sous-classes communes de flavonoïdes sont les 

flavonols, les flavones, les isoflavones, les flavanones, les anthocyanidines et les flavanols 

(Manach et al., 2004 ; Farkas et al., 2004 ; Perez-Vizcaino & Duarte, 2010). 

De façon générale, on estime que seules les plantes possèdent la capacité de synthétiser ou de 

produire des flavonoïdes, alors que les animaux et les champignons n’en contiennent pas 

(Ferreira et al., 2009). Cependant, selon une étude Coréenne de 2008 et  une autre  réalisée en 

2015 à l’université de Belgrade (Serbie) montrent la présence effective de certains flavonoïdes 

comme : la catéchine, la chrysine, l'hesperetine, la myricétine, et la naringénine  dans plusieurs 

champignons (Kim et al., 2008 ; Kozarski et al., 2015a). La même année aussi, l'analyse de 

l'extrait méthanolique de Cantharellus cibarius a montré que les acides phénoliques étaient ses 

principaux composants antioxydants mais ils étaient suivis par les flavonoïdes (Kozarski et al., 

2015a). 

Pour le Shiitake, les recherches menées ont montré la présence d’une teneur non négligeable en  

flavonoïdes. Parmi les flavonoïdes identifiés, on peut citer la rutine et les catéchines (Kim et 

al., 2008 ; Yildiz et al., 2015).  D’autres auteurs (Mujić et al., 2010 ; Khaund et al., 2015) ont 

trouvé respectivement 1,98 mg d’équivalent catéchine par gramme d’extrait sec de champignon 

et 0,91 mg par gramme d’équivalent quercétine dans le Lentinula edodes. Ces flavonoïdes 

jouent un rôle très important dans l’organisme. Ils sont des véritables molécules antioxydantes 

capables de piéger les espèces réactives de l’oxygène (ERO) (Perez-Viscaino et al., 2010). Ils 

participent également à la prévention des maladies cardiovasculaires. Selon Scalbert et al. 

(2005a), les flavonoïdes agissent aussi dans l’organisme en inhibant l'agrégation plaquettaire 

impliquée dans le phénomène de thrombose qui peut conduire à l'occlusion des artères. 
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Figure 6 : Structure chimique des flavonoïdes 

1.3.5.3 Les tannins 

Les tannins sont des composés phénoliques d’origine végétale, largement répandus dans 

l’alimentation humaine (fruits, légume, thé, dattes, ...) (Hemingway, 1989 ; Muanda, 

2010). Ils ont la propriété de se lier à des macromolécules, notamment des protéines. En contact 

avec la salive, les tannins provoquent une sensation  désagréable pour  la bouche en développant 

un goût âpre et dissuasif (le goùt astringent).  Ce qui fait qu’ils sont considérés comme un 

moyen de défense vis-à-vis des prédateurs (Foley et al., 1999). 

Ils sont divisés essentiellement en deux groupes, qui sont : les tanins condensés, formés de 

proanthocyanidines (polymères de flavan-3-ols) et les tanins hydrolysables (esters des acides 

galliques et ellagique) (Hemingway, 1989 ; Zucker, 1983). 

a) Les tannins condensés  

Appelés aussi proanthocyanidines, sont des oligomères ou polymères de flavan-3-ols qui ont la 

propriété de libérer des anthocyanes par chauffage en milieu acide (Heller & Forkmann, 

1994). En se fixant aux parois végétales, les tannins condensés jouent le rôle de défense au 

niveau des membranes cellulaires contre les attaques des pathogènes et empêchent ou retardent 

la décomposition  des tissus (Zucker, 1983). Parmi eux, on peut citer les catéchines 

(dihydroxylées) et les gallocatéchines (trihydroxylées).  

b) Les tannins hydrolysables  

 Ce sont des polyesters de glucides et d’acides phénols, ils sont facilement hydrolysables par 

les acides et les enzymes (tannase) en oses (généralement le glucose) et en acides phénols 

(Muanda, 2010).  Selon la nature de l’acide phénol on distingue : les gallotanins, pour lesquels 

l’unité de sucre centrale est estérifiée avec plusieurs acides galliques, et les ellagitannins, pour 

lesquels l’unité de base est de l’acide ellagique (Lee et al., 2012 ; Azofeifa, 2013). 
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1.4 Culture du Shiitake 

1.4.1 Exigences nutritionnelles et facteurs environnementaux pour sa culture  

Les besoins nutritionnels (source de carbone, source d'azote, minéraux, vitamines et oligo-

éléments) et environnementaux (température, humidité, oxygène-air, lumière et pH du substrat) 

sont des facteurs déterminants dans la culture du Shiitake (Ting et al., 1994). 

1.4.1.1 Besoins nutritionnels  

a. Source de carbone 

On sait que les champignons saprophytes comme Lentinula edodes obtiennent leur énergie et 

leurs nutriments à partir de la décomposition des substances insolubles présentes dans le bois 

sous  forme de sucres simples après action des enzymes (McCoy &Bruhn 2005). Les sources 

de carbone telles que la lignine, le glucose et le fructose sont essentielles pour 

l'approvisionnement en énergie du Shiitake (Chen et al., 2005 ; Aji, 2009). Le carbone est 

l'élément nutritif le plus important pour le Shiitake, car il est un élément constitutif  pour les 

protéines, les acides nucléiques et les sucres dans les cellules vivantes. Il provient généralement 

des composés organiques tels que les sucres, les acides organiques, les alcools, l'amidon, la 

cellulose, l'hémicellulose et la lignine (Chen et al., 2005). 

b. Source d’azote  

L'azote est un élément indispensable pour la synthèse des protéines et d’autres composés 

essentiels et les éléments structuraux cellulaires dans le champignon. Ses principales sources 

sont les composés azotés organiques et inorganiques, y compris l'urée et les protéines (Aji, 

2009). L'écorce des arbres contient de 3,8 à 5 % d'azote, tandis que le xylème n’en contient que 

0,4 à 0,5 %. 

Les substrats ayant un rapport carbone / azote de 25:1 sont considérés meilleurs pour la 

croissance mycélienne (phase végétative) alors que les milieux avec un C / N de 40:1 sont les 

plus bénéfiques pour la phase de production de sporophores. Trop d'azote peut permettre au 

mycélium du Shiitake de croître de façon rapide, mais il ne permet pas de produire de 

champignons de qualité (Chen et al., 2005 ). La concentration d'azote donc la plus appropriée 

est de 0,016 à 0,064 % et 0,02 % respectivement pour la phase végétative et celle reproductive. 

L’optimum de la concentration en azote ne doit pas dépasser 0,03-0,064 %. 
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c. Minéraux et oligo-éléments 

Les éléments minéraux jouent un rôle important pour le champignon car ils participent à la 

construction des composants cellulaires. Il s’agit du phosphore, du soufre, du calcium et du 

magnésium. Le phosphore et le potassium sont utiles non seulement pour la croissance 

mycélienne, mais favorisent également une bonne fructification (Chen et al., 2005). Beaucoup 

de minéraux comme le magnésium ont pour rôle d’activer certaines enzymes spécialisées à la 

décomposition des substances ligno-cellulosiques (Chang & Miles, 2004).  On note aussi les 

composés inorganiques, tels que le dihydrogéno phosphate de potassium (KH2PO4) le gypse, le 

phosphate de magnésium, qui sont généralement utilisés lors de la fabrication de substrats dans 

l’objectif de stabiliser le pH (Chen et al., 2005).   

d. Vitamine B1 

Généralement la croissance optimale du champignon et sa fructification demandent 

nécessairement un apport en vitamine comme la thiamine (B1). Cette vitamine, considérée 

comme une coenzyme de la carboxylase, est connue pour son rôle dans la régulation du 

métabolisme des glucides par la conversion de l'acide pyruvique en acétaldéhyde et en dioxyde 

de carbone (Chang & Miles, 2004). La vitamine B1 est sensible à la chaleur ; elle se décompose 

à des hautes températures. Donc, le chauffage prolongé à des températures très élevées est à 

éviter pendant la stérilisation du substrat (Chen et al., 2005 ).   

1.4.1.2 Facteurs environnementaux 

La croissance mycélienne du Shiitake et le développement du sporophore sont nettement 

influencés par certains facteurs environnementaux comme : la température, l’humidité, l’air, la 

lumière et le pH (Aji, 2009). 

a) Température 

La température joue un rôle primordial dans l'initiation, le développement des fructifications et 

le rendement. Pour induire la fructification des champignons il est souvent nécessaire de 

provoquer un changement brusque de température (Taithe, 2016).  

Lorsque les températures sont trop élevées, les enzymes sont inactivées. Conséquence, le 

métabolisme (donc la croissance) est ralenti (Chang & Miles, 2004). Aussi, lorsque les 

températures sont trop basses, l’absorption des nutriments devient difficile et la croissance 

mycélienne diminue (Chen et al., 2005 ). La température optimale pour la croissance du 

mycélium  du Shiitake est de 24-27°C. Cependant d’autres espèces peuvent être adaptées pour 

croître dans une large gamme de températures de 5 à 32°C (Aji, 2009). 
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b) L’humidité 

Il est important de fournir et de maintenir l’humidité optimale dans le substrat pour la culture 

de Shiitake. L'eau est importante et nécessaire pour la croissance et le développement du 

Shiitake, car elle permet de dissoudre les nutriments avant qu’ils ne soient absorbés par le 

mycélium (Chen et al., 2005 ). L’orsque l’humidité est inférieur à 50% le sporophore se 

developpe difficilement, par contre, lorsqu’elle est supérieure à 70% le sporophore risque de 

pourrir avant la récolte (Chen et al., 2005) L’humidité doit être comprise entre 80 à 90% (Hall 

et al., 2003). 

c) L’air 

L’air est un des facteurs les plus importants dans la culture du Shiitake car c’est un champignon 

aérobie. Au cours de son développement, les composés organiques sont oxydés,  l'énergie ainsi 

libérée est stockée dans l'ATP pour être utilisée pour la croissance mycélienne et la 

fructification. Les différentes étapes de la production de Shiitake nécessitent différentes 

quantités d'oxygène. La phase de reproduction nécessite plus d’oxygène que celle de la 

croissance mycélienne. Pendant la formation des fructifications, les besoins en oxygène sont 

plus élevés et les concentrations de dioxyde de carbone libérées sont également plus élevées. 

Un champignon peut libérer environ  0,06 g de CO2 par heure (Chen et al., 2005 ).    

d) La lumière 

La lumière est nécessaire pour la formation des basidiospores ainsi que pour  la formation et le 

développement du sporophore (Leatham et  Stahmann, 1987 ; Aji, 2009). Pendant la phase 

de fructification, le niveau optimal de la lumière est de 50-100 lux (Chen, 2001 ; Chen et al., 

2005 ). Cependant, le mycélium peut pousser et croître dans l'obscurité ou avec une lumière 

faible mieux que sous une forte lumière directe qui inhibe la croissance mycélienne. Une 

exposition prolongée  à la lumière très intense peut réduire le nombre de sporophores, tandis 

qu'un manque de lumière diminue le diamètre et la longueur des stipes (Aji, 2009). 

e) Le pH  

Pour la culture du Shiitake, il a besoin d’un milieu acide. La meilleure plage de pH pour la 

formation des sporophores est de 3,5 - 4,5. Au cours du développement du mycélium, des acides 

organiques se forment, ce qui entraine une diminution du pH du substrat. K2HPO4 et KH2PO4 

sont habituellement ajoutés au substrat pour tamponner et stabiliser le pH. Le bois et la paille 

utilisés pour la culture du Shiitake sont connus pour avoir généralement un pH approprié et 
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n'ont pas besoin d'être ajustés. Par contre une attention particulière doit être accordée lorsque 

l'eau disponible est de nature alcaline (Chen et al., 2005 ). 

1.4.2 Les types de cultures 

1.4.2.1 Culture traditionnelle (sur billots) 

Le Shiitake (Lentinula edodes) est un champignon comestible qui a été cultivé pendant des 

siècles en Chine, en Corée, au Japon, à Singapour, en Thaïlande et dans d'autres pays asiatiques 

en raison de ses propriétés nutritionnelles et pharmacologiques (Diallo et al., 2017b). Il pousse 

à l’état sauvage sur les troncs d’arbres feuillus en décomposition (Aji, 2009 ; Singh et al., 

2008). Actuellement il est cultivé dans de nombreux pays notamment : le Brésil, le Canada, les 

Etats Unis, la France, les Pays Bas (Chen, 2001 ; Aji, 2009 ; Pouyat, 2015). Il est sans doute 

le champignon le plus cultivé et le plus commercialisé après le champignon de Paris et le 

Pleurotus spp. 

La culture sur billot est une méthode ancienne qui s’est inspirée du développement naturel du 

champignon, pratiquée en Asie il y a environ 2000 ans (Taithe, 2016). Elle a eu un essor 

important vers le XIème siècle au Japon et a conduit à une augmentation de la consommation 

du Shiitake par la population (Chen et al., 2005 ). La méthode traditionnelle de culture Shiitake 

permet d’obtenir des champignons de meilleure qualité surtout du point vue concentration en 

lentinane et en polysaccharides. Elle permet au champignon de développer des propriétés 

sensorielles olfactives et gustatives spécifiques  (Tabata et al., 2006 ; Pouyat, 2015). Les 

étapes de productions sont : 

a) Choix du substrat    

Le développement du mycélium et du sporophore sont clairement influencés par l'espèce d'arbre 

utilisée, la taille de l’arbre, et la méthode d'inoculation. Le bois notamment le chêne (Quercus) 

est la principale ressource nécessaire à la culture traditionnelle du Shiitake (Chen, 2001 ; Hall 

et al., 2003 ; Pouyat, 2015). Chaque espèce d'arbre a des caractéristiques particulières qui 

peuvent influencer la croissance du mycélium, le développement et le rendement du 

champignon sous forme de sporophores (Aji, 2009). Il est donc important de choisir une essence 

d’arbre appropriée à la culture. Bien que le Shiitake ne soit pas originaire d’Europe, il possède 

la capacité de se développer sur un large spectre d’espèces d’arbres européennes et américaines 

parmi lesquelles on peut citer : hêtre, peuplier, aulne, bouleau,  chêne, Charme saule érable, 

frêne, orme, châtaigner etc (Hall et al., 2003 ; Pouyat, 2015 ; Taithe, 2016) qui peuvent tous 

faire l’objet d’un bon support pour sa culture. De façon générale, les arbres feuillus sont mieux 
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adaptés que les résineux qui peuvent posséder des substances inhibitrices de croissance dans 

leur résine. Les arbres sélectionnés doivent être sains, ne possédant pas de champignons 

parasites et devront être coupés en tronçons d'une longueur d’un mètre environ pour 10 à 20 cm 

de diamètre (Singh et al., 2008 ; Aji, 2009). 

b) Inoculation 

Après la coupe et la perforation des buches de bois, débute alors l’ensemencement des souches 

de bois ou des billots de bois par le mycélium du champignon. Cette opération doit se réaliser 

environ deux mois après la coupe et avant la saison de fructification de champignons 

indésirables (Taithe, 2016). Chaque orifice (perforation) doit être obturé à l’aide d’un bouchon 

de bois ou de la cire pour éviter l’évaporation et l’attaque des insectes (Thérouanne –Allard, 

2002). 

c) Incubation 

Les buches inoculées sont empilées de façon spécifique et placées dans un endroit idéal pendant 

6 à 18 mois de façon à favoriser la croissance mycélienne (Pouyat, 2015). Le site choisi pour 

l’incubation doit être bien aéré et bien ventilé  avec un taux d’humidité  minimal de 25 % et 

une température de 24-28 °C. Cependant, un taux d’humidité trop élevé est également néfaste 

car il favorise le développement d’autres espèces fongiques, capable de contaminer la culture. 

Inversement, un taux d’humidité trop bas conduit à la mort du mycélium. Seule la phase de 

fructification du Shiitake nécessite un environnement humide important (Taithe, 2016). 

d) La fructification  

Après un envahissement convenable du mycélium (80%) et l’apparition des premiers 

primordia, la fructification du Shiitake débute vraiment. Pour cela, les buches initialement 

entassées sont entrecroisées (c’est-à-dire disposées en X). Rappelons que l’enclenchement de 

la fructification nécessite aussi des stress d’origine mécanique et thermique (variations 

importantes de températures) (Taithe, 2016). Après  la récolte, il est possible d’avoir un 

rendement maximum d'environ 2 kg de shiitake à partir d'une bûche avec un poids frais initial 

d'environ 11 kg (Hall et al., 2003). 

1.4.2.2 Culture sur substrats artificiels 

La culture sur substrats artificiels est une technique qui consiste à produire le Shiitake en 

utilisant la sciure de bois, de paille et de différents additifs d’origine agricole (céréales, farines, 

amidon, son de riz, son de blé, la bagasse de canne etc.) (Chen, 2001 ; Da eira et al., 2005 ; 
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Singh et al., 2008 ; Gaitán-Hernández et al., 2017). D'autres suppléments peuvent être utilisés 

en moindre quantité tels que le carbonate de calcium, le gypse ou le sucre de table. Ces additifs 

fournissent des nutriments et créent un milieu de croissance optimal (Chen, 2001 ; Gupta et 

al., 2015 ; Cisáriková, 2016). Il est aussi possible d’utiliser d’autres substrats comme les 

coques de coton mélangées avec une suspension de 2% d'hydroxyde de calcium, 2% de sulfate 

de calcium et 2 à 5% de phosphate naturel broyé dans l'eau. Le mélange est ensuite recouvert 

de polyéthylène transparent et laissé au soleil environ cinq jours pour être séché (Hall et al., 

2003). La composition du substrat est connu pour son influence sur la composition 

nutritionnelle du champignon (Gaitán-Hernández et al., 2017). Cette méthode fut développée 

en 1983 en Chine (Chen et al., 2005 ) puis progressivement améliorée, afin de produire le 

Shiitake à plus grande échelle ; elle a été introduite en France quelques années plus tard (Taithe, 

2016). Cette technique culturale présente deux (2) avantages majeurs par rapport à la méthode 

traditionnelle à savoir : le temps et le rendement en sporophores (Ramírez-Carrillo & Leal-

Lara, 2002) 

Lorsque les conditions sont réunies : température, hygrométrie et présence d’azote dans les 

substrats, il est possible de produire le Shiitake en grande quantité et toute l’année (Chen, 

2001). Comme elle est soumise à d’éventuelles sources de contaminations, cette production 

nécessite le suivi strict d’un certain nombre de règle (Taithe, 2016). L’environnement de la 

culture est à maitriser pour éviter le développement de maladies (Cassar, 2016). Les étapes les 

plus importantes sont : 

Ø La pasteurisation du substrat: Elle se fait à 65 °C pendant 24 heures ce qui permet 

d’éviter que des moisissures ou des microorganismes pathogènes se développent à la 

surface du substrat (Taithe, 2016). Pour certains auteurs, la stérilisation peut se faire à 

121°C pendant 2 heures (Cisáriková, 2016). 

Ø L’inoculation et le développement : Après pasteurisation, le substrat est ensuite rempli 

dans des sacs en polypropylène micro perforés permettant la respiration puis on procède 

à l’ensemencement (Cisáriková, 2016). Avec une température régulée entre 20 et 30 

°C en fonction de la souche de champignon utilisée (Cassar, 2016), suivie d’un 

éclairage approprié, le mycélium colonisera le substrat ou le compost en se nourrissant 

des différents nutriments proposés (Taithe, 2016). 

Ø Fructification : A l’image de la culture ancestrale la fructification nécessite des stress 

d’origine mécanique et thermique lorsque le mycélium s’est correctement développé 

(Taithe, 2016). 
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1.5 Conservation 

Pour pouvoir conserver plus longtemps le Shiitake et bénéficier de sa saveur tout au long de 

l’année, plusieurs méthodes de conservation sont utilisées : le séchage, la congélation, la 

conservation par le vinaigre ou par l’huile. 

1.5.1 Séchage 

Il permet de diminuer la teneur en eau dans le champignon et s’effectue dans un endroit sec et 

bien aéré. Les chapeaux sont disposés les uns à côté des autres sur une plaque en inox sans trop 

de contact entre eux. L’opération peut durer quelques jours. Après cette étape, le produit séché 

est mis dans des bocaux en verre hermétiques, et conservé dans un endroit sec en évitant 

l’humidité qui est source de développement de moisissures. 

La lyophilisation peut être aussi utilisée du point de vue industriel. Elle consiste à congeler 

d’abord le champignon dans une chambre froide puis procéder à la déshydratation par 

sublimation (Taithe, 2016). 

1.5.2 Congélation 

Le lentin du chêne peut être congelé cuit ou cru. Mais si c’est le Shiitake cuit, il doit être 

préalablement cuit quelques minutes dans de l’huile (Taithe, 2016). 

A grande échelle, le champignon doit être brusquement mis à -40°C et maintenus, tout au long 

de la conservation, dans une chaîne de froid à -18°C. 

1.5.3 Dans le vinaigre  

Avant tout, les champignons doivent être ébouillantés quelques minutes dans de l’eau  

vinaigrée, puis  égouttés et placés dans un récipient hermétique en verre stérilisé. Pour éviter 

l’apparition des bulles d’air, il est nécessaire de compléter le contenant par du vinaigre, avant 

la fermeture (Taithe, 2016). 

1.5.4 Dans l’huile 

Cette technique est identique à la conservation du Shiitake dans le vinaigre. Seulement, dès 

après l’égouttage, le contenant est rempli par des huiles comme d’huile d’olive, de tournesol ou 

bien de colza (Taithe, 2016). 
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2 Chapitre II : Propriétés biologiques 

2.1 Activité antioxydante 

Le Shiitake est un champignon cultivé et utilisé dans le monde depuis des millénaires, non pas 

uniquement pour ses qualités culinaires mais également pour ses vertus médicinales et 

thérapeutiques (Greeshma et al., 2016 ; Grotto et al., 2016 ; Kupcová et al., 2018) qui 

reposent sur de nombreuses substances actives comme, l’ergostérol, l’éritadénine, le lentinane 

et l’ergothioneine (Enman  et al., 2007 ; Alemu, 2014). En raison de ces molécules, les 

scientifiques attribuent au Shiitake d’innombrables propriétés bénéfiques contre les grandes 

pathologies actuelles.  

Parmi ses propriétés biologiques les plus connues (Figure 7), on peut citer : les propriétés 

hypocholestérolémiantes, hypoglycémiantes, anti-inflammatoires, anticancéreuses, 

antimicrobiennes, antioxydantes, et antitumorales (Chihara et al., 1970a ; Gao et al., 2005 ; 

Borchers et al., 1999 ; Wasser & Weis, 1999 ; Wasser, 2002 ; Grotto et al., 2016 ; Diallo et 

al., 2017a ; Diallo et al., 2017c). 

 

Figure 7 : Les activités biologiques connues du shiitake (Bisen et al., 2010) 

2.1.1 Bref rappel du stress oxydant 

2.1.1.1 Espèces réactives de l’oxygène (ERO) et leurs origines 

Lors des processus physiologiques, l’organisme produit en permanence des espèces réactives 

de l’oxygène (ERO) qui sont capables de jouer un rôle important dans la signalisation cellulaire 
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(Migdal et Serres, 2001 ; Morel et al., 2018) et le système immunitaire (Rathore et al., 2017). 

Ces ERO sont soit des radicaux libres comme l’anion superoxyde (O2
-) (Haleng et al., 2007), 

et le radical hydroxyle (OH•), soit des molécules à savoir : le peroxyde d’hydrogène (H2O2), 

l’hydroperoxyde (ROOH) ou l’oxygène singulet (1O2) (Bakasso, 2009 ; Ighodaro et Akinloye, 

2018 ; Islam et al., 2019).  

Elles sont  issues des différents mécanismes physiologiques tels que la chaine respiratoire 

mitochondriale et l’intervention du complexe enzymatique NADPH oxydase des cellules 

phagocytaires (Migdal et Serres, 2001 ; Forrester et al., 2018). La production des espèces 

radicalaires peut provenir également de notre mode de vie (tabagisme, alcoolisme, obésité, 

mauvaises habitudes alimentaires, exercice physique inexistant), des irradiations ou de la 

pollution (figure 8) (Migdal et Serres, 2001 ; Islam et al., 2019). A long terme, ces ERO vont 

surpasser les défenses antioxydantes de l’organisme et conduire au stress oxydatif.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Différents facteurs du stress oxydatif (Islam et al., 2019) 
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2.1.1.2 Conséquence du stress oxydatif 

Le déficit en antioxydant et/ou la surproduction et la non maitrise des ERO n’est pas sans 

conséquences néfastes dans l’organisme, car elle aboutit souvent à un stress oxydatif qui est  

défini comme un déséquilibre entre le système antioxydant et la production d’oxydants (ERO) 

(Gutteridge, 1993 ; Delattre et al. 2005). Le principal danger de ces molécules oxygénées 

vient du fait des dommages qu’elles causent aux différents composants cellulaires tels que les 

lipides, les protéines l’ADN etc... , la dégradation des cellules et des tissus (Favier, 2003 ; 

Sanchez, 2017 ; Ighodaro et Akinloye, 2018). 

 Hormis ces effets délétères dans tout l’organisme (Evans & Halliwel, 1999; Valko et al., 

2004), le stress oxydant est largement impliqué dans le vieillissement et dans l’apparition de 

certaines pathologies (figure 9) telles que le cancer, le diabète, l’athérosclérose, l’ostéoporose, 

les accidents vasculaires cérébraux (AVC), les maladies neurodégénératives et les maladies 

inflammatoires (Haleng et al., 2007 ; Rahman et Choudhury, 2012 ; Avci et al., 2014 ; 

Sanchez, 2017 ; Forrester et al., 2018). 

 

Figure 9 : Conséquences du stress oxydatif (Favier, 2006 ; Tan et al., 2018) 

2.1.1.3 Les systèmes antioxydants de l’organisme 

Les antioxydants sont des substances qui sont capables de ralentir ou d’inhiber l’oxydation d’un 

substrat oxydable en agissant à faible concentration. Alors, pour se protéger des effets délétères 

des EOR, l’organisme dispose d’un ensemble complexe de défense antioxydante qu’on peut 

diviser en 2 systèmes. 
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a) Les systèmes enzymatiques 

Il existe plusieurs molécules enzymatiques endogènes majoritaires dans l’organisme pouvant 

lutter contre les ERO. Il s’agit de la superoxyde dismutase capable de contribuer à la 

dismutation de l’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogène et en oxygène moléculaire 

(Ighodaro et Akinloye, 2018) ; la catalase destinée à catalyser la transformation du  peroxyde 

d’hydrogène en eau et en oxygène moléculaire et la glutathion peroxydase, qui  détoxifie le 

peroxyde d’hydrogène et d’autres hydroperoxydes (Kozarski et al., 2015b ; Ighodaro et 

Akinloye, 2018 ; Islam et al., 2019).  Ce systéme est considéré comme la première ligne de 

défense de l’organisme contre le stress oxydant. 

b) Les systèmes non enzymatiques 

Ils sont généralement apportés par l’alimentation. Ce sont les caroténoïdes, les oligo-éléments 

(cuivre, zinc, sélénium, magnésium et manganèse), les polyphénols ainsi que les vitamines A, 

C et E (Favier, 2003 ; Haleng et al., 2007 ; Fofana, 2011 ; Islam et al., 2019). Ces 

antioxydants agissent en bloquant ou inhibant à la fois la formation et la propagation des 

radicaux libres (Shah et Modi, 2015). A cela s’ajoute les antioxydants synthétiques, notamment 

le butyl-hydroxy-toluène (BHT), le butyl-hydroxy-anisole (BHA) et  le tertio-

butylhydroquinone (TBHQ) utilisés comme additifs depuis des années dans l’industrie 

alimentaire comme inhibiteurs potentiels de l’oxydation des lipides (Sajon et al., 2018). 

2.1.2 Shiitake et activité antioxydante   

Il arrive souvent que l’organisme ne soit pas à lui seul capable de lutter ou de prévenir les 

dommages causés par le stress oxydatif (Ganeshpurkar et al., 2010 ; Finimundy et al., 2014). 

Alors recourt peut être fait aux produits naturels de diverses origines : bactériennes, fongiques 

et végétales (Ngo, 2011 ; Coste, 2015 ; Carmona, 2016 ; Castan, 2016 ; Piatte, 2016) qui 

renferment des molécules bioactives  connues pour leurs capacités à neutraliser les radicaux 

libres et éviter les dommages oxydatifs. Certains champignons comme le Shiitake en raison de 

sa teneur en composés phénoliques et autres molécules à haute activité biologique, fait l’objet 

de nombreuses études concernant son potentiel antioxydant (Kitzberger et al., 

2007 ; Chowdhury et al., 2015 ; Acharya  et al., 2015 ; Diallo et al., 2017b). 

Plusieurs études in vitro attribuent à ce champignon la capacité d’inhiber ou de ralentir la 

production des radicaux libres et de protéger les lipides contre la peroxydation en raison de son 

contenu en molécules antioxydantes (Cheung  et al., 2003 ; Kitzberger et al., 2007 ; Mujić et 
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al., 2010 ; Zhang et al., 2013 ; Acharya  et al., 2015). Parmi ces molécules antioxydantes on 

peut citer : l’ergostérol, l’ergothioneine et les acides phénoliques (Shao et al., 2010 ; Benson 

et al., 2012 ; Heleno et al., 2015 ; Carneiro et al., 2013). 

L’activité antioxydante des molécules phénoliques issues du Shiitake s’explique par leur 

capacité à donner un atome d’hydrogène au radical libre ou à chélater les ions métalliques 

impliqués dans la formation des radicaux (Choi et al., 2016 ; Diallo et al., 2017b). D’ailleurs, 

les travaux de Cheung et al., (2003) ont montré une corrélation positive entre l’activité 

antioxydante et le contenu en polyphénols de Lentinula edodes. 

Une diversité des extraits du Shiitake (aqueux, alcoolique, hydro-alcoolique, éther 

diméthylique…) a été testé dans l’étude de son pouvoir antioxydant (tableau 7). La majeure 

partie des études porte sur ses extraits aqueux et alcooliques (Cheung et al., 2003 ; Ramirez-

Anguiano et al., 2007 ; Zhang et al., 2013 ; Khaud et Joshi, 2016 ; Choi et al., 2016 ; de 

Melo Macoris et al., 2017). S’agissant de leur efficacité, les extraits polaires présentent la plus 

forte activité contre les radicaux DPPH (diphényl-picryl-hydrazyl), hydroxydes et superoxydes 

avec un effet chélateur des ions ferreux très puissant (Mujic et al., 2010 ; Kozarski et al., 

2012 ; Ferrari et al., 2012 ; Da Silva et al., 2011 ; Diallo et al., 2019). Cependant, les extraits 

aqueux semblent être plus efficaces dans le test de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) 

(Boonsong et al., 2016 ; Diallo et al., 2019). Des polysaccharides purifiés à partir du Shiitake 

ont été aussi utilisés par certains auteurs ; ils ont montré un effet inhibiteur sur les radicaux 

hydroxyles, superoxydes et sur les métaux pro-oxydants (Chen et al., 2012).  

Plusieurs méthodes (DPPH, FRAP, inhibition de la peroxydation lipidique, chélation des 

métaux, ABTS) ont été utilisées pour l’étude du potentiel antioxydant du Lentinula edodes, 

mais pratiquement peu parmi elles ont abordé l’étude de l’activité antioxydante du Shiitake 

avec la méthode d’ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity),  (Ramirez-Anguiano et al., 

2007 ; Kalyoncu et al., 2010 ; Kozarski et al., 2012 ; Shah et Modi, 2015 ; Diallo et al., 

2019). 

Selon les recherches de Shah et Modi. (2015) sur des extraits aqueux du mycélium du 

champignon, la méthode du DPPH est préférable par rapport au FRAP et  à l’ABTS à cause du 

pourcentage des radicaux inhibés, de sa reproductibilité et de sa rapidité (Shah et Modi, 2015). 

A 1 mg/ml, environ 30 % des radicaux libres ont été inhibés, cependant pour l’ABTS, 

uniquement 21,66 % des radicaux ont été inhibés à la même concentration (Shah et Modi, 

2015). Les résultats des tests étant exprimés à des unités différentes, il est difficile de faire une 
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comparaison entre les études et les méthodes utilisées dans l’investigation de l’activité 

antioxydante du Shiitake. 

Parmi les méthodes de conditionnement du champignon (séchage) avant extraction des  

molécules antioxydantes, les résultats sont controversés. Choi et al. (2006) ont démontré que 

le contenu polyphénolique et les activités antioxydantes des extraits augmentent à mesure que 

la température de chauffage et le temps augmentaient. Par contre une étude de Zhang et al. 

(2009) montre que la lyophilisation est plus efficace par rapport aux autres méthodes de séchage 

pour préserver les propriétés antioxydantes du Shiitake. Le séchage thermique (séchage au four 

à micro-ondes, au four et au soleil) entraîne quant à lui  des baisses significatives de son pouvoir 

antioxydant et de la teneur des composés phénoliques. 

Par ailleurs, des recherches se sont orientées sur la différence entre le mycélium et le sporophore 

du Lentinula edodes du point de vue activité antioxydante. Les résultats révèlent que le 

sporophore possède une capacité antioxydante (DPPH et peroxydation lipidique) 

significativement plus importante que celle du mycélium. Par contre, la teneur en composés 

phénoliques reste plus élevée dans le mycélium que chez le sporophore (Reis et al., 2012b). 

Tableau 7 : Les extraits et les méthodes utilisés dans l’étude de l'activité antioxydante de 

Shiitake



 

 

Extraits utilisés Concentrations  Méthodes Résultats Auteurs 

Hydro-alcoolique - DPPH et ABTS 

L'effet du traitement thermique du Shiitake sur les changements dans 

l'activité antioxydante globale de l'extrait du champignon a été étudié.  Les 

résultats ont montré que le contenu polyphénoliques et les activités 

antioxydantes des extraits ont augmenté à mesure que la température de 

chauffage et le temps augmentaient.  

Choi et 

al., 2006 

- Aqueux 

- Hydro-alcoolique 

- Diméthyle éther 

500 μg/ml 

DPPH,  

Reducing power 

Chélation des métaux 

Inhibition  OH et O2
- 

Parmi les trois (3) extraits utilisés (aqueux, hydro-alcoolique, et ether 

diéthylique), l’étude montre que l’extrait hydro-alcoolique présente la plus 

forte activité de piégeage des radicaux DPPH et de piégeage des radicaux 

superoxydes et un effet chélateur des ions ferreux  plus important à 500 

μg/ml. Par contre, la teneur en TPC  et le FRAP sont plus considérables 

dans l’extrait aqueux 

Boonsong 

et al., 2016 

Aqueux 
0,25 - 4mg/ml 

  

OH, O2- et Fe2+ 

  

Les polysaccharides extraits et purifiés à partir du Shiitake possèdent  une 

activité antioxydante ayant un effet puissant sur les radicaux hydroxyles, 

superoxyde  et sur les métaux pro-oxydants. 

Chen et 

al., 2012  

Hydro-alcoolique - DPPH 

La lyophilisation est  meilleure par rapport aux autres méthodes de séchage 

pour préserver les propriétés antioxydantes du Shiitake. Le séchage 

thermique (séchage au four à micro-ondes, au four et au soleil)  entraîne 

quant à lui à des baisses significatives du TPC, du TAC et du DSA. 

Zhang et 

al., 2009 



 

 

Extraits utilisés Concentrations  Méthodes Résultats Auteurs 

Aqueux 0,5 - 1 - 2 – 5 DPPH, ABTS et FRAP 

Le but de l'étude consistait à comparer trois méthodes 

spectrophotométriques (DPPH, ABTS et FRAP) de détermination de 

l'activité antioxydante du Lentinula edodes. A toutes les concentrations 

testées, la méthode de DPPH montre un pourcentage d’inhibition des 

radicaux significativement plus importante que celui d’ABTS et de FRAP. 

 Shah et 

Modi, 

2015 

Méthanolique 4,9 DPPH et FRAP  
Une activité antioxydante avec un EC50 = 4,99 mg/ml, 124,50 µmol de 

trolox/100g du poids sec respectivement pour le DPPH et le FRAP. 

Yildiz et 

al., 2015 

Méthanolique - 

DPPH,  

Reducing pawer,  

β-carotène  

peroxydation lipidique 

Tous les extraits du Lentinula edodes montrent une faible activité pour les 

quatre (4) tests antioxydants avec des EC50 nettement supérieurs à 3mg/ml. Heleno et 

al., 2015 

ü Aqueux 

ü Alcoolique 

ü Hydro-

alcoolique 

  
DPPH et 

 β-carotène 

A 0.5 à 2mg/ml, les extraits hydro-alcooliques montent un pouvoir 

inhibiteur des radicaux libres du DPPH plus élevés que les autres extraits. 

S’agissant de la peroxydation lipidique (système β-carotène /acide 

linoléique), les extraits hydro-alcooliques et alcooliques sont plus actifs que 

ceux aqueux et cette activité n’est observée qu’à partir de 4mg/ml. 

Da Silva 

et al., 2011 

Méthanolique EC50 
DPPH et Peroxydation 

lipidique 

Les résultats ont prouvés que le sporophore possède une capacité 

antioxydante (DPPH et lipide peroxydation) significativement plus 

importante que celle du mycélium. Par contre, la teneur en composés 

phénoliques reste plus élevée dans le mycélium que  chez le sporophore. 

Reis et al., 

2012b 



 

 

Extraits utilisés Concentrations  Méthodes Résultats Auteurs 

Méthanolique 
400; 600 et 800 

μg/ml 
DPPH 

Les extraits du Shiitake présentent une activité de piégeage des radicaux 

libres dose dépendante. Par exemple à 800 µg/ml, le pourcentage 

d’inhibition des radicaux libres est de 24,3% 

Fu et al., 

2002 

Méthanolique 
350 ; 1000 et 

1500 μg/ml 
DPPH 

Une activité antioxydante appréciable avec une valeur de EC50 égale à 1,25 

mg / ml. 

Acharya 

et al., 2015 

Aqueux  - 

DPPH 

Ferric Reducing power 

Peroxydation lipidique 

Chélation ions ferreux 

 

 

Les activités antioxydantes l’extrait de polysaccharides du Shiitake utilisé 

dans les applications médicinales a été évalué à travers  quatre (4) méthodes  

différentes. Les résultats de l'étude indiquent l’extrait de polysaccharides 

du Shiitake est un véritable inhibiteur des radicaux du DPPH avec un EC50 

< 0,1. Ils ont aussi une action sur la peroxydation lipidique, la chélation des 

ions ferreux et la réduction des ions ferriques en ion ferreux avec  un EC50 

respectivement de 8,12 ; 8,26 et 5,37. 

Kozarski 

et al., 2012 

Acétone-Eau  

DPPH 

ORAC 

FRAP 

Les résultats montrent que la cuisson influence le pouvoir antioxydant  du 

shiitake. 
Kettawan 

et al., 2011 

Aqueux 2 ; 4 et 8 mg/ml 
DPPH 

ABTS 

L’activité antioxydante d'extraits aqueux de Shiitake a été évaluée en 

utilisant les radicaux DPPH et ABTS. Les extraits ont montré une capacité 

relativement forte à piéger les deux radicaux à 2-8 mg/ml.  

Kupcová 

et al., 

2018 
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2.2 Activité anti-inflammatoire 

2.2.1 Rappel sur l’inflammation 

Les barrières anatomiques et physiologiques à savoir la peau et les muqueuses forment une 

barrière physique qui protège efficacement l’organisme des agressions extérieures. Cette 

barrière est parfois franchie par des corps étrangers suite à une blessure, une brulure, une attaque 

microbienne, virale ou fongique ou un dysfonctionnement des cellules de l’organisme. En se 

faisant, l’organisme fait recours à des acteurs capables de combattre l’ennemi. En effet, les 

cellules de l’immunité qui sont en garde détectent automatiquement l’envahisseur et une série 

des réactions biochimiques est déclenchée pour empêcher l’agent agresseur de se propager en 

lançant une réparation. C’est l’inflammation ou réaction inflammatoire. 

L’inflammation est donc une réaction de défense immunitaire de l’organisme qui se met en 

place suite à une menace, à une agression d’origine physique, chimique ou biologique dans le 

but de maintenir son intégrité (Geng et al., 2014 ; Haioun et Zohra, 2015 ; Du et al., 2018). 

Elle est souvent suivie par une dilatation des vaisseaux sanguins permettant la migration de 

cellules et de certaines molécules du sang vers les tissus où l'agression a été localisée, favorisant 

ainsi rougeur, chaleur, œdème et douleur (Pacheco-Sanchez et al., 2006 ; Geng et al., 2014). 

C’est la première ligne de défense de l’organisme. 

2.2.2 Mécanismes cellulaires et moléculaires de l’inflammation 

Les premières cellules immunitaires à entrer en jeux sont les mastocytes, les cellules 

dendritiques et les macrophages tous appelés cellules sentinelles résidentes. A celles-ci 

s’ajoutent les plaquettes et les lymphocytes (Crea & Biasucci, 2012 ; Newton & Dixit, 2012; 

Hirayama et al., 2017). Ces cellules possèdent à la surface de leur membrane des récepteurs 

appelés PRR (Pathogen Recognition Receptors) notamment les TLR (Toll like receptors)  

capables de reconnaitre le type d’agresseur. Quant aux bactéries, elles sont munis des motifs 

PAMP (Pathogen Associated Molecular Patterns) qui sont immédiatement reconnus par les 

PRR dès qu’elles pénètrent dans les tissus (Normand, 2009 ; Patel et al., 2017 ; Newton & 

Dixit, 2012 ; Liu et al., 2017 ; Amarante-Mendes et al., 2018)  Cette reconnaissance conduit 

à l’activation des cellules résidentes et va initier la réaction inflammatoire (Sterka et al., 2006 

; Rubartelli et al., 2007 ; Medzhitov, 2008). 

On assiste ainsi à une libération des médiateurs inflammatoires véritables signaux d’alerte pour 

l’ensemble du système immunitaire (IL-1, TNFα..). Certains médiateurs comme l’histamine et 



 

 

43 

la sérotonine sécrétés par les mastocytes agissent sur la paroi des vaisseaux sanguins 

augmentant ainsi la vasodilatation et la perméabilité des vaisseaux à proximité des zones lésées 

(Nathan, 2002). Cela facilite le passage des polynucléaires (granulocytes et monocytes) du 

milieu sanguin vers les tissus : c’est la diapédèse. Il s’ensuit rougeur, douleur, chaleur et œdème 

caractéristiques principales de la réaction inflammatoire. D’autres médiateurs comme les 

cytokines et les chimiokines émis par les cellules sentinelles (IL-1, IL-6 et le TNFα) peuvent 

recruter d’autres cellules en renfort comme les macrophages qui ont un pouvoir phagocytaires 

leur permettant de neutraliser l’agresseur (Le Thi Thu et al., 2014 ; Patel et al., 2017). 

Cependant, bien qu’efficace, la réponse immunitaire innée n’est pas toujours capable d’éliminer 

les agents pathogènes l’agent agresseur peut persister et dans ce cas, il se fait aider par le 

système immunitaire adaptatif grâce à l’activation des lymphocytes (Normand, 2009 ; Scrivo 

et al., 2011). 

Idéalement, l’inflammation est un processus physiologique souhaité et bénéfique pour 

l’organisme car, elle permet de combattre, d’éliminer l’agent pathogène et un retour à 

l’homéostasie des tissus endommagés (Medzhitov, 2008 ; Hajjaj, 2017). Il arrive souvent que 

l’inflammation soit mal contrôlée, non régulée et qu’elle dégénère, dans ce cas, elle peut 

conduire à des pathologies comme la polyarthrite rhumatoïde et la maladie de Crohn. C’est 

l’inflammation chronique (Pacheco-Sanchez et al., 2006 ; Alessandri et al., 2013 ; Hajjaj, 

2017).  

Un grand nombre de substances sont impliquées dans le processus inflammatoire. Il s’agit entre 

autres des cytokines pro-inflammatoires (TNFα, l’IL-1 et l’IL-6), des prostaglandines (PGs) et 

de l'oxyde nitrique (NO),  mais aussi de  plusieurs types de cellules, dont les neutrophiles, les 

monocytes, les macrophages, les mastocytes et les lymphocytes T, jouant également un rôle 

important (Revillard, 2001 ; Kapoor et al., 2005 ; Xiaojuan Xu et al., 2012). Toutes ces 

molécules sont obligées de jouer une action synergique efficace et complexe pour que la 

réaction inflammatoire remplisse toutes ses fonctions de protection. Dans le cas contraire, la 

réaction inflammatoire pourrait dépasser ses objectifs et devenir délétère pour les tissus 

favorisant ainsi l’apparition de différentes pathologies (Revillard, 2001 ; Garcia-Moll & 

Kaski, 2005 ; Kapoor et al., 2005 ; Licastro et al., 2005). 

2.2.3 Types d’inflammation 

2.2.3.1 L’inflammation aigue 

C’est une réponse inflammatoire immédiate suite à une agression par un agent pathogène, de 

courte durée et d’installation brutale. Dans les conditions normales, l’inflammation aigue guérit 
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spontanément ou avec un traitement. Par contre, des séquelles de la réaction peuvent exister si la 

destruction a été significative (Haioun et Zohra, 2015). Elle évolue en 3 phases qui sont : 

Ø La phase vasculaire : Elle commence par une vasoconstriction de courte durée causée 

par l’action du système sympathique, et est très rapidement ressentie puisque 

douloureuse. Cette douleur s’explique par la libération d’histamine, de sérotonine, des 

prostaglandines et de kinine. L’excitabilité des terminaisons nerveuses en est la 

conséquence et va conforter le processus douloureux (Bony, 2010 ; Haioun et Zohra, 

2015). La vasoconstriction est suivie d’une vasodilatation des vaisseaux, ce qui entraine 

une augmentation de la viscosité et de l’élévation de la perméabilité vasculaire, facilitant 

ainsi l’afflux des cellules dans le foyer inflammatoire. La diapédèse s’ensuit, après 

l’adhérence des cellules à la paroi endothéliale des vaisseaux sanguins (Hajjaj, 2017). 

Ø La phase cellulaire : Correspond à l’arrivée au foyer inflammatoire des leucocytes. Elle 

débute avec les polynucléaires neutrophiles, qui sont remplacés progressivement par les 

cellules mononuclées, principalement les macrophages. La libération d’enzymes 

hydrolytiques des polynucléaires et le pouvoir phagocytaire des macrophages 

permettent la destruction de l’agent pathogène (Hajjaj, 2017). 

Ø La phase de résolution : C’est la phase de l’élimination du pathogène, des neutrophiles 

morts et des produits de la dégradation tissulaire, donc du retour à l’homéostasie. Les 

macrophages vont alors secréter des cytokines (IL-4 et IL-10), des fibroblastes et des 

médiateurs qui vont induire la phase de cicatrisation et de régénération tissulaire 

douloureuses (Carip, 2010; Mebirouk, 2017).  

2.2.3.2 L’inflammation chronique 

L’inflammation chronique correspond à la persistance de l’agent pathogène à cause de l’échec 

de la réponse inflammatoire aigue ou d’une réponse inappropriée (Hajjaj, 2017). La balance 

entre les molécules pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, IL-8, et TNFα) et anti-inflammatoires (IL-

10, IL-4, IL-13 et TGFβ) est perturbée (figure 10), ce déséquilibre conduisant à des nombreuses 

pathologies et à la destruction des tissus enflammés (Mebirouk, 2017). 
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Figure 10 : Déséquilibre entre molécules pro et anti-inflammatoires (Mebirouk, 2017). 

2.2.4 Les médiateurs inflammatoires 

Le processus inflammatoire implique une diversité de molécules appelée médiateurs 

inflammatoires. Parmi elles, on peut citer : les cytokines, l’oxyde nitrique, les médiateurs 

lipidiques et même des radicaux libres oxygénés. 

2.2.4.1 Les cytokines 

Les cytokines sont des molécules protéiques de faible poids moléculaires appartenant à la 

famille des messagers solubles. Elles sont produites par plusieurs cellules du système 

immunitaire principalement par les macrophages et les mastocytes en réponse à divers stimuli 

(Liu et al., 2017). Une même cytokine peut être produite par différents types cellulaires et  est 

capable d’agir sur plusieurs cibles différentes. La diversité de leurs sources et de leurs cibles, 

ainsi que leurs nombreuses interactions entre elles permettent de parler de réseau de cytokines. 

Ces molécules jouent plusieurs rôles dans la réponse inflammatoire, notamment l'activation de 

l'endothélium et des leucocytes, l'induction de la réponse en phase aiguë et la stimulation des 

terminaison nerveuses tissulaires pour informer le système nerveux de l’évolution de 

l’inflammation (Medzhitov, 2008 ; Carip, 2010 ; Patel et al., 2017; Yahfoufi et al., 2018). 

Il existe des cytokines inflammatoires qui amplifient et entretiennent l’inflammation. Elles 

orchestrent une cascade de médiateurs qui contribuent directement au processus inflammatoire. 

Ce sont par exemple l’IL-1, IL-6, TNFα, IFNγ (Adib-Conquy & Cavaillon, 2012 ; Mao et al. 

2018) et les cytokines sécrétées par les lymphocytes Th17 : IL-17 et IL-22. Parallèlement à ces 

molécules, il y’a des cytokines anti-inflammatoires (cytokines impliquées dans l’inhibition de 

la production des cytokines pro-inflammatoires en s’opposant aussi à leurs effets délétères) 
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comme l'IL-4, l'IL-10, le TGFβ et l’IL-1ra (IL-1 receptor antagonist) (Le Thi Thu, 2014 ; 

Wojdasiewicz et al., 2014). 

Dans la section suivante, nous nous intéresserons uniquement au TNFα qui a fait l’objet d’un 

dosage dans cette thèse.  

v Le Tumor Necrosis Factor alpha (TNFα) 

Le TNFα est la première cytokine produite par les cellules activées du système immunitaire 

notamment les macrophages, les mastocytes, les lymphocytes T lors de la réaction 

inflammatoire. Découverte depuis 1975 par des chercheurs américains, le TNFα est synthétisé 

sous la forme d’un précurseur protéique inactif, ancré dans la membrane plasmique. Cette forme 

inactive va être clivée par l’enzyme TACE (TNF alpha converting enzyme) qui va libérer la 

forme biologique active du TNFα. Cette cytokine agit en se fixant sur deux types de récepteurs 

à savoir : TNF-R1 (appelé p55) et TNF-R2 (appelé p75) (Paquet, 2010 ; Madore, 2013 ; 

Wojdasiewicz et al., 2014). Le TNF-R1 est le plus abondamment exprimé et est indexé comme 

étant la principale voie de signalisation permettant la médiation des effets délétères du TNFα, 

alors que le TNFR2 joue un rôle de protection (Laviollle & Bellissant, 2006). 

Le TNFα participe à une large gamme d’activités biologiques dont entre autres : 

Ø le recrutement  des globules blancs (neutrophiles, éosinophiles et monocytes) vers le 

lieu de l’infection ; 

Ø l’activation du potentiel microbicide des phagocytes permettant d’éliminer 

l’agresseur ; 

Ø la stimulation de la production  de certaines cytokines telles que l’IL-1 et l’IL-6. 

Au cours de ce processus inflammatoire, il arrive souvent que la production du TNFα soit 

exagérée et non maitrisée par l’organisme, cela peut poser  divers effets chez l’hôte  ce qui peut 

conduire à des œdèmes généralisés, des dommages tissulaires,  des effets cytotoxiques et un 

choc septique souvent fatal qui se caractérise par une hypotension (Laviollle & Bellissant, 2006 

; Adib-Conquy & Cavaillon, 2012). Le TNF-α est un acteur impliqué dans la physiopathologie 

de l’insuffisance cardiaque chronique, de l'athérosclérose, ainsi que la polyarthrite rhumatoïde 

(Laviollle & Bellissant, 2006; Scrivo et al., 2011). Il a aussi sa part dans le désordre métabolique 

(diabéte de type 2, insuffisance rénale et obésité) et le développement de la maladie de Crohn 

(Clemenzi et al., 2018). 

2.2.4.2 L’oxyde nitrique (NO) 

L’oxyde nitrique est un médiateur inflammatoire produit par les macrophages, les cellules 

endothéliales et neuronales suite à une réponse à divers stimuli. Il est un des éléments 



 

 

47 

participant à la régulation de bon nombre de processus physiologiques et physiopathologiques 

de l’organisme. C’est une molécule instable, qui se transforme rapidement en nitrite et nitrate 

dans la cellule (Guzik et al., 2003 ; Korhonen et al., 2005 ; Choi et al., 2018). Contrairement 

au TNFα, le NO ne possède pas de récepteurs cellulaires, mais il peut agir sur sa cellule cible 

de manière autocrine (NO endogène) ou paracrine (NO exogène) (Douguet, 2015). 

Le NO est synthétisé à partir d’un acide aminé appelé L-arginine. Cette réaction s’effectue par 

l’action de l’enzyme oxyde nitrique synthétase (NOS) en présence d’oxygène moléculaire, de 

nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH), de la flavine et d’autres enzymes 

(Bogdan, 2015 ; Choi et al., 2018). 

Parlant de la NOS, trois (3) isoformes sont connus à ce jour et sont largement décrits dans la 

littérature, ce sont : la NOS neuronale ou NOS1, présente principalement  dans les cellules 

nerveuses et agit comme neurotransmetteur. La NOS inductible ou NOS2 produite par les 

macrophages et les neutrophiles activés, il est un agent cytotoxique contre les bactéries et les 

cellules tumorales et enfin la NOS endothéliale ou NOS3, exprimée par les cellules 

endothéliales et est considéré comme un véritable régulateur de la pression sanguine en 

empêchant l’agrégation plaquettaire à la surface endothéliale et induit une relaxation des 

muscles (Guzik et al., 2003 ; Hussain et al. , 2008). 

La NOS neuronale et NOS endothéliale sont des enzymes constitutives. Elles produisent de 

faibles quantités de NO tandis que la NOS inductible permet de produire des quantités de NO 

plus importantes (Hussain et al. , 2008 ; Douguet, 2015). 

Lorsque la production du NO par les cellules du système immunitaire spécialisées est maitrisée 

et bien régulée, il joue un rôle bénéfique pour l’organisme en se comportant comme un véritable 

médiateur pro-inflammatoire (Pacheco sanchez, 2006). Il induit un effet cytotoxique puissant 

contre les bactéries, les champignons et les virus. Il participe au recrutement des neutrophiles 

et provoque également une relaxation des muscles (Guzik et al., 2003 ; Korhonen et al., 2005 

; Dahboul, 2013).  

Par contre, à des taux élevés de NO, il possède des effets néfastes vis-à-vis des cellules de 

l’organisme allant de la cytotoxicité à des lésions cellulaires conduisant à la mutagenèse. 

L’oxyde nitrique réagit avec l’oxygène et l’anion superoxyde (O2
-) pour former des espèces 

réactives de l’azote comme les peroxynitrite (ONOO-) qui est un puissant agent oxydant 

provoquant ainsi un stress oxydatif  qui conduit à des dommages de l’ADN à de l’altération des 
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molécules protéiques et des lipides. D’où son implication dans des pathologies telles que : le 

cancer, le diabète les maladies auto-immunes, neurologiques et cardiovasculaires (Scrivo et al., 

2011). 

2.2.4.3 Les médiateurs lipidiques 

Les médiateurs de l’inflammation ont des effets biologiques et des origines diverses (tableau 

8). Ces médiateurs sont produits par les macrophages, les mastocytes et les cellules 

endothéliales. Ils sont dérivés des phospholipides des membranes cellulaires via la 

phospholipase, et comprennent pour la plupart des métabolites de l’acide arachidonique 

(Ricciotti & FitzGerald, 2011 ; Takeuchi & Amagase, 2017 ; Yahfoufi et al., 2018). 

Il existe deux principales voies métaboliques de l'acide arachidonique : 

a) Voie de la cyclooxygénase qui conduit aux principaux médiateurs lipidiques suivants :  

ü thromboxane A2 : un puissant agrégant plaquettaire et vasoconstricteur ;  

ü prostacyline : un antiagrégant plaquettaire (par inhibition de la synthèse du 

thromboxane) et vasodilatateur ; 

ü  prostaglandines PGD2, PGE2, etc..: Ces médiateurs jouent parfois des rôles 

variables  et  antagonistes dans le processus inflammatoire, car ont le pouvoir de 

limiter la production du TNF.  Ils sont connus pour leurs implication dans 

l’agrégation plaquettaire, la neurotransmission et dans les réactions vasculaires 

causant ainsi douleur et fièvre (Carip, 2010 ; Gomez et al., 2013).   

b) Voie de la lipoxygénase : Elle conduit à la formation des leucotriènes, qui ont une 

action chimiotactique et vasoconstrictrice. 

 

 

 

 

Tableau 8 : Résumé succinct des effets biologiques et origines des principaux médiateurs de 

l’inflammation 

Médiateurs Origine Effets biologiques 

Histamine 

Mastocytes, 

Basophiles, 

Plaquettes 
 

Vasodilatation, augmentation de la 

perméabilité vasculaire, activation 

endothéliale et douleur  

Cytokines (IL-1, IL-6) Macrophages  
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Médiateurs Origine Effets biologiques 

Mastocytes  et 

neutrophiles 

Activation endothéliale, diapédèse 

Cytokines IL-4, IL-10 

Macrophages 

Mastocytes  et 

neutrophiles 

Inhibition de la production des 

cytokines pro-inflammatoires et 

leurs effets délétères 

Tumor necrosis factor α 

(TNFα) 

Macrophages  et 

Mastocytes 

Recrutement  des globules blancs, 

diapédèse, effet microbicide et 

élimination de l’agent pathogène 

Oxyde nitrique (NO) 
Macrophages  et 

Mastocytes 

Effet cytotoxique sur l’agresseur et 

induction d’effet  cytotoxique et 

relaxation des muscles 

Prostaglandines, 

prostacylines et 

thromboxanes 

Acide arachidonique  

Vasodilatation, augmentation 

perméabilité vasculaire, douleur, 

fièvre, agrégation plaquettaire  

2.2.5 Les anti-inflammatoires 

Les anti-inflammatoires sont définis comme étant des substances qui agissent sur la douleur et 

le gonflement qui apparaissent suite à une agression d’un agent pathogènes. Elles bloquent la 

sécrétion ou l’action de certains médiateurs chimiques de l’inflammation (comme les 

prostaglandines) et donc diminuent la sensation de douleur mais aussi l’inflammation (Hajjaj, 

2017 ; Orliaguet et al., 2013). Elles sont utilisées lorsque la réaction inflammatoire se prolonge 

de façon anormale (inflammation chronique) et entraine des dommages aux tissus. Ces 

molécules sont classées en anti-inflammatoires stéroïdiens (cortisone et dérivés), anti-

inflammatoires non stéroïdiens (AINS) et anti-inflammatoires naturels.  

2.2.5.1 Anti-inflammatoires non stéroïdiens 

C’est une des classes thérapeutiques les plus utilisées dans le monde en raison de leurs 

propriétés anti-inflammatoires, antalgique, antipyrétique (contre la fièvre) et antiagrégant 

plaquettaire pour certains (Haioun et Zohra, 2015). C’est une catégorie de médicaments 

renfermant des nombreuses molécules télles que le diclofénac, l’ibuprofène, l’aspirine et 

l’indométacine (Erdogan et al., 2019 ; Hassan et al., 2019 ; Katsinelos et al., 2019). 

Leur mode d’action repose en grande partie sur l’inhibition compétitive, réversible ou non, de 

la cyclooxygénase 1 et/ou 2, enzyme qui permet la production de prostaglandine à partir de 

l’acide arachidonique. Cette propriété commune à tous les AINS conduit à une diminution de 
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la production des prostaglandines (notamment la PGE2 et la PGI2), des prostacylines et des 

thromboxanes, importants médiateurs de l’inflammation (Grandin, 2013 ; Katsinelos et al., 

2019). Malheureusement, ils sont également associés à de nombreux effets délétères car leur 

utilisation prolongée provoque des troubles gastro-intestinaux (comme les saignements 

intestinaux) et le dysfonctionnement plaquettaire (Mebirouk, 2017 ; Capet et al., 2001 ; 

Orliaguet et al., 2013). D’autres effets secondaires comme l’hypertension associée au 

dysfonctionnement rénal ont été également mentionnés  

2.2.5.2 Les anti-inflammatoires stéroïdiens  

Les anti-inflammatoires stéroïdiens constituent une classe des médicaments qui sont des dérivés 

synthétiques de la cortisone (Coutinho et Chapman, 2011). Parmi eux, on peut citer : le 

méthylprednisolone, le bêtaméthasone, la prednisone et la prednisolone (Dworski et al., 1994 ; 

Bourbon et al., 2004 ; Becker, 2013 ; Danielson et al., 2018). Ce sont des puissants anti-

inflammatoires très utilisés doués également de propriétés immuno-modulatrices et 

antiallergiques (Coutinho et Chapman, 2011).  

Parlant de leur mécanisme d’action, les glucocorticoïdes ont, à l’image des AINS, une action 

inhibitrice de la synthèse des prostaglandines qui s’exerce spécifiquement sur la phospholipase 

A2, au début du métabolisme de l’acide arachidonique. Ils ont une action à la fois 

cytoplasmique et génomique, ayant pour conséquences une modulation de la transcription et de 

l’expression des médiateurs (Dejean C et Richard, 2013). 

En effet, les corticoïdes agissent par le biais d’un récepteur qui est composé de 3 domaines 

distincts : le premier domaine fixe les glycoprotéines (partie N-terminale), le second sert à 

l’ancrage du complexe glucocorticoïde- récepteur à l’ADN nucléaire (partie intermédiaire), le 

troisième domaine va activer ou bloquer le promoteur des gènes (partie C-terminale). Ce 

récepteur est localisé dans le cytoplasme des cellules sous forme inactive et lié à un complexe 

protéique dont la « heat-shock protein » HSP 90 (protéine de choc thermique) et des 

immunophilines (proteines faciliatant l’association d’autres proteines) (Dejean C et Richard, 

2013 ; Mitre-Aguilar et al., 2015). Lorsque les glucocorticoïdes se fixent à leur récepteur, ils 

l’activent, ceci induit automatiquement une modification de la conformation du complexe 

protéique (protéines chaperonnes) dans le cytoplasme. Conséquence, migration de l'ensemble 

ligand-récepteur dans le noyau (translocation nucléaire) pour se fixer sur des séquences d’ADN 

spécifiques appelés : les séquences GRE (Glucocorticoid Response Element). Ces séquences 

sont présentes sur le promoteur des gènes de nombreux médiateurs de la réponse inflammatoire 
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(Orliaguet et al., 2013 ; Roquilly et Asehnoune, 2019). Les glucocorticoïdes en se fixant donc 

sur le promoteur des gènes vont soit bloquer l’action des facteurs de transcription nucléaire qui 

jouent un rôle important dans le cadre de la réponse à l’agression tels que NF-ƙB, soit stimuler 

la transcription des gènes (par exemple la lipocortine-1, thymosine,..). En bref, les 

glucocorticoïdes se fixent sur le promoteur des gènes des médiateurs pro-inflammatoires et 

bloquent leur action (Roquilly et Asehnoune, 2019).  

Il est à noter que l’utilisation de  ces corticostéroïdes a des inconvénients. Ils sont bien connus 

pour provoquer l'hyperglycémie, une sensibilité accrue aux infections et des troubles 

psychiatriques (Capet et al., 2001 ; Mebirouk, 2017). 

2.2.5.3 Les anti-inflammatoires naturels 

Les composés phytochimiques issus du règne végétal et fongique sont très nombreux avec une 

gamme variée d’activités biologiques (Dhingra et al., 2018). Certains parmi eux, possèdent 

une activité anti-inflammatoire et ont pour cibles particulières la COX-1 et -2, les lipoxygénases 

(LOX), le NO, la phospholipase A2 (PLA2), etc. Ces molécules présentent un intérêt 

grandissant car elles offrent des avantages par rapport aux anti-inflammatoires classiques, avec 

moins d’effets secondaires (Maroon et al., 2010 ; Mebirouk, 2017 ; Dhingra et al., 2018). 

On trouve parmi les molécules anti-inflammatoires d’origine naturelle, la ciclosporine A, 

composé isolé du champignon Tolypocladium inflatum. Ellel est capable d’inhiber  l'IL-2. La 

curcumine isolée de Curcuma Zongu L. qui montre cliniquement une efficacité comparable à 

celle de la phénylbutazone. L'oléorésine de diverses espèces de Copuiferu L. (Fabaceae), la 

magnoshinine et la magnosaline, isolées des fleurs de Magnolia salicifolia, dont les essais 

pharmacologiques réalisés confirment l'utilisation en médecine traditionnelle des fleurs contre 

l'inflammation chronique des sinus. 

Par ailleurs, au cours de ces dernières années, de nombreux composés pharmacologiquement 

actifs avec une activité anti-inflammatoire ont été isolés aussi à partir d'organismes marins (des 

éponges, des mollusques, des algues, des échinodermes et des bactéries) (Hajjaj, 2017; 

Mebirouk, 2017). 

2.2.6 Shiitake et activité anti-inflammatoire 

Une des stratégies possibles permettant de supprimer l'inflammation, est l'utilisation d’aliments 

possédant des hautes activités biologiques favorisant la production de cytokines anti-

inflammatoires telles que Il-4, Il-10 ou encore Il-13.  A cet effet, les champignons comestibles 

attirent de plus en plus l'attention en tant qu'aliments fonctionnels car ils sont riches en 
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composés à activités anti-inflammatoires (Gunawardena et al., 2014 ; Muszyńska et al., 

2018). 

Parmi ces champignons le Shiitake montre, dans plusieurs études, une activité anti-

inflammatoire satisfaisante à cause de certaines de ses molécules bioactives comme les 

polysaccharides, l’ergostérol et les polyphénols qui inhibent la production de l’oxyde nitrique 

(NO) (Carbonero et al., 2008 ; Xu et al., 2012 ;  Gunawardena et al., 2014). 

Les travaux de Pacheco-Sanchez et al., (2006) sur des cellules RAW 264.7, ont démontré 

clairement l'effet inhibiteur des polysaccharides issus du champignon Collybia dryophila sur la 

production de NO (oxyde nitrique) induite par le LPS (lipopolysaccharide) et IFNγ (interféron 

gamma) chez les macrophages. A 250 µg/ml de l’extrait, 90.5% de la production du NO est 

inhibée. Ces recherches ont permis de démontrer que la diminution de la production de NO 

induite par le LPS et l'IFN chez les macrophages était associée à une diminution de l'expression 

de l'enzyme inductible responsable de la synthèse de NO (iNOS). Cette diminution de 

l'expression d'iNOS observée par Western blot était elle-même associée à une inhibition de 

l'expression de l'ARNm du gène codant pour iNOS (Pacheco-Sanchez et al., 2006). 

D’autres auteurs mentionnent que la diminution de la production du NO pourrait s’expliquer 

par l'inhibition des cyclooxygénases (Zhang et al., 2011 ; Gunawardena et al., 2014). 

En 2012, pour tester les effets anti-inflammatoires du Shiitake, douze sujets humains souffrant 

de douleurs articulaires, ont consommé pendant six semaines un complément alimentaire 

contenant de la L-ergothioneine  (molécule aminée se trouvant dans le Shiitake), 

Après une semaine de traitement, les résultats montrent une diminution nette de la sensibilité à 

la douleur. Il a été constaté une reprise des douleurs 6 semaines après l’arrêt de la consommation 

du complément alimentaire (Benson et al., 2012). Une autre étude sur des modèles in vitro et 

in vivo menée au Japon en 2013 sur l’effet anti-inflammatoire du lentinane  dans le cas des 

maladies intestinales inflammatoires, comme la maladie de Crohn et la colite ulcéreuse a montré 

des résultats satisfaisants. Sur le modèle in vivo, le lentinane a été quotidiennement administré 

chez des souris, par voie intra-gastrique à différentes doses (50, 100 et 200 µg par souris). Les 

résultats suggèrent que l’administration de lentinane possède une activité inhibitrice sur la perte 

de poids corporel. On observe également une réduction de l’inflammation de la muqueuse 

intestinale. Dans le modèle in vitro de la même étude, des  macrophages de type RAW 264.7 

sont stimulés par un lipopolysacharide afin d’induire la formation des cytokines inflammatoires 

IL-8 et du facteur TNF-α. Les résultats montrent que le lentinane supprime l’augmentation de 
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facteurs de transcription nucléaires via la réduction d’un type de récepteurs spécifiques 

(Nishitani et al., 2013). 

2.3 Autres activités 

2.3.1 Activité hypocholestérolémiante 

Les maladies cardiovasculaires constituent aujourd’hui un véritable problème de santé publique 

dans de nombreux pays. Elles sont considérées comme étant la première cause de mortalité dans 

le monde avec un nombre de décès qui va augmenter de 17.1 millions en 2004  à 23,4 millions 

en 2030 (Ortega, 2006).  L'un des facteurs de risque les mieux établis est le taux élevé de 

cholestérol sanguin. Lors de la circulation dans le sang, le cholestérol bouche la paroi des artères 

et diminue le flux sanguin qui conduit à de graves problèmes cardiaques (Enman et al., 2007).  

Le champignon Shiitake est connu comme solution naturelle à ces pathologies. De nombreuses 

publications scientifiques attribuent à ce champignon la capacité de réduire les taux 

plasmatiques de lipides et de prévenir la prise de poids grâce à l’éritadénine qu’il contient 

(Enman et al., 2007 ; Bisen et al., 2010). L’éritadénine est une molécule alcaloïdique dérivée 

de l’adénosine possédant une action hypocholestérolémiante. Sa teneur dans le shiitake est 

estimée entre 3,2 et 6,3 mg/g de shiitake sec (Enman et al., 2007). Cependant pour certains 

auteurs, la quantité d’éritadénine trouvée dans le sporophore de ce champignon à travers les 

méthodes chromatographiques  est de 0,5 à 0,7 mg/g de Shiitake sec (Vitanyi et al., 1998). 

En 2011, une étude australienne a examiné les effets du champignon Shiitake sur la prévention 

de l’altération des lipides plasmatiques, le dépôt des graisses, et sur l’augmentation du poids 

corporel induit par une alimentation riche en graisse chez des rats. Pour cela une quantité de 

7, 20  et 60 g de poudre de shiitake a été ajoutée dans leurs régimes riches en matières grasse 

pendant 6 semaines. Les résultats ont révélé que les rats ayant reçu la plus grande quantité de 

poudre de shiitake (60 g) avaient un gain de poids corporel plus bas par rapport aux autres. Le 

dépôt total de graisse était assez faible chez les rats alimentés par un régime riche en teneur (60 

g) de poudre de champignon que ceux supplémentés à 7 ou 20g seulement. De plus, leur taux 

de triglycérides était très réduit (55%), comparativement à ceux possédant un régime faiblement 

supplémenté en poudre de Lentinula edodes (Handayani et al., 2011).  

Les effets du Lentinula edodes ont été aussi étudiés dans un modèle de souris atteint 

d’hypercholestérolémie induite par un régime riche en matières grasses. Après quatre semaines, 

le taux de cholestérol sérique total, les lipoprotéines de faible densité (LDL) et les triglycérides 

(TG) ont été augmentés chez les souris ayant une alimentation riche en graisse par rapport à 



 

 

54 

ceux possédant un régime normal. Cependant, les niveaux de lipoprotéines de haute densité 

(HDL) n'ont pas été modifiés de manière significative. Chez les souris traitées avec le Shiitake, 

le taux du cholestérol, LDL et TG ont été réduits. Les résultats de cette étude montrent 

clairement que le Shiitake peut aider à réguler le métabolisme lipidique, améliore 

l'hypercholestérolémie chez la souris en régulant et stimulant l’expression de l’enzyme 

CYP7A1 dans le foie (Yang et al., 2013). Le CYP7A1 est la principale enzyme régulatrice de 

la synthèse des acides biliaires, jouant un rôle crucial dans le métabolisme du cholestérol. Elle 

est aussi suspectée d’être impliquée dans l’apparition de l'athérosclérose (Lambrinoudaki et 

al., 2008).  

Dans le même ordre d’idée, récemment, l’utilisation d’un extrait aqueux de Shiitake  inclus 

dans le régime d’un modèle murin, montre que ce champignon inhibe la HMG-CoA réductase, 

enzyme clé de la synthèse du cholestérol. Il a été également constaté une diminution du taux 

des triglycérides dans le foie chez des souris hypercholestérolémiques avec une modification 

du profil transcriptionnel de gènes impliqués dans le métabolisme du cholestérol de la même 

manière que chez des souris traitées par un inhibiteur de l’HMG-CoA réductase, la simvastatine 

(Gil-Raminez et al., 2016). 

En plus des tests sur des modèles animaux, d’autres laboratoires ont également démontré chez 

des sujets humains, le rôle et l'efficacité du Shiitake dans l'abaissement du taux de cholestérol  

plasmatique (Bisen et al., 2010). Une étude de Suzuki et al. (1976) a démontré qu’une 

consommation journalière de 9 g de Shiitake séché, 90 g de Shiitake frais et 9 g de Shiitake 

séché  par les radiations UV pendant 7 jours, abaisse de façon significative chez les jeunes 

femmes  les taux moyens de cholestérol sérique de 12 ; 7 et 6% respectivement (Suzuki et al., 

1976). Cette propriété hypocholestérolémiante du Shiitake grâce à son éritadénine (figure 11), 

pourrait s’expliquer par sa contribution à la modification  du métabolisme des phospholipides 

hépatiques (Sugiyama et al., 1995 ; Sugiyama et al., 1997 ; Shimada et al., 2003 ; Yang et 

al., 2013). 

Le lentin du chêne ayant une action hypocholestérolémiante semblable à celle de la simvastatine 

est considéré comme une alternative éventuelle et efficace dans le cadre de la lutte et de la 

prévention des maladies cardio-vasculaires. 

 

 

 

 

 



 

 

55 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3.2 Activités hypoglycémiantes 

Le diabète sucré est un groupe de maladies chroniques, métaboliques, caractérisées par une 

hyperglycémie chronique résultante d’un défaut de la sécrétion de l’insuline ou de l’action de 

l’insuline ou de ces deux anomalies associées (Kitagawa et al., 1994 ; Beck-Nielsen et al., 

1995 ; Kuzuya et al., 2002 ; Kawasaki et al., 2004 ; Chen & Raymond, 2008 ; Stadler et al., 

2009 ; De Silva et al., 2012 ; Islam et al., 2014).  L'hyperglycémie chronique est associée à 

terme avec des complications organiques spécifiques touchant particulièrement les yeux, les 

reins, les nerfs, le cœur et les vaisseaux sanguins (Drouin et al., 1999 ; Hajzadeh et al., 2011).  

Face à la perpétuelle recherche de nouvelles thérapeutiques pour traiter cette pathologie, de 

nombreuses recherches entamées depuis quelques années ont prouvé que certains champignons 

comme le lentin du chêne possèdent des propriétés hypoglycémiantes (Handayani et al., 2011) 

et antidiabétiques à cause de leur teneur élevée en fibres et en protéines avec une  faible teneur 

en matières grasses (Molitch et al., 2000).  

Yang et  al. (2002) ont examiné l’effet  d’un exo- polymère issu du Lentinula edodes dans le 

contrôle du diabète induit par la streptozocine chez des rats. En administrant un extrait de 200 

mg/kg de poids corporel, les résultats ont montré une réduction du taux de glucose plasmatique 

de 21,5 % et une augmentation du taux de l'insuline plasmatique de 22,1 % chez les rats 

diabétiques induits par la streptozocine par rapport au groupe témoin. Il a également abaissé les 

taux plasmatiques du cholestérol total et les triglycérides de 25,1 et 44,5 % respectivement. 

L’analyse de l’extrait par chromatographie sur gel a révélé la présence d’une glycoprotéine 

ayant un poids moléculaire de 52 kDa. Elle contenait 83,5% de glucides et 16,5% de protéines. 

Cette molécule pourrait être responsable de cette activité hypoglycémiante. Le Shiitake pourrait 

avoir la capacité d’alléger dans une certaine mesure le dommage des cellules β pancréatiques, 

 

Figure 11 : Molécules d'éritadénine (Bisen et al., 2010)  
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favoriser la synthèse de l'insuline et ainsi abaisser les taux de glucose plasmatique (Yang et al., 

2002).  

Dans une autre étude, l'activité anti-hyper-glycémique d’un extrait éthanolique de Lentinula 

edodes a été testé  chez des souris présentant un diabète induit par l’alloxane.  Cet extrait 

éthanolique de Lentinus edodes à la dose de 200, 400, 600 et 800 mg/kg de poids corporel a été 

administré par voie orale une fois par jour aux souris diabétiques pendant 3 jours.  Puis la 

glycémie à jeun a été déterminée.  Les résultats ont montré que la glycémie a considérablement 

été réduite (p <0,05) chez les souris diabétiques traité par l’extrait éthanolique de shiitake par 

rapport aux groupes témoins (Islam et al., 2014).   

2.3.3 Activités anti-cancéreuses 

Face aux multiples effets indésirables de certains traitements  chimiques et à la diminution 

importante de la qualité de vie des personnes atteintes de cancers, plusieurs chercheurs se sont 

intéressés à de nouvelles alternatives thérapeutiques (Tableau 9). Autrefois considérés comme 

des aliments à faible valeur nutritive, les champignons comme le shiitake, revêt à ce jour un 

intérêt particulier et présentent à l’image des plantes médicinales des propriétés bénéfiques sur 

la santé humaine dont entre autre l’activité anti-tumorale (Pedneault, 2007, Diallo et al., 2018). 

En 1970, grâce à des méthodes de fractionnement et de purification de polysaccharides, Chihara 

et ses collaborateurs qui ont été parmi les premiers scientifiques à étudier les propriétés anti-

tumorales du champignon shiitake, ont isolé un polysaccharide anti-cancéreux à partir du 

carpophore du Shiitake, soluble dans l'eau. Cette molécule fut nommée ''lentinane'' (Chihara 

et al., 1969 ; Chihara et al., 1970a ; Chihara et al., 1970b). Ce polysaccharide est extrait du 

carpophore du champignon, de formule chimique (C6H10O5)n. Sa structure est en triple hélice. 

Son squelette glycosidique a une chaîne principale de type béta-(1->3)-glucane avec une chaîne 

latérale de type béta-(1->6)-Glucane. Son degré de branchement est de 2/5 (Mizuno, 1995 ; 

Wasser et al., 1997 ; Borchers et al., 1999 ; Wasser, 2000).  

Depuis, de nombreuses études in vitro et sur des modèles animaux (tableau 9) ont pu démontrer 

le rôle potentiel du Lentinula edodes dans le traitement ou la prévention du cancer, en se 

focalisant sur l'inhibition de la croissance de cellules cancéreuses humaines comme le cancer 

gastrique (Oba et al., 2009 ; Ina et al., 2013 ; Yoshino et al., 2016),  le cancer du sein (Suzuki 

et al., 2013 ; Nagashima et al., 2013), le cancer de la prostate (White et al., 2002) le cancer du 

côlon (Wu et al., 2007 ; Wang et al., 2017).  
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Déjà en 1969, Ikekawa et al. (1969) ont constaté que l'injection d'un extrait aqueux de L. edodes 

inhibait fortement à 81% la croissance des tumeurs issus des cellules d'ascite de sarcome 180 

implantées chez des souris albinos suisses. 

Les effets anti-tumoraux du lentinane sont plus importants que les polysaccharides issus 

d’autres champignons et il est très actif contre certains types de tumeurs (Diallo et al., 2018). 

Cette activité a été confirmée en utilisant le Sarcoma-180 transplanté dans des souris. Il a été 

constaté une régression complète des tumeurs et sans toxicité (Chihara et al.,1987). Une étude 

in vitro de 2006 qui portait sur deux lignées cellulaires de carcinome mammaire humain, une 

lignée de cellules saines et deux lignées cellulaires de myélome a tenté d’explorer le rôle 

potentiel d’un extrait d'acétate d'éthyle du Shiitake. Les résultats montrent que cet extrait 

possède une activité antiproliférative des cellules tumorales avec une concentration inhibitrice 

(IC50) se situant entre 179 et 477 µg/ml. L’extrait analysé par LC-MS sans pouvoir identifier 

les structures des composés bioactifs a induit aussi le processus de mort cellulaire programmée 

(l’apoptose) de 50 % des cellules à 50 µg/ml) pour toutes les lignées cancéreuses (Fang et al., 

2006). En 2009 également, l’effet du lentinane issu de Lentinula edodes associé à une 

chimiothérapie (5- FU + mitomycine) a été testé sur un groupe de 650 personnes atteintes d’un 

cancer gastrique. Les résultats de cette méta-analyse ont révélés que l’association du lentinane 

au traitement possède un effet important et  significatif (p < 0,01) sur  la qualité de vie des  

patients (Oba et al., 2009). 

Une autre recherche Japonaise a exploré, l'influence de l'extrait du Lentinula edodes mycelia 

(LEM) sur la qualité de vie et la réponse immunitaire chez vingt (20) patients atteints d'un 

cancer du sein et subissant une hormonothérapie adjuvante post-opératoire. Au cours des quatre 

premières semaines les patients n’ont reçu que des traitements hormonaux. Puis, une 

hormonothérapie et un traitement par LEM (ingestion de 1800 mg par jour) ont été administrés 

au cours des huit semaines suivantes. Les tests de laboratoire, le score de la qualité de vie et les 

niveaux de production de cytokines ont été évalués au cours de la période d'étude (Suzuki et 

al., 2013). Les résultats ont montrés qu’aucun changement de la qualité de vie ou de cytokines 

n'a été noté après les 4 premières semaines. Au contraire, le niveau de production de certaines 

cytokines comme l’IL10, l’IFNγ avait baissé. Par contre, au cours de la période de thérapie 

combinée, des améliorations significatives ont été observées sur la qualité de vie notamment : 

la vitalité, la santé mentale, les douleurs, le  contrôle émotionnel et sur les fonctions 

immunitaires des patients (Suzuki et al., 2013). Ces données suggèrent ainsi, que l'utilisation 
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concomitante de LEM avec un traitement hormonal adjuvant postopératoire est donc une 

modalité thérapeutique jouant un rôle majeur dans le pronostic des patientes. 

Ces dernières années aussi, dans l’optique de bénéficier des effets synergiques des 

polysaccharides issus des champignons dans le traitement des tumeurs, un mélange de 

polysaccharide dans le rapport (1 :0,5 :0,5) extrait à partir de Lentinula edodes, de Ganoderma 

lucidium et de Grifola frondosa a été étudié en Chine. Pour ce faire, des souris femelles de la 

variété Kuming pesant 20 ± 2 g, réparties en cinq groupes (10 animaux par groupe)  et portant 

le sarcome 180 et un cancer de poumons de Lewis ont été traitées pendant 30 jours consécutifs 

avec le mélange de polysaccharides ajouté à leur nourriture quotidienne. Les concentrations 

utilisés ont été de : 0,17 ; 0,33 et 1 g/kg de poids corporel. Les résultats ont montré que les 

mélanges de polysaccharides pourraient remarquablement inhiber sans toxicité la croissance du 

S180 et du cancer des poumons de Lewis avec un taux d’inhibition de 42,2% et 49,3% 

respectivement. Le mélange a également augmenté l’activité des cellules tueuses naturelles de 

63%. Les concentrations de 0,33 et 1 g/kg ont donné les meilleurs résultats (Yin et al., 2007).  

Récemment, pour étudier l’effet d’un extrait aqueux  de polysaccharide du Shiitake dénommé 

« SLNT » sur la prolifération des cellules HT-29, des chercheurs chinois ont exposés ces 

cellules  cancéreuses  au  SLNT à différentes concentrations  pendant 48 h. Les résultats ont 

montrés que, la SLNT induit de manière significative l'apoptose des cellules de façon dose-

dépendante, avec 20,26 %, 31,80 % et 48,50 % du taux apoptotique, respectivement pour les 

concentrations de 400, 800 et 1600 µg / ml,  par rapport au témoin négatif (7,31%). La même 

étude a exploré l’effet du SLNT in vivo sur la croissance des tumeurs HT-29 chez les souris. 

De manière surprenante, l’étude a révélé que les tumeurs chez les souris recevant le SLNT 

étaient plus petites que celles des souris témoins (Wang et al., 2017). 

Tableau 9 : Quelques études sur l’activité anti-cancéreuse du Shiitake



 

 

 
Composé ou extrait Modèle Dose et durée Résultats [Références] 

In
 v

it
ro

 

Fraction non 

polysaccharidique 

2 lignées cellulaires de carcinome 

mammaire humain, 

2 lignées de myélome et une lignée de 

cellules saines. 

12,5-50-200-800 µg/ml 

72 heures 

Activité antiproliférative (IC50 entre 179 

et 477 µg/ml). Induction de l’apoptose 

(50 % des cellules à 50 µg/ml) pour 

toutes les lignées cancéreuses (Fang et 

al., 2006). 

Hétéropolysaccharide 

LEP1 (53 kDa) 

Lignée cellulaire du cancer du col de 

l’utérus (HeLa). 

100-200-400 µg/ml 

72 heures 

Activité antiproliférative (IC50 = 100 

µg/ml). Induction de l'apoptose (50 % 

des cellules à 100 µg/ml) (Ya, 2017). 

C
h

ez
 l’

an
im

al
 

Glucane L-II 

(homopolysaccharide) 

(203 kDa) 

Souris portant le sarcome 180,         

Groupes contrôle négatif (sans sarcome)                                 

et contrôle positif (cyclophosphamide). 

10 souris / groupe 

1-5-10 mg/kg 

Voie intrapéritonéale 

10 jours 

Réduction de la taille des tumeurs de 

manière dose-dépendante. Activité 

immunomodulatrice de L-II (Zheng et 

al., 2005). 

β-glucane SLNT                   

(623.5 kDa) 

Souris athymiques avec xénogreffe                                

(cellules cancéreuses humaines du colon 

HT-29), 

0,2-1, 5 mg/kg 

Voie intraveineuse 

21 jours 

Réduction de la taille des tumeurs chez 

les souris athymiques. Induction de 

l’apoptose in vitro (Wang et al., 2017). 



 

 

 
Composé ou extrait Modèle Dose et durée Résultats [Références] 

Groupes contrôle négatif et contrôle positif 

(5-FU). 6 souris / groupe 

  

Lentinane 

6 lignées cellulaires de carcinome du 

colon humain chez la souris repartis en 

Groupes contrôle négatif et contrôle 

positif 

3mg/jour 

7 jours 

Per os  

Réduction significative de la taille des 

tumeurs lorsque le lentinane est 

administré oralement (Mah-Lee et al., 

2002) 

C
h

ez
 l’

H
om

m
e  

Extrait de mycélium 

(essentiellement α-

glucanes d’environ 5 

kDa) 

7 patients traités par chimiothérapie                                  

pour un adénocarcinome 

Essai non randomisé 

3 g/jour 

Per os 

1 mois 

Augmentation des neutrophiles. 

Diminution des lymphocytes et des 

monocytes (Del Buono et al., 2016). 

Extrait aqueux de 

mycélium LEM 

(polysaccharides, 

éritadénine, composés 

phénoliques) 

20 patientes sous hormonothérapie                                   

après  chirurgie pour cancer du sein 

Essai ouvert non randomisé 

600 mg, 3 fois par jour 

Per os 

8 semaines 

Augmentation de la qualité de vie des 

patientes. Pas d’effets indésirables 

observés. Augmentation du ratio 

IFNγ/IL-10 signifiant une amélioration 

de l’immunité Suzuki et al., 2013). 



 

 

 
Composé ou extrait Modèle Dose et durée Résultats [Références] 

Extrait de mycélium 

SEM (11-14 % de 

protéines, 8-10 % 

d’oligosaccharides,  

4-5 % de 

polysaccharides) 

62 hommes atteints d’un cancer de la 

prostate avec échec de traitement par 

hormonothérapie, radiothérapie ou 

traitement chirurgical (prostatectomie) 

Essai ouvert non randomisé 

8 ± 1 g/jour 

Per os 

6 mois 

Réponse au traitement par SEM chez 

aucun patient (Pas de diminution 

significative des taux de PSA). 

23 patients avec progression du cancer 

(augmentation du taux de PSA de plus de 

50 %) (DeVere white et al., 2002) 

Lentinane                            

(masse molaire non 

précisée) 

Patients atteints d’un cancer gastrique : 

146 traités par S-1 (tegafur-gimeracil-

potassium oxonate) 149 traités par S-1 et 

LNT 

Essai multicentrique randomisé 

2 mg/semaine 

Voie intraveineuse 

60 mois 

Pas de différences significatives entre le 

groupe traité par S-1 seul et celui par S-

1 + LNT (survie, qualité de vie, effets 

indésirables) (Yoshino et al., 2016). 

 

LEM 

10 patientes atteintes d’un cancer de sein et 

sous chimiothérapie, traitées par LEM 

comme traitement adjuvent. 

Essai ouvert avec un seul groupe 

1800 mg/jour 

 

21 jours 

l'utilisation concomitante de LEM avec 

la thérapie FEC75 peut maintenir la 

qualité de vie de l'hôte et la fonction 

immunitaire (Nagashima et al., 2013) 
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Ce tableau N° 9 montre qu’in vitro, des extraits de Shiitake montrent une activité directe sur 

cellules tumorales. Néanmoins, on remarque que les extraits utilisés dans ces études ne sont pas 

composés que de β-glucanes. Chez l’animal, plusieurs études notent une induction de 

l’apoptose et une réduction de la taille des tumeurs en utilisant différents glucanes isolés du 

Shiitake, suggérant une activité directe sur les tumeurs. Chez l’Homme, les résultats sont 

difficiles à interpréter en raison d’une part, des différents types de cancers étudiés et, d’autre 

part, en raison de l’hétérogénéité des extraits testés. En effet, on peut remarquer qu’en fonction 

des études, des extraits comprenant des protéines, des oligosaccharides, des polysaccharides 

sont utilisés. On peut noter aussi que dans le cas de polysaccharides purifiés, la masse 

moléculaire des composés est importante à prendre en compte. Ainsi, un effet 

immunomodulateur sera maximal pour des glucanes de 500-800 kDa (Chan et al., 2009). Il est 

donc important de caractériser précisément les extraits ou molécules testés. 

Bien que les extraits du Shiitake possèdent une activité anti-tumorale sur la plupart des cancers, 

leur mode d’action (mécanisme biologique) reste controversé. Pour certains auteurs, il ne 

provoque pas une attaque directe des cellules cancéreuses (Ghosh, 2015), mais il stimulerait le 

système immunitaire de l’hôte, en se liant à la surface de lymphocytes ou de protéines sériques 

spécifiques, provoquant ainsi l’activation des macrophages, des cellules T helper, de cellules 

NK ou encore d’autres cellules effectrices (figure 12) (You et al., 2014 ; Ghosh, 2015). C’est 

un véritable potentialisateur cellulaire permettant la production d’un grand nombre de cytokines 

comme IL-1, IL-2, IL-12, TNF-α, d’interférons (Yap et al., 2003 ; Bisen et al., 2010 ; You et 

al., 2014 ; Wang et al., 2017). 

Pour d’autres, le Shiitake exerce ses effets anti-tumoraux de façon directe contre les cellules 

cancéreuses à travers deux voies qui sont: la voie intrinsèque médiée par la surproduction de 

ROS et la voie extrinsèque médiée par l'augmentation du TNF-α, l'inhibition de NF-κB et 

l'activation de caspase-8 et -3. Ce qui conduit à la suppression de la prolifération cellulaire et 

induit l’apoptose (Wang et al., 2017 ; Gomes et al., 2019). 

Ce champignon pourrait donc être un traitement « adjuvant » dans le cadre de la lutte contre 

certains cancers (White et al., 2002 ; Del Buono et al., 2016 ; Diallo et al., 2018). Par contre, 

en raison du nombre limité d’essais cliniques publiés, des études utilisant des extraits 

caractérisés et standardisés sont nécessaires pour évaluer les indicateurs de résultats obtenus 

(Diallo et al., 2018). 
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Figure 12 : Voies possibles de l’action du lentinane (Wasser, 2002) 

2.3.4 Activités antibactériennes et antifongiques 

Selon l’organisation Mondiale de la Santé, l’émergence de nouvelles maladies infectieuses ces 

dernières années dans le monde (Morse, 1995 ; Spicuzza et al., 2007) et le développement de 

résistances aux médicaments (Zhang & Yew, 2009) constituent aujourd’hui l’une des plus 

graves menaces pesant sur la santé mondiale, la sécurité alimentaire et le développement 

durable (OMS,  2018). A cela s’ajoutent l’apparition de virus mortels comme le virus Ebola 

qui a fait des ravages dans certains pays Africains notamment : la Guinée, le Libéria, la Sierra 

leonne et le Congo Démocratique et l’augmentation de l’incidence des infections fongiques 

ainsi que les risques de toxicité associés à l’utilisation excessive des médicaments et des 

antibiotiques de synthèse (Saluzzo et al., 2004). Face à ces menaces, les scientifiques sont 

emmenés à explorer différentes sources naturelles permettant d’obtenir de nouveaux 

médicaments, capables d’agir sans toxicité. Il a été prouvé que les champignons comme : 

Agaricus bisporus, Amanita virosa, Ganoderma lucidum, Lentinus edodes, Pleurotus eryngii, 

Pleurotus ostreatus sont une source d’une grande diversité de métabolites secondaires ayant 

une activité  anti-microbienne efficace (Gao et al., 2005 ; Janes et al., 2007 ; Hearst et al., 

2009 ; Akyuz et al., 2010 ; Pauliuc & Daurica, 2013 ; Sharma et al., 2014 ; Zhang et al., 

2016).  

Le Lentin du chêne ou Shiitake qui est un champignon comestible, contient des substances 

telles que : le lentinane, la lenthionine et l’acide oxalique qui ont démontré des effets 

antimicrobiens, antibactériens et antiviraux  (Hirasawa et al., 1999 ; Hatvani, 2001 ; 
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Muszyńska et al., 2017 ; Kupcova et al., 2018). De façon générale, les études menées sur ce 

champignon dans l’évaluation de son potentiel antimicrobien sont réalisées avec ses extraits 

aqueux, alcooliques, éthyliques et chloroformiques sur une gamme variée de micro-organismes 

pathogènes dont entre autres : Bacillus sp., Listeria innocua, L. monocytogenes, Serratia 

marcescens, Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Streptococcus faecalis, dans des milieux 

de cultures multiples. 

D’autres travaux sur des bactéries à Gram positif et à Gram négatif ont donné des résultats 

satisfaisants (Hirasawa et al., 1999 ; Ishikawa et al., 2001). Dans ce contexte, Ishikawa et ses 

collaborateurs, à partir de l'extrait d'acétate d'éthyle de Lentinus edodes, ont testé son activité 

inhibitrice contre Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et Staphylococcus 

epidermidis. Les résultats ont montré qu’une activité antibactérienne a été mise en évidence 

pour toutes les souches testées avec des diamètres d’inhibition, variant entre 3 à 207 mm 

(Ishikawa et al., 2001). Certains auteurs ont démontré aussi que Streptococcus pyogenes était 

très sensible à l'extrait chloroformique du Lentinus edodes (Hatvani, 2001). La capacité des 

extraits de L. Edodes à améliorer la santé bucco-dentaire a également fait l'objet d'une recherche 

approfondie, car elle a montré un fort effet bactéricide sur Streptococcus mutans fortement 

impliqué dans l’apparition de la carie dentaire. C’est dans cette même lancé qu’en 2011 à 

Londres, un groupe de chercheurs a testé les effets antimicrobiens du Shiitake sur la gingivite, 

une maladie évitable qui implique une inflammation des gencives due à l'accumulation d'un 

biofilm microbien à la marge gingivale. L'efficacité du champignon Shiitake a été comparée à 

celle du composant actif dans le traitement de la gingivite, contenant de la chlorhexidine. Les 

résultats indiquent clairement que l'extrait de champignon shiitake a abaissé le nombre de 

certains organismes pathogènes sans affecter les organismes associés à la santé, contrairement 

à la chlorhexidine, qui a eu un effet limité sur tous les organismes (Ciric et al., 2011). 

Selon une étude réalisée au Japon en 1998 et publiée en 1999, parmi les extraits du shiitake  

testés pour leur potentiel antimicrobien, les extraits à base du chloroforme et d’acétate d’éthyle 

semblent être plus actifs que ceux aqueux à des concentrations minimales d’inhibition comprise 

entre 0,075 à 0,1 mg/ml, contre 10 à 50 mg/ml pour les extraits aqueux. Ceci pourrait se justifier 

par la présence de la lenthionine et des dérivés disulfures dans l’extrait du chloroforme et 

d’acétate d’éthyle respectivement (Hirasawa et al., 1999). Pour les extraits méthanoliques, la 

concentration minimale inhibitrice trouvée est de 1 à 4 mg/ml (Chowdhury et al., 2015). Ce 

résultat montre que ces extraits alcooliques ne sont pas actifs contre les bactéries. L'extrait 
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éthanolique du mycélium de Lentinula edodes possède également une activité antiprotozoaire 

contre Paramecium caudatum (Bender et al., 2003). 

Dans une étude menée par Hearst et al. (2009), sur plusieurs lots du champignon Shiitake qui 

ont subi une extraction aqueuse a démontré une activité antimicrobienne à une concentration 

de 1 mg / ml contre 33 des 39 espèces de microorganismes testés (soit 84,6%). En plus, 5 de 10 

espèces de levure et de moisissures (Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Candida krusei, 

Candida parapsilosis et  Scedosporium apiospermum) ont montré aussi une sensibilité aux 

extraits. Certaines espèces de micro-organismes pathogènes résistent à l’action inhibitrice de 

certaines souches de Shiitake. C’est le cas du : Bacillus sp., Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa (Lakshmi Priya et 

Srinivasan, 2013).  

En 2015, une autre étude a évalué l’activité antimicrobienne de l’extrait méthanolique contenant 

des composés phénoliques du Shiitake sur  huit (8) souches microbiennes (tableau N°10). Après 

24 heures d’incubation à 37°C, il a été possible de constater qu’avec une concentration 

minimale inhibitrice variant de 1 à 4 mg/ml, l’extrait a inhibé la croissance de toutes les souches 

testées avec un diamètre d’inhibition variant de 7 ± 0,2 à 20 ± 0,1 mm (Chowdhury et al., 

2015). Seul le Pseudomonas aeruginosa a montré une concentration minimale inhibitrice 

élevée (4 mg/ml) ce qui démontre que cette bactérie est plus résistante à l’extrait utilisé par 

rapport aux autres bactéries étudiées. Tout ceci a permis de prouver et de considérer que le 

Shiitake à part son intérêt nutritionnel possède un potentiel antibactérien et antifongique qui 

mérite d’être valorisé. 

Tableau 10 : Concentration minimale inhibitrice et zone d’inhibition (en mm) de l’extrait de 

Shiitake (Chowdhury et al., 2015). 

Microorganismes CMI en mg/ml Zone d’inhibition en mm 

Bacillus subtilis 3 17 ± 0,2 

Candida albicans 1 18 ± 0,2 

Escherichia coli 3 14 ± 0,1 

Klebsiella pneumoniae 3 13 ± 0,1 

Pseudomonas aeruginosa 4 12 ± 0,2 

Salmonella typhi 2 15 ± 0,1 

Klebsiella pneumoniae 3 13 ± 0,1 
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Salmonella typhi 2 15 ± 0,1 

Saccharomyces cerevisiae 1 20 ± 0,1 

Staphylococcus aureus 3 16 ± 0,2 

2.3.5 Activité hépatoprotectrice 

Le foie est considéré comme la plus volumineuse des glandes du tube digestif. Sa richesse 

enzymatique et sa masse cellulaire lui permet d’effectuer de nombreuses fonctions biologiques 

notamment : la fonction de sécrétion, la fonction d’excrétion biliaire, la fonction métabolique 

et la fonction de détoxication. 

Il est souvent exposé à diverses agressions qui conduisent parfois à l’apparition des pathologies 

comme : nécrose hépatocytaire et la cirrhose. Ces pathologies hépatiques constituent à l’image 

des autres anomalies métaboliques un problème majeur de santé publique dans nos sociétés 

(Guillouza et al., 1989). Pour protéger le foie contre ces maladies, l’utilisation des molécules 

naturelles à haute activité biologique issues des plantes ou du règne fongique reste une des 

solutions à explorer.  A ce jour, peu d’études ont été initiées dans ce sens concernant le Shiitake, 

mais certaines révèlent des actions prometteuses.  

Ainsi, un extrait aqueux et un extrait éthanolique issus du mycélium du Shiitake ont été étudiés 

pour leur effet hépatoprotecteur sur des souris. Des lésions hépatiques ont étés induites par 

l’administration de la diméthylnitrosamine à 10 mg/kg de poids corporel. Pour mesurer le 

niveau de destruction des cellules hépatiques, les taux sanguins de deux enzymes à savoir : 

l'aspartate amino transférase (ASAT) et l'alanine amino-transférase (ALAT) ont étés dosés. Les 

résultats montrent que les deux fractions diminuent fortement les taux sanguins d’ALAT et 

d’ASAT et suppriment la surexpression des gènes de l'actine musculaire lisse et/ou de la 

protéine de choc thermique 47 chez les souris. Les extraits ont également inhibé de manière 

dose dépendante et sans cytotoxicité la prolifération de cellules stellaires hépatiques  des rats, 

qui jouent un rôle primordial dans la fibrose hépatique. L'interaction directe entre les extraits 

de Shiitake et les cellules stellaires hépatiques semble être la voie privilégiée pour l'activité 

hépatoprotectrice. Les polyphénols contenus dans les deux extraits du champignon sont 

considérés comme les molécules responsables des effets hépatoprotecteur enregistrés. La 

découverte d'une activité biologique de ce genre dans des extraits d'un champignon comestible 

devrait être utile et prometteuse dans le développement de médicaments contre les pathologies 

hépatiques n’ayant pas d'effets secondaires (Akamatsu et al., 2004). 

Dans le même ordre d’idée, une étude menée en Malaisie en 2010 a montré que le Shiitake peut 

protéger les cellules du foie. L’objectif de l’étude était d’explorer les propriétés antioxydantes 
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et hépato-protectrices du Shiitake à travers ses extraits éthanoliques. Pour cela du paracétamol 

a été administré sur différents groupes de souris albinos, puis ils ont reçus une dose de 

champignon de 200 mg/kg pendant sept (7) jours. Les effets de l’extrait sur la diminution du 

taux des transaminases sériques, la phosphatase alcaline et la bilirubine ont été mesurés chez 

les souris induites par le paracétamol hépatotoxique. Les résultats ont montrés que les extraits 

étaient riches en composés phénoliques totaux (70.83 mg GAE/g d’extrait sec) et l’activité 

antioxydante était dépendante de la concentration des extraits administrés. Enfin, l’étude 

suggère que le Lentinula edodes pourrait avoir des effets protecteurs sur les cellules du foie 

grâce à l’effet antioxydant sur les hépatocytes (Sasidharan et al., 2010). 



 

 

Tableau 11 : Récapitulatifs général des principes actifs du Shiitake, leurs activités biologiques et leurs modes d’actions 

Principes actifs Définition Activités biologiques Mode d’action Références 

 

 

 

Polyphénols 

(acides 

phénoliques) 

 

Molécules issue du 

métabolisme secondaire et 

possédant au moins deux 

groupements phénoliques, 

avec parfois la présence 

d’autres fonctions 

Activité anti-inflammatoire : Diminution de 

la production de NO induite par le LPS et 

l'IFN chez les macrophages. 

Activité antioxydante : Ces molécules sont 

capables de Piéger et d’inhiber les espèces 

réactives de l’oxygène. 

Diminution de l'expression de 

l'enzyme inductible responsable de 

la synthèse de NO (iNOS). 

 

Transfert d’atomes d’hydrogènes 

ou d’électrons 

 

Heleno et al., 2015 ;  

Kim et al., 2008 ; 

Carneiro et al., 

2013 ; Chien et al., 

2016 

 

 

 

 

Polysaccharides 

(β-glucanes et 

lentinane) 

 

 

 

Substances ayant un poids 

moléculaire élevée et 

extraits généralement à 

partir du carpophore du 

champignon 

Activité anti-inflammatoire avec réduction de  

la production des médiateurs et  cytokines 

inflammatoires telles que : NO, TNFα, IL-1β, 

IL-6 

 

Activité anti-cancéreuse : Ils induisent 

l’apoptose et réduisent la taille des tumeurs) 

 

Inhibition de l’iNOS et 

Probablement avec suppression de 

la voie NFƙ-B ou de la MAP 

kinase. 

 

Suppression de la voie NF-κB et 

activation de la caspase-8 et -3 

 

Ren et al., 2018 ; 

Gunawardena et al., 

2014 ; 

Xu et al., 2012 ;  

Wang et al., 2017 ; 

Mah-Lee et al., 

2002 ; 

 Fang et al., 2006 



 

 

Principes actifs Définition Activités biologiques Mode d’action Références 

Activité hypolipidémiante : Contribuent à la 

réduction du taux de cholestérol dans le sang 

Inhibition de la HMG-CoA 

réductase 

Gil-Ramírez et al., 

2106 

 

 

Ergostérol 

 

L’ergostérol est un stérol 

rencontré dans le règne des 

fungi et possède une 

structure voisine de celle 

du cholestérol 

Activité anti-inflammatoire : L’ergostérol 

exerce un effet anti-inflammatoire en 

inhibant la production de TNFα et 

l'expression de la COX-2. 

Activité antioxydante : Inhibe fortement la 

production des radicaux libres 

 

Suppression de la voie de 

signalisation de NF-κB 

Shao et al. 2010 ; 

Kuo et al., 2011 ; 

Boucher  et al., 

2016 ; Koselny et 

al., 2018 

 

Eritadénine 

Alcaloïde dérivé de 

l’adénosine 

 

Possède une action hypocholestérolémiante 

Expression du CYP7A1 dans le 

foie et réduction de l’activité de la 

HMG-Coa 

Enman et al., 2007 

Handayani et al., 

2011 

 

 

Ergothioneine 

 

L’ergothioneine est un 

dérivé soufré de l’histidine 

rencontré dans le règne 

végétal et animal 

Activité anti-inflammatoire : potentiel 

inhibiteur de la réponse inflammatoire 

chronique. 

Activité antioxydante : Il possède un pouvoir 

de chélation des ions métalliques, de  

 

Inhibition de l'activation de 

 NF-KB 

Antonicelli et al., 

2003 ;Asahi et al., 

2015 ; Cheah et al., 

2012 ; Yoshida et 

al., 2017 ; Benson 

et al., 2012 



 

 

Principes actifs Définition Activités biologiques Mode d’action Références 

piégeage des radicaux libres  et limite la 

peroxydation lipidique 

 

Lenthionine. 

Composé organo-sulfuré 

formant un cycle et présent 

dans le Shiitake 

Activité antibactérien et antifongique : la 

lenthionine inhibe la croissance et l’activité 

des bactéries. 

probablement dû à sa capacité à 

interférer avec la membrane de la 

bactérie, provoquant la lyse 

cellulaire 

Hirasawa et al., 

1999 

Chowdhury et al., 

2015 ; Kupcova et 

al., 2018 

 

Les principes actifs qui sont décrit dans le tableau 11, sont responsables des différentes activités biologiques du Shiitake  mentionnées  dans cette 

revue bibliographique. 
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Deuxième partie : Travaux de 

thèse 
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1 MATERIEL ET METHODES 

1.1 Produits chimiques 

Le Na2CO3 anhydre (99,8%), l’acide protocatéchique (97%) et la Ninhydrine ont été acheté 

chez Acros Organics (Geel, Belgique). Le Trolox (98%), le NaH2PO4, le polyéthylène Glycol 

400, le 2-amino-ethyl diphényle borinate et l'acide acétique proviennent de Fluka Chemicals 

(Steinheim, Suisse). Les  radicaux DPPH et AAPH (97%), l’acide gallique (97,5%), l’acide 

chlorogénique (95%), le cyclohexane (99,8%), l’acétonitrile, les  lipopolysacharides  et le 

diméthylsulfoxyde (le DMSO (99,9%) ont été acheté chez Sigma-Aldrich (Steinheim, 

Allemagne). La fluorescéine, l’eau pour le HPLC, le Butanol (99,5%), l’acide formique,  et le 

réactif de Folin Ciocalteu (F-C) ont été fournis par Panreac (Barcelone, Espagne). L'éthanol 

(96%), le méthanol (99,9%), l’acétate d’éthyle (99,9)% ont été achetés chez VWR (Radnor, 

PA).  Le chloroforme (99%) et le Na2HPO4 (99%) ont étés obtenus à Riedel de Hanёn.  Le 

RPMI 1640 Medium (GlutaMAX™), le HBSS, les antibiotiques composés de (Penicillin-

Streptomycin),  le sérum de veau fœtal et l’IFN-γ  proviennent de Gibco. Le kit CellTiter 96 

Aqueous non radioactive cell proliferation assay a été fourni par Promega (France).  

Acide abscissique, acide ascorbique, acide benzoïque, acide caféique, acide cinnamique, acide 

férulique, acide gallique, acide gentisique, acide ρ-hydroxybenzoïque, acide protocatéchique, 

acide ρ-coumarique, acide sulfosalicylique, acide syringique, acide vanillique, acide vératrique 

ont été obtenus auprès de Legallais, l’ergostérol  et les acides aminés (acide aspartique, acide 

glutamique, alanine, arginine, glycine, histidine, isoleucine, méthionine, phénylalanine, sérine, 

thréonine et valine) et l’acide chlorogénique ont été obtenu chez Sigma Aldrich. La rutine 

(99%) a été obtenue chez Extra synthèse, 

1.2 Matière fongique 

La souche M-3782 de shiitake (Lentinula edodes (Berk.) Pegler, 1976) a été fournie par 

Mycelia, une société belge (https://www.mycelia.be/fr) pour l'achat de mycélium destiné aux 

professionnels. Les champignons étaient cultivés par trois producteurs situés en Occitanie 

(région administrative du sud de la France) sur des blocs de substrat stérilisés provenant de sa 

propre ingénierie (producteur de champignons biologiques B) ou fournis par des fournisseurs 

commerciaux (producteurs de champignons non biologiques A et C).   

Le premier lot est issu du producteur A (11800 Fontiès-d’Aude), nommé M Loubet cultivant 

ses champignons sur un mélange de copeau de bois et de paille (culture non biologique) substrat 

d'Eurosubstrat ©) à des températures comprises entre 10 et 20°C et à 80% d'hygrométrie. Le 
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second lot (producteur B) (48240 Saint-André-de-Lancize)  est issu de l'agriculture biologique, 

cultivé au cœur du Parc National des Cévennes par M Veenstra sur sciure de châtaigniers, son 

de blé et seigle avec des températures allant de 18 à 21°C et une hygrométrie de 60 à 70%. Le 

troisième est issu du producteur C (30460 Saint-Bonnet-de-Salendrinque) qui s’appelle M 

Lehnbach cultivant ses champignons sur un mélange de copeaux de bois, de sciures de chêne 

et de paille (culture non biologique) ; substrat de «Lentin de la buche» SA ©) et les températures 

varient de 15 à 17° C et à 100% d'hygrométrie). Chez chaque producteur une quantité de 5 kg 

a été achetée entre Janvier et Mai 2016. 

1.3 Préparation des échantillons 

Les 5 kg de champignons achetés chez chacun des producteurs A, B et C ont été nettoyés, 

tranchés, calibrés, ensachés avec précautions dans des petits sacs en plastiques puis congelés. 

Ils ont été ensuite lyophilisés au Laboratoire de Botanique, Phytochimie et Mycologie, Faculté 

de Pharmacie, Montpellier, en utilisant un lyophilisateur RP2V (Sérail SAS, le coudray Saint 

Germer, France).  

1.4 Procédure d’extraction des molécules  
Afin d'extraire toutes les molécules d'intérêt (polaires et apolaires) du Shiitake, une extraction 

séquentielle (figure 13) utilisant des solvants de polarité croissante (cyclohexane, chloroforme, 

éthanol et eau)  a été réalisée selon la méthode de Morel et al., (2018). Cette méthode a été 

choisie  compte tenu de son efficacité à extraire et à préserver les molécules d’intérêts issus du 

matériel fongique. 

Brièvement, une masse d’environ 50 grammes de champignons lyophilisés a été broyée dans 

un broyeur Thermomix Vorwerk. 5 g de poudre de champignon broyé  ont été mis en solution 

dans 50 ml de cyclohexane dans le but de récolter les molécules lipidiques et apolaires. Le 

mélange a été mis dans la cuve à ultrasons pendant 90 minutes à une température maintenue en 

dessous de 30 °C. Sous l’effet des ultrasons, les molécules d’intérêt se solubilisent dans le 

solvant. Par la suite, le mélange a été  filtré en utilisant le système de filtration Büchner le filtrat 

a été récupéré et stocké à température ambiante en attendant l'étape d'évaporation. Le retentât 

ou gâteau d’extraction restant dans la partie supérieure du filtre a été aussitôt remis en solution 

pour une deuxième extraction avec 50 ml de chloroforme afin de récolter les molécules non-

extraites par le cyclohexane. Comme pour le premier solvant, l’extraction a été réalisée dans la 

cuve à ultrasons pendant 90 minutes avant la filtration. Une troisième extraction a été faite à 

partir du même gâteau d'extraction avec de l'éthanol pour extraire les composés phénoliques et 

les molécules polaires. Une quatrième avec de l'eau pour extraire les molécules polaires 
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restantes dont les sucres tout en suivant les mêmes étapes d’extraction. Ces quatre extractions 

successives ont été répétées sur trois échantillons différents pour les trois producteurs afin de 

vérifier la répétabilité des extractions et des profils par chromatographie.  

 

Figure 13 : Protocole d'extraction 

Après l'extraction, les extraits ont été évaporés à sec avec un évaporateur rotatif (R-3 Bùchi) 

sous vide. Pour les extraits aqueux, une lyophilisation a permis de les sécher complètement. 

Les extraits secs successifs obtenus ont été nommés 1, 2, 3 et 4 (tableau 12) en fonction du 

producteur  puis ils ont été  conservés au réfrigérateur avant l’étape d’analyse.  

Tableau 12 : Nomenclature des différents extraits en fonction du solvant d'extraction 

Solvant d’extraction Producteur A Producteur B Producteur C 

Cyclohexane A1 B1 C1 

Chloroforme A2 B2 C2 

Ethanol A3 B3 C3 

Eau A4 B4 C4 
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1.5 Criblage chimique sur chromatographie sur couche mince 

Cette méthode a été utilisée dans cette étude non seulement pour identifier les différentes 

familles moléculaires présentes dans nos extraits mais aussi pour vérifier la répétabilité du profil 

chimique des extraits (extraction réalisée en triplicate) chez chacun des trois producteurs. Pour 

cela, des plaques de Silicagel 60 F254, 20 × 10 cm (Merck) en verre ont été utilisées. Nous 

avons déposé de façon symétrique et identique 20 µl de chaque extrait à la concentration de 2 

mg/ml sur les plaques à l’aide du déposeur automatique (CAMAG TLC sampler 4, Suisse).  

Les plaques ont étés introduites dans la cuve chromatographique saturée et contenant l’éluant 

approprié en prenant soin d’éviter tout contact entre le dépôt de l’échantillon et le mélange de 

solvant. Dans notre cas les systèmes de solvant utilisés sont : cyclohexane-acétate d’éthyle 

(60 :40) pour les extraits cyclohexaniques et chloroformiques ; et le Butanol-Acétate d’éthyle- 

Eau ou BAE (60 : 20 : 20) pour les extraits éthanoliques et aqueux. 

Après développement, les plaques ont été séchées par un sèche-cheveux avant d’être observées 

et photographiées à la lumière du jour, et sous lampe UV à 254 et 366 nm. 

Nous avons ensuite procédé à la détection des constituants à l’aide des révélateurs suivant : 

Ø Acide sulfurique (révélateur universel). Après pulvérisation, la plaque est chauffée à 

100 °C puis observée à la lumière visible et à 366 nm. 

Ø Neu (Révélateur spécifique des flavonoïdes). Après pulvérisation, la plaque est chauffée 

à 100 °C puis observée à la lumière visible et à 366 nm.  

Ø Ninhydrine (utilisée comme révélateur des acides aminés). Après pulvérisation, la 

plaque est chauffée à 100 °C puis observée à la lumière visible. 

Ø DPPH (révélateur des molécules antioxydantes). 

Le rapport frontal des spots issus de la séparation a été calculé selon la formule suivante : 

           Rf = 
!"#(!$%&')*+#,'.*/0..0+#,'.#1'#2/1é*01+#"3

!4#(!$%&')*+#,'.*/0..0+#,'.#1+##%/15')&3
  (Ballo, 2013) 

Si le Rf est faible, il est caractéristique d’une molécule qui a peu migré, donc possédant une 

affinité à la phase stationnaire. Par contre si le Rf est élevé, il est caractéristique d’une substance 

qui a fortement migré et ayant une affinité avec la phase mobile. 

1.6 Caractérisation des extraits par Chromatographie Liquide Haute 

Performance (CLHP)  

Cette méthode a été utilislisée non seulement pour examiner la répétabilité des profils des 

extraits mais aussi pour leur caractérisation.  
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La chromatographie a été réalisée en utilisant une chaine CLHP Ultimate 3000 (Thermo 

scientific) constituée: d’une pompe quaternaire (d’un débit maximum de 5 ml/min), d’un 

système d'injection automatique, d’une colonne C18 ODS Hypersil thermo scientific (250 × 4,6 

mm) qui est protégée par une pré-colonne et d’un détecteur UV à barrettes de diodes DAD 

(figure 14). Le tout est piloté par le logiciel CHROMELON 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.6.1 Analyse des polyphenols et de l’acide ascorbique 

1.6.1.1 Préparation des extraits 

Les extraits 1 et 2, sont préparés à 0,5 mg/ml en les ré-solubilisant dans du chloroforme, mis à 

l’ultrason pendant 5 minutes et vortexés avant l’ajout du méthanol avec une proportion 

méthanol-chloroforme (80:20). Quant aux extraits éthanoliques et aqueux, ils sont préparés à 

2,5 mg/ml avec un mélange de méthanol et de l’eau pour un rapport de (40:60).  Une 

centrifugation a été réalisée à 1000 tr/min pendant 5 minutes. Le surnageant a été prélevé et mis 

dans des flacons de 2 ml pour l’analyse. 

1.6.1.2  Analyse des extraits 

La phase mobile est : solvant A = méthanol, solvant B = H2O et l’acide formique à 0,1%. Les 

échantillons ont été dissouts préalablement dans du méthanol à 1 mg/ml. Le volume de 

l’injection est de 20 µl. Les pics sont enregistrés puis examinés à 254 à 354 nm et identifiés par 

 

Figure 14 : Schéma de fonctionnement d'un appareil de chromatographie en phase 

gazeuse 
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temps de rétention comparés. La séparation a été réalisée à 35 °C sous un débit fixé à 1 ml/min 

(tableau 13) avec un gradient de solvant selon tableau suivant. 

Tableau 13 : Gradient de solvant pour acides phénoloques et acide ascorbique 

1.6.2  Identification et quantification de l’ergostérol 

1.6.2.1  Préparation des extraits pour le dosage de l’ergostérol : 

Pour les extraits 1 et 2, ils sont préparés à 0,5 mg/ml en les ré-solubilisant dans du chloroforme, 

mis à l’ultrason pendant 5 minutes et vortexés avant l’ajout du méthanol avec une proportion 

méthanol-chloroforme (80:20). Quant aux extraits éthanoliques et aqueux, ils sont préparés à 

10 mg/l avec un mélange de méthanol et de l’eau pour un rapport de (40:60).  Une centrifugation 

a été réalisée à 1000 tr/min pendant 5 minutes. Le surnageant a été prélevé et mis dans des 

flacons de 2 ml pour l’analyse. 

1.6.2.2  Dosage de l’ergostérol 

L'identification et la quantification de l'ergostérol dans les extraits ont  été réalisées 

conformément à la méthode décrite par Barreira et al. (2014) avec quelques modifications en 

utilisant la chaine HPLC décrite à la page précedente. La phase mobile utilisée est un mélange 

de méthanol et d’acétonitrile (70:30, V/V). Les échantillons préalablement préparés à 0,5 mg/ml 

pour les extraits 1 et 2 et 10 mg/ml pour les extraits 3 ont été injectés avec un volume de 20 µl 

à 30°C. La détection a été faite à 280 nm par temps de rétention comparé à celui du témoin avec 

un gradient du solvant selon le tableau 14. Chaque échantillon a été injecté trois (3) fois. 

La quantification de l'ergostérol a été effectuée sur la base d'une courbe d'étalonnage obtenue 

avec un standard commercial à des concentrations de 0,25 ; 0,0625 ; 0,0156 et 0,0039 mg/ml. 

Les résultats ont été exprimés en mg/g de poids sec. 

Temps (min) 
%A (acide formique à 0,1% dans 

l’eau) 
%B (Méthanol) Débit (ml/min) 

0 95  5  1  

2 95  5  1  

42 0  100  1  

57 0  100  1  

62 95  5  1  

65 95  5  1  
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Tableau 14 : Gradient du solvant pour l’ergostérol 

1.6.3  Identification de la lovastatine et de α-tocophérol 

La lovastatine et le α-tocophérol ont été recherché selon la méthode utilisée pour le dosage des 

polyphénols décrite précédemment. Toutes les deux molécules ont été préparée à 0.1 mg/ml 

dans du méthanol. 

1.7 Carctérisation des extraits par chromatographie sur couche mince 

1.7.1 Détection des acides phénoliques (Acide vanillique et acide gallique) et acide ascorbique 

Pour détecter les acides phénoliques (acide vanillique et acide gallique) et acide ascorbique 

dans les extraits polaires de Shiitake, des CCM ont été réalisées sur plaques de silice en verre 

F254, 20×10 (Merck) en utilisant comme éluant le Butanol-Acétone-Acide acétique- Eau ou 

BAAE (35: 35: 10: 20).  Avec le déposeur automatique CAMAG TLC sampler 4, les extraits 

préparés à 10 mg/ml dans le méthanol, ont étés déposés sur les plaques à raison de 20 µl par 

dépôt. Quant aux témoins, ils ont étés solubilisés à 0,1 mg/ml dans le méthanol.  

Après développement dans la cuve chromatographique les plaques ont étés séchées puis 

pulvérisées par un mélange (1 :1) de 2%  de H2SO4 dans de l’éthanol et d'une solution à 0,2% 

d'éthanol de p-diméthylaminocinnamaldéhyde puis observées sous la lampe UV à 254 et 366 

nm. Les tâches colorées apparaissant sur les chromatogrammes ont été numérisées à une 

longueur d’onde de 280 nm avec le scanner CAMAG TLC 3 qui est connecté à un ordinateur 

équipé du logiciel WinCAT. 

1.7.2 Identification de l’ergostérol et de l’α-tocophérol  

Afin de rechercher l’ergostérol et l’α-tocophérol dans les extraits apolaires de Shiitake, des 

CCM ont été réalisées sur plaques de silice en verre F254, 20×10 (Merck) en utilisant comme 

éluant le cyclohexane/acétate d’éthyle (90 : 10). Les dépôts sur plaques ont étés réalisé par un 

déposeur automatique CAMAG TLC sampler 4. Ensuite, les plaques ont étés observées sous la 

lampe UV à 254 et 366 nm ainsi que par un CAMAG TLC scanner respectivement à 280 nm 

pour la plaque de l’ergostérol et 290 nm pour la plaque de l’α-tocophérol. Une numérisation 

des pics détectés a été aussi faite par le scanner du CAMAG. Pour pouvoir détecter les 

Temps (min) % de A (Méthanol) % de B (Acétonitrile) Débit (ml/min) 

0 30 70  1  

30 30  70  1 

40 100  0  1  
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molécules antioxydantes les plaques ont été révélées avec une solution de DPPH à 5 % dans le 

méthanol. 

1.7.3 Identification, séparation et quantification des acides aminés 

L’identification, la séparation et la quantification des acides aminés ont été réalisées par 

chromatographie sur couche mince en utilisant le déposeur et des plaques décrites 

précédemment. Les extraits éthanoliques des trois producteurs ont été préparés à 1 mg/ml dans 

le méthanol. Les standards (Acide aspartique, Acide glutamique, Alanine, Arginine, Glycine, 

Histidine, Isoleucine, Méthionine, Phénylalanine, Sérine, Thréonine et Valine) ont été 

solubilisés dans le méthanol à 0,1 mg/ml (puis mis à l’ultrason pendant 10 minutes) avant de 

préparer une gamme à des concentrations de 25 - 12,5 - 6,25 - 3,12 - 1,5 -  0,75 µg/ml. Le 

système de solvant utilisé comme élution est le Butanol-Acétone-Acide acétique- Eau ou BAAE 

(35: 35: 10: 20). Après développement, les plaques ont été séchées par un sèche-cheveux avant 

d’être pulvérisées par une solution de ninhydrine (8% dans le méthanol) puis chauffées à 100 

°C  pendant 2 à 3 minutes et observées à la lumière du jour. 

Pour la quantification, les tâches colorées apparaissant sur les chromatogrammes ont été 

numérisées à une longueur d’onde de 550 nm avec le scanner CAMAG TLC 3 qui est connecté 

à un ordinateur équipé du logiciel WinCAT permettant de traiter les données. 

1.8 Dosage des polyphénols totaux 

Ce test a été réalisé en utilisant la méthode Folin Ciocalteu comme décrit par Morel et al., 

(2018). Brièvement, les extraits de Shiitake et celui du romarin ont été préparés dans du DMSO 

pour une concentration de 4 mg / ml avant d’être dilués dans de l'eau distillée pour avoir une 

concentration de 1 mg / ml. Une gamme étalon a été réalisée en milieu aqueux (1,56 ; 3,125 ; 

6,25 ; 12,5 ; 25; 50 et 75 µg/ml) en utilisant l’acide gallique. Dans une plaque à 96 puits, 50 µl 

d’extrait de champignon, 50 µl d’acide gallique, et 50 µl de l’eau distillée ont été distribués en 

triplicate. Puis 50 μl de réactif de Folin Ciocalteu à 10% (1 ml de solution commercial de Folin 

dans 9 ml d’eau) et 50 µl de solution de carbonate de sodium (1M) ont été ajoutés dans tous les 

puits. La lecture de l’absorbance à 650 nm a été réalisée  grâce à un spectrophotomètre à 

microplaque  muni d’un lecteur de microtitration Molecular Devices UV Max. Les résultats 

sont la moyenne ± écart-type de 3 expériences indépendantes (3 puits / concentration pour 

chaque expérience) et elles sont exprimés en milligrammes d'équivalents d'acide gallique 

(GAE) par gramme d'extrait. 
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1.9 Détermination du pouvoir antioxydant des extraits in vitro 

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et la nature diversifiée des 

antioxydants, avec des composants à la fois hydrophiles et hydrophobes, il n’y a pas une 

méthode universelle par laquelle l’activité antioxydante peut être mesurée quantitativement 

d’une façon bien précise. Aucune de ces méthodes à elle seule n'est suffisante pour caractériser 

l'oxydation ou la protection contre l'oxydation, mais chacune contribue à la caractérisation 

globale des activités biologiques des composés ou mélanges testés. Le plus souvent il est 

nécessaire de combiner les réponses de tests différents et complémentaires pour avoir une idée 

plus ou moins précise sur la capacité antioxydante de l’échantillon à tester. Par contre, 

l’ensemble des méthodes permettant d’évaluer le pouvoir antioxydant in vitro peuvent être 

divisées en 2 groupes :  

v Les méthodes basées sur le transfert d’un atome d’hydrogène ou Hydrogen Atom 

Transfert (HAT) Tels que : la méthode ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), 

TRAP (Total Reactive Antioxidant Potential) etc... La plupart de ces méthodes sont 

dépendantes du solvant utilisé et du pH, tandis que la présence de métaux peut interférer 

avec ces méthode (Prior et al., 2005 ; Shahidi & Zhong, 2015).  

v Les méthodes basées sur le transfert d’un électron ou Single Electron Transfert (SET) 

notamment : La méthode de DPPH (2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazil) (considéré aussi 

comme méthode HAT, donc mixte), TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)  

et FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) (Shahidi & Zhong, 2015). 

Dans notre cas, nous avons utilisé le DPPH pour la méthode SET et l’ORAC pour la méthode 

HAT. Le choix de ces méthodes se justifie par leurs simplicités et leurs rapidités. Elles sont 

également moins couteuses.  

1.9.1 DPPH 

L’activité antioxydante a été évaluée en utilisant la méthode décrite par Morel et al., (2018). 

Les extraits de Shiitake testés ont été solubilisés d’abord dans le DMSO (solution mère à 4 

mg/ml)  avant d’être dilués  dans l’éthanol absolu à différentes concentrations (1 ; 0,5 et 0,2 

mg/ml) à partir de la solution mère. L’éthanol a été utilisé comme blanc et le trolox a servi de 

gamme d’étalonnage à des dilutions de 12.5, 25, 50 et 75 µM. L’extrait de romarin et l’acide 

chlorogénique ont été utilisé comme témoin positif. Puis, 100 µl de la gamme, de l’acide 

chlorogénique, du romarin et des extraits de Shiitake ont été déposés dans une plaque à 96 puits 

en triplicate pour chaque concentration testée. En fin, 75 µl d’éthanol absolu et 25 µl de la 

solution de DPPH fraichement préparée ont été ajoutés afin de déclencher la réaction et d’avoir 
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un volume final égal à 200 µl. La plaque a été incubée pendant 30 minutes à température 

ambiante à l’abri de la lumière (dans du papier aluminium). L’absorbance a été mesurée à 550 

nm en utilisant un lecteur de microplaque (MDS Inc., Toronto, Canada). Les résultats sont la 

moyenne ± SEM de 3 expériences indépendantes (3 puits / concentration pour chaque 

expérience) et sont exprimés en équivalents Trolox (TE, micromoles d'ET par gramme d'extrait 

sec). 

1.9.2 ORAC 

Le dosage ORAC a réalisé en utilisant la méthode de Morel et al., (2018) avec quelques 

modifications. Les échantillons du Shiitake ont été solubilisés dans le DMSO à 1 mg/ml 

(solution mère). A partir de cette solution mère, ils ont été dilués à 25 µg/ml dans une solution 

de tampon phosphate (75 mM) à un pH = 7,4. Dans une plaque opaque de 96 puits, 20 µl de la 

gamme (trolox)  à 6,25 ; 12,5 ; 25 ; 50 et 75 µM, de l’acide chlorogénique (8,8 µM), de l’extrait 

éthanolique du romarin (12,5 µg/ml) choisis comme témoin positif, des extraits de Shiitake à 

25 µg/ml, 100 µl de tampon phosphate et 100 µl de solution de fluorescéine fraîchement 

préparée (0,1 μM dans du tampon phosphate) ont été déposés en triplicate. La plaque a été 

incubée à 37°C pendant 10 minutes sous agitation. La réaction a été déclenchée par l’ajout de 

50 µl de l’AAPH immédiatement préparés. La fluorescence a ensuite été mesurée et enregistrée 

à la longueur d’onde d'excitation de 485 nm et une longueur d’onde d'émission 535 nm, pendant 

70 minutes en utilisant un lecteur de microplaques multimode TriStar LB 941 (Berthold 

Technologies, Bad Wildbad, Allemagne). Les valeurs d’ORAC finales ont été calculées en 

utilisant une équation de régression entre la concentration de Trolox et la surface nette sous la 

courbe de décroissance de la fluorescéine. Elles ont été exprimées en micromoles de trolox 

équivalent par gramme de matière d’extrait. L'aire sous la courbe aussi a été calculée en utilisant 

la méthode des trapèzes. Les résultats sont la moyenne ± SEM de 3 expériences indépendantes 

(3 puits / concentration pour chaque expérience). 

1.10 Activité anti-inflammatoire 

1.10.1 Mesure de la viabilité cellulaire par le test MTS/PMS 

L’effet des extraits du Shiitake sur la viabilité cellulaire a été réalisé par une technique 

colorimétrique utilisant un sel de tetrazolium, le 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-5-(3-

carboxyméthoxyphényl)-2-(4-sulfophényl)-2H-tétrazolium (MTS) et d'un réactif capteur 

d'électron, la phénazine méthosulfate (PMS). Le MTS en milieu aqueux est réduit en un 

composé coloré soluble, le formazan, sous l’action des déshydrogénases retrouvées dans les 

cellules métaboliquement actives. La quantité de formazan formé est mesurée au lecteur de 
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microplaque à 490 nm (Molecular Devices) et est proportionnelle à la quantité de cellules 

viables (Barltrop et al., 1991). 

Pour cela, 105 cellules sous 100µl/puits sont incubées dans une plaque 96 puits en milieu RPMI 

1640 Glutamax® additionné de 10% de sérum de veau fœtal décomplémenté, 100 µg/mL de 

streptomycine et 100 U/ml de pénicilline (milieu RPMI complet) à 37 °C, 5 % de CO2 et 95 % 

d'humidité. Après 2 heures d’incubation, 100 µl/puits de différentes concentrations d’extraits 

(de 3,125 à 100 µg/ml) sont ajoutées puis la plaque est réincubée à 37°C pendant 22 heures 

environ. Quatre heures avant la fin de l’incubation à 37°C, 20 μl du mélange MTS/PMS 

préalablement préparés sont ajoutés dans chaque puits. La plaque est réincubée à 37 °C  puis 

l'absorbance est mesurée à 490 nm.  

La viabilité cellulaire est calculée selon la formule suivante : 

                         % de viabilité cellulaire =
67%/.7')*+#8+#19é*:')&$11/);<==

67%/.7')*+#80#*/)&./1+
 

Le mélange MTS/PMS est préparé de la façon suivante : 2 mL de MTS (solution à 2 mg/ml 

dans l’HBSS : Hanks’ Balanced Saline Solution) pour 100 µL de PMS (solution à 0,92 mg/mL 

dans l’HBSS). 

1.10.2 Effet des extrais sur la production de NO par les macrophages inflammatoires 

L’activité anti-inflammatoire des extraits éthanoliques et aqueux des 3 producteurs a été évaluée 

in vitro dans un modèle inflammatoire de macrophages murins (cellules J774.A1 (lignée ATCC, 

TIB67). Pour cela, les cellules (5×105/puits) sont incubées en milieu RPMI complet, dans une 

plaque 24 puits pendant 2 heures à 37 °C pour adhérer. Elles sont ensuite prétraitées par 

différentes concentrations d’extraits de Shiitake (de 3.125 à 50 µg/ml) pendant 2 ou 4 heures 

selon les expériences puis stimulées par l'association LPS (E. coli 055B5, 100 ng/mL)  et IFNγ 

murin (10 ng/ml)  puis incubées à 37 °C.  Vingt quatre à 48 heures après l’activation des cellules 

par le LPS/IFNγ, le NO (médiateur inflammatoire) est dosé dans le surnageant de culture sous 

forme de nitrites par la méthode colorimétrique de Griess.  

1.10.3 Dosage du NO par la méthode de Griess 

Cent µL/puits de chaque surnageant de culture cellulaire sont mélangés à 100 µl/puits de réactif 

de Griess en plaque 96 puits. La plaque est incubée à l’obscurité pendant 10 minutes puis 

l’absorbance est mesurée à 550 nm au lecteur de microplaque (Boudard et al., 1994). 

Réactif de Griess : il est préparé extemporanément en mélangeant à volume égal une solution à 

1 % (p/v) de sulphanilamide diluée dans l’eau distillée et une solution à 0,1 % (p/v) de 

naphtyléthylènediamine dihydrochloride diluée dans l’H3PO4 à 2%. 
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La quantité de nitrites dans les surnageants de culture est déterminée à partir d’une courbe étalon 

de nitrite de sodium dans l’eau distillée (de 1,56 à 100 µM). 

1.10.4 Activité NO scavenging des extraits 

Le nitroprusside de sodium se décompose en milieu aqueux à pH 7,2 pour donner du NO. Le 

NO produit, en condition aérobie se transforme en nitrates/nitrites. La quantité de nitrites 

produite est ensuite dosée par la réaction colorimétrique de Griess (Parul et al, 2013). 

A partir d’une solution stock d’extraits à 10 mg/ml dans le DMSO, on réalise une gamme de 

dilutions successives au demi (de 6,25 à 50 µg/ml) dans l’HBSS. Les différentes dilutions sont 

ensuite incubées volume à volume avec une solution de nitroprusside de sodium (5mM, diluée 

extemporanément dans l’HBSS) pendant 2 heures à température ambiante sous une lampe. En 

parallèle, on réalise un témoin HBSS seul (0%) et un témoin sodium nitroprusside (100%). Le 

NO est ensuite dosé sous forme de nitrites par la méthode de Griess.  

Si les extraits piègent le NO produit par la dégradation spontanée du nitroprusside de sodium, 

la quantité de nitrites formés diminue comparativement au témoin nitroprusside de sodium sans 

extraits. 

1.10.5 Effet des extraits sur la production de TNFa par les macrophages inflammatoires 

Pour le TNFα (cytokine inflammatoire), les cellules ont été prétraitées pendant 2 ou 4 heures 

avec les extraits avant d’être stimulées par le LPS/IFNγ comme décrit au paragraphe 1.10.2. 

Six ou 48 heures après l’activation des cellules, les surnageants sont prélevés puis stockés à -

80°C jusqu’au moment du dosage selon les expériences. 

1.10.6 Dosage du TNFa dans les surnageants de culture 

Le TNFα est dosé par une méthode ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) sandwich 

à l’aide d’un kit commercial (mouse TNFα Elisa Ready-SET-Go, eBiosciences). Le seuil de 

détection du TNFα pour le kit est de 8 pg/ml. 
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2 RESULTATS 

2.1 Extraction et rendement d’extraction 

L’extraction est un moyen qui permet le plus souvent de retirer des molécules chimiques d’un 

milieu solide ou liquide en les faisant passer d’une phase à une autre pour laquelle elles ont une 

plus grande affinité (Genthon, 2015). Les méthodes d’extraction dépendent aussi bien du 

matériel fongique que les molécules recherchées. L’extraction est influencée généralement par 

la méthode choisie en fonction des composés phytochimiques à étudier. D'autres facteurs, 

comme le pH, la température, le rapport quantité de matière au volume du solvant, les 

intervalles de temps, le nombre et les étapes d'extractions individuelles, jouent également un 

rôle important dans cette procédure (Mansour-djaalab H., 2014, Masoko et al., 2008).  

Selon les données de la littérature, plusieurs techniques d’extraction des molécules peuvent être 

mise en œuvre en présence de solvants notamment : l’heptane, l’hexane, éther diéthylique, 

toluène, dichlorométhane, acétone, acétate d’éthyle, éthanol ou de l’eau (Dieu, 2015).  

Les résultats présentés dans le tablau N° 15 montrent que les extraits secs présentant le meilleur 

rendement d’extraction sont les extraits aqueux (extraits 4) suivis des extraits éthanoliques 

(extraits 3) pour tous les producteurs. Ces résultats semblent être cohérents et attendus compte 

tenu de la richesse des champignons en glucides et en composés phénoliques. Le rendement du 

producteur A est inférieur à B qui, lui aussi est inférieur à C. En considérant les extraits aqueux 

entre eux, on remarque  que c’est le producteur C également qui possède le rendement le plus 

important (15,36%).  

Tableau 15 : Rendement d'extraction des producteurs A, B et C en fonction de leurs extraits 

Producteurs Extraits 
Masse 

extrait (mg) 

Rendement par 

extrait (%) 

Rendement 

total (%) 

 

A 

Extrait 1 0,057 1,15 ± 0,14  

21,88 ± 2,14 
Extrait 2 0,034 0,68 ± 0,04 

Extrait 3 0,329 6.59 ± 0.5 

Extrait 4 0,672 13,45 ± 0,52 

 

B 

Extrait 1 0,071 1,42 ± 0,16   

28,58 ± 2,78 
Extrait 2 0,057 1,15 ± 0,06  

Extrait 3 0,324 6,49 ± 0,52 

Extrait 4 0,976 19,52 ± 2,14 
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C 

Extrait 1 0,048 0,97 ± 0,02  

24,73 ± 2,47 
Extrait 2 0,045 0,91 ± 0,06 

Extrait 3 0,374 7,49 ± 0,40 

Extrait 4 0,767 15,36 ± 1,11 

Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne ± SEM (n = 3). 

2.2 Criblage phytochimique par chromatographie sur couche mince (CCM) 

Ce criblage phytochimique a été réalisé en collaboration avec Vallentin CELLARD dans le 

cadre d’un stage de master recherche en sciences des aliments et nutrition (SAN) réalisé au 

laboratoire de Botanique, Phyotochimie et Mycologie de la faculté de Pharmacie de l’Université 

de Montpellier. 

Suite à la révélation des chromatogrammes par les différents réactifs, nous avons mis en 

évidence 3 classes de molécules dans les extraits à savoir : polyphénols, antioxydants, et acides 

aminés (tableau 16). 

Tableau 16 : Molécules d'intérêt révélées par la CCM 

 

Producteurs 

 

Extraits 

Classe des molécules d’intérêts révélées  

Polyphénols Antioxydants Acides aminés 

 

A 

Extrait 1 + + + 

Extrait 2 + + + 

Extrait 3 ++ + +++ 

Extrait 4 ++ ++ ++ 

 

B 

Extrait 1 + + + 

Extrait 2 + + + 

Extrait 3 ++ + +++ 

Extrait 4 ++ ++ ++ 

 

C 

Extrait 1 + + + 

Extrait 2 + + + 

Extrait 3 ++ + +++ 

Extrait 4 ++ ++ ++ 

- = Absent; + Presence faible; ++ =Présence moyenne; +++ = Abondamment 
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D’après ce tableau, nous notons que les molécules antioxydantes semblent être majoritairement 

dans les extraits aqueux. Quant aux polyphénols, ils ont étés détectés dans les extraits polaires 

(extraits éthanoliques et aqueux). Les acides aminés sont majoritaires dans les éthanoliques. La 

chromatographie (CCM) a permis tout d’abord de montrer à travers le révélateur universel 

(H2SO4) que les profils sont répétables pour les triplicatas d'extractions de chaque producteur 

(figure 15). Cela montre que la méthode d’extraction est fiable car les profils sont identiques 

pour chaque extraction. 

 

Figure 15 : Profils de la répétabilités des chromatogrammes des extraits apolaires des 

producteurs A, B et C, révélés au H2SO4 

§ Caractérisation des polyphénols 

Le criblage chimique en CCM a permis de mettre en évidence la présence des composés 

phénoliques par le réactif de NEU (fluorescence bleue sous lumière UV à 365 nm) notamment 

dans les extraits 3 et 4 (alcooliques et aqueux) (figure 16).  

 

Figure 16 : Révélateur spécifique des composés phénoliques (NEU) : visualisation de 

composés phénoliques à 360 nm. 
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Ces résultats sont attendus par rapport à la nature des composés décrits dans les généralités et 

par de nombreuses revues scientifiques. L’examen de la figure 16 montre que le producteur B 

semble avoir des teneurs en composés phénoliques plus importantes que les 2 autres 

producteurs.  

Nous avons tenté d’identifier certains composés témoins à savoir : acide abscissique, acide 

benzoïque, acide chlorogénique, acide cinnamique, acide férulique, acide gallique, acide ρ-

hydroxybenzoïque, acide protocatéchique et l’acide ρ-coumarique, mais ils n’ont pas été mis 

en évidence par leur Rf et leur couleur après révélation au Neu dans les extraits. Cette 

observation pourrait donc signifier qu'il n’y a présence d'aucun de ces composés témoins ou 

bien en trop petites quantités pour être détectés.  

§ Caractérisation des acides aminés 

La figure 17 présente une photographie dans le visible des plaques CCM des acides aminés 

après révélation spécifique.  

La CCM a permis de montrer la présence d'acides aminés dans tous les extraits du champignon 

(extraits polaires et apolaires) par pulvérisation du révélateur spécifique : la Ninhydrine. Les 

spots des acides aminés révélés par la ninhydrine sont en taches roses-violettes, qui virent 

parfois au brun.  

 

Figure 17 : CCM des extraits polaires révélés à la Ninhydrine. A) extraits éthanoliques, B) 

extraits aqueux 

Du point de vue quantitatif, chaque extrait renferme des acides aminés avec des teneurs plus 

importantes dans les extraits polaires qui semblent en contenir davantage pour tous les répliquas 

et pour tous les producteurs (A, B, C). Par contre, en comparant les extraits polaires entre eux, 

on se rend compte que les extraits aqueux sont moins riches en acides aminés par rapport aux 

extraits éthanoliques. 
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§ Caractérisation des molécules antioxydantes 

Les CCM montrent également une activité antioxydante avec une présence de molécules 

antioxydantes pour chaque extrait grâce aux plaques révélées par la pulvérisation d’une solution 

de DPPH à 5% dans le méthanol (tableau 15). Après séchage et incubation d’une dizaine de 

minutes dans l’obscurité, les taches de migration apparaissent à l’œil nu en jaune-clair sur fond 

violet. Ceci traduit la présence de composés actifs capables de réduire le radical DPPH, donc 

ayant une activité antioxydante.  

Ainsi les substances ayant manifestées une activité anti-radicalaire dans les extraits apolaires 

peuvent être de l’ergostérol ou du tocophérol. Par contre, dans les extraits polaires, ces 

molécules antioxydantes peuvent être des polyphénols ou autres substances.  

Il faut néanmoins réaliser des tests DPPH sur microplaques de 96 puits car les CCM montrent 

la présence de molécules antioxydantes pour chaque extrait mais ne permettent pas de visualiser 

les différences d’intensités. Le test au DPPH sur CCM présente donc un manque de sensibilité 

qui ne conduit pas à ressortir de différences entre les extraits. En revanche la chromatographie 

sur couche mince permet de déduire que l’activité antioxydante n’est pas liée uniquement aux 

composés phénoliques puisqu’elle est présente pour chaque extrait, y compris les apolaires 

(figure18). 

 

Figure 18 : CCM sur plaque de verre des extraits apolaires, éluant cyclohexane/acétate 

d'éthyle (90:10) après pulvérisation de DPPH. A) extraits cyclohexaniques, B) extraits 

chloroformiques 

2.3 Analyse des chromatogrammes par la chromatographie liquide à haute 

performance 

Parallèlement à la chromatographie sur couche mince, nous avons réalisé une chromatographie 

en phase liquide à haute performance (CLHP). Celle-ci  a montré qu’en fonction du solvant 
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d’extraction utilisé, il y a une variation des profils chez le même producteur.  Mais à l’image 

des CCM, elle montre aussi une répétabilité des profils pour les extractions réalisées avec un 

même solvant. Ces différents profils observés selon le solvant utilisé pour l’extraction 

s’expliquent par leur différence de polarité. Des molécules de nature différentes ont été 

successivement extraites par chaque solvant. 

Tous les producteurs ont montrés le même profil dans leurs extraits polaires, par contre on note 

différence qualitative et quantitative entre les producteurs au niveau de leurs extraits apolaires 

à une longueur d’onde de 254 nm. Le producteur B est différent de A et C dans les extraits 

cyclohexaniques à la 43ème minute de temps de rétention. A ce temps, nous observons un pic 

très important qui apparait chez les producteurs A et C, par contre, ce pic est absent ou très petit 

(à faible intensité) chez le producteur B (figure 19). 

  

 

Figure 19 : Profils chromatographiques  en chromatographie liquide haute performance des 

extraits cyclohexaniques des trois producteurs (A, B et C) à 254 nm 

Pour les extraits chloroformiques, c’est le producteur C qui présente une différence par rapport 

aux autres pour le temps de rétention t = 43 minutes (figures 20). On note que le pic qui apparait 

à ce temps de rétention, est plus important chez le producteur C par raport aux 2 autres. 

On remarque que, les molécules ayant un caractère apolaire sont plus retenues par la colonne 

C18 car ayant une affinité avec celle-ci. Par contre celles polaires se verraient moins retenues 

par la colonne. Donc, elles seront les premiers à être éluées et détectées par le détecteur. 
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Figure 20 : Profils chromatographiques en chromatographie liquide haute performance des 

extraits chloroformiques des trois producteurs (A, B et C) à 254 nm. 

Quant aux extraits polaires, aucune différence du point de vue qualitative n’a été observée entre 

les extraits des différents producteurs (figure 21).  

 

Figure 21 : Profils chromatographiques en chromatographie liquide haute performance des 

extraits aqueux des producteurs A, B et C à 254 nm. 
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2.4 Caractérisation des extraits par la chromatographie liquide haute 

performance 

2.4.1 Caractérisation des acides phénoliques et de l’acide ascorbique 

Tous les extraits des 3 producteurs ont été analysés par la chromatographie en phase liquide à 

haute performance (CLHP) couplée à un détecteur à barrette de photodiodes (HPLC-DAD) 

pour une tentative d'identification et de quantification des composés phénoliques. La plupart 

des molécules phénoliques ont des maximums d'absorption dans les spectres ultraviolets (UV) 

à une longueur d'onde de 280 nm, bien que certaines ont une bande d’absorption allant jusqu’à 

330 à 360 nm (Gábor, 2013 ; Aleixandre-Tudo et Du Toit, 2018). Nous avons cherché à les 

identifier en comparant les temps de rétention et les spectres UV des échantillons avec ceux des 

témoins. Dix-sept composés phénoliques à savoir : Acide abscissique, acide benzoïque, acide 

caféique, acide chlorogénique, acide cinnamique, acide férulique, acide gallique, acide 

gentisique, acide ρ-hydroxybenzoïque, acide protocatéchique, acide ρ-coumarique, acide 

sulfosalicylique, acide syringique, acide vanillique, acide vératrique, et la rutine) ont été 

analysés (tableau 17). En plus, l’acide ascorbique a également été analysé. 

Les profils chromatographiques des extraits 1, 2, et 4 des producteurs A, B et C sont représentés 

au niveau des figures 19, 20 et 21. L’analyse des résultats et la comparaison des temps de 

rétention des composés extraits ainsi que leurs spectres UV avec ceux des différents standards 

ne nous a permis que de suspecter la présence éventuelle dans les extraits polaires (éthanoliques 

et aqueux) de tous les producteurs d’un seul composé à savoir : l’acide ascorbique. Cette 

molécule apparait à 3,24 minutes avec un pic très petit probablement à cause de sa concentration 

qui est très faible dans les extraits. 

Pour les profils chromatographiques de tous les autres témoins testés, leurs temps de rétention 

et leurs spectres UV ne correspondaient à aucun pic des extraits des 3 producteurs. Ceci dit, ces 

composés phénoliques testés étaient absents ou leurs teneurs étaient très bas dans les 

champignons analysés pour être détecter. Étant donné que les composés phénoliques sont des 

métabolites secondaires, leur production pourrait être influencée par les conditions associées à 

la croissance du champignon, ce qui pourrait expliquer les différences entre les différents 

échantillons et les différentes origines. 



 

 

Tableau 17 : Identification et quantification des composés phénoliques  des extraits des producteurs A, B et C déterminée par HPLC-DAD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Témoins testés 
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Présence potentielle dans les extraits  

(Comparaison des Tr et des spectres UV) 
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Acide abscissique 25,19 261,77 - - - - - - - - - - - - 

Acide ascorbique 3,24 206,25 - - + + - - + + - - + + 

Acide benzoïque 22,05 273,24 - - - - - - - - - - - - 
Acide caféique   - - - - - - - - - - - - 
Acide chlorogénique 3,22 322,09 - - - - - - - - - - - - 
Acide cinnamique 26,66 279,95 - - - - - - - - - - - - 
Acide férulique 20,63 322,41 - - - - - - - - - - - - 
Acide gallique 8,05 270,80 - - - - - - - - - - - - 
Acide gentisique 13,56 326,66 - - - - - - - - - - - - 
Acide ρ-hydroxybenzoïque 14,64 255,01 - - - - - - - - - - - - 
Acide protocatéchique 11,39 259,27 - - - - - - - - - - - - 
Acide ρ-coumarique 19,90 309,51 - - - - - - - - - - - - 
Acide Sulfosalicylique 2,86 299,71 - - - - - - - - - - - - 
Acide synapique 20,86 323,17             
Acide syringique 17,46 274,30 - - - - - - - - - - - - 
Acide vanillique 16,38 260,36 - - - - - - - - - - - - 
Acide vératrique 20,85 260,14 - - - - - - - - - - - - 
Rutine 22,6 355 - - - - - - - - - - - - 
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2.4.2  Identification de l’α-tocophérol 

L’α-tocophérol a été analysé avec la même méthode que celle utilisée pour les extraits afin de 

vérifier sa présence dans les extraits cyclohexaniques et chloroformiques. 

Les résultats montrent que l’α-tocophérol a été élué avec un temps de rétention de 49,5 minutes 

(figure 22). On observe également un pic minoritaire à 48,9 min correspondant certainement à 

un composé de dégradation de l’α-tocophérol. L’examen du spectre UV confirme effectivement 

que le pic qui est apparu à 49,5 min est bien la molécule de l’α-tocophérol (λ max = 292 nm). 

Par contre, l’observation des chromatogrammes des extraits cyclohexaniques et 

chloroformiques, montre un pic avec un temps de retention de 50,30 min qui est différent de de 

celui observé pour l’α-tocophérol. Ce résultat donc, ne nous a pas permis de confirmer la 

présence effective de l’α-tocophérol dans ces extraits apolaires (figure 23).  

 

Figure 22: Chromatogramme de l’α-tocophérol. On observe un pic majoritaire à 49.5 min (α-

tocophérol) et un autre à 48,9 min correspondant à un produit de dégradation. 

 

Figure 23 : Chromatogrammes de l’extrait C1 (identique pour cette portion à ceux des autres 

extraits). 
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2.4.3 Identification et quantification de l’ergostérol 

L’identification et la quantification de l’ergostérol ont été faites uniquement dans les extraits 1, 

2 et 3. En effet, les extraits 4 n’en contiennent pas (ergostérol non détecté à 10 mg/ml), donc la 

teneur est nettement inférieure à 0.001 mg/extrait. 

 En raison de son absorption dans l’ultraviolet (UV), l’ergostérol a été  identifié à 280 nm en 

comparant son temps de rétention (12 minutes) et son spectre UV à celui du témoin (figure 24).  

 

Figure 24 : Chromatogramme de l'ergostérol dans l'extrait 1 du producteur A et du standard 

avec un temps de rétention à 12 minutes. 

Les résultats montrent que les extraits cyclohexaniques contiennent des quantités plus 

importantes en ergostérol avec 0,169 ; 0,183 et 0,235 mg/extrait respectivement pour le 

producteur A, B et C. Ils sont suivis sans surprise par les extraits chloroformiques. En 

comparant les producteurs entre eux, on constate que c’est le producteur C  qui possède la teneur 

la plus élevée au niveau des extraits cyclohexaniques. Par contre pour les extraits  

chloroformiques c’est le producteur B qui en contient d’avantage.  

En terme de quantité totale d’ergostérol, le tableau N° 18 montre que le producteur B (478,20 

mg/100g de poids sec) renferme une teneur significativement plus élevée que le producteur A 

(294,44 mg/100g de poids sec) et C (341,28 mg/100g de poids sec). Ces données sont 

comparables à ceux rapportés par  Hammann et al. (2016) qui mentionnent 351 mg/100g de 
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poids sec. Par contre, elles sont nettement inférieures aux valeurs trouvées par Jasinghe & 

Perera. (2005) et Mattila et al. (2002) qui ont observé respectivement une teneur de 605 

mg/100g de poids sec et  679 mg/100g de poids sec. L’ergostérol se trouve dans toutes les 

parties du champignon, notamment le stipe et le sporophore, mais il s’accumule d’avantage 

dans le sporophore (Jasinghe & Perera, 2005 ; Yuan et al., 2008). Il est connu pour être un 

inhibiteur efficace des radicaux libres et des travaux scientifiques antérieurs ont montrés une 

corrélation entre les propriétés antioxydantes et la quantité d’ergostérol contenue dans les 

champignons (Shao et al. 2010). Par contre, dans cette étude, cette corrélation n’est pas mise 

en évidence. 

L’ergostérol est le stérol (figure 25) le plus abondant rencontré dans le règne des fungi 

représentant 70% des stérols totaux (Rodrigues, 2018) et possède une structure voisine de celle 

du cholestérol (Kuo et al., 2011). Sa synthèse se passe au niveau du réticulum endoplasmique 

du champignon par l’action conjuguée d’une vingtaine d’enzymes. Compte tenu de la diversité 

et du nombre d’enzymes qui participent à sa synthèse, cette molécule est devenue à ce jour une 

cible privilégiée et convoitée dans la fabrication des médicaments antifongiques (Dhingra & 

Cramer, 2017).  Sa concentration varie selon l’espèce et l’état physiologique du champignon 

(Chiocchio & Matković, 2011). Les données scientifiques récentes ont prouvées qu’hormis 

son potentiel antioxydant important (Shao et al., 2010), l’ergostérol exerce un important effet 

anti-inflammatoire avec inhibition de la production de certaines cytokines comme le TNFα 

(Kuo et al., 2011). 

 

Figure 25 : Formule chimique de la molécule d'ergostérol (Kuo et al., 2011) 

Lorsqu’il est exposé aux rayons ultraviolets, l’ergostérol subit une décomposition par la lumière 

appelée « photolyse » le permettant de se transformer en plusieurs molécules, notamment : le 

lumistérol, le tachystérol et la pré-vitamine D2. A travers un réarrangement spontané, la pré-

vitamine D2 passe directement en vitamine D2 (ergocalciférol). En dehors des champignons, 

cette vitamine se trouve également  dans les végétaux. Par contre la forme D3 (cholécalciférol), 
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n’est présente que dans les produits animaux (Jasinghe & Perera, 2005 ; Ko et al., 2008 ; 

Banlangsawan & Sanoamuang, 2016). L’importance de la vitamine D dans l’organisme 

humain n’est plus à démontrer car, elle  joue le rôle de régulateur du métabolisme du calcium 

et du phosphore, facilite leur absorption au niveau de l’intestin et  contribue à la minéralisation 

des os et des dents (Ko et al., 2008). 

Des études récentes ont mis en évidence que l’ergostérol est largement impliqué dans 

l’induction de la pyroptose (forme de mort cellulaire programmée avec de production des 

cytokines pro-inflammatoires). C’est ce qui justifie aussi son importance dans le domaine 

immunologique (Boucher  et al., 2016 ; Koselny et al., 2018). Selon  Banlangsawan & 

Sanoamuang (2016), les apports quotidiens recommandés  de la vitamine D est de (5-10 µg / 

jour). Une carence prononcée est associée à la fragilité des os et des dents, du rachitisme (pour 

les enfants) et l’apparition de l’ostéoporose qui touche généralement les personnes âgées. 

Tableau 18 : Quantité d’ergostérol dans les extraits des trois producteurs. 

Producteur Extraits 
Concentration  

(mg ergostérol/mg d'extrait) 

Masse ergostérol 

(mg/100g poids sec) 

A 

Extrait 1 0,169 ± 0,012 

294,43 
Extrait 2 0,095 ± 0,006 

Extrait 3 0,001 ± 0,001 

Extrait 4 ˂ 0.001 

B 

Extrait 1 0,183 ± 0,016 

478,21 
Extrait 2 0,15 ± 0,019 

Extrait 3 0,002 ± 0,001 

Extrait 4 ˂ 0.001 

C 

Extrait 1 0,235 ± 0,016 

341,29 
Extrait 2 0,093 ± 0,013 

Extrait 3 0,001 ± 0,001 

Extrait 4 ˂ 0.001 

Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne ± écart type  (n = 3 expériences indépendantes). 
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2.5 Caractérisation des extraits par chromatographie sur couche mince 

2.5.1 Identification de l’acide ascorbique 

Comme les résultats issus de la chromatographie en phase liquide à haute performance a permis  

de suspecter la présence éventuelle de l’acide ascorbique dans les extraits polaires (éthanoliques 

et aqueux) de tous les producteurs mais sans donner une certitude à 100% à cause de la faiblesse 

de la concentration utilisée (5 mg/ml). Sachant qu’en injectant une concentration supérieure à 

5 mg/ml allait encastrer ou boucher la colonne, nous avons décidé de tourner vers la 

chromatographie sur couche mince en utilisant une concentration de 10 mg/ml avec un dépôt 

de 20 µl pour charger d’avantage la plaque afin de ressortir et de détecter aisément l’acide 

ascorbique suspecté (s’il existe).  

Pour cela, après dépôt des échantillons et élution de la plaque, le réactif de détection a été 

pulvérisé. Quelques minutes après, les taches commencent à apparaitre même à la lumière du 

jour, mais elles sont plus prononcées en les observant sous la lampe UV.  

Après le scannage de la plaque, les Rf des tous les composés apparus ainsi que leur spectre UV 

ont été recueillis. L’examen et la comparaison des Rf et des spectres UV (figure 26), montre 

que la molécule à un Rf = 0,8 est bien l’acide ascorbique. 

 

Figure 26 : Spectre UV de l'acide ascorbique et des extraits 

L’acide ascorbique est une vitamine hautement soluble dans l’eau. L’un des rôles majeurs de 

cette molécule est son implication dans la protection des tissus des mammifères contre les 

dommages oxydatifs aux niveaux intracellulaire et extracellulaire.  C'est aussi un agent potentiel 
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qui agit contre le vieillissement cellulaire et les maladies dégénératives (Kalalselvi et al.,1996). 

Sa concentrations dans les champignons dépend du stade de maturation de la fructification, du 

génotype, des conditions météorologiques et géographiques (López-Vázquez et al., 2017). 

Cette molécule antioxydante ne peut pas être synthétisée par l’homme. Elle doit être 

obligatoirement apportée par l’alimentation pour satisfaire les besoins de l’organisme. 

2.5.2 Identification de α-tocophérol 

En parallèle de la chromatographie en phase liquide et le test de DPPH, nous avons réalisés 

pour les extraits apolaires (A1, B1, C1, A2, B2 et C2) des chromatographies sur couche mince en 

utilisant l’α-tocophérol comme témoin. Une solution de DPPH a été pulvérisée sur les plaques 

pour révéler les composés antioxydants. Après observation de la plaque, l’α-tocophérol réagit 

avec un délai de quelques minutes. Plusieurs autres molécules antioxydantes sont mises en 

évidence dans les extraits (figure 27).  

À la première vue, les résultats montrent la présence probable de l’α-tocophérol dans les extraits 

(figure 27). Cependant, un examen approfondi des spectres UV montre que le composé qui sort 

au même Rf que l’α-tocophérol est en fait une autre molécule différente de l’α-tocophérol. Ce 

qui infirme l’hypothèse avancée au début. Ce résultat  a été obtenu dans le cadre d’un stage de 

master réalisé par Chambaud MARINE. 

 

Figure 27 : A) Chromatographies sur couche mince des extraits apolaires des producteurs A, 

B et C  utilisant l’α-tocophérol comme témoins. B) Comparaison des spectres UV des 

composés détectés en CCM: Au Rf = 0 ,73 de l’α-tocophérol (en vert, λmax=292 nm) et au Rf 

= 0,74 des extraits (en violet, λmax=280 nm).      
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2.5.3 Identification, séparation et quantification des acides aminés 

Dans le but de développer un éluant efficace pour la séparation des molécules cibles,  nous 

avons utilisé plusieurs combinaisons de phase mobile notamment : BAAE (40: 30: 15:15),  

BAAE (35: 35: 10: 20), BAE (50: 10: 40) et BAE (60: 20: 20). Ces phases mobiles testées ont 

étés choisies en se basant sur des travaux antérieures réalisant des séparations similaires dans 

d’autres matrices alimentaires (Wagner et al., 1984 ; Devi et al., 2014) . Nous avons constaté 

que le système BAAE (35: 35: 10: 20) et BAE (60: 20: 20) donnaient la meilleure séparation, 

avec des spots symétriques et reproductibles des acides aminés.  

La CCM a permis de montrer la présence d'acides aminés dans tous les extraits du champignon 

par pulvérisation du révélateur spécifique : la Ninhydrine. Chaque extrait en contient mais les 

extraits éthanoliques semblent en posséder plus que les autres dans tous les producteurs (figure 

28). Raison pour laquelle nous avons décidé d’orienter l’identification et le dosage des acides 

aminés dans ces extraits éthanoliques. Tous les spots des acides aminés révélés dans les 

échantillons après la pulvérisation de la ninhydrine, avaient une coloration rouge violette ou 

rouge brune (figure 28).  

 

Figure 28 : Identification des acides aminés (Isoleucine, Valine et Alanine) par CCM avec 

révélation à la Ninhydrine 

Pour l’identification, au total 12 témoins ont étés recherchés dans les extraits alcooliques du 

Shiitake à savoir : Acide aspartique, Acide glutamique, Alanine, Arginine, Glycine, Histidine, 

Isoleucine, Méthionine, Phénylalanine, Sérine, Thréonine et Valine (tableau 19). Par 

comparaison des Rf et des spectres UV (pour la phénylalanine et l’histidine) des échantillons 

avec ceux des composés témoins, trois acides aminés ont pu être mis en évidence et quantifiés 

suite au scannage de la plaque de la CCM. Il s’agit de deux acides aminés essentiels (Valine et 

Isoleucine) et un acide aminé non essentiel l’alanine.  
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Tableau 19 : Acides aminés identifiés par chromatographie sur couche mince. 

Témoins Producteur A Producteur B  Producteur C 

Acide aspartique - - - 

Acide glutamique - - - 

Alanine + + + 

Arginine - - - 

Glycine - - - 

Histidine - - - 

Isoleucine + + + 

Méthionine - - - 

Phénylalanine - - - 

Sérine - - - 

Thréonine - - - 

Valine + + + 

 

S’agissant de la quantification, les résultats montrent que le contenu en acides aminés varie de 

5,92 à 8,21 µg/mg d’extrait pour l’alanine, 3,71 à 5,17 µg/mg d’extrait pour la valine et 5,42 à 

7,29 µg/mg d’extrait pour l’isoleucine pour l’ensemble des producteurs.  

Tableau 20 : Teneur en acides aminés dans les extraits. 

Producteurs Extraits 

Concentration (µg/mg d'extrait) 

Alanine 

Rf = 0,40 

Valine 

Rf = 0,56 

Isoleucine 

Rf= 0,66 

A Extrait 3 8,21 ± 0,46 3,77 ± 0,28 5,42 ± 0,17 

B Extrait 3 8,53 ± 0,25 3,71 ± 0,15 7,29 ± 0,97 

C Extrait 3 5,92 ± 0,50 5,17 ± 0,60 6,19 ± 0,71 

Les résultats sont la moyenne ± écart type de 3 expériences indépendantes 

Le tableau 20 montre que les producteurs A et B possèdent des teneurs plus élevées en Alanine 

(8,21 et 8,53 µg/mg d’extrait). Par contre la teneur en isoleucine est plus importante chez le 

producteur Bio que les 2 autres.  
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Figure 29 : Formules des acides aminés identifiés par chromatographies sur couche mince 

dans les extraits éthanoliques des producteurs A, B et C. 

Ces acides aminés (figure 29) sont des molécules organiques ayant un rôle vital pour 

l’organisme. Par exemple, l’alanine participe au métabolisme des sucres et potentialise le 

système immunitaire. Quant à la valine, elle est véritablement impliquée dans non seulement la 

régulation de la glycémie mais aussi  dans la réparation des tissus endommagés (Devi et al., 

2014). Leur carence provoque généralement des troubles psychologiques. D’où l’importance 

de leur présence dans un régime alimentaire. 

 

Figure 30 : Chromatogrammes: A) de l'extrait éthanolique, B) des standards observés à 254 

nm 
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2.6 Teneur en polyphénols totaux 

Pour le dosage des polyphénols totaux, le réactif de Folin-Ciocalteu (F.C) a été utilisé. 

L'ensemble des composés phénoliques est oxydé par le réactif de F.C qui est de couleur jaune. 

Ce dernier est constitué par un mélange d'acide phosphotungstique et d'acide 

phosphomolybdique de couleur jaune et virant au bleu lorsqu’il est réduit par les phénols. La 

coloration bleue produite possède une absorption maximale aux environs de 650 nm. Elle est 

proportionnelle au taux de composés phénoliques. Les résultats  pour chaque producteur sont 

consignés dans le tableau suivant (tableau 21): 

Tableau 21 : Teneur en polyphénols totaux dans les extraits de chaque producteur en μg  

GAE/mg d’extrait 

Producteur Extrait 
Dosage du Folin Ciocalteu 

μg  GAE/mg d’extrait 

A 

Extrait 1 24,47 ± 3,24 

Extrait 2 16,24 ±1,9 

Extrait 3 14,53 ± 1,19 

Extrait 4 19,18 ± 2,05 

B 

Extrait 1 28,50 ± 3,79 

Extrait 2 14,21 ± 0,76 

Extrai 3 16,29 ± 1,21 

Extrait 4 24,87 ± 0,94 

C 

Extrait 1 34,78 ± 2,48 

Extrait 2 23,96 ± 3,29 

Extrait 3 14,29 ± 1,10 

Extrait 4 14,71 ± 0,18 

Extrait éthanolique de Romarin 47,7 ± 6,94 

Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne ± ecart type  (n = 3 expériences indépendantes). 

Ces résultats exprimés en équivalent d’acide gallique ont montré qu’à 1 mg/ml, l’ensemble des 

extraits possède une teneur inférieure au témoin utilisé (extrait éthanolique de Romarin). Les 

extraits cyclohexaniques ont la teneur la plus élevée quel que soit le producteur. Ils sont suivis 

par les extraits aqueux chez les producteurs A et B (19,18 μg de GAE/mg d’extrait et 24,87 μg 

de GAE/mg d’extrait respectivement) et l’extrait chloroformique pour le producteur C avec 

24,87 μg de GAE/mg d’extrait . Il n’y a pas de différence significative entre les extraits 1, 2 et 

3  des producteurs A et B (Figure 31 A). On remarque aussi que les extraits 1 et 2 du producteur 
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C en contiennent plus que ceux de A et B. Les extraits 1 et 4 du producteur B contiennent une 

teneur en polyphénols plus importante que les extraits 2 et 3 des deux autres producteurs (A et 

C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31 : Teneur en polyphénols. A) en fonction des producteurs, B) en fonction des 

extraits. Les résultats sont la moyenne ± SEM (n=3 expériences indépendantes)  

En comparant les producteurs entre eux du point de vue statistique, aucune différence 

significative entre les producteurs A et B quelques soit l’extrait apolaire utilisé n’est observée. 

Par ailleurs, le producteur C, a une différence significative par rapport aux 2 autres dans tous 

les extraits, sauf celui éthanolique et aqueux où, ils sont tous identiques statistiquement (Figure 

31 B). 

Théoriquement le contenu phénolique devrait donner des résultats significativement plus élevés 

pour les extraits 3 et 4 car les composés phénoliques sont réputés être solubles dans les solvants 

polaires et y sont majoritaires. Or les résultats de ce test montrent des valeurs plus élevées dans 

les extraits 1 pour les 3 producteurs (Figure 31A et 31B). Ces résultats s’expliquent par les faux 

positifs susceptibles d’interférer avec le test de mesure de la teneur en phénols. En effet, le 

réactif de Folin-Ciocalteu réagit également avec certains composés azotés, thiols, vitamines, 

bases nucléotidiques et hydrates de carbone (Everette et al., 2010). Comme les résultats 

montrent une teneur des extraits apolaires (cyclohexaniques et chloroformiques) qui laisse 

supposer la présence de phénoliques apolaires ou de faux positifs dans ces extraits, nous avons 

testé quelques molécules à caractères apolaires fréquemment retrouvées dans les extraits de 

champignons notamment : l’α-tocophérol, l’acide linolénique, l’ergostérol, le β-sitostérol, la 
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céramide et l’acide palmitique pour voir si elles réagissent avec le Folin pour justifier cette 

teneur observée particulièrement dans les extraits cyclohexaniques.  

Le test donne deux types de résultats pour les composés apolaires testés : Pour la majorité 

(l’acide linolénique, l’ergostérol, le β-sitostérol, la céramide et l’acide palmitique), on observe 

un précipité blanc (figure 32) dû à la recristallisation des composés à l’ajout de la solution 

aqueuse de Folin-Ciocalteu. Ce précipité crée une interférence lors de la lecture de la plaque et 

donc un faux positif. Par contre, l’α-tocophérol réagit au test (Figure 32), ce qui est logique et 

normale car le noyau 6-chromanol est très proche de la structure d’un phénol. Nos résultats 

pour l’ergostérol sont appuyés par la corrélation (pour les extraits 1) entre son dosage par HPLC  

et le résultat au test de Folin. 

 

Figure 32 : Test de quelques molécules polaires avec le Folin Ciocalteu. En rouge : 1=acide 

linolénique, 2=céramide, 3=acide palmitique, 4=β-sitostérol, 5=ergostérol. En jaune : 1= α-

tocophérol 

Ces résultats, montrent que l’ergostérol apparait comme un faux positif, dont la présence dans 

les extraits apolaires surestime les valeurs obtenues précédemment lors du test de Folin. 

2.7 Activité antioxydante des extraits 

2.7.1 Activité antioxydante des extraits du Shiitake 

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et la nature diversifiée des 

antioxydants, avec des composants à la fois hydrophiles et hydrophobes, il n’y a pas une 

méthode universelle, unique et fiable par laquelle l’activité antioxydante peut être mesurée 

quantitativement d’une façon bien précise. En effet, pour juger de l’effet antioxydant global 

d’une molécule ou d’un extrait d’une ressource végétale ou alimentaire, il est nécessaire le plus 
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souvent de combiner les réponses de tests différents et complémentaires pour avoir une idée 

plus ou moins précise sur la capacité antioxydante de l’échantillon à tester (Cao et Prior, 1998). 

Dans cette présente étude, nous avons préféré la méthode DPPH et ORAC et avons fait le choix 

d’exprimer les résultats en micromoles de trolox équivalent par g d’extrait (µmol TE/g d’extrait) et 

en EC50 (uniquement pour le DPPH) (tableau 22). La valeur la plus élevée correspondra à l’activité 

la plus forte.  

Tableau 22: Activité antioxydante des extraits des producteurs A, B et C dans différents 

solvants d'extraction. 

Producteurs Extraits 

DPPH ORAC 

EC50 

(mg/ml) 

% 

d'inhibition 

μmol TE/g 

d’extrait sec 

μmol TE/g 

d’extrait sec 

 

A 

Extrait 1 ˃ 1 18 ± 1,97 25,88 ± 2,97 520 ± 44 

Extrait 2 ˃ 1 16,37 ± 0,25 21,7 ± 1,12 442 ± 28 

Extrait 3 ˃ 1 17,6 ± 1,45 26,63 ± 3,40 494 ± 11 

Extrait 4 ˃ 1 25,23 ± 5,95 34,73 ± 4,89 684 ± 90 

 

B 

Extrait 1 ˃ 1 10,03 ± 1,77 12,88 ± 1,69 549 ± 26 

Extrait 2 ˃ 1 12,41 ± 1,13 16,94 ± 1,16 578 ± 52 

Extrait 3 ˃ 1 17,16 ± 1,65 22,78 ± 1,34 528 ± 77 

Extrait 4 ˃ 1 18,4 ± 1,89 25,82 ± 0,47 749 ± 65 

 

C 

Extrait 1 ˃ 1 11 ± 0,36 15,52 ± 1,44 752 ± 38 

Extrait 2 ˃ 1 8,7 ± 0,94 11,54 ± 1,55 859 ± 38 

Extrait 3 ˃ 1 10,31 ± 1,09 14,01 ± 1,36 747 ± 49 

Extrait 4 ˃ 1 24 ± 2,05 30,64 ± 3,52 892 ± 36 

Rosmarinus officinalis  0,32 ± 0,02 nd 261,67 ± 1,13 2560 ± 374 

Acide chlorogénique  nd nd 3077,4 ± 225,07 11515 ± 1721 

Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne ± écart type  (n = 3 expériences indépendantes). 

2.7.2 2,2 diphényle-1-picryl-hydrazyl (DPPH) 

Les résultats de l’évaluation de l’activité antioxydante par le test au DPPH sont exprimés en 

équivalents Trolox (TE). Le Trolox est un antioxydant reconnu et sert ici de référence. Les 

extraits testés présentent une activité antioxydante modeste variant entre (11,54 à 34,73 μmol 

TE/g d’extrait) soit dix fois inférieure au témoin de Romarin (261,67 TE) qui est également un 

antioxydant reconnu.  
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Dans l’ensemble, tous les extraits (1, 2, 3 et 4) montrent une activité antioxydante (Figure 33) 

mais les extraits aqueux (extraits 4) sont globalement supérieurs aux autres de 25,82 pour le 

producteur B à 34,73 μmol TE/g d’extrait pour le producteur A, ils sont suivis par l’extrait 3 

(26,63 μmol TE/g d’extrait) et 1’extrait 1(25,83 μmol TE/g d’extrait) du producteurs A.  Les 

extraits chloroformiques et éthanoliques du producteur C possèdent les valeurs les plus petites 

avec 11,54 μmol TE/g d’extrait pour chacun (tableau 22). 

Entre les producteurs, les résultats montrent clairement que le producteur A est plus antioxydant 

que les producteurs B et C quel que soit l’extrait et est statistiquement différent par rapport aux 

autres producteurs. Cependant il n’y a pas de différence significative entre le producteur A et 

B dans leurs extraits éthanoliques (26,63 ; 22,78 μmol TE/g d’extrait, respectivement) (Figure 

33). Pour le producteur B, l’activité antioxydante augmente proportionnellement avec la 

polarité des extraits, contrairement aux deux autres producteurs. L’activité antioxydante 

observée pour ce test confirme les résultats des tests antioxydants sur CCM et permet d’évaluer 

des différences quantitatives. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33 : Activité antioxydante des extraits des producteurs A, B et C. Les résultats sont la 

moyenne ± SEM (n=3 expériences indépendantes). ***p˂0.001 pour producteur A versus 

producteur B; $$$p˂0.001 pour producteur A versus producteur C; #p˂0.05, ###p˂0.001 

pour producteur B versus producteur C. 

L’ergostérol qui a été dosé par la chromatographie liquide à haute performance ainsi que l’α-

tocophérol qui a réagi au réactif de Folin Ciocalteu ont été testés avec le DPPH pour voir si ces 

composés pouvaient expliquer les activités observées dans les extraits apolaires. 
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Pour l’ergostérol, on obtient un EC50 de 3,5 mg/ml (tableau 23), soit 0,115 mg/µg de DPPH. Ce 

résultat est comparable à celui obtenu par Shao et al. (2010) qui mentionne 0,112 mg/µg de 

DPPH. Cette EC50 étant élevé, le potentiel antioxydant de l’ergostérol est trop faible pour être 

responsable des résultats trouvés dans les extraits apolaires des 3 producteurs. Il faut noter que 

certaines publications établissent une corrélation entre la concentration en ergostérol et les 

résultats de leur test au DPPH (Shao et al., 2010). 

Pour l’α-tocophérol, on obtient un EC50 de 0.05 mg/ml (tableau 23), ce qui correspond à un 

potentiel antioxydant élevé. Ce n’est pas surprenant, puisque l’activité antioxydante de l’α-

tocophérol est reconnue (Heleno et al., 2015). Ce résultat signifie que si l’α-tocophérol est bien 

présent dans les extraits cyclohexaniques et chloroformiques des producteurs, il peut être en 

grande partie responsable de ses résultats au test de DPPH enregistrés précédemment. Alors, 

pour confirmer ou infirmer cette hypothèse, nous avons cherché à identifier la molécule de l’α-

tocophérol par CLHP et CCM dans la section Caractérisation des extraits. 

Comme l’observation des chromatogrammes des extraits cyclohexaniques et chloroformiques 

à la page 96, ne nous a pas permis de confirmer la présence effective de l’α-tocophérol dans ces 

extraits apolaires, çà veux dire que l’α-tocophérol ne peut pas expliquer le potentiel antioxydant 

des extraits apolaires. Mais, pourrait etre lié à une autre catégorie de molécules. 

Tableau 23 : Résultats test DPPH (EC50 de l'ergostérol et de l'α-tocophérol). 

Molécules Ergostérol α-tocophérol 

EC50 (mg/ml) 3.500 ± 0.398 0.047 ± 0.012 

Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne ± écart type  (n = 3 expériences indépendantes). 

2.7.3 Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC) 

Les résultats de l’évaluation de l’activité antioxydante par le test ORAC sont exprimés en 

micromole de Trolox équivalent par milligramme d’extrait (µmol de TE/mg d'extrait 

respectivement  A l’image du DPPH, les résultats montrent que  dans l’ensemble ce sont les 

extraits aqueux (extraits 4) qui sont plus actifs chez tous les producteurs avec 684, 749 and 892 

μmol TE/g pour A, B et C respectivement  (Figure 34). Ils sont suivis par l’extraits 

cyclohexanique pour le producteurs A et les extraits chloroformiques pour les producteurs B et 

C. Aucune différence significative entre les valeurs d’ORAC des extraits cyclohexaniques, 

chloroformiques et éthanoliques des producteurs A et B. Le  producteur C possède une activité 
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antioxydante plus élevée par rapport aux producteurs A et B quel que soit l’extrait considéré 

(figure 34). On ne note pas de différence significative entre les valeurs d’ORAC de A et B dans 

tous les extraits. 

 

Figure 34 : Valeurs ORAC des extraits des producteurs A, B et C. Les résultats sont la 

moyenne ± SEM (n=3 expériences indépendantes). **p˂0.01, ***p˂0.001 pour producteur A 

versus producteur C; $p˂0.05, $$p˂0.01, $$$p˂0.001; pour producteur B versus producteur 

C. 

2.8  Activité anti-inflammatoire 

Concernant l’activité anti-inflammatoire, nous n’avons pu tester que les extraits polaires. En 

effet, les extraits apolaires sont difficiles à tester de par leur incompatibilité avec les milieux 

aqueux utilisés en culture cellulaire. En conséquence, les résultats présentés dans cette partie 

ne concernent que les extraits éthanoliques et aqueux du Shiitake issus des 3 producteurs. 

2.8.1 Effet des extraits éthanoliques et aqueux du Shiitake sur la viabilité cellulaire  

Avant d’évaluer les effets anti-inflammatoires des extraits, il est important d’étudier leur 

activité sur la viabilité cellulaire, ce test nous permettant par la suite de choisir les 

concentrations des extraits à tester sur les cellules inflammatoires.  La viabilité des cellules 

J774.A1 a été déterminée par la méthode MTS/PMS qui évalue l’activité des enzymes 

déshydrogénases présentes dans les cellules viables. Les résultats montrent qu’à la 

concentration la plus élevée (100 µg/ml), nous observons une perte de la viabilité cellulaire de 

79% (producteur A), 76% (B) et 78% (C) pour les extraits éthanoliques et de 55% (A), 60% 

(B) et 63% (C) pour les extraits aqueux (figure 35). Ces résultats suggèrent que les extraits 

éthanoliques et aqueux, quelque soit les producteurs, ont une activité cytotoxique à la 

concentration de 100 µg/ml. A l’opposé, pour les concentrations de 6,26 µg/ml à 50 µg/ml, 

nous n’avons pas observé de modification de la viabilité cellulaire, quelque soit l’extrait ou le 
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producteur. Ces concentrations ont donc été choisies pour les activités anti-inflammatoires sur 

les macrophages.   

 

Figure 35 : Viabilité cellulaire de l'extrait aqueux des producteurs A, B et C. Les résultats 

sont la moyenne ± ecart type (n=3 expériences indépendantes) 
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2.8.2 Effet des extraits sur la production de NO par les macrophages inflammatoires 

2.8.2.1 Détermination des conditions des prétraitements des cellules  

Pour évaluer l’activité anti-inflammatoire, nous avons dans un premier temps recherché quel 

temps de prétraitement des cellules avec les extraits du champignon (2 ou 4 heures)  était le 

plus efficace en dosant les nitrites (mesure indirecte de la production de NO) à 24 heures après 

le signal inflammatoire (LPS/IFNg). 

La figure 36 montre l’effet de 2 et de 4 heures de prétraitement pour les extraits éthanoliques 

sur la production de NO induite par le LPS/IFNg par les macrophages. On observe un effet 

inhibiteur concentration-dépendant d’environ 30 % pour 50 µg/ml et ce, quelque soit le 

producteur pour un prétraitement des cellules de 4 heures par les extraits. Cet effet est plus 

faible lorsque les cellules sont prétraitées pendant 2 heures avant le signal inflammatoire.  

 

Figure 36 : Effet de 2 et 4 heures de prétraitement des cellules J774 avec les extraits 

éthanoliques du Shiitake sur la production du NO induite par le LPS/IFNγ. Les résultats sont 

la moyenne ± ecart type (n=3 expériences indépendantes)  

Suite à ces résultats, nous avons donc choisi 4 h de prétraitement par les extraits (éthanoliques 

et aqueux) avant l'activation des macrophages par le LPS/IFNγ. 

2.8.2.2 Effet des extraits éthanoliques du Shiitake sur la production du NO 

Nous avons prétraités les cellules J774.A1 avec différentes concentrations d’extraits 

éthanoliques (de 6,25 µg/ml à 50 µg/ml) pendant 4 heures avant leur activation. Le NO est 

ensuite dosé dans les surnageants de culture 24 à 48 heures plus tard. 

Le LPS associé à l'IFNγ seuls, stimulent la production de NO par les macrophages. Les résultats 

montrent que les extraits éthanoliques des trois producteurs inhibent significativement la 

production du NO de façon concentration dépendante (29,66%, 31,30% et 27,56% 
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respectivement pour les producteurs A, B et C à 50 µg d’extrait/ml) lorsque les cellules sont 

prétraitées pendant 4 heures avec un temps de stimulation de 24 heures (figure 37A). 

 

Figure 37 : Effet des extraits éthanoliques des producteurs A, B et C sur la production de 

l'oxyde nitrique à 24 h et 48 h de stimulation. Les valeurs sont présentées sous forme de 

moyenne ± SEM (n = 3 expériences indépendantes). *** p˂0,001, inhibition résultant de 50 

µg / ml d'extrait par rapport à l'absence d'inhibition; $ p˂0,05 ; $$ p˂0,01 ; $$$ p˂0,001, 

inhibition résultant de 25 µg / ml d'extrait par rapport à l'absence d'inhibition; £ p = 0,01, 

inhibition résultant de 12,5 µg / ml d'extrait par rapport à l'absence d'inhibition; a  p˂0,05, 

inhibition résultant de 6,25 µg / ml d'extrait par rapport à l'absence d'inhibition. 

Il convient de noter également que la production du NO diminue fortement de manière dose-

dépendante après 48 heures de stimulation (41,6 ; 42,6 et 39% pour les producteurs A, B et C, 

respectivement) à la dose la plus élevée (figure 37B). Lorsque l'on compare les producteurs 

entre eux à une concentration donnée, on n’observe pas de différences significatives entre les 

extraits éthanoliques des trois producteurs A, B et C. Le potentiel anti-inflammatoire apparaît 

équivalent quel que soit le temps de stimulation ou la concentration considérée, par contre, si 

on procède à une comparaison entre les concentrations testées pour un même producteur, nous 

observons clairement des différences statistiquement significatives. 

L’ensemble de ces résultats suggèrent donc, que les extraits éthanoliques de Lentinula edodes 

possèdent une activité anti-inflammatoire in vitro, sans qu’il n’y ait une différence statistique 

entre les producteurs « Non bio » et « Bio ». 

2.8.2.3 Effet des extraits aqueux du Shiitake sur la production du NO 

Les résultats présentés à la figure 38A montrent qu'un prétraitement cellulaire avec les extraits 

aqueux de Shiitake des différents producteurs induit une faible inhibition de la production de 
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nitrites et que cet effet est fonction de la concentration. L’inhibition la plus importante est 

observée à 50 µg / ml après 4 h de prétraitement avec 24 h de stimulation  avec 14,23% , 15,60% 

et 20,93% pour les producteurs A, B et C respectivement. A environ 48 h de stimulation, 

l’inhibition de la production du NO enregistre une légère diminution avec respectivement 

17,1%, 15,22% et 18,71% pour A, B et C (figure 38B).  

En comparant les producteurs entre eux pour une même concentration testée, les résultats ne 

montrent aucune différence statistique chez les extraits aqueux (données non présentées). 

 

 

Figure 38 : Effet des extraits aqueux des producteurs A, B et C sur la production de l'oxyde 

nitrique à 24 et 48 heures de stimulation. Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne 

± SEM (n = 3  expériences indépendantes). 

2.8.3 Activité du NO scavenging des extraits éthanoliques et aqueux  

Suite à l'effet inhibiteur des extraits éthanoliques et aqueux sur le NO, nous avons voulu savoir 

si les extraits avaient une activité NO scavenging autrement dit s’ils piègent le NO formé.  

Le pouvoir des extraits à piéger le NO a été évalué par dosage du taux de nitrites présents après 

décomposition photochimique du nitroprusside de sodium (SNP) en présence de différentes 

concentrations des extraits. Si les valeurs trouvées après calcul sont négatives, correspondant 

ainsi à une inhibition du NO produit par dégradation du SNP, on conclut que les extraits piègent 

le NO. Dans le cas contraire, on observe une « accélération » de la dégradation du SNP. 

Les résultats présentés dans le tableau 24 montrent que les extraits éthanoliques et aqueux ne 

piègent pas le NO produit par dégradation du SNP et donc ne possèdent pas d’activité NO 

scavenging. A l’opposé, les valeurs trouvées pour toutes les concentrations testées et quelque 

A B 
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soit les producteurs sont positives avec des écarts type parfois assez élevés, sans effet 

concentration dépendant. Cela suggère que les 2 extraits pourraient accélérer la dégradation du 

SNP par un mécanisme inconnu mais peu spécifique. 

Suite à ces résultats, on peut conclure que l’effet inhibiteur des extraits éthanoliques ou aqueux 

sur la production du NO par les macrophages inflammatoires n’est pas du à une activité NO 

scavenging. 

Tableau 24 : Activité NO scavenging  des extraits éthanoliques et aqueux pour les 

producteurs A, B et C. 

 Extrait éthanoliques Extraits aqueux 

Producteurs A B C A B C 

Témoin 0 0 0 0 0 0 

50 µg/ml 6,2 ± 10 4,1 ± 7,7 4 ± 10,4 8,6 ± 4,7 8,8 ± 12,3 16,9 ± 10,6 

25 µg/ml 7,7 ± 10,7 11,6 ± 5,6 6,4 ± 4,1 6,9 ± 5,4 10,3 ± 10,5 18,6 ± 10,5 

12,5 µg/ml 12,8 ± 5,1 14,6 ± 10,5 11 ± 10,5 7,6 ± 5,6 3 ± 11,5 14,5 ± 9,8 

6,25 µg/ml 9,2 ± 9,4 16,2 ± 11,1 12,9 ± 10,1 10,8 ± 7,1 8,6 ± 12,8 13,3 ± 8,9 

Les valeurs, exprimées en % d’inhibition de NO produit par la dégradation du SNP, correspondent à la 

moyenne ± écart type de 3 expériences indépendantes). 

2.8.4 Dosage du TNFα 

Suite à l’activation des macrophages, plusieurs cytokines pro-inflammatoires telles que le 

TNFα et l’IL-1β et des cytokines anti-inflammatoires comme l'IL-10 sont produites par les 

cellules puis libérées dans le surnageant cellulaire.  

Nous avons donc poursuivi ce travail en recherchant l’effet inhibiteur des 2 extraits sur la 

production de TNFα par les macrophages activés. Le TNFα a été dosé dans les surnageants de 

culture par une technique ELISA sandwich, 6 et 48 heures après activation des cellules par 

l’association LPS/IFNγ. 

Dans des expériences préliminaires, les cellules ont été prétraitées pendant 4 heures puis 

activées durant 48 heures par le LPS/IFNγ: cette condition ne nous a pas permis d’avoir des 

résultats probants car les surnageants prélevés à 48 heures ne contenaient pas de TNFα 

détectable (données non présentées). 
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Nous avons donc prétraité les cellules par les 2 extraits pendant 2 heures avant d’être activées 

pendant 6 heures par l’association LPS/IFNγ. Dans ces conditions, le taux de TNFα augmente 

rapidement, comparé aux cellules non activées.  

2.8.4.1 Effet des extraits éthanoliques sur la production du TNFα par les macrophages activés au 

LPS/IFNγ. 

Une forte production du TNFα est observée dans les cellules non prétraitées par les extraits et 

stimulées par l’association LPS/IFNγ avec une moyenne de 1312, 950 et 1030 ρg/ml 

respectivement pour le producteur A, B et C. 

La figure 39 montre que les extraits de Shiitake inhibent de manière concentration dépendante 

la production de TNFα, mais cette inhibition est faible. Il n’y a pas de différence significative 

observée entre les producteurs à toutes les concentrations étudiées. Cette inhibition atteint 

16,2%, 14,9% et 10,83% pour les producteurs A, B et C respectivement pour 50 µg/ml d’extrait. 

 

Figure 39 : Effet des extraits éthanoliques des producteurs A, B et C sur la production du 

TNFα. Les résultats, exprimés en % d’inhibition de la production de TNFα correspondent à la 

moyenne ± SEM  de 3 expériences indépendantes. 

2.8.4.2 Effet des extraits aqueux sur la production du TNFα par les macrophages activés au 

LPS/IFNγ. 

A l’image des extraits éthanoliques, on observe une production importante du TNFα dans les 

cellules non traitées par les extraits aqueux et stimulées par le LPS/IFNγ. 

Lorsque les cellules sont prétraitées par les extraits aqueux avant d’être activées, les résultats 

présentés dans la figure 41 montrent une faible diminution de la concentration du TNFα. Cette 

inhibition observée n’est pas concentration dépendante pour l’ensemble des producteurs car 
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elle est plus marquée aux petites concentrations (figure 40).  Par exemple, elle est de 6,7% ; 

1,2% ; 2,3% à 50 µg/ml et de 7,1% ; 5,8% et de 4,2% à 12,5 µg/ml pour A, B et C 

respectivement. 

 

Figure 40 : Effet des extraits aqueux des producteurs A, B et C sur la production du TNFα. 

Les résultats, exprimés en % d’inhibition de la production de TNFα correspondent à la 

moyenne ± SEM  de 3 expériences indépendantes. 
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3 DISCUSSION 

3.1 Extraction 

L'extraction des molécules biologiquement actives nécessite l'utilisation de solvants de polarités 

différentes. Il est connu que certains composés sont mieux solubles dans les solvants polaires 

tels que le méthanol, l'eau, tandis que d’autres se dissolvent mieux dans les solvants apolaires 

(Smolskaite et al., 2015). 

Pour extraire les molécules d’intérêts du champignon nous avons donc utilisé quatre (4) 

solvants de polarité différente à savoir : le cyclohexane, le chloroforme, l’éthanol et l’eau. Les 

extraits aqueux et alcooliques ont donnés les rendements les plus élevés. Ces résultats semblent 

être cohérents et attendus compte tenu de la richesse des champignons en glucides et en 

composés phénoliques. Sachant que les glucides et les composés phénoliques sont des 

molécules polaires, leur présence dans les extraits 3 et 4 (extraction par solvant polaire) est donc 

justifiée.  Les différences de rendements totaux pour chaque solvant et pour chaque producteur 

peuvent être liées à l’influence des conditions de culture, du stade de récolte, la temps 

d’extraction, la température d’extraction et de la taille même des champignons (Mattila et al., 

2001 ; de Melo Macoris et al., 2017 ; Ćilerdžić et al., 2019 ; Khatua et al., 2019). 

Généralement, l’éthanol et l’eau sont les solvants le plus couramment utilisés dans l'extraction 

des molécules d’intérêts des champignons, car ils permettent d'obtenir des rendements élevés 

(Kalyoncu et al., 2010 ; de Melo Macoris et al., 2017) et ces solvants ne présentent pas de 

risques lorsqu’il s’agit d’utiliser les extraits pour la consommation humaine (Khatua et al., 

2019). Peu d’études ont utilisés le chloroforme et le cyclohexane dans l’extraction des 

métabolites, par contre des extractions hydro-alcooliques sont souvent réalisées pour augmenter 

considérablement le rendement d'extraction et/ou la nature des molécules d’intérêts à extraire.  

Les rendements présentés dans cette étude sont similaires à ceux rapportés par Gaitán 

Hernández et al. (2017), qui cultivaient la souche IE-245 de Shiitake sur des copeaux de bois 

de chêne et de la bagasse de canne à sucre (25,45% et 23,63% respectivement). Par contre, nos 

valeurs sont nettement supérieures à celles trouvées par Gaitán Hernández et al. (2006) 

(20,33% et 21,86%) qui utilisaient respectivement la paille d’orge et de blé pour la culture de 

la souche IE-245 de shiitake. 

En effet, les rendements obtenus pour les extraits aqueux des producteurs A, B et C (13,45% ; 

15,17% et 15,36% respectivement)  étaient également comparables à ceux mentionnés par 
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Cheung et al. (2003) (16,2%) sur des champignons commerciaux. Cependant, nos valeurs sur 

les mêmes extraits sont moins importantes à celles rapportées par Da Silva et Jorge, 2011 avec 

des rendements variant de 29,92 à 30,57%. Nos résultats sur les extraits chloroformiques varient 

de 0,68% à 1,75% et de 6,49 à 7,49%. 

Récemment, Ferrari et al. (2012) ont obtenus des rendements de 11% ; 13,6% ; 14 %; 27,2 %; 

32,7% et 33,8% respectivement pour l’éthanol, le méthanol, l’acétone, éthanol-eau, méthanol-

eau et acétone-eau. Ces différences entre nos valeurs et celles issus des autres auteurs pourraient 

aussi s’expliquer par la différence des méthodes d’extraction utilisées, de la souche, du stade 

de récolte, de la taille des champignons ou des conditions de culture (Mattila et al., 2001 ; de 

Melo Macoris et al., 2017). 

3.2 Polyphénols totaux 

Les champignons et les végétaux sont connus pour leur capacité à synthétiser une panoplie de 

métabolites secondaires tels que les  composés phénoliques pour se défendre contre les insectes 

et les micro-organismes (Vaz et al., 2011 ; Ching-yu, 2013). Par exemple, les mélanines sont 

des molécules phénoliques présents dans de nombreux champignons et il a été suggéré qu'elles 

interviennent dans la défense contre les agents pathogènes (Islas-Flores et al., 2006 ; Ching-

yu, 2013). Les composés phénoliques jouent également un rôle important dans la santé de 

l’homme en luttant contre l’oxydation des cellules et certaines maladies non transmissibles 

(Boonsong et al., 2016). 

 En plus de leur action antioxydante ils joueraient aussi un rôle primordial dans la stabilisation 

de la peroxydation lipidique (Del Carlo  et al., 2004 ; Gharby et al., 2014 ) en interceptant 

l'oxygène singulet et en décomposant les produits primaires d’oxydation en des composés 

stables non réactifs. 

Ces molécules sont très connues pour leur réactivité avec le Folin.  Ce dernier est souvent utilisé 

pour doser les polyphénols totaux des aliments, des extraits de champignons et de plantes. 

Cependant, le terme polyphénols totaux semble être incorrect, car le réactif de Folin est capable 

aussi de réagir avec d’autres molécules, notamment : les composés azotés, les thiols, les 

vitamines, les glucides et les bases de nucléotides (Everette et al., 2010 ; Morel et al., 2018). 

En réalité, il mesure la capacité antioxydante totale de l’échantillon étudié (Everette et al., 

2010). 
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Les teneurs en polyphenols totaux obtenues pour les extraits éthanoliques des trois producteurs 

(14,53 ; 16,29 et 14,29 µg GAE/mg d’extrait) sont comparables à celles mentionnées par Jang 

et al. (2015) (12,52  mg GAE/g d’extrait) et Mujić et al. (2010) (11,70  mg GAE/g d’extrait). 

Tandis qu’elles sont nettement supérieures aux résultats rapportés par Heleno et al. (2015) (0,33 

mg/100 de poids sec) et de ceux trouvés par Reis et al., 2012 pour un extrait hydro-alcoolique 

de Shiitake obtenu commercialement (8,8487 mg GAE/g d’extrait). Les teneurs en composés 

phénoliques présentées dans cette étude sont aussi également supérieures à celles rapportées 

par Gaitán Hernández et al. (2017), qui cultivaient la souche IE-245 et IE-256 de shiitake sur 

des copeaux de bois de chêne et de la paille de sorgho (6,50 et 5,85 mg GAE/g de poids sec 

respectivement). Elles sont en outre légèrement plus élevées par rapport aux quantités totales 

de composés phénoliques enregistrées par Vitrac et al. (2011) (8–15 mg GAE/g de poids sec) 

dans des champignons cultivés  sur un mélange composé de copeaux de chêne, de sciure de 

bois et du son de blé. 

Par ailleurs, nos résultats montrent que nos extraits alcooliques sont également plus riches en 

polyphenols que ceux rapportés par Wang et al., 2017 et Woldegiorgis et al., 2014  pour les 

même extraits obtenus avec un temps d’extraction de 24h (tableau 24). Dans l’ensemble, nos 

résultats vont dans le même sens que l’étude de Rahman et al. (2016) qui a indiqué que la 

fraction cyclohexanique obtenu après partition liquide/liquide de l’extrait brut du Shiitake 

possède la teneur la plus importante en polyphénols avec 60,16 mg GAE/g de fraction. 

Comparée à nos extraits du même solvant d’extraction, cette valeur est nettement supérieure à 

nos résultats qui varient de 24,47 à 34,78 µg GAE/mg d’extrait. 

Les champignons produisent des enzymes notamment la manganèse peroxydase et la laccase 

qui peuvent dégrader la lignine, la cellulose et l'hémicellulose contenues dans le substrat de 

culture pour produire des phénols simples (Elisashvili et al., 2015 ; Gaitán Hernández et al., 

2017). En plus, il y’a d’autres enzymes comme la phénylalanine-ammoniaque lyase qui catalyse 

la conversion de la phénylalanine et la tyrosine en acides phénoliques (Gaitán Hernández et 

al., 2017 ; Melin et al., 1977). Donc, les différences observées dans les teneurs en polyphénols 

pourraient être liées à l'activité de ces groupes d'enzymes dégradant le substrat et de ceux 

participant à la biosynthèse des polyphénols dans les basidiomes.  

Théoriquement la mesure du contenu phénolique total était susceptible de donner des résultats 

significativement plus importants pour les extraits 3 et 4 car les composés phénoliques y sont 

majoritaires. Or les résultats de ce test ont montrés que  les extraits 1 possèdent les valeurs les 

plus élevées dans les trois producteurs (figure 22). Ces résultats s’expliquent par les faux 
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positifs susceptibles d’interférer avec le test de mesure de la teneur en phénols. En effet,  le 

solvant d’extraction emporte des molécules non phénoliques comme les sucres, les protéines et 

les colorants qui peuvent interférer pendant l’évaluation phénolique (Djeridane et al., 2006). 

Selon Tawaha et al. (2007) le dosage par le réactif de Folin-Ciocalteu donne donc une 

évaluation brute de l’ensemble des composés phénoliques d’un extrait. Il n’est pas spécifique 

aux polyphénols, car plusieurs molécules sont capables de réagir avec le réactif, donnant un 

taux phénolique apparent élevé. 

Il est important de constater que la majeure partie des études réalisées sur le dosage des 

polyphénols totaux du Shiitake porte sur des extraits polaires (alcooliques, aqueux et hydro-

alcooliques) mais très rarement sur des extraits apolaires (tableau 25).  



 

 

Tableau 25 : Tableau comparatif du dosage du Folin, des conditions d'extraction et de l'expression des unités issu de la littérature 

Références 
Nature de 

l'extrait 

Rendement 

extraction  

Temps 

d'extraction 

Température 

d'extraction 

Dosage du 

Folin 
Expression des  unités 

Silva et Jorge., 2011 

Aqueux 

29,92 30 min T° ambiante 120,44 mg/g d'extrait 

Alispahić et al,, 2015 - - - 4,94 mg GAE/g de champignon 

 Cheung et al,, 2003 16,2 3h   - 1,33 mg GAE/g de champignon sec 

Wang et al., 2017 -  24h  - 4,26 mg GAE/g de champignon 

Hsu Ching-yu, 2013  - 24h T° ambiante 4604 µg GAE/g de poids sec 

de Melo Macoris et al., 2017 25 1h T° ambiante 5,66 mg GAE/g de champignon 

Silva et Jorge, 2011 

Hydro-alcoolique 

23,44 30 min T° ambiante 45,33 mg/g d'extrait 

Silva et Jorge, 2011 29,65 30 min T° ambiante 43,13 mg/g d'extrait 

Reis et al., 2012b  - 1,5h 20°C 8,84 mg GAE/g d'extrait 

Yang et al., 2002 

Alcoolique 

18,8 24h  - 6,27  mg/g d'extrait 

Silva et Jorge, 2011 11,46 30 min T° ambiante 20 mg/g d'extrait 

 Cheung et al,, 2003 33,5 3h  - 4,7 mg GAE/g de champignon sec 

Khaund et Joshi, 2015 - 24h 30°C 10,8 mg GAE/g d'extrait sec 

Wang et al., 2017  - 24h  - 0,06 mg GAE/g de champignon 

Yildiz et al., 2015 - 3h 60°C 7,25 mg /g de champignon sec 

Heleno et al., 2015  - 2h 25°C 0,33 mg/100 g de poids sec 

Mujić et al., 2010 20,82 40 min 45°C 11,70 mg GAE/g d'extrait sec  



 

 

Références 
Nature de 

l'extrait 

Rendement 

extraction  

Temps 

d'extraction 

Température 

d'extraction 

Dosage du 

Folin 
Expression des  unités 

Woldegiorgis et al., 2014 - 24h 25°C 3,4 mg GAE/g d'extrait sec 

Wang et al., 2017 Acétone - 24h - 0,06 mg GAE/g de champignon 

Cheung et al,, 2003 éthyle acétate 3,65 3h - 0,033 mg GAE/g de champignon 

Islam et al., 2016 
Acétone-eau-

acide acétique 
- 3h T° ambiante 2,72 mg GAE/g de champignon 

Vitrac et al., 2011 alcoolique - une nuit T° ambiante 8-15 mg GAE/100 g de poids sec 

 

En examinant ce tableau, on remarque qu’il est difficile de comparer nos résultats avec ceux issus des autres équipes de recherches en raison des 

différences de méthode d'extraction appliquée, du mode d'expression des résultats qui sont souvent exprimés en fonction de la matière sèche ou 

fraiche du champignon. D’autres chercheurs l’expriment en fonction de l’extrait sec.   
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3.3 Activités antioxydantes 

Les propriétés antioxydantes du Shiitake ont étés étudiées depuis des années en utilisant les 

tests de DPPH, FRAP, ORAC, inhibition de la peroxydation lipidique, chélation des métaux et 

ABTS avec une expression des résultats en des unités différentes. Cependant, on note que le 

radical DPPH est le plus souvent employé par la majorité des équipes de recherche avec  une 

grande variabilité de la méthode en termes de  concentration de l’extrait étudié, de la 

concentration du DPPH, et même de la durée de la réaction (Ramirez-Anguiano et al., 2007 ; 

Kalyoncu et al., 2010 ; Kozarski et al., 2012 ; Reis et al., 2012b ; Shah et Modi, 2015). C’est 

ce qui rend difficile la comparaison des résultats issus des différents laboratoires de recherche. 

Dans notre cas, nous avons utilisés le DPPH qui a un mécanisme basé sur une réaction de 

transfert d’électrons (mais considéré comme une méthode mixte par certains chercheurs) et 

l’ORAC méthode basée sur un transfert d’atomes d’hydrogènes qui complète la description 

antioxydante des champignons (Morel et al., 2018). 

3.3.1 DPPH 

Les résultats montrent que tous les extraits présentent une activité antioxydante quantifiable 

mais modérée. A une concentration de 1 mg/ml, les pourcentages d’inhibition trouvés sur nos 

extraits aqueux des producteurs A, B et C (25,23 ; 18,4 et 24 % respectivement) sont 

comparables à celui rapporté par Shah et Modi. (2015) (32,60 %) pour son extrait aqueux. A 

la même concentration, le niveau d'inhibition des radicaux libres par les extraits alcooliques 

pour le producteur A (26,63%), B (22,78%) et C (14,01%), sont simulaires à ceux 

précédemment rapportés par Da Silva et Jorge (2011) (18,70 et 19,17% obtenus par extraction 

lente et rapide. 

Les travaux réalisés par Chowdhury et al. (2015) et Mujić et al. (2010) avec un EC50 = 110 

μg/ml et 0,073 mg/ml respectivement, montrent clairement une activité antioxydante des 

extraits du Shiitake plus efficace que la nôtre. Dans cette même ordre d’idée, une autre étude 

réalisée au Brésil sur des extraits aqueux du Lentinula edodes montre un EC50 de 0,4 mg/ml (de 

Melo Macoris et al., 2017). 

Quant aux données rapportées par Yildiz et al. (2015) et Reis et al. (2012) sur des champignons 

commercials, elles indiquent un EC50 très élevé estimé à 4,99 mg/ml et 6,43 mg/ml 

respectivement. Ce qui démontre la faiblesse de la capacité de ces extraits à inhiber les radicaux 

libres du DPPH. 
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S’agissant de nos extraits cyclohexaniques,  à 1 mg/ml, ils sont moins actifs avec 25,83 ; 12,88 

et 15,52 % d’inhibition respectivement pour les producteurs A, B et C  que  ceux trouvés par 

Rahman et al. (2016)  sur sa fraction cyclohexanique obtenue suite à une partition 

liquide/liquide de l’extrait brut avec 67,38% d’inhibition des radicaux libres de DPPH à la 

même concentration. 

La revue de la littérature montre qu’une diversité des extraits du Shiitake (aqueux, alcoolique, 

hydro-alcoolique, éther diéthylique…) a été testé dans le cadre de l’étude de son pouvoir 

antioxydant en utilisant le radical DPPH, mais la majeure partie des études porte essentiellement 

sur ses extraits aqueux, alcooliques et hydro-alcooliques (Cheung et al., 2003 ; Ramirez-

Anguiano et al., 2007 ; Ferrari et al., 2012 ; Zhang et al., 2013 ; Khaud et Joshi, 2016 ; 

Boonsong et al., 2016 ; Choi et al., 2016). S’agissant de leur efficacité, les extraits hydro-

alcooliques présentent la plus forte activité contre les radicaux DPPH (diphényl-picryl-

hydrazyl) (Ferrari et al., 2012) avec un EC50 estimé 0,044 mg/ml. Cependant, les extraits 

aqueux semblent être plus efficaces dans le test de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) 

(Boonsong et al., 2016). Des polysaccharides purifiés à partir du Shiitake ont été aussi analysés 

par certains auteurs ; ils ont montré un effet inhibiteur sur les radicaux hydroxyles, superoxydes 

et sur les métaux pro-oxydants (Chen et al., 2012). 

3.3.2 ORAC 

Il est à remarquer que dans la littérature, peu de travaux ont abordés l’étude de l’activité 

antioxydante du Shiitake en utilisant la méthode d’ORAC (Oxygen Radical Absorbance 

Capacity), certainement à cause de son équipement onéreux et l’interférence des protéines au 

cours du test, ceci peut facilement biaiser les résultats.  

Les valeurs ORAC obtenues pour l’ensemble de nos extraits varient de 442 à 892 µmol TE/g 

d’extrait. D’autres travaux réalisés sur des extraits aqueux du Shiitake montrent des valeurs 

d’ORAC  de 16,39 µmol TE/g d’échantillon (Kettawan et al., 2011) et 81,5 µmol TE/mg/ml 

(Ito et al., 2011) , tandis que le Département de l’Agriculture Américain mentionne une 

capacité antioxydante du Lentinula edodes estimée à 752 µmol TE/100 g (Department of 

Agriculture, 2010). Les analyses menées sur d’autres champignons qui sont couramment 

vendus dans le commerce ont établi que le portobello possède une valeur antioxydante 

de  138,33 µmol TE/g contre 105,67 µmol TE/g pour  crimini (Dubost et al., 2007). En 

comparaison avec nos résultats, ces valeurs démontrent que nos extraits de tous les producteurs 

sont plus actifs. Cette différence observée pourrait s’expliquer par les aspects génétiques des 

souches utilisées, les conditions de croissance et les conditions environnementales ou la 
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méthode utilisée qui peuvent affecter la quantité de métabolites secondaires produits par les 

champignons (tableau 26) (Dubost et al., 2007). 

De nombreuses études ont montré que l'ergostérol et les composés phénoliques ont été identifiés 

comme les principales molécules antioxydantes de ce champignon. En fait, ces molécules sont 

connues pour être des puissants piégeurs de radicaux libres et des chélateurs de métaux (Heleno 

et al., 2011 ; Shao et al., 2010). 

Selon des chercheurs de l’Université de Pennsylvanie, aux États-Unis, l’action antioxydante 

des champignons est liée aux polyphénols qu’ils renferment. Ils concluent également que 

l’ergothioneine, un acide aminé synthétisé par les champignons, pourrait aussi être fortement 

impliqué à cette action. Leurs résultats indiquent que la consommation régulière de diverses 

variétés de champignons pourrait valablement contribuer à assurer un apport intéressant en 

molécules antioxydantes auxquelles on attribue des vertus thérapeutiques et préventives contre 

plusieurs maladies non transmissibles, notamment : le cancer, les maladies inflammatoires, 

l’Alzheimer et les troubles cardiovasculaires (Dubost et al., 2007 ; Ito et al., 2011). 

Ces deux tests, DPPH et ORAC, étant des essais quantitatifs, nous ont permis de comparer les 

extraits entre eux et les producteurs entre eux selon leur capacité à piéger des radicaux libres 

(APPH et DPPH). Les résultats montrent que ces activités varient d’un extrait à un autre et d’un 

producteur à un autre selon le test effectué. 

Les molécules ayant un pouvoir antioxydant dans les matrices alimentaires jouent des fonctions 

diverses, ceci montre que certaines parmi elles ne sont pas liées à la capacité d'absorber les 

radicaux libres.  Déjà plusieurs études cliniques ayant pour but de tester les avantages et les 

bienfaits et les effets santés des antioxydants alimentaires ont donné des résultats mitigés. Donc, 

les données concernant la capacité antioxydante des aliments issues des méthodes in vitro ne 

peuvent pas être extrapolées aux effets in vivo (US Department of Agriculture, 2010). 

Nos résultats ne montrent aucune corrélation entre les tests DPPH, ORAC et F.C, ce qui suggère 

que selon Morel et al. (2018), différentes classes de composés sont impliquées dans le potentiel 

antioxydant du champignon Shiitake. 



 

 

 

Tableau 26 : Comparaison de l'activité antioxydante, des conditions de cultures, de la souche utilisée, de la méthode d’extraction et du dosage 

issue de la littérature utilisant la méthode d’ORAC. 

Références 
Nature de 

l’extrait 
Méthode d’extraction 

Méthode de dosage de 

l’activité antioxydante 

Conditions de 

cultures 

Souches 

utilisées 

Expression 

des unités 

 

 

Dubost et al., 2007 

 

Extrait 

eau-acétone 

 

15 g de champignon broyés 

extraits par 20 ml d’un mélange 

Eau-acétone (1 : 1) à 

température ambiante pendant 

1 heure sous agitation puis 

centrifugation à  5 900 tr / min. 

Dégradation de la 

fluorescéine par les 

radicaux hydroxyles  

générés par une réaction 

de type Fenton médiée 

par Co (II). 

 

 

 

- 

 

 

 

 

    - 

 

62.67µmol 

TE/g DW 

 

 

Ito et al., 2011 

 

Extrait 

aqueux 

10 g de champignon séché dans 

200 ml d’eau chaude sous 

agitation occasionnelle pendant 

30 min puis centrifugation à  10 

000 tr / min pendant 10 min 

suivi d’une filtration 

 

Dégradation de la 

fluorescéine par les 

radicaux AAPH en 

présence de l’extrait 

 

 

 

- 

 

 

 

 

    - 

 

81.5 µmol 

TE/mg/ml 

United States 

International Trade 

 

 

 

 

Dégradation de la 

fluorescéine par les 

 

 

 

 

 



 

 

Commission 

(USITC), 2010 

 

- 

 

 

    - 

radicaux AAPH en 

présence de l’extrait 

 

- 

 

 

    - 

752 µmol 

TE/100g DW 

 

 

 

Vitrac et al., 2011 

 

 

 

Extrait 

éthanolique 

 

 

100 mg de poudre séchée 

extraits par  5 ml de MeOH 

pendant une nuit, puis  

centrifugation à 3000 tr / min 

pendant 10 min 

 

 

Dégradation de la 

fluorescéine par les 

radicaux AAPH en 

présence de l’extrait 

Copeaux de 

chêne, sciure de 

bois, son de blé, 

Gypse et eau avec 

une température 

de 22°C et 

humidité relative 

de 92 à 98% 

 

 

 

 

3706 

Mycelia 

 

 

1600 à 3500 

µmol TE/100g 

DW 

 

 

 

Kettawan et al., 

2011 

 

 

 

Acetone-

Eau 

0,5 g de champignon crus ou 

cuits  homogénéisés dans 20 ml 

d'acétone à 50% dans de l'eau 

désionisée (v / v) à la 

température ambiante pendant 

1 h, puis centrifugation à 4 400 

g pendant 15 min  

Dégradation de la 

fluorescéine par les 

radicaux AAPH en 

présence de l’extrait 

 

 

 

- 

 

 

 

 

    - 

 

 16.39 µmol 

TE/g of 

sample 
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3.4 Activité anti-inflammatoire des extraits polaires sur les cellules J774.A1 

Vu l’effet antioxydant observé avec les extraits, il a été question dans une deuxième approche 

d’étudier l’effet des extraits polaires (éthanoliques et aqueux) du Shiitake dans le processus 

inflammatoire qui est largement impliqué dans diverses pathologies chroniques dont entre 

autres : le diabète, le cancer, l’Alzheimer, les maladies auto-immunes et l’asthme. Par ailleurs, 

plusieurs études ont rapportés le potentiel anti-inflammatoire de certaines molécules bioactives 

notamment les polyphénols et l’ergothioneine contenues dans le Shiitake. 

3.4.1 Dosage du NO 

Les macrophages sont des cellules qui jouent un rôle central et essentiel dans le processus de 

défense de l’organisme contre les agressions dans le but de maintenir son intégrité (Kuo et al., 

2011).  A travers leurs récepteurs appelés PRR (Pathogen Recognition Receptors) notamment 

les TLR (Toll like receptors) se trouvant à leur surface, ils sont capables de reconnaitre le type 

d’agresseur (Liu et al., 2017 ; Amarante-Mendes et al., 2018). Cette reconnaissance conduit 

à leur activation (Sterka et al., 2006 ; Rubartelli et al., 2007) et est accompagnée par la 

production de nombreux médiateurs pro-inflammatoires et anti-inflammatoires qui assurent 

l’autorégulation de l’inflammation et la protection de l’hôte. Parmi ces molécules sécrétées par 

les macrophages, on peut citer l’oxyde nitrique (NO) et le Tumor Necros Factor alpha (TNFα). 

Le NO est une molécule instable, qui se transforme rapidement en nitrite dans la cellule et ne 

possède pas de récepteurs cellulaires, mais il peut agir sur sa cellule cible de manière autocrine 

(NO endogène) ou paracrine (NO exogène). 

Lorsque la production du NO est bien maitrisée, il joue un rôle bénéfique pour l’organisme et 

se comporte comme un véritable médiateur pro-inflammatoire (Pacheco sanchez, 2006) en 

induisant des effets cytotoxiques contre les cellules bactériennes, les champignons et les virus. 

Il participe au recrutement des neutrophiles et provoque également une relaxation des muscles 

(Guzik et al., 2003 ; Korhonen et al., 2005 ; Dahboul, 2013). Par contre,  à des concentrations 

élevées, le NO possède des effets délétères vis-à-vis des cellules de l’organisme allant de la 

cytotoxicité à des lésions cellulaires conduisant ainsi à la mutagenèse, donc responsable du 

développement de plusieurs maladies chroniques.  

Pour rechercher les effets anti-inflammatoires des extraits aqueux et éthanoliques, nous avons 

utilisé un modèle in vitro de macrophages de souris (cellules J774.A1) activés par l’association 

LPS/IFNγ. Dans ces conditions, les cellules produisent du NO, que l’on peut doser dans les 

surnageants de culture, par la réaction colorimétrique de Griess. En parallèle, les cellules 
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libèrent une cytokine inflammatoire importante, le TNFa que l’on dose par une technique 

ELISA sandwich dans les surnageants de culture. 

 Dans les expériences préliminaires, nous avons montré que les extraits aux concentrations de 

6,25 à 50 µg/mL n’avaient pas d’effet sur la viabilité cellulaire. Ces concentrations ont donc 

été choisies pour tester l’activité anti-inflammatoire des extraits in vitro. Les résultats de ce 

travail montrent que les extraits éthanoliques du Shiitake issus des 3 producteurs ont un effet 

inhibiteur intéressant sur la production de NO dans les cellules J774.A1 stimulées par 

l’association LPS/IFNγ, suggérant que les composés présents dans ces extraits possèdent un 

potentiel anti-inflammatoire in vitro. Par exemple à 50 µg/ml les extraits éthanoliques des trois 

producteurs inhibent significativement la production du NO de manière concentration 

dépendante (29,66%, 31,30% et 27,56% % respectivement pour les producteurs A, B et C) 

lorsque les cellules sont prétraitées pendant 4 heures avec un temps de stimulation de 24 heures 

(figure 37A). Cette inhibition est plus prononcée lorsque les cellules sont stimulées pendant 48 

heures (figure 37B). L’analyse statistique des données montrent qu’aucune différence 

significative d’activité n’est observée entre le producteur « bio » (B) et les 2 autres producteurs 

« non bio » (A et C). 

Ces résultats sont cohérents avec ceux rapportés par Chien et al. (2016) qui avaient étudié 

l’effet d’un extrait éthanolique de Shiitake sur l’inhibition du NO. Des valeurs similaires ont 

aussi été rapportées pour un polysaccharide isolé du champignon Collybia dryophila, nommé 

CDP (C dryophila polysaccharide) (Pacheco Sânchez, 2006). Quant à Xu et al. (2012), en 

utilisant un extrait de Lentinan issu du sporophore du Shiitake, ils ont trouvé une inhibition plus 

importante (40% à 50µg/ml)  par rapport à nos résultats.  

Contrairement aux extraits éthanoliques, les extraits aqueux ont une très faible activité anti-

inflammatoire avec un effet inhibiteur de la production du NO allant de 14,23% à 20,93%. Cette 

diminution du NO suite au prétraitement des cellules par les extraits aqueux, n’évolue pas après 

48 heures de stimulation, elle a tendance même à diminuer. 

Nos valeurs trouvées pour les extraits aqueux sont inférieurs par rapport à celles trouvées par 

certains auteurs notamment Tomassen et al. (2011) qui ont démontrés que les extraits aqueux 

bruts de lentinane inhibent fortement la production de NO induite par le LPS. 

La comparaison du pouvoir d’inhibition du NO entre les extraits éthanoliques et aqueux du 

même producteur à la concentration la plus élevée montrent que ce sont les extraits éthanoliques 

qui possèdent l’effet le plus important, quel que soit le producteur utilisé avec une différence 

statistique chez les producteurs A et B (figure 41). 
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Figure 41 : Comparaison entre les extraits éthanoliques et aqueux du même producteur sur 

la production de NO par les macrophages inflammatoires. 

Les résultats sur le NO scavenging ont également montré que l’activité inhibitrice des extraits 

sur la production de NO par les macrophages inflammatoires, n’étaient pas dus au piégeage du 

NO produit par les cellules. 

3.4.2 Dosage du TNFα  

S’agissant du TNFα, il est réputé être un véritable médiateur pro-inflammatoire qui participe à 

une panoplie d’activités biologiques. Mais avec une production non maitrisée, l’action du TNFα 

conduit au désordre métabolique (diabète de type 2, insuffisance rénale et obésité) et le 

développement de la maladie de Crohn (Clemenzi et al., 2018). Il a également sa part dans la 

physiopathologie de l’insuffisance cardiaque chronique, de l'athérosclérose, de la polyarthrite 

rhumatoïde (Laviollle & Bellissant, 2006 ; Scrivo et al., 2011). Ainsi, l’inhibition de cette 

molécule semble intéressante dans le contrôle d’un processus inflammatoire chronique. 

 

Nous avons montré également que les extraits éthanoliques étaient capables de diminuer la 

sécrétion du TNFα de manière concentration dépendante, mais cet effet est faible 

comparativement à l’inhibition de la production du NO. A l’opposé, les extraits aqueux n’ont 

pas montré d’activité inhibitrice significative sur la production de cette cytokine inflammatoire. 

Son pourcentage d’inhibition observé chez les extraits éthanoliques était comparable à celui 

trouvé par Chien et al. (2016) sur un extrait aqueux issu du sporophore de Shiitake. Nous 

n’avons trouvé aucune différence significative du point de vue statistique entre les 3 

producteurs. 
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Nos résultats ont donc montré que les extraits éthanoliques (inhibition du NO et du TNFα) 

avaient une réelle activité anti-inflammatoire in vitro comparativement aux extraits aqueux.  

Les effets des extraits polaires sur l’inhibition de la production des molécules inflammatoires 

(NO et TNFα) pourraient trouver son explication par la présence éventuelle de certaines 

molécules biactives du Shiitake. En effet, certaines parmi elles présentent des propriétés anti-

inflammatoires in vitro qui sont décrites dans la littérature.  C’est le cas de l’ergothioneine, la 

lenthionine et les composés phénoliques (Ito et al., 2011 ; Chien et al., 2016).  

Selon des travaux réalisés en République Tchèque, la lenthionine est également capable de 

diminuer de manière significative la production  des cytokines inflammatoires tel que le TNFα 

et pourrait dans ce cas être en partie responsable de l'effet anti-inflammatoire observé du 

Shiitake (Kupcova et al., 2018). 

D’autres études in vitro ont attribué la capacité anti-inflammatoire observée chez les extraits 

polaires de Lentinula edodes aux polysaccharides contenus dans ce champignon, notamment le 

Lentinane (Tomassen et al., 2011 ; Xu et al., 2012).  

Concernant le mécanisme d’action, plusieurs possibilités ont été décrites dans la littérature, 

parmi lesquelles la voie du NF-kB. Le NF-kB est un facteur de transcription composé d’un 

complexe protéique localisé au niveau du cytoplasme et associé à l’inhibiteur IkB (Baud & 

Jacque, 2008 ; Suryavanshi et al., 2017). En réponse à divers stimuli comme les cytokines 

pro-inflammatoires (IL-1β), l’IFNγ, les protéines virales, les produits bactériens tels que le LPS 

ou les radiations UV, l’inhibiteur IκB est phosphorylé par la kinase IKK puis dégradé (Bonizzi 

& Karin, 2004 ; Baud & Jacque, 2008, Coutois et al., 2006). Cette dégradation favorise 

l’activation du NF-kB ainsi que sa libération pour rejoindre le noyau cellulaire où, il se fixe sur 

des gènes inflammatoires (active la transcription des gènes spécifiques) (Tak & Firestein, 

2001). Ce qui va aboutir à la synthèse des cytokines et des médiateurs inflammatoires 

notamment le TNFα et le NO (Bonizzi & Karin, 2004).  

Le facteur transcriptionnel NF-KB est connu pour son rôle primordial dans la réponse 

immunitaire et les réactions inflammatoires. Son activation dérégulée contribue favorablement 

à l’apparition de diverses maladies inflammatoires. Donc, l’inhibition de cette voie empêche ou 

ralentit la synthèse des cytokines pro-inflammatoires (Bonizzi & Karin, 2004 ; Liu et al., 2017 

; Suryavanshi et al., 2017). Elle constitue de ce fait, une cible thérapeutique explorée par les 

scientifiques et la médicine moderne pour soigner les pathologies inflammatoires et tumorales 

qui sévissent dans la société (Coutois et al., 2006). 
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Dans notre cas, l’inhibition par les extraits de la production du NO induite par le LPS et l’IFNg 

chez les macrophages pourrait être liée à l'inhibition de l'expression de l'enzyme inductible, la 

nitric oxide synthase (iNOS) responsable de la synthèse du NO, cette enzyme étant sous le 

contrôle de NF-KB. De même, l’effet des extraits éthanoliques sur l’inhibition du TNFa 

pourrait être du à l’inhibition de sa transcription, puisque cette cytokine inflammatoire est 

également sous le contrôle de NF-KB. L'inflammation étant un processus complexe impliquant 

d'autres cytokines en plus du NO et du TNFa, il est primordial de réaliser des études 

supplémentaires pour évaluer l'effet des extraits sur d'autres médiateurs inflammatoires, ainsi 

que les mécanismes moléculaires impliqués. 
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Conclusion et perspectives 

Le Shiitake est un champignon comestible largement cultivé et commercialisé en Asie, aux 

Etats-Unis mais aussi en Europe. Très apprécié pour son goût parfumé, il est vendu frais ou sec 

sous le nom de Lentin du chêne en raison de sa richesse en protéines, en fibres, en minéraux et 

pauvre en calories. Le Shiitake a de multiples propriétés pharmacologiques (propriétés 

antimicrobiennes, antioxydantes, anti-inflammatoires, hypoglycémiques, anticancéreuses). 

Toutes fois peu de travaux scientifiques ont été effectués en tenant compte de l'influence des 

conditions de culture sur ses propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires. S’appuyant donc 

sur ce constat, l’objectif de ce travail a été d’évaluer et de comparer les propriétés antioxydantes 

et anti-inflammatoires de sporophores de différents producteurs issus d’une souche identique 

de Shiitake (Mycelia-3782) et achetés à trois (3) producteurs de la région Occitanie Française. 

Tout d’abord, nous avons réalisé une extraction séquentielle utilisant 4 solvants de polarité 

croissante. Les extraits obtenus ont étés utilisés pour évaluer l’activité antioxydante et anti-

inflammatoire. Le screening phytochimique des extraits nous a permis d’avoir un aperçu 

général de la nature des différents constituants que l’on peut rencontrer dans ces extraits en 

mettant en évidence quelques classes de molécules notamment : les polyphénols, les acides 

aminés et des molécules anti-oxydantes qui ont étés révélés par des réactifs spécifiques. 

La caractérisation des extraits par chromatographie en phase liquide a permis d’identifier 

comme stérols, l’ergostérol. Sa quantification a conduit à mettre en évidence une forte teneur 

dans les extraits cyclohexaniques et chloroformiques. La teneur était plus importante chez le 

producteur Bio (utilisant un mélange de sciures de chataigniers et du son de blé comme substrat 

de culture) que les 2 autres. La chromatographie sur couche mince a permis quant à elle 

d’identifier et de quantifier quelques acides aminés, notamment : l’alanine, l’isoleucine et la 

valine. Ils étaient majoritairement dans les extraits éthanoliques du producteur Bio. Malgré les 

résultats des études phytochimiques attestant de la présence de polyphénols dans les extraits 

des différents producteurs, aucun des témoins testés n’a été mis en evidence. Par contre, l’acide 

ascorbique a été détecté dans les extraits polaires lors de ce travail par chromatographie sur 

couche mince et confirmé par la chromatogrphie liquide haute performance. 

La caractérisation des extraits par CCM et CLHP indique également l’absence d’α-tocophérol 

dans les extraits de Shiitake provenant des trois producteurs. 
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Le dosage des polyphenols totaux par le réactif de Folin Ciocalteu montrent que les extraits 

apolaires (extraits cyclohexaniques) ont la teneur la plus importante suivi par les extraits aqueux 

pour les producteurs A et B. 

L’évaluation du pouvoir anti-radicalaire des extraits issus des 3 producteurs par la méthode de 

DPPH et d’ORAC a montré que dans l’ensemble tous les extraits avaient une activité 

antioxydante modérée, mais plus prononcée chez les extraits aqueux (extraits 4). Ceci donne 

l’impression que ces extraits renferment de puissants composés actifs capables de réduire les 

radicaux libres, puisqu’ils agissent à des plus ou moins faibles concentrations. 

Nos travaux ont montré que le potentiel antioxydant des extraits apolaires des 3 producteurs 

pouvait être expliqué en partie par la présence d’ergostérol. Néanmoins, pour le test au réactif 

de Folin-Ciocalteu, l’ergostérol apparaît comme un faux positif, dont la présence dans les 

extraits apolaires surestime les valeurs obtenues lors du test au Folin. En ce qui concerne le test 

au DPPH, nos résultats montrent que l’ergostérol ne peut pas expliquer le potentiel antioxydant 

des extraits apolaires. D’autres composés sont impliqués. Il peut s’agir de composés proches de 

l’ergostérol ou de l’α-tocophérol. En parallèle des dégradations d’ergostérol et α-tocophérol ont 

été menées pour tenter d’identifier ces composés, mais n’ont pas permis de les retrouver dans 

les extraits. Quant aux extraits aqueux, leurs activités pourraient s’expliquer par la présence des 

composés comme l’acide ascorbique qui a été mis en évidence par chromatographie sur couche 

mince. 

Selon donc les résultats présentés dans cette étude, la consommation d’extraits de champignon 

pourrait conférer un certain degré de potentielle antioxydante et participer à la protection des 

cellules de l’organisme contre les dommages oxydatifs causés par les radicaux libres, 

considérés comme étant l’une des sources des maladies non transmissibles. Néanmoins, il faut 

préciser que dans certaines études, les bienfaits d'antioxydants tels que le β-carotène et la 

vitamine E sur la santé sont ambigus et paradoxaux. 

Des travaux supplémentaires utilisant d’autres approches in vivo, permettraient d’examiner en 

profondeur le potentiel des extraits à réduire les radicaux libres impliqués dans le stress 

oxydatif.   

Par ailleurs, les extraits apolaires (extraits éthanoliques et aqueux) des 3 producteurs ont 

démontré en utilisant un modèle de macrophages J774A.1, un effet concentration dépendante 

sur la production du NO lorsque les cellules sont prétraitées pendant 4 heures avant leur 
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activation par le LPS/IFNγ avec absence de cytotoxicité vis-à-vis des macrophages pour des 

concentrations inférieures ou égales à 50 µg/ml. Cette activité anti-inflammatoire est plus 

importante chez les extraits éthanoliques. Nous avons également montré que la forte inhibition 

de l’oxyde nitrique n’était pas dûe à un piégeage du NO. Nous nous sommes alors intéressés au 

TNFα qui est une molécule pro-inflammatoire pour examiner l’effet du traitement des cellules 

par les extraits apolaires sur sa production. Nos travaux ont montré que le TNFα sécrété dans 

les surnageants cellulaires des macrophages prétraités par les extraits éthanoliques de Shiitake 

était inhibé de manière concentration dépendante, contrairement aux extraits aqueux qui n’ont 

pas d’effet sur cette molécule.  

Cette étude montre que si les conditions de cultures du Shiitake influencent de façon 

significative la teneur de  certaines molécules notamment l’ergostérol et les acides aminés et le 

pouvoir antioxydant, elles n’affectent pas son potentiel anti-inflammatoire in vitro. Les résultats 

obtenus sont cependant préliminaires et n'ont pas permis lors de ce travail d'élucider les 

mécanismes responsables de la bioactivité des extraits testés. 

Des travaux supplémentaires sont nécessaires pour étudier les principaux composants actifs des 

extraits responsables de cette activité anti-inflammatoire ainsi que les différents  mécanismes 

d'action impliqués. Il s’agira en particulier d’explorer l’effet des extraits sur l’activation de la 

voie NF-kB qui est considéré comme le facteur de transcription clé dans l’inflammation. En 

plus, des recherches sont à envisager pour évaluer les extraits sur d'autres molécules 

inflammatoires, tels que les cytokines ou des messagers secondaires.  

D’autre part, nous n’avons pas testé les extraits apolaires pour leur pouvoir anti-inflammatoire 

à cause des raisons déjà évoquées, il serait donc intéressant d’évaluer leurs effets sur 

l’inflammation puisque la caractérisation montrent que ces extraits sont très riches en ergostérol 

qui est aussi une molécule à haute activité biologique dont les effets sont largement décrits dans 

la littérature. 
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ABSTRACT: Lentinula edodes is an edible mushroom grown and marketed for centuries due 

to its nutritional and medicinal properties. Shiitake has multiple pharmacological activities as 

antioxidant and anti-inflammatory. Few studies were performed taking into account the 

influence of culture conditions to optimize the biological properties of Shiitake mushroom on 

human health. Our work focused on the comparison of antioxidant capacity and anti-

inflammatory activity of Shiitake fruit bodies cultivated by three mushroom producers in the 

French Occitanie region using the same strain in various growing conditions (organic and non-

organic). Sequential extraction was performed on freeze dried fungal materials. All extracts 

have a quantifiable but moderate antioxidant activity using the DPPH and ORAC tests. The 

anti-inflammatory activity of the ethanol and aqueous extracts was evaluated on a model of 

inflammatory macrophages. The ethanol extracts inhibit NO production in a dose-dependent 

manner when the cells are pre-treated for 4 h with a 24 h stimulation time.  

 

KEY WORDS: anti-inflammatory, antioxidant, DPPH, food health benefit, J774.A1 

macrophages, medicinal mushroom, nitric oxide, ORAC, pharmacology. 
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Résumé  

Lentinula edodes (Berk.) Pegler est un champignon comestible cultivé et commercialisé comme 
complément alimentaire en raison de ses propriétés nutritionnelles et médicinales [1]. Ce 
champignon fait l’objet d’une culture intensive en Asie, aux Etats-Unis mais aussi en Europe. 
Très apprécié pour son goût parfumé, il est vendu frais ou sec sous le nom de Lentin du chêne 
ou Shiitake [2]. Le Shiitake aurait de multiples propriétés pharmacologiques. De nombreux 
programmes de recherche sont menés sur les activités antimicrobiennes, antioxydantes, anti-
inflammatoires, hypoglycémiques, anticancéreuses [1]. Mais peu d'études ont été effectuées en 
tenant compte de l'influence des conditions de culture sur les propriétés antioxydantes. Nous 
présentons les résultats de travaux menés sur le potentiel antioxydant des sporophores de 
Shiitake issus d’une même souche mais produits selon différents modes de culture. Une 
extraction séquentielle a été réalisée par quatre solvants de polarité croissante (cyclohexane, 
chloroforme, éthanol et eau ; [3]) sur des champignons cultivés par trois producteurs (A, B et 
C) de la région Occitanie (France). La capacité antioxydante de chaque extrait a été évaluée par 
les tests diphényle-picryl-hydrazyl (DPPH) et Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC) 
[3, 4]. La teneur en composés phénoliques totaux (TCP) a été dosée par le réactif de Folin 
Ciocalteu (FC). Les résultats montrent que tous les extraits présentent une activité antioxydante 
quantifiable mais modérée.  
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Abstract:   

Rationale: Lentinula edodes (Shiitake) is an edible medicinal mushroom worldwide cultivated 
for nutritional compounds and pharmacological properties [1, 2]. It is well-known in Traditional 
Asian Medicine and marketed as food supplements. Lots of investigations are carried out on its 
significant therapeutic potential [3, 4]. Secondary effects were recently highlighted when 
consumed raw or poorly cooked [5]. 

Method: Shiitake was investigated for nutritional interest and pharmacological properties as 
potential agent in the metabolic syndrome, cancer treatment as well as antimicrobial natural 
drug. The various secondary effects mentioned by the hospitals were( listed and) analyzed. 

Results: The consumption of Shiitake contributed to the intake of fibers, proteins, 
polysaccharides, fatty acids, vitamins (groups B, C, D, E) and minerals of great interest for 
health. Antioxidant and anti-inflammatory properties take part in prevention of the metabolic 
syndrome. Certain bioactive polysaccharides could be responsible for the secondary effects due 
to an immunological mechanism notably for dermatological infections, i.e., Shiitake flagellate 
dermatitis. 

Discussion: Fresh or dried Shiitake is appreciated for its scented taste of various home cooking. 
However the nutritional composition and bioactive molecule content depend on the culture, 
storage and packing conditions of the fungal material [2]. 

Conclusion: Shiitake is eaten around the world as food and medicinal drug for health care 
benefits. Several ongoing research projects are carried out to prove different biological activities 
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of the medicinal mushroom. The DGCCRF and JORF recommend to high cook the Shiitake 
mushroom for its consumption, based on the increase of clinical cases when poorly cooked [6]. 
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