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Résumé

Les lichens sont des organismes présents dans le monde entier auxquels sont attribuées a
diverses activités biologiques. Ce travail s’inscrit dans le cadre d’une évaluation de ’activité
anti-oxydante des extraits de deux espéces lichéniques Flavoparmelia caperata (L.) et
Parmotrema perlatum transplantés dans une région connue par sa pollution (Sidi-brahim-
Annaba).

Les dosages des composés phénoliques totaux (flavonoides et tannins) ont été faits apres
extraction en utilisant quatre solvants de polarités différentes (méthanol, eau distillé, acétone
et mélange : eau distillé/méthanol) de méme pour 1’évaluation des propriétés anti-oxydantes

via la technique de piégeage du radical libre DPPH.

Les dosages obtenus pour les flavonoides et pour les tannins montrent que la teneur la plus
élevée en flavonoides est présente dans I’extrait hydro-méthanolique chez P. perlatum et
I’extrait méthanolique chez F. caperata. Alors que la teneur la plus élevée en tanins est
présent dans I’extrait acétonique pour P. perlatum et dans I’extrait hydro-méthanolique chez
F. caperata. L’estimation quantitative par la méthode de spectrophotométrie des flavonoides
et des tannins ont montrés que les extraits sont riches en ces composés avec une différence
significative entre les fractions. Les lichens ont démontré une activité anti-oxydante modérée

par rapport a 1’acide ascorbique. Cette activité était plus importante dans la F. caperata.

Mots clés : lichen, Flavoparmelia caperata (L.), Parmotrema perlatum, flavonoides, tannins,

activité anti-oxydante, DPPH.



Summary

Lichens are organisms found all over the world which are attributed to various biological
activities. This work aims to evaluate the antioxidant activity of extracts of two lichenic
species Flavoparmelia caperata (L) and Parmotrema perlatum transplanted into a polluted

area (Sidi-brahim-Annaba).

The dosages of the total phenolic compounds (flavonoids and tannins) were made after the
extraction using four solvents with different polarities (methanol, distilled water, acetone and
mixture: distilled water/methanol) and the evaluation of the antioxidant properties was made

via the technique of trapping of the free radical DPPH.

The dosages obtained for the flavonoids and for the tannins show that the highest content of
flavonoids is present in the hydro-methanolic extract in P. perlatum and the methanolic
extract in F. caperata while the highest tannins content is present in the acetone extract of P.
perlatum and in the hydro-methanolic extract in F. caperata . The quantitative estimation
through the spectroscopic analyses of the extracts showed that they are rich in these
compounds with a significant difference between fractions. The lichens demonstrated a
moderate antioxidant activity compared to ascorbic acid. This activity is importantE in F.

caperata.

Keywords: lichen, Flavoparmelia caperata (L), Parmotrema perlatum, flavonoids, tannins,

anti-oxidant activity, DPPH.
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Introduction générale

Les conséquences sanitaires et environnementales de la pollution atmosphérique sont
devenues au cours des derniéres décennies un des probléemes majeurs de notre société
(Faburé, 2008 in Boudebouda et Hank, 2013). L’évaluation et le contréle de la pollution
afin de prendre des décisions au profit de ’environnement est une nécessité pour les ¢états et
les organisations internationales. Ceci peut étre envisageable via deux méthodes : physico-
chimiques reposant sur 1’utilisation des capteurs qui donne des valeurs et des concentrations

des polluants dans I’air et I’autre méthode est par la bio-indication.

Le manque, et les contraintes financiéres des capteurs, qui mesurent les concentrations des
polluants atmosphériques ont conduit a [1’utilisation des techniques alternatives pour

I’évaluation de la qualité de 1’air, notamment par 1’application de la bio-indication végétale
(Samhoune, 2001).

La surveillance de la qualité de I’air par bio-indication repose sur 1’utilisation d’organismes
bio-indicateurs qui permet d’observer et d’analyser leurs réactions de facon plus ou moins
chronique a des polluants atmosphériques Parmi ces organismes, les lichens se sont révélés
étre d’efficaces sentinelles dans la détection de la pollution et dans 1’évaluation de la qualité

environnementale (Boudebouda et Hank, 2013).

« Lichens...» Souvent confondus avec les mousses, ils présentent une telle diversité de
formes et de couleurs. Les lichens sont des organismes singuliers résultant de 1’association
entre un champignon et un ou plusieurs partenaires photosynthétiques ; cette relation
symbiotique leur confére notamment 1’incroyable aptitude a coloniser des habitats extrémes,

faisant d’eux de véritables pionniers (Dieu, 2015).

Les civilisations anciennes connaissaient déja les propriétés remarquables des lichens : les
égyptiens les utilisaient par exemple pour préserver 1’odeur des épices d’embaumement ou
encore pour traiter les maux. Bien que moins utilisés que les plantes en médecine
traditionnelle, ils sont devenus plus récemment des sources potentielles de substances
biologiquement actives (Dieu, 2015), vu leurs propriétés anti-oxydantes, cytotoxiques,

antivirales, et antibactériennes (Kosanic et al., 2011 in Yedri et Hebbache, 2018).

Leur grande sensibilité aux changements environnementaux permet leur utilisation comme
bio-indicateurs. Ainsi, la bio-indication lichénique est devenue un outil de surveillance de la

qualité de ’environnement et en particulier celui de la qualité de I’air.
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En effet, si certains lichens sont sensibles a la pollution, d’autres s’averent trés résistants a
des environnements hostiles. Cette résistance est en grande partie liée aux propriétés
biologiques de metabolites secondaires originaux, essentiellement produits par le partenaire
fongique (Dieu, 2015).

Les lichens produisent des métabolites secondaires spécifiques avec un large éventail de
structure possédant de multiples activités biologiques, compte tenu de la grande diversité de
leur écosystéme et de leur capacité a s’adapter a des conditions environnementales extrémes.
Cette capacité exceptionnelle de résistance en fait des espéces pionnieres (Aptroot, 2001).
L’¢tude de ces métabolites a conduit a la révélation de plusieurs activités : anti-inflammatoire,
anti-tumoral, anti-cancérogene, antibactérienne et anti-oxydante (Friardi, 2012 in Agroum et
koucha, 2016).

Parmi les 1050 substances lichéniques décrites (Stocker-Woérgotter, 2008 in Kout et
Chihel, 2018), seules quelques-unes sont disponibles commercialement, et le potentiel d’une
grande partie d’entre elles reste peu voire pas étudié. En effet, la principale difficulté est
d’extraire et d’isoler ces composés en quantité suffisante, avec une pureté convenable, pour en
préciser les structures et en évaluer I’activité biologique (Muggia et al., 2009 in Kout et
Chihel, 2018).

Le pouvoir anti-oxydant d’une molécule englobe différents mode d’action tels que la
capacité a réduire les métaux impliqués dans des réactions générant des radicaux, et le
potentiel a piéger et neutraliser les radicaux libres pouvant étre engagés dans la peroxydation
lipidique. (Lohézic-Ledevehat et al., 2007 in Yedri et Hebbache, 2018).

Malgré leur forte présence en Algérie, les lichens sont souvent mal étudiés et surtout sur le
plan systématique et méme pour leurs métabolites secondaires et leurs effets thérapeutiques,
ce qui nous a encourager a mettre comme but de cette étude la valorisation des especes
lichéniques locales et I’évaluation de leur effet anti-oxydant en liaison avec la pollution

atmosphérique.

La problématique de cette étude peut étre résumée en deux questions : est-ce que les espéces
locales ont des potentialités anti-oxydants et quel est ’effet du stress (la pollution) sur cette
production des anti-oxydants ? Afin de répondre a ces questions, on a divisé le travail en deux
principaux volets : volet théorique (partie bibliographiques), qui est divisé a son tour en
plusieurs chapitres dans lesquels on décrit : généralités sur les lichens (aspects, écologie et
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répartition, morphologie et anatomie, reproduction, échanges nutritionnels entre les
partenaires et 1’intéréts pratiques des lichens), généralité sur les métabolites des lichens (les
métabolites primaires et les métabolites secondaires) et [D’activité anti-oxydante des
métabolites secondaires (le stress oxydant, les radicaux libres, les especes réactives de
I’oxygene, conséquence du stress oxydatif , bio marqueurs du stress oxydant, les molécules
anti-oxydants et mécanismes d’action des anti-oxydants). Un deuxieme volet pratique
(matériel et méthodes, résultats et discussion), dans lesquels on décrit les méthodologies de
dosage et les résultats obtenus ainsi que leur discussion et ceci concernant : les flavonoides,

les tanins, test de piégeage du radical DPPH).

Il est a noter que la réalisation de ce travail a fait face a plusieurs problémes surtout pour le
volet pratique, ou plusieurs obstacles ont été rencontrés citant essentiellement le manque des
produits et du matériel nécessaire pour effectuer les différents dosages cités dans ce travail ;
ce manque flagrant nous a empéché des réaliser plusieurs autres paramétres qui sont d’une

importance considérable.

Ce travail a pour objectif la réalisation d’une étude sur I’activité anti-oxydante en
exploitant la composition phytochimique des espéces lichénique échantillonnées et qui sont

deux especes Flavoparmelia caperata (L.) et Parmotrema peralatum.

Le présent travail est effectué au niveau des laboratoires de chimie au sein de 1’université
Chadli Benjdid d’El-Tarf. Le stage s’est déroulé¢ a partir du mois de Avril jusqu’au mois de

Juin.
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Généralités sur les lichens

1.1 Définition

Les lichens sont des organismes symbiotiques singuliers (Dieu, 2015) résultant de la
symbiose entre un champignon, le mycoboionte et une algue, phytobionte procaryote
(cyanobactéries dans 10% des cas) ou eucaryotes (algue verte chlorophyceae) dans 80% des
cas et dans 5% des cas les trois partenaires sont associés (symbiose tripartite) (Amirouche et
al., 2008).

Cette symbiose confere aux lichens une structure et une reproduction spécifiques par rapport
a chaque constituant seul. A la différence des plantes supérieures, ils ne possedent ni racine,
ni tige, ni feuille, mais un appareil végetatif rudimentaire qui est le thalle. La découverte de

fossiles suggére qu’ils seraient apparus il y a quelques 600 millions d’années (Yuan et al.,

2005 in Dieu, 2015).

Figure 01 : Lichens (Dieu, 2015).

Le champignon est responsable de la morphologie du lichen, c’est-a-dire son corps qui est
appelé thalle. Le thalle est formé par un réseau de filaments nommés hyphes (ils sont
comparables au mycélium des champignons). C’est au milieu d’un enchevétrement de ces

filaments que se trouvent les algues (Bertrand et Bauwens , 2003).

Au niveau de la partie inférieure du thalle, on observe un entrelacement de filaments servant

a fixer le lichen & un support, ce sont les rhizines (figure 02).
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Les lichens produisent des métabolites secondaires spécifiques avec un large éventail de
structures possédant de multiples activités biologiques, compte tenu de la grande diversité de
leur écosysteme et de leur capacité a s’adapter aux conditions environnementales extrémes.

Cette capacité exceptionnelle de résistance en fait des especes pionniéres. (Hans, 2011).

Algue

Hyphes

Thalle Rhizines

Figure 02 : Coupe verticale a travers le corps d’un lichen (Bertrand et Bauwens , 2003)
1.2 Ecologie et répartition des lichens

Les lichens sont répandus a travers presque toutes les régions du monde : des zones les plus
extrémes, vers les pdles, jusqu’aux sommets, dans les déserts rocheux, et représentent environ

8 % de la couverture terrestre.

Les lichens se rencontrent sur divers substrats, la plupart d’entre eux se trouvent sur les
écorces (corticoles) ou sur les roches (saxicoles), mais ils se développent aussi sur les bois
morts (lignicoles), les sols (terricoles), les mousses, les feuilles persistantes (folicoles).
Certains lichens sont spécifiques des roches calcaires (calcicoles) ou des roches siliceuses
(calcifuges) (Belkhir et Slimani, 2016).
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Figure 03 : Répartition des lichens (Bertrand et Bauwens, 2003) (UCL — Scienceinfuse -
Antenne Facultaire pour la Promotion des sciences)

1.3 Morphologie et anatomie des lichens

1.3.1 Différentes formes de thalles lichéniques

Le thalle lichénique, I’appareil végétatif du lichen, étant dépourvu de racine, de stomate et
de cuticule (Humbert, 2012). |l est formé par un réseau de filaments nommés hyphes. Le
thalle dépend totalement et uniquement de I’atmosphére, de I’eau et du soleil pour sa
nutrition. Il porte les éléments nécessaires a la reproduction et est caractérisé par une grande
diversité de formes et de couleurs qui définit sept principaux types de lichens (Roger et al.,
2007 ; Jean, 2010):

e Les thalles crustacés : Sous forment des croltes qui sont si solidement fixées au
substrat qu'elles ne peuvent étre enlevées sans endommager le lichen ou le substrat.
(Figure 4a)

e Les thalles foliacés : se présentent sous forme de lames ou de feuilles, plus ou moins
lobées ou découpées, se détachant facilement du substrat, Le thalle est fixé au substrat
soit par des rhizines soit par des crampons. (figure 4b).

e Les thalles fruticuleux : sont les plus tridimensionnels, formant genéralement des
branches cylindriques qui peuvent pousser vers le haut. (figure 4c).

e Le thalle squamule : ont des lobes qui ressemblent a des écailles et qui sont
généralement petits et trop grands. (figure 4d)

e Les thalles gélatineux : ont une structure unicellulaire de fils fongiques entrelacés
avec des algues dispersées entre eux et ont une texture caoutchouteuse semblable a de

la gelée. (figure 4e).
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Les thalles complexes : ou thalles composites sont formés d’un thalle primaire plus
ou moins foliacé et adhérent au substrat, sur lequel se développe un thalle secondaire
dressé plus ou moins ramifié ou en forme de trompette (podétion). (figure 4f).

Les thalles lépreux : ressemblent & de la poudre se détachant facilement du substrat.

(figure 4g).

Thalle crustacé (a) Thalle foliacé (b)

Thalle composite (f)

Thalle Squamuleux (d)

Thalle Iépreux (g)

Figure 04. Les différentes morphologies des thalles A) Thalle crustacé (Lecanora rupicola),
B) Thalle foliacé (Parmelia sulcata), C) Thalle fruticuleux (Usnea filipendula), D) Thalle
Squamuleux (Squamarina cartilaginea), E) Thalle gélatineux (Collema flaccidum), F) Thalle

composite (Cladonia cristatella), G) Thalle Iépreux (Lepraria incana) (Masson, 2014)
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1.3.2 Différentes structures anatomiques des thalles

Histologiquement, en dépit de ces morphologies remarquablement différentes, les lichens
présentent une certaine unité mais deux types de structures doivent étre distingués. La
distinction est fondée sur la répartition des cellules algales a 1’intérieur du thalle (Collombert,

1989 ; Nash 111, 2008) :

a. Structure homeéomere : Les lichens a structure homéomeére ont des cellules algales
réparties de facon homogeéne dans les filaments mycéliens. En tout point du thalle, il y a a la

fois algue et champignon.

b. Structure hétéromére : La grande majorité des lichens adopte une organisation dite
hétéromere qui correspond a une structure stratifiée ou radiée comprenant les tissus suivants,

de la surface vers la profondeur du lichen :
1. Structure stratifiée composée de différentes couches organisees :

e Un cortex supérieur : il est formé de filaments mycéliens soudés, a parois plus ou

moins épaissies ;

e Une couche gonidiale : elle est formée par des algues entourées de filaments

myceliens ;

e Une couche d’hyphes: plus ou moins densement entrecroisées ou paralleles

constituant la médulle ;

e Le cortex inférieur est souvent fortement pigmenté, se termine par des hyphes
s’enfoncant dans le substrat par un cortex inférieur éventuellement muni de rhizines.

Sa capacité a absorber I'eau directement est bien documentée.

2. Structure radiée : mémes couches que la structure stratifiée mais disposées de facon

concentrique.

10
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Figure 05 : Images en microscopie électronique a transmission d'une structure

homéomeére (a) et d'une structure hétéromere (b) (Aprile et al., 2011).

1.4 Reproduction des lichens

Les lichens sont capables de se reproduire selon deux modes : soit par reproduction
végeétative, soit par reproduction sexuée (rencontre des spores fongiques avec un photobionte).
Chez la majorité des lichens, la reproduction sexuée est trés largement prédominante
(Murtagh et al., 2000).

4.1. Reproduction Sexuée

Seul le partenaire fongique (champignon seul) se reproduit de facon sexuée par la
production de spores. En effet, selon Serusiaux et al., (2004) in Derdane et Khelifi (2017),
la spore ne contient que le partenaire fongique et une fois libérée doit obligatoirement trouver
son algue ou sa cyanobactérie. A présent, on ne connait pas de mycobionte se développant
sans photobionte. L’inverse n’est pas vrai, toutes les algues et cyanobactéries que 1’on
rencontre dans les lichens existent a 1’état libre. Les spores contenues dans des asques (sac
microscopique ou se forment les spores) sont produites par les apothécies (figure 6a) ou les

périthéces (Figure 6b) qui se distinguent par leur aspect.

11
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Figure 04 : Représentation des organes de reproduction sexuée chez les liches. a) Apothécie.
b) Périthéce d’Arthopyrenia alba (Poelt, 1969 in Derdane et Khelifi, 2017).

Hyphes males et femelles Nouveau lichen

Cellule d’algues

Figure 07 : Schéma représente la reproduction sexuée par les apothécies (Bellenfant et al.,
2010).

1.4.2. Reproduction végetative ou asexuée

La reproduction asexuée (algue associée au champignon) est assurée par la dissémination du
complexe lichénique contenant cellules algales et cellules mycéliennes. Les structures
associees a ce mode de reproduction sont les sorédies et les isidies. Cependant, la
fragmentation du thalle sec libérant directement des complexes lichéniques dans le milieu est

possible sans demander de structure particuliére (Derdane & Khelifi, 2017).

» Reproduction asexuée par sorédies : le thalle se déchire et laisse pousser des sortes de
bosses appelées soralies de couleur différente de la surface du thalle. Ces soralies émettent de
petits granules légers appelés sorédies qui se séparent facilement du thalle puis sont
transportées par le vent ou les animaux. Les sorédies permettent la colonisation de nouveaux
lieux parfois trés éloignes (Figure 8).

12
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Soralie
R

Nouveau lichen

Sorédie

Figure 08. Schéma représente la reproduction asexuée par les soralies (Bellenfant et al.,
2010).

» Reproduction asexuée par isidies : le thalle émet des petits bourgeons de la méme
couleur que la surface du thalle appelés isidies. Ces isidies se détachent mais, plus lourdes,

elles tombent a proximité et permettent la colonisation d’'un méme endroit (ex : parois

rocheuses ou murs) (Figure 9) (Derdane & Khelifi, 2017).

’—’/’/7//’7 ///T’/

Figure 09 : Schéma représente la reproduction asexuée par les isidies (Bellenfant et al.,
2010).

1.5 Echanges nutritionnels entre les partenaires

Au sein du lichen, le mycobionte assure la structure et la protection physique de 1’ensemble
ainsi que la reproduction sexuée, tandis que le photobionte apporte, via la photosynthese, la
matiére organique carbonée, ce qui fait du lichen un organisme autotrophe. Le champignon,
grace aux rhizines, a un réle de fixation sur le substrat. Aussi, il fournit au photobionte 1’cau,
les sels minéraux et des vitamines telles que la vitamine C. Le mycobionte peut parfois vivre

en saprophyte en exploitant les substances organiques du milieu, ou en parasite sur un autre

13
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lichen. Les algues vertes produisent de nombreux composes nécessaires au champignon, en

particulier de la vitamine B et des polyols, dérivés des sucres (Dieu, 2015).

Dans le cas des cyanobactéries, le carbone est cédé au champignon plutdt sous forme de
glucose. Elles sont aussi capables de fixer I’azote atmosphérique, fourni au champignon sous
forme d’ammonium. Les polyols et le glucose sont ensuite transformés par le champignon en
polysaccharides (du D-mannitol et du D-arabitol) qui contribueront a la création de
métabolites secondaires plus complexes, appelés substances lichénique (figure 10).
L’association symbiotique permet donc la production de composés originaux et spécifiques
qui ne pourraient pas étre synthétisés par chaque individu seul (Van Haluwyn et al., 2009 in

Agroum et Koucha, 2016).

Eau,
Sels minéraux

Substances o Substances
Lichéniques i Lichéniques
* Eau Eau 'y
Sels minéraux Sels minéraux
Vitamine Glucose Polyols, itamine C

Vitamine B Vitamine B

CO,, CO,,
Lumiére N, Lumiére

Figure 10 : Echanges nutritionnels entre les partenaires des lichens (Van Haluwyn et al.,
2009 in Agroum et Koucha, 2016).

1.6 Usages des lichens

Les lichens sont utilisés pour l'alimentation humaine, nutrition animale, aussi au niveau
industrielle pour obtenir des couleurs, fabriquer des parfums et de I'alcool. Les lichens ont
également, pour des centaines d'années, été utilisés dans de nombreux pays comme un reméde
pour les maladies de I'nomme. lls sont surtout tres utilisés comme bioindicateur de la
pollution (Fortin, 2007 ; Conti & Cecchetti, 2001 in Belkhir et Slimani, 2016).

14
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Geéneralité sur les métabolites lichéniques

Les lichens produisent une grande variété de métabolites primaires et spécialisés
(secondaires). Les métabolites primaires (protéines, acides amineés, polyols, polysaccharides et
vitamines) sont produits a la fois par le photobionte et le mycobionte ; ils ne sont pas
spécifiques des lichens (Stocker-Wdorgotter, 2008). Les métabolites spécialisés sont produits
par le mycobionte et s'accumulent dans le cortex (comme la parétien, l'acide usnique,...) ou
dans la couche médullaire (Molnar et Farkas, 2010) qui ont un role protecteur contre les

fortes éclairements et contre les herbivores (Shrestha et Clair, 2013).

Certains métabolites jouent également un réle important dans la compétition car ils peuvent
avoir une activité allopathique, c’est-a-dire qu’ils sont capables d’affectés le développement
et la croissance des lichens, des champignons, des mousses, des micro-organismes et des
plantes voisines. Cette concurrence en termes d’espace, de lumiére sur des substrats variés est
déterminante pour la structure des communautés lichéniques et pour la distribution des
différentes espéeces (Armstrong et Welch, 2007 in Lacheb et Rechoua, 2017).

1.1 Les métabolites primaires

Un métabolite primaire est un type de métabolite qui est directement impliqué dans la
croissance, le développement et la reproduction normale d'un organisme ou d'une cellule
(Mitrovic et al., 2011).

Les métabolites primaires regroupent les protéines, les lipides, les polyols, les
polysaccharides, les pigments (chlorophylles, xanthophylles, caroténes...) et autres composés
organiques intervenant dans le métabolisme et la structure des lichens (Podterob, 2008 ;
Mitrovi¢ et al., 2011) ; ils sont produits par le champignon et le photobionte (algue verte ou
cyanobactérie). Ils ne sont pas spécifiques aux lichens et sont également retrouvés chez les
champignons, les algues et plantes supérieures. Les polysaccharides, en particulier, ont fait
I’objet d’études démontrant leurs activités biologiques, notamment anti-tumorale,
immunostimulante et antivirale (Olafsdottir et Ingélfsdottir, 2001 ; Omarsdottir et al.,
2007). IIs sont produits en grande quantité dans les lichens et sont principalement des a- ou f3-
glucanes linéaires ou peu substitués, des galactomannanes, des galactoglucomannanes, et des

hétéroglycanes complexes (Stocker-Worgotter et al., 2008).
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11.2 Les métabolites secondaires

Pour les plantes, les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexe
synthétisées et accumulées en petites quantités par les plantes autotrophe (Abdrrazak et Joél,
2007). IIs interviennent dans 1’adaptation de la plante a son environnement ainsi que la
régulation des symbioses et d’autres interactions plantes-animaux, la défense contre les
prédateurs et les pathogénes, comme agents allopathiques ou pour attirer les agents chargés de
la pollinisation ou de la dissémination des fruits (Judd et al., 2002). Ces molécules
constituent un groupe de produits naturels qui sont explorés pour des propriétés trés divers :
anti-oxydants, antimicrobiennes, anti-inflammatoires, anticancéreuses, antifongiques,

analgésique, etc.... (Harborne, 1998 ; bruneton, 2009).

Chez les lichens, les métabolites secondaires sont principalement responsables de leurs
aptitudes a se développer dans des conditions extrémes. Ils représentent en moyenne 5 a 10 %
de la masse séche du thalle (jusqu’a 20 %) et sont généralement excrétés des cellules
fongiques pour former des cristaux a la surface du thalle. lls peuvent également étre
accumulés au niveau de la médulle, du cortex supérieur ou d’organes spécialisés tels que les
fructifications. lls sont essentiellement produits par le mycobionte, mais la majeure partie
provient exclusivement de 1’action synergique des deux partenaires dans le lichen (Yedri et
Hebbache, 2018).

Les métabolites lichéniques sont généralement insolubles dans 1’eau et peut étre extrait dans
des solvants organiques. Les modéles de distributions des métabolites secondaires sont
généralement taxon spécifique, et donc ont été largement utilisés dans la taxonomie et
systématique de lichen (par exemple Hawksworth, 1976) les substances de lichen sont
classées par Culberson et Elix (1989) en fonction de leur origine biosynthétique et les
caracteristique structurelle chimique. La plupart des métabolites secondaires des lichens sont
dérivées de la voie acétates polymalonates, tandis que d’autres proviennent de la voie des

mévalonates et les voie d’acide schikimiques (Culberson et Elix, 1989).
11.2.1 Voies de biosynthése des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires lichéniques peuvent étre obtenus via trois voies de biogenése
proposées dans la littérature : la majorité de ces composés est dérivée de la voie de I’acétate

polymalonate ou polycétidesynthase ; les autres métabolites secondaires sont issus des voies
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de I’acide shikimique et de I’acide mévalonique (Stocker-Worgotter et al., 2013 in Derdane
et Khelifi, 2017).

. Diterpéne
B !i“ | Polysaccharides ACIDE MEVALONIQUE Triterpéne
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Figure 11 : Les voies de biosynthese des métabolites secondaires lichéniques (Elix, 1996 in
Lacheb et Rechoua, 2017).

11.2.1.1 Voie de ’acide mévalonique

La voie de 1’acide mévalonique conduit essenticllement a la synthése de mono-, di-, tri-,
ester et sesquiterpénes, stéroides et caroténoides (Huneck, 1999 in Dieu, 2015). Pour la
plupart, ils ne sont pas spécifiques des lichens et sont issus de I’assemblage d’unités
isopréniques  formées a  partir de  l’acétyl-coenzyme A  (acétyl-CoA).
L’isopentenylpyrophosphate (unité en C5), obtenu a partir de 1’acide mévalonique, conduit
soit au geranylgéranylpyrophosphate (unité en C20), précurseur des diterpénes et des
caroténoides, soit aux sesterterpenes (unités en C25), soit au squaléne (unité en C30),

précurseur des stéroides et des triterpenes (Dieu, 2015).
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11.2.1.2 Voie de I’acide shikimique

Cette voie permet la synthése d’acides aminés aromatiques (phénylalanine, tyrosine,
tryptophane) qui, chez les plantes, sont les précurseurs des flavonoides, des coumarines, ou
encore des alcaloides. En revanche, chez les lichens, des composés atypiques, tels que 1’acide
vulpinique et la calycine (Stocker-Worgotter, 2008). La phénylalanine serait le précurseur,

via la formation d’acide polyporique, de 1’acide pulviniquedilactone, lui-méme a ’origine de
la calycine (Dieu, 2015)

11.2.1.3 Voie de ’acétate polymalonate

La voie de I’acétate polymalonate conduit a la syntheése des depsides, depsidones, depsones,
dibenzofuranes, anthraguinones, xanthones, chromones, acides aliphatiques et dérivés de

I’acide orsellinique (Eisenreich et al., 2011 in Dieu, 2015).
11.2.2 Classifications et fonctions des métabolites secondaires

Nous pouvons classer les métabolites secondaires en trois groupes, chacune renferme une

trés grande diversité biologique (Bruneton, 2009) :

e Les composés azotés (les alcaloides).
e Les terpenes.

e Les composés phénoliques.

11.2.2.1 Les composés azotés (les alcaloides)

Les alcaloides forment une grande famille hétérogene de meétabolites secondaires, qui

présentent un intérét par leurs propriétés pharmacologiques et leurs applications en médecine.

Les alcaloides sont des molécules organiques hétérocycliques azotées et basiques. Ils sont
dérivés des acides aminés tels que la tyrosine, tryptophane et autres. On distingue trois types
d’alcaloides : les alcaloides vrais, les pseudo-alcaloides et les proto-alcaloides (Yedri et
Hebbache, 2018).

11.2.2.2 Les terpénoides

Le terme de terpénoide est attribué a tous les composes possédant une structure moléculaire
construite d’'un monomere a cinq carbones appelé¢ Hydrocarbonés naturels, de structure soit

cyclique soit a chaine ouverte (Sun et al., 2016 in Yedri et Hebbache, 2018).
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Les composés terpénoides constituent un groupe de molécules trés différentes tant d’un
point de vue structurel que fonctionnel. Avec pres de 15000 structures moléculaires connues,
ils constituent probablement la classe la plus vaste et la plus diversifiée de composés
organiques végétaux. Ce sont des substances généralement lipophiles qui dérivent d’une entité

simple a cing atomes de carbones (Hopkins, 2003).

11.2.2.3 Les composés phénoliques

Plus de 8000 composés phénoliques sont identifiés (Urquiaga et Leighton, 2000) dont
I’élément structural de base est un noyau benzoique au quel sont directement liés un ou
plusieurs groupes hydroxyles, libres ou engagés dans une autre fonction chimique (éther,
méthylique, ester, sucre...). Cette structure varie depuis les molécules simples (acides
phénolique simple) jusqu’aux molécules les plus hautement polymérisées (tanins condensés)

(Bruneton, 2009).

Les composés phénoliques jouent un role essentiel dans 1’équilibre et 1’adaptation de la
plante au sein de son milieu naturel. lls peuvent constituer des signaux de reconnaissance
entre les plantes, ou bien lui permettant de résister au diverses agression vis-a-vis des
organismes pathogenes. lls participent de maniere trés efficace a la tolérance des végétaux a

des stresses variés (Macheix et al., 2005).
» Propriétés biologiques des polyphénols

Les recherches récentes sur les composés phénoliques en générale et les flavonoides en
particulier sont tres poussées en raison de leurs diverses propriétés physiologiques, ils sont
doués d’activité antiallergique, anti-inflammatoire, hépatoprotective, antimicrobienne,
antivirale, antibactérienne, anticarcinogénique, anti-thrombotique, cardioprotective et
vasodilatoire (Middleton et al., 2000 in Zerargui, 2015).
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Figure 12 : Activité biologique des polyphénols (Middleton et al., 2000 in Zerargui, 2015).
11.2.3 Les composés bioactifs phénoliques

11.2.3.1 Les flavonoides :

Ce sont des substances polyphénoliques de faible poids moléculaire. lls ont en commun une
structure chimique de base en C15 (C6-C3-C6) et possédent un squelette carboné constitué de
deux cycles aromatiques (A) et (B) qui sont reliés entre eux par une chaine en C3 en formant
ainsi un hétérocycle (C) (fig. 13) (Cook et Samman, 1996 ; Heim et al., 2002). Les
flavonoides sont considérés comme des pigments quasiment universels des végétaux, souvent
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles (Ghestem et al., 2001
; Bruneton, 2009).

IIs protegent les plantes contre les radiations UV et sont impliqués dans les processus de la
défense de la plante contre animaux herbivores (Gouts amers et astringent), les infections
bactériennes et virales. lls fonctionnent comme des signaux moléculaires de reconnaissance
entre les bactéries symbiotiques et les légumineuses afin de faciliter la fixation de 1’azote
moléculaire. Ces molécules agissent sur la régulation de I’élongation des tiges et interviennent

dans la maturité des fruits (Subramanian et al., 2007).
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Figure 13 : structure de base de la flavonoides (Gonzalez et al., 1997).

11.2.3.2 Les tannins

Les tannins sont des substances polyphénoliques de structures variées, de masse moléculaire
comprise en 500 et 3000. Ayant en commun la propriété de tanner la peau, c’est-a- dire de la
rendre imputrescible. Ces substances ont en effet la propriété de se combiner aux protéines, ce

qui explique leur pouvoir tannant (Lacheb et Rechoua, 2015).

Tres répondu dans le régne végétal ils peuvent exister dans divers organes. lls sont localisés
dans les vacuoles, quelques fois combinés aux protéines et aux alcaloides (Roux et Catier,
2007).

11.2.3.3 Coumarines

Les coumarines qui sont aussi les dérivés de C6-C3, R
appartiennent au groupe des composés connus par des
benzopyrone et toutes sont substituées en 7 par un hydroxyle. R, (@) 0O

Ils se trouvent dans la nature soit a I’état libre ou bien combiné R
3

avec des sucres. Ils sont responsables de lI'odeur caractéristique Figure 14 : structure de base

du foin (Lacheb et Rechoua, 2015). des C°”ma;‘33i)(F°rd etal,

Ce sont des molécules biologiquement actives ayant diverses
activités : anti-agrégation plaquettaire, anti-inflammatoire, anticoagulante (au niveau du
cceur), anti-tumorale, diurétiques, antimicrobienne, antivirale, et analgesique. Pour leur
activité antibactérienne, elles sont efficaces contre les bactéries a gram positif (Khan et al.,
2005).
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11.2.3.4 Quinones

Ce sont des composes oxygénes qui correspondent a I’oxydation de dérivés aromatiques
avec deux substitutions cétoniques. lls sont caractérisés par un motif 1,4-dicéto cylohexa-2,5-
diénique (para-quinones) ou, éventuellement, par un motif 1,2-dicéto cyclohexa-3,5-diénique
(ortho-quinones) (Bruneton, 1993). Ils sont ubiquitaire dans la nature, principalement dans le

regne végétal et sont fortement réactifs (Cowan, 1999 in Lecheb et Rechoua, 2017).

11.2.3.5 Lignanes

Ce sont des composés dont la formation impligue la condensation d’unités
phénylpropaniques (C6- C3). Ce sont des composés dont les deux noyaux phénoliques sont
reliés par quatre atomes de carbone, aulieu de trois dans les flavonoides.Leur distribution
botanique est large, plusieurs centaines de composes ont été isolés dans environ soixante-dix
familles (Lecheb et Rechoua, 2017).
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L’activité anti-oxydante des métabolites secondaires

L'évaluation de [lactivité biologique a également révélé des propriétés pesticides,
phytotoxiques, anti-tumorales, antiprolifératives, antimitotiques, anti-oxydantes et antivirales
(Kout et Chihel, 2018).

I11.1 Le stress oxydant

Dans I’ensemble des tissus sains, la balance anti-oxydantes/pro-oxydants est en équilibre,

cet équilibre est important pour I’homéostasie de la cellule.

Le stress oxydatif réféere a une perturbation dans la balance métabolique cellulaire durant
laquelle, la génération d’oxydants accable le systéme de défenses anti-oxydantes, que ce soit
par une augmentation de la production d’oxydants et/ou par une diminution de défenses anti-
oxydante (Smirnoff, 2005).

Ce déséquilibre peut avoir diverses origines, citons la surproduction endogene d’agents pro
oxydants d’origine inflammatoire, un déficit nutritionnel en anti-oxydants ou méme une
exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants (tabac, alcool, médicaments, rayons
gamma, rayons ultraviolets, herbicides, ozone, amiante, métaux toxiques). L’accumulation
des espéces oxygénées réactives a pour conséquence l’apparition de dégats cellulaires et
tissulaires souvent irréversibles dont les cibles biologiques les plus vulnérables sont les

protéines, les lipides et I’acide désoxyribonucléique (Smirnoff, 2005).

growth factors radiatjons
cytgkines chemotherapje

SOD glutathion catlase
hgémo-oxyggnase

PRO-OXYDANTS ANTIOXIDANTS

Figure 15 : La balance oxydants/anti-oxydants en équilibre (Reuter et al., 2010).
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I11.2 Les radicaux libres

Les radicaux libres (RL) sont des espéces chimiques, atomiques ou moléculaires, contenant
un ou plusieurs électron(s) libre(s) non apparié(s) sur leurs couches externes. Cet état leur
confere une instabilité et une grande réactivité. Ils apparaissent soit au cours de la rupture
d’une liaison covalente, pendant laquelle chaque atome conserve son électron, soit au cours
d’une réaction redox avec perte ou gain d’un électron (Agroum et Koucha, 2016).Chez
I’homme, les pri7/ncipaux RL sont dérivés de 1’oxygeéne. On parle d’especes réactives de

I’oxygene (ROS).

En raison de I’implication des radicaux libres dans diverses pathologies, les recherches de
nouvelles molécules pouvant palliées un déficit du systeme de protection naturelle

antiradicalaire sont largement intensifiées (Obame Engonga, 2009).

I11.2.1 Formes des radicaux libres

Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il convient
de distinguer un ensemble restreint de composes radicalaires qui jouent un réle particulier en
physiologie et que nous appellerons radicaux primaires. Les autres radicaux libres, dits
radicaux secondaires (Tableau 1), se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les
composés biochimiques de la cellule. D'autre classification basé sur le type de radical en
donnant deux groupes principales : des radicaux dérivés de I’oxygéne (Reactive oxygene
species : ROS) ou d’autres atomes comme 1’azote (Reactive nitrogene species : RNS)

(Favier, 2003).
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Tableau 1 : présentation des différents radicaux libres (Yedri et Hebbache, 2018).

Nom Symbole Nom Symbole
Anion superoxyde O2.- Acide hypochlorique HOCI
Monoxyde d’azote NO. Oxygeéne singulet 10,
Radical alkoxyle RO. Perxyde d’hydrogene H> O2
Radical hydroxyle OH. Peroxyde organique ROOH
Radical peroxyle ROO. Peroxynitrite ONOO-

111.2.2 Sources des radicaux libres

Les cellules sont exposées a des ROS ou RNS de sources endogénes ou exogenes.

111.2.2.1 Sources endogénes

La production des ERO dans les cellules des mammiféres est essentiellement d’origine
enzymatique et résulte de plusieurs sources : la NADPH oxydase membranaire et le complexe
enzymatique mitochondrial de la chaine respiratoire sont les principales. D’autres sources,
cytosoliques ou présentes au sein de différents organites cellulaires, peuvent également jouer
un réle dans la modulation de la signalisation intracellulaire : xanthine oxydase, les
peroxysomes, les lipogénases, la catalases peroxysomale et les ions métalliques, comme le fer
et le cuivre (Beaudeux, 2006).

111.2.2.2 Sources exogenes

Les espéces réactives d'oxygene peuvent étre produites par des processus exogenes. Les
sources environnementales comprennent les rayonnements ionisants, et les polluants comme
les produits chimiques qui favorisent la formation des superoxydes tels que les quinones, les

nitroaromatiques et les herbicides (par exemple le paraquat).

La fumée de cigarette contient des composés organiques et de nombreux radicaux, comme

le superoxyde et I'oxyde nitrique. Les ions de métaux lourds, tels que le fer, le cuivre, le
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cadmium, Mercure, peuvent induire la génération de radicaux réactifs et provoquent des

lésions cellulaires (Birben et al., 2012).
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Figure 16 : Source des radicaux libres (Elkolli, 2017).
I11.3Les espéeces réactives de I’oxygéne

Parmi les especes radicalaires les plus intéressantes se trouvent les espéces réactives de
I’oxygene (ERO) qui sont des radicaux libres qui dérivent de la molécule d’oxygéne, par
addition d’un électron. les principales espéces réactives de 1’oxygeéne sont: le radical
superoxyde (O2*-), le radical hydroxyle (*OH), le monoxyde d’azote (NO¥*), et aussi certains
dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante tels que le peroxyde
d’hydrogéne (H205) et le peroxynitrite (ONOO-) (Gutteridge, 1993 in Boudjouref, 2011).

111.4 Conséquence du stress oxydatif

Le principal danger des radicaux libres vient des dommages qu’ils peuvent provoquer
lorsqu’ils réagissent avec des composants cellulaires importants, tels que I’ADN, les lipides
(peroxydation), les protéines. Etc. Cette oxydation provoque des dommages sur tout
I’organisme, accélérant le vieillissement et la dégradation des cellules et des tissus (Lacheb

et Rechoua, 2017).
I11.5Biomarqueurs du stress oxydant

L’attaque des cibles cellulaires dans un contexte de stress oxydant peut étre schématisée
selon les espéces moléculaires concernées, a savoir lipides, protéines, et acides nucléiques
(Beaudeux et Durand, 2008).
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111.5.1 Biomarqueurs de I’oxydation des lipides

L’oxydation des lipides polyinsaturés en présence d’oxygene est connue sous le nom de

peroxydation lipidique.
e Hydroperoxydes (ROOH) : produits précoces d’oxydation des AGPI
e Aldéhydes (RCHO) : produits précoces d’oxydation des AGPI
e Oxysteérols : produits d’oxydation du cholestérol

e Isoprostanes : produits terminaux d’oxydation de 1’acide arachidonique

LDL oxydées (Beaudeux et Durand, 2008).
111.5.2 Biomarqueurs de I’oxydation des protéines

Les protéines, de par leur abondance au sein des systemes biologiques et du fait de leur réle
fonctionnel majeur au sein de la cellule, constituent des cibles majeures des ERO et ERN. Il a
ainsi ete estimé que les protéines piegent 50 a 75% des especes radicalaires genérées (Davies
etal., 1999).

e Protéines carbonylées
e Produits de glycation avancée résultant de réactions de glyco-oxydation et leurs

précurseurs (Beaudeux et Durand, 2008).
111.5.3 Biomarqueurs de I’oxydation des acides nucléiques :

Les attaques oxydatives sur I’ADN sont considérées comme importantes dans les études
touchant au vieillissement et au développement de cancer (Bohr, 2002 in Lacheb et
Rachoua, 2017). Les espéces réactives de 1’oxygeéne, en particulier le radical hydroxyle,
peuvent attaquer le squelette désoxyribose-phosphate, en provoquant des liaisons croisées
ADN-protéines, et en modifiant les bases puriques et pyrimidiques. La réparation de I’ADN in
vivo est effectuée par des glycosylases (pour les bases) et des endonucléases (pour les
désoxynucléotides) (Beaudeux et Durand, 2008 in Lacheb et Rachoua, 2017).
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111.6 Les molécules anti-oxydantes

Les anti-oxydants sont des molécules ayant la capacité de neutraliser des radicaux libres qui
sont responsables de nombreuses maladies. Les anti-oxydants sont des composes qui inhibent
ou retardent le processus d’oxydation en bloquant I’initiation ou la propagation des chaines de

réactions oxydatives (Behera et al., 2006 in Obame Engonga, 2009).

Les antioxydants naturels ou synthétiques sont utilisés pour prévenir de nombreuses
maladies (cardiovasculaires et neuro-dégénératives, inflammation, diabéte...) et le
vieillissement, dus a la formation exagérée des radicaux libres. Les antioxydants sont
également utilisés dans les aliments pour retarder la détérioration, le rancissement ou la
décoloration qui est souvent due a 1’oxydation causée par la lumiére, la chaleur et certains

métaux (Méda, 2005 in Obame Engonga, 2009).
I11.6.1 Les antioxydants endogenes

La production physiologique des ROS est contrdlée au sein des cellules par les systemes de

défense enzymatiques et non enzymatiques.

111.6.1.1 Antioxydant enzymatiques

» La glutathion peroxydase :

La glutathion peroxydase (GSH-PX) est une enzyme rénal et hépatique, constituée de quatre
sous unités contenant chacune un atome de sélénium incorporé dans une molécule de
sélénocysteine (Delattre et al., 2005 in Agroum et Koucha, 2016). Le rdle principal de la
GSH-PX consiste en 1’¢élimination des peroxydes lipidiques résultant de 1’action du stress
oxydant sur les acides gras polyinsaturés aux dépens de son substrat spécifique, le glutathion

réduit (GSH) (Schrader et Fahimi, 2006 in Agroum et Koucha, 2016).

GSH-PX
2H,02+ 2GSH ——> 2H:0 + GSSG

» Le superoxyde dismutase :

Le superoxyde dismutase (SOD) représente 1’une des premieres lignes de défense contre le
stress oxydant. Ces métalloprotéines assurent I’élimination de 1’anion superoxyde O2.- par
une réaction de dismutation en le transformant en peroxyde d’hydrogeéne et en oxygene

(Garre et al., 2007).
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SoD
202-+2H ——>  H20:+0

» La catalase :

La catalase (CAT) est une enzyme répartie dans les tissus (Milane, 2004). Elle catalyse le
peroxyde d’hydrogéne (H202) produit dans les conditions physiologique et sa décomposition

selon la réaction suivante (Nancy et al., 2006):
CAT

2H0; ——> 2H20+ O,
La catalase est surtout active lorsque le niveau du stress oxydant est élevé ou que la quantité

le glutathion peroxydase est limité (Niki et al., 2007 in Agroum et Koucha, 2016).

111.6.1.2 Antioxydant non enzymatique

L’action protectrice non enzymatique est renforcée par celle de différents composés
réducteurs d’origine métabolique. Ces composés anti-oxydant sont produits dans les cellules
de I’organisme et parmi lesquels on peut citer la glutathion, qui est I’anti-oxydant le plus
important dans le contrdle du statu redox. Il est le thiol (-SH) majoritaire au niveau
intracellulaire (I’albumine étant son équivalent plasmatique) ou il est présent sous forme
essentiellement réduite (GSH). La plupart des protéines dont 1’albumine contiennent des
groupements « thiols » qui possedent des propriétés réductrices et piégent facilement les
espéces oxygénées activées. On peut citer, également 1’acide urique, la mélatonine, la

transferrine... (Agroum et Koucha, 2016).
111.6.2 Les antioxydants exogénes

En plus des substances propres a 1’organisme, 1’alimentation et les plantes sont également
d’importantes sources d’antioxydants. L’organisme peut tirer profit de nombreux
antioxydants exogenes naturels présents dans son alimentation. Bien que non indispensables a
la vie, ces substances jouent un réle majeur dans la lutte contre le stress oxydant. Les
importants parmi eux sont les vitamines C (L’acide ascorbique) ; les vitamines E (tocophérol),
et les caroténoides agissent en neutralisant 1’électron non apparié¢ et les transformant ainsi en
molécules stables. D’autres composés tels que les alcaloides, les polyphénols, les huiles
essentielles, les acides gras (oméga-3 et oméga-6) ainsi que des traces des métaux (sélénium,
manganese et le zinc) et les flavonoides apportés également par I’alimentation, jouent un role

similaire de piégeurs de radicaux libres (Agroum et Koucha, 2016).
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111.6.3 Mécanismes d’action des antioxydants

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de ’oxygene
singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de

radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Favier, 2006).
Selon leur mode d’action, les antioxydants sont classés en deux catégories :

- Systéme de défense primaire : comme la catalase, le glutathion (GSH). Ces antioxydants
préviennent la production de ROS en limitant la phase d’initiation des réactions d’oxydation.

IIs agissent donc en prévention.

- Systéeme de défense secondaire : a titre exemple les tocophérols, sont capables de piéger
directement les radicaux oxydants et sont ainsi des antioxydants « briseurs » de la chaine
radicalaire bloquant ainsi les réactions de propagation (Buettner, 1993 in Yedri et
Hebbache, 2018).
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Matériel et méthodes

1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude est constitué de deux espéces de lichens :
Flavoparmelia caperata (L) et Parmotrema perlatum issue d’un échantillonnage apres

transplantation.
2. Classification des especes
2.1. Flavoparmelia caperata
Selon Yedri et Hebbache (2018), I’espéce étudiée est classé dans:

e Classe : Ascolichens
e Ordre : Cyclocarpales
e Famille ;: Parmeliacées

e Genre : Parmelia

e Espéece : Parmelia caperata

Figure 17: Parmelia caperata (L.) (Yedri et
Hebbache, 2018)

2.2. Parmotrema perlatum
Selon Kaumar et al. (2015), I’espéce étudiée est classé dans:

e Classe : Magnoliophyta
e Ordre : Magnoliopsida
e Famille : Solamaceae

e Genre : Parmelia

e espece : Parmotrema perlatu

Figure 18: Parmotrema perlatum (Kaumar et al.,
33 2015)
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3. Description des espéces

3.1. Flavoparmelia caperata

Parmelia caperata (L.) est une espéce de lichen largement distribuée, elle se trouve, sur les
écorces plus ou moins acides et assez bien éclairées, principalement sur feuillus, rarement sur
résineux. Peut aussi se trouver sur des piquets de cl6ture, roches siliceuses, tuiles, etc.. Le
thalle est de 5-20 cm de diamétre, formant parfois de vastes taches, des lobes de pourtour
arrondis, allongé de 5 a 13mm de large, crénelés, la surface supérieure non ciliée de couleur
vert jaune a jaune pale, parfois gris-vert(a 1’ombre), lisse mais devenant rugueuse et pliée
avec 1’age, les rhizines denses a clairsemées au centre de bord, de zone marron, noir, simple,
parfois brun ou blanc basculé. Cette espece est trés répandu, présent en zone tempéree sur
tous les continents et dans les montagnes tropicales a I'exception de I'Australie et de
I'Antarctique (Lacheb et Rechoua, 2017).

3.2. Parmotrema perlatum

Parmotrema perlatum est une espece de lichen appartenant a la famille des Parmeliaceae.
Le thalle de cet espece est aplaté, adné 3-8¢cm de large, structure foliée de couleur gris
minérale verdatre (ou blanc jaunatre sur le dessus et noir sur la face inférieur) ayant des lobes
sub-linéaire a irréguliers de 2 a 4 mm de large. La surface supérieur du thalle plan et continue,
qui est modérément a densément isidiate, c’est-a-dire ayant des isidies ou des soralies, les
deux sont des structure végétative en forme des bourgeons présentes sur la surface supérieur
des thalles, simple a ramifié jusqu’a 0.5mm de haute, la surface inférieur des thalles est
modérément rhizinisée c¢’est-a-dire avoir des rhizines. Cette derniére fixe le lichen a son

substrat, sont délicates, simple ou en partie peut forcer (Kaumar et al., 2015).
4. Description de la zone d’étude

Les deux lichens F. caperata (L.) et Parmotrema perlatum ont été récoltées au mois d’avril
de I’année 2017, le prélevement a été effectué au niveau de Sidi-Brahim, qui se situe au
niveau de la wilaya d’ Annaba. Cette dernicre est située a L’est de I’ Algérie, entre les latitudes
(36°30) Nord et les longitudes (07°20) et (08°40) Est. A I’extréme est du pays, ouvert sur le

littoral méditerrané sur 80 Km. Elle s’étend sur 1439 km? soit 0.06% du territoire national.
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Elle est bordée au nord par la méditerranée, a 1’est par le département d’El-Tarf, au sud par
le département de Guelma, et a I’Ouest par le département de Skikda. Elle couvre une

superficie de 1411.98 kmz2,

Annaba présente tous les caractéristiques d’un relief en forme de cuvette, d’ou un risque
¢levé d’inversion thermique (effets de brises de terre et d mer soufflant dans des sens
contraires). Les polluants émis par les unités industrielles et balayés par la brise de terre se

heurtent contre le flanc du mont Edough pour se rabattre sur I’agglomération.
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Figure 19 : localisation géographique de la région d’étude Annaba (Maizi et al., 2011).
5. Récolte et choix des échantillons

Deux échantillons (issue de la région de Bougous) ont été transplanté pendant deux mois

(Avril et Mai) dans la région de Sidi Brahim —Annaba afin d’étre récoltés.

Un seul type de substrats est retenu qui est les troncs d’arbre. Sur chaque substrat les thalles
des deux especes ont été récoltés, soit 1’équivalent d’environ 10.75g de matiere végétale
fraiche de la premiere espece (Parmotrema perlatum) et 7.47g pour la deuxiéeme espéce
(Flavoparmelia caperata). Les thalles ont été décollés des troncs d’arbres grace a un couteau,
puis placés dans des sachets en plastique qui servent a la conservation de courte durée pendant
le transport au laboratoire pour les identifier et analyser. Le choix de 1’espece se justifie par

son abondance dans la station sélectionnée dont on a récolté 1’échantillon d’une maniére
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aléatoire mais représentatif et en quantité suffisante, pour réaliser la présente étude.

Figure 20 : récolte des échantillons (Nehalla et Laguel, 2021)

6. Identification des especes

L'identification des deux especes lichéniques est d'abord effectuée par observation des
caractéristiques morphologiques générales, telles que la forme, la couleur, le diametre du
thalle ainsi que l'orientation des extrémités et le type de ramification. Ces observations sont
comparées avec la description des especes signalée par la littérature et rapportée a la partie
bibliographique (Huneck & Yoshimura, 1996).

7. Préparation des échantillons

7.1. Nettoyage, séchage et broyage

La préparation des échantillons est d'une importance capitale pour toute analyse fiable. Les
métabolites secondaires sont des molécules aliphatiques ou aromatiques de faible poids
moléculaire présentant souvent un caractére hydrophobe. Lorsqu’ils sont extraits, ils sont
donc retrouves principalement dans les fractions apolaires ou moyennement polaires (Lacheb
et Rechoua, 2017).

Aprés la récolte de ’espéce Flavoparmelia caperata et Parmotrema perlatum et en amont
du processus d’extraction, les thalles sont nettoyés de tous les impuretés (mousses, poussicre,
débris végétaux...etc.). Puis, ils sont séchés a I’air ambiant pendant environ 72h. A 1’aide
d’un mortier, les thalles séchés sont broyés entiérement en poudre tres fine pour augmenter la
surface de contact de la matiére végétale avec le solvant, et favoriser ainsi 1’extraction des

COmMpOsés.

36



Matériel et méthodes

Figure 21 : poudre du lichen dans le mortier (Nehalla et Laguel, 2021)
8. Test d’humidité

La détermination de I’humidité est réalisée selon la méthode décrite par Doymaz et al.
(2004). Une prise d’essai d’échantillon (10.75g de Parmotrema perlatum et 7.47g de
Flavoparmelia caperata est séchée dans une étuve a 120°C jusqu'a un Poids constant. Le

taux d’humidité des échantillons est calculé selon la formule suivante :

Pv -P és
H(%)= ———— = 100

P avanm

Ou:

H (%) : Taux d’humidité en pourcentage.

Pavant : Poids de 1’échantillon avant séchage.

P apres - Poids de I’échantillon apres séchage
9. Préparation de I’extrait lichénique

Afin de réaliser 1’évaluation des métabolites secondaires des especes récoltées et surtout
I’étude de I’activité anti-oxydante, la méthode envisagée a été de comparer les profils
chimiques des extraits produits pour chaque échantillon de lichen. Cependant, les métabolites

secondaires peuvent étre extraits selon différentes techniques et en utilisant de différents
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solvants ; I’extraction de ces métabolites et I’évaluation de leur activités passent par plusieurs

étapes.
9.1. Choix du solvant et du type d’extraction
9.1.1. Choix du solvant

Le choix du solvant est orienté par les caractéristiques chimiques spécifiques pour chaque
famille de métabolites secondaires (Khebbaz et Gobbi, 2014). Selon la littérature et tout
dépend des moyens disponibles au niveau du laboratoire, les solvants qui ont été retenus pour
notre étude sont-ils le méthanol et I’acétone qui présentent une polarité moyenne, et I’eau dont
la polarité est la plus élevée. Des mélanges de solvants sont aussi utilisés, tels les mélanges

méthanol/eau, dont la polarité sera qualifiée d’intermédiaire. (Giusti et Wrolstad, 2001)
9.1.2. Type et préparation de I’extraction

Pour apprécier le contenu en métabolites secondaires des especes lichéniques échantillonnées,
une extraction par macération a été réalisée dont son principe consiste a faire imprégner une
quantité de poudre de lichens de chaque espéces séparément dans un volume du solvant sous
agitation mécanique (Yu et Dahlgren, 2005 in Djennas et Hamioud, 2016).

On a imprégné 2.5g de poudre de Parmotrema perlatum dans chaque volume de 20ml du
solvant (eau distillée, méthanol, acétone et mélange eau distillée/méthanol), et 1.5g de poudre
de Flavoparmelia caperata dans 15ml des mémes solvants. L’extraction a été effectuée selon

le protocole décris dans la figure 22.

Les extraits obtenus sont ensuite réunis séparément, puis filtrer en utilisant du papier filtre

pour eliminer les débris et les matiéres en suspension
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Matiére végétale
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Figure 22: Protocole d’extraction de deux matieres végétale (Nehalla et Laguel, 2021)
10. Paramétres mesures

10.1. Mesure de I’absorbance [tracer la courbe DO=f(})]

Le spectrophotometre a été calibré avec le blanc (= 3 ml du solvant seul), une quantité

suffisante de D’extrait a été mise dans la cuve (= 3 ml de I’extrait), ensuite, le
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spectrophotometre a été réglé sur le mode A Spectrum en choisissant la densité optique

comme valeur de mesure, afin que le spectrophotométre nous donne le graphe DO=f(}).

10.2. Dosages des composeés phénoliques

10.2.1. Dosage des Flavonoides

La teneur en flavonoides des extraits a été déterminée en utilisant la méthode colorimétrique

au trichlorure d’aluminium (AICI3) décrite par Oyaizu (1986).
Principe

Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure
d’aluminium. Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer
et aluminium). Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux
atomes d'oxygene de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons. L’intensité
de la couleur dont 1’absorbance maximale est de 430 nm est proportionnelle a la quantité de

complexes formeés (Oyaizu, 1986).
Mode opératoire

Une quantité de 1 ml de chaque extrait doit étre ajouté a un volume égal (1 ml) d’une
solution d’AlClz (2% dans le méthanol) ; Dans les mémes conditions un témoin a été prépare
qui est la solution (AICIz /méthanol). Le mélange a été incubé pendant 10 minutes a
température ambiante et I'absorbance a été mesurée au spectrophotometre UV-visible a une

longueur d’onde d’ordre 415 nm contre le blanc qui a été préparé.
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1ml de 'extrait

!

1ml de la solution
AlLclz/méthanol

|

10min incubation

|

Absorbance 415nm

Figure 23 : protocole des dosages des flavonoides (Nehalla et Laguel, 2021)

Ly .

Figure 24: dosage de flavonoide (Nehalla et Laguel, 2021)
Expression des resultats

La concentration des flavonoides a ét¢ déduite a partir d’'une gamme d’étalonnage établie
avec la quercétine et est exprimée en microgramme d’équivalent de quercétine par

milligramme d’extrait (mg EQ/g d’extrait)
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10.2.2. Dosages des tannins

La détermination des tannins totaux a été réalisee selon Rebaya et al., (2015).
Principe

La teneur en tannins est déterminée par la méthode de vanilline en milieu acide (Julkunen-
Titto, 1985). Cette méthode est basée sur la capacité de la vanilline a réagir avec les unités
des tannins condensés en présence d’acide pour produire un Complexe coloré mesuré a 500

nm.
Mode opératoire

Un volume de 12,5 pL de P’extrait est ajouté a 750uL de vanilline/méthanol (4% m/v) et
mélangé a 1’aide d’un vortex. Ensuite, 375uL de 1’acide chlorhydrique (HCI) est additionnée
dans le mélange. La mixture obtenue est agitée et incubée a température ambiante pour 15

min et mesurée I’absorbance a 500 nm

12.5pl De I'extrait

|

750ul de la solution
vanilline/méthanol (4% ;m/v)

Mélange a

['aide d’un

Vortex

375ul HCL

|

Lecture 500 nm

Laissé réagir

pendant 15

minaT°®

ambiante

Figure 25: protocole des dosages des tannins (Nehalla et Laguel, 2021)
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Figure 26: dosage des tannins (Nehalla et Laguel, 2021)
Expression des résultats

La concentration des tannins est estimée en milligramme (mg) équivalents de catéchine par

gramme (g) de résidu sec (mg Eq EC)/g MS) a partir de la courbe d’étalonnage .

10.3. Evaluation de P’activité anti-oxydante

10.3.1. Evaluation de I’effet anti radicalaire contre le radical DPPH

Des nombreuses méthodes sont utilisées pour 1’évaluation de ’activité anti-oxydante des
extraits. La plupart de ces méthodes sont basées sur la coloration ou décoloration d’un réactif
dans le milieu réactionnel. Dans cette étude, on a utilisé test de piégeage du radical libre
DPPH.

10.3.2. Teste de piégeage du radical libre DPPH

Le test antioxydant a été réalisé avec la méthode au 2,2-diphényl-2-picryl-hydrazyle
(DPPH), décrite par Dorman et al., (2011).

Le DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle) est un composé chimique de formule brute
C18H12NsO6 et de masse molaire 394.32g/mol. Il posséde un électron non apparie sur un
atome d'azote (Figure 27) (Popovici et al., 2009).
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O\

N,

Figure 27: Structure chimique du radical libre DPPH - (2,2 DiPhenyle-1-Picryl Hydrazyle)
(Popovici et al., 2009)

Principe

Le test DPPH est une méthode largement utilisee dans 1’analyse de I’activité anti-oxydante.
Il se caractérise par sa capacité a produire des radicaux libres stables. Cette stabilité est due a
la délocalisation des électrons libres au sein de la molécule. La présence de ces radicaux
DPPH donne lieu a une coloration violette foncée de la solution. La réduction des radicaux
DPPH par un agent antioxydant entraine une décoloration de la solution. Le changement de
couleur peut étre suivi par spectrophotométrie a 517 nm et de cette facon le potentiel
antioxydant d'une substance ou un extrait de du lichen peut étre déterminée (Dorman et al.,
2011).

Q s Q s

Q + [Anoxyda | O | —— %} [Ansoxsdant]-{ 0"
— -

o Ok

DPPH DPPHH
(violet) (jaune)

Figure 28 : Réaction du test DPPH (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazyl) (Liang et Kitts,
2014).

44



Matériel et méthodes

Mode opératoire

Ajouter 900pl de la solution méthanolique du DPPH (0.15mg/ml = 1.5mg dans 10ml
méthanol) a 300ul de chaque solution des extraits a différentes concentrations (C1, C2, C3 et
C4). Parallelement, un contréle négatif a été préparé en mélangeant 300ul de méthanol avec
900ul de la solution méthanolique de DPPH. L’ensemble a été agité a 1’aide d’un agitateur
électrique puis, incubé a I’obscurité et a température ambiante pendant 30 minutes.
L’absorbance a ét¢ mesurée a 517nm. Le contrdle positif a été représenté par une solution
d’un antioxydant standard ; I’acide ascorbique dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes
conditions que les échantillons et pour chaque concentration le test a été répéte 3 fois. Les

résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition (1%).

1%= [(Abs controle — Abs test)/ Abs contréle] x 100

Ou:
| % : Pourcentage d’inhibition,
Abs Contrdle négatif : Absorbance du DPPH (Solution de DPPH + Méthanol),

Abs Test : Absorbance de I’échantillon ou Standard (Contrdle positif).

300ul de I'extrait méthanolique 900 l de la solution méthanolique
(C1, C2, C3 et C4) mg/ml) de DPPH

Incubation pendant 30 min a température
ambiante et a I'obscurité

Lecture a 517 nm

Figure 29 : Protocole du test au DPPH (Nehalla et Laguel, 2021)
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Calcule des IC50

IC50 est la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50 % de radical
DPPH. Les IC50 sont calculées graphiquement par les régressions linéaires des graphes tracés

qui sont présentés par les pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations
des fractions testées et les standards.
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Résultats et discussion

1. Description des extraits

Chaque extrait a été caractérisé par sa couleur pour les deux espéces. Ces éléments sont

présentés dans le tableau 2.

Tableau 2 : la coloration des extraits des deux especes.

Extrait Coloration
Extrait aqueux Orangé
Extrait méthanolique Blanche
Extrait acétonique Vert
Mélange (eau distillé/méthanol) Orangé foncé

2. Test d’humidité

Le test d’humidité permet de connaitre la teneur en eau de nos échantillons des deux espéces

sont présentés dans le Tableau 3.

Tableau 3 : le taux d’humidité H% des deux espéces lichéniques.

Especes Matiére fraiche Matiére seche Taux
d’humidité (%)
(en gramme) (en gramme)
Parmotrema perlatum 10.75 10.15 6%
Flavoparmelia caperata 7.47 6.80 9%
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D’apres les données présentées dans le tableau 3, on obtient les résultats illustrés dans la

figure 30.

=
o

B Parmotrema perlatum

B Flavoparmelia caperata

Taux d'humidité (%)

O Kk N W B U1 O N 00 ©

Parmotrema perlatum Flavoparmelia
caperata

Figure 30 : Le taux d’humidité des deux especes lichéniques

Les résultats de la figure 30 ont montré que le taux d’humidité pour I’espéce Parmotrema
perlatum est de 6% par rapport a I’autre espéce Favoparmelia caperata est de 9%. La teneur
en eau chez les lichens peut fortement varier jusqu’a atteindre un niveau élevé de

déshydratation (Ghanemi et Haggani, 2017).

Pour éviter la dégradation des différents composants des lichens, on procéde a un séchage
pour éliminer 1’eau, tout en préservant la composition chimique des cellules. Le séchage
inhibe aussi les enzymes existantes dans le matériel végétal frais (le polyphénol oxydase)
(Espin et Tomas-Babera, 2001)

Ce résultat est net a celui de Pech (2013) qui déclare que chez les lichens, la teneur en eau
est généralement de I’ordre de 65% a 90 %, toutefois, certaines especes peuvent vivre avec
une teneur de 2%. Il est a signaler que le taux de la photosynthese dépend largement du

niveau d’hydratation des lichens.

Il est & note que les cellules végétales possédent de I’eau qui est une source de dégradation

de polyphénol par oxydation (Ghanemi et Haggani 2017).
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3. parametres mesurés

3.1. Mesure de I’absorbance [tracage de la courbe DO={()]

Les spectromeétres UV/Visible permettent d'obtenir le spectre des composés examinés sous

la forme d'un tracé de la transmittance ou de I'absorbance en fonction des longueurs d'ondes
repérées en nm (Bouziane, 2006).

Pour la premiére espece : Flavoparmelia caperata

Extrait méthanolique

Bk N

e

T 100/d1v) 180 L

“-‘ ..)‘.
-
L Peak ] Filaliy

Extrait acétonique Extrait hydro-méthanolique

Figure 31 : Mesure de 1’absorbance en fonction de longueur d’onde dans chaque extrait de

F. caperata

L’analyse du spectre dans le domaine UV-visible présenté dans la figure 31 montre bien que
les différents extraits dans le domaine visible contiennent des concentrations faibles sinon une

absence totale des composés qui absorbent la lumiére de 400 a 1100 nm. Ceci peut étre
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expliqué par le fait que les molécules les plus actives et qui sont souvent des métabolites
secondaires extracellulaires sont présentes dans le domaine UV (190-400 nm).

Concernant [’extrait aqueux, Dans [’intervalle [190-460 nm], 1’absorbance est tres
importante, elle est aux alentours de 3,265 et plus. Selon (Rezaire, 2012) les flavonoles et
flavones sont des composé de forte présence chez les lichens et ils sont capables d’absorber la
lumiére UV et méme la lumicre visible dans I’intervalle [280-520 nm]. Les flavonoles et les
flavones sont des composés flavonoidique les plus répondus. Comme tous les flavonoides, ils
exercent une multitude d’activités biologiques, notamment des propriétés antioxydants,
vasculo-protectrice, anti-hépatotoxiques, antiallergiques, anti-inflammatoire, antiulcéreuse et
méme antitumorales significatives. Suivi par I’intervalle [460-1100 nm], on remarque peu ou
absence totale de 1’absorbance, ce qui signifie la faible présence des molécules qui absorbent

la lumiére dans cet intervalle.

Selon un autre travail qui est celui de Nedeljko et al. (2011), la molécule qui peut étre
présente chez les lichens et qui absorbe la lumiére UV de [210-321 nm] est essentiellement :
acide usnique. Dieu (2015) rapporte que 1’acide usnique est caractérisé par son caractére
allergéne, mais il participe également a protéger la ressource lichénique, moduler ses

propriétés physicochimiques et ainsi améliorer ses activités biologiques.

Pour I’extrait méthanolique, les spectres dans la région entre [200-400 nm] semblent étre
nettement moins intenses mais avec la présence des composés phénoliques comme : stilbénes
décrit par Nedeljko (2011). Selon El Gharras (2009), les stilbénes sont absorbées a 280 nm,
ils sont connus par leurs propriétés anticancéreuses mises en évidence lors de 1’étude des
activités biologiques des plantes médicinales. Suivi par une trés faible absorbance dans la
région de [400-700 nm] ce qui explique la rareté sinon 1’absence des molécules absorbant la

lumiére dans cette région.

Pour I’extrait acétonique, on enregistre une absorption maximale de la lumiére a 399 nm.
Selon I’étude de Rezaire (2012), les flavonoles et les flavones sont absorbés dans I’intervalle
[280-550 nm] ; bien que ces derniers appartiennent aux flavonoides les moins rencontrés dans
le monde végétal a 1I’exception faite pour les composés anthocyaniques dans 1’extrait dont ils
présentent un maximum d’absorption entre 460 et 560 nm (Merken et Beecher, 2000 ;
Stecher et al., 2001; Robbins, 2003). Puis on observe une diminution dans I’intervalle [400-
664 nm].
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Enfin, dans I’extrait hydro-méthanolique, on enregistre une absence de spectre dans
I’intervalle [190-280 nm], ce qui signifie qu’aucun métabolite secondaire n’est présent dans
cette région. En revanche, on remarque une absorbance importante de la lumiére dans la zone
[280- 550 nm]. D’apres 1’étude de Nedeljko et al. (2011), I’acide hydroxy-benzoique et
tannins sont caractérisés généralement par une d’absorption qui se situe dans un intervalle de

mesure compris entre 280 a 520 nm.

L’acide hydroxy-benzoique est caractérisée par son utilisation comme conservateur et
comme antiseptique mais son utilisation dans ces domaines a été arrétée en raison de son
caractére toxique en cas de surdosage. Il est maintenant utilisé en dermatologie pour le
traitement de 1’acné et des verrues. Ainsi que les tannins vont présenter des propriétés
biologiques variées. La principale est 1’effet astringent, c'est-a-dire la capacité a précipiter les
glycoprotéines, plus des propriétés anti-diarrhéiques, veinotoniques, antiseptiques,
antioxydants ou encore cicatrisantes. Comme vu précédemment, ils ont le pouvoir de chélater
les métaux mais également inhiber des systemes enzymatiques ; de plus, les catéchols vont
avoir une activité cardio-protectrice, anti-inflammatoire mais également anti-thrombotique
(Thomas, 2016).
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Pour la deuxieme espece : parmotrema perlatum

[_Zoos ]

Extrait acétonique Extrait hydro-méthanolique

Figure 32: Mesure de 1’absorbance en fonction de longueur d’onde dans chaque extrait de

P. perlatum

Afin de mesurer la teneur en composition phénolique des différents extraits de P. perlata, la
figure 32 montre 1’analyse des spectres UV-Visible des composants responsable d’absorption
de la lumiére en fonction de la longueur d’onde de 190 nm a 1100 nm ; Comme indiqué dans
la figure 33, les composants ont des concentrations faibles sinon une absence totale des
composés qui absorbent la lumiére de 400 a 1100 nm. Ceci peut étre expliqué par le fait que
les molécules les plus actives et qui sont souvent des métabolites secondaires extracellulaires

sont présente dans le domaine UV (190-400 nm).

On commengant par 1’extrait aqueuX, dans ’intervalle [190-400 nm], il y a un pic de la DO a
280 nm, les molécules qui peuvent étre présentes a cette longueur d’onde sont 1’acide

hydroxy-cinnamique, dihydrochalcone (Rezaire, 2012). Selon Thomas (2016), I’acide
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hydroxy-cinnamique est connue d’avoir des propriétés antioxydant, piégeurs des radicaux
libres, inhibition des lipoprotéines LDL, Anti-infectieux, antifongique, antiseptique urinaire et
expectorante par contre les dihydrochalcone sont une classe de métabolites secondaires, pour
lesquels la demande dans les applications biologiques et pharmacologiques est toujours
croissante. Les dihydrochalcones ont démontrés un large éventail d’activités biologiques,
notamment anti-oxydantes, anti-inflamatoire, effets anti-microbiens, ctotoxiques et
antispasmodiques (Stompor et al., 2019). Suivi par I’intervalle [400-1100 nm] qui enregistre
une absorption maximale a 488 nm qui est due essentiellement a la présence des flavones et

flavonoles (Rezaire, 2012).

Pour ’extrait méthanolique, on enregistre des absorbance marquées dans le domaine visible
[300-1041 nm] ce qui indique a la présence de molécules bioactives responsables d’absorber
la lumiére dans cette région, le plus répandus est les flavonoles et les flavones caractérisés par
une absorbance limité entre 280 et 520nm et I’acide norstictique (310 nm), Atranorine (321
nm). Selon Studzinka-Sroka (2017), I’atranorine est un métabolite secondaire du lichen et
appartient au groupe des depsides. Il y a des propriétés analgésiques, anti-inflammatoires,
antibactériennes, antifongiques, cytotoxiques, anti-oxydantes, antivirales et immuno-
modulatrices. Tandis que 1’acide norstictique est un depsidone produit comme un métabolites
secondaires dans les lichens (Hauk M et al., 2010), il est capable de protéger les lichens en
piégeant le espéces réactives de I’oxygene générées par des radiations UV intenses (Dieu,

2015).

Concernant I’extrait acétonique, I’absorbance des molécules dans le domaine visible est
supérieur égale 3.090 a 413 nm, ce qui explique de I’existence de certaines molécules qui
absorbent la lumiére visible. Par contre on trouve des absorbances plus importantes dans la
région de [413-547 nm], qui est du souvent a la présence des composés phénoliques comme

les flavonoles et les flavones.

Enfin, dans I’extrait hydro-méthanolique, on enregistre des absorbances successives de la
lumicere dans I’intervalle de 450 a 503 nm ou nous avons observé 1’absorbance la plus ¢élevée
avec une valeur de 3.566 en comparaison avec les autres extraits en raison de leur propriété de
polarité de solvant d’extraction. Selon Rezaire (2012), les favonoles et les flavones sont
responsables d’absorber la lumiere dans cette région. Alors que dans la région de [503-1100

nm] on remarque une diminution de 1’absorption jusqu’a 0.928 a 1043 nm.
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D’apreés le résultat des figures 31 et 32, on constate que la densité optique la plus élevée a
¢té observé dans 1’extrait acétonique chez les deux espéces, ce qui explique la présence de

plus de molécules lichéniques capables d’adsorber la lumiére que les autres extraits.
3.2. Dosages des composés phénoliques

Dans le but d’évaluer les teneurs en molécules actives des différents extraits des deux

espéeces étudiées, des dosages des flavonoides, dosages des tannins ont été effectués.
3.2.1. Dosages des flavonoides

Lors des dosages des flavonoides, aprés 1’addition d’AlCl3 et aprés incubation une couleur
jaunatre a été obtenu dans I’intensité est proportionnelle a la concentration des extraits, ce qui

confirme la présence des flavonoides dans les extraits.

A cause du manque flagrant des produits et surtout le produit quercétine, on a opté pour
I’adoption de la courbe d’étalonnage faite par Ali-Rachedi et al. (2018).

Tableau4 : la teneur des flavonoides en mg EQ/g MS chez les deux espéces.

Quantité des flavonoides Equation de la| R?
- courbe
Extrait (en mg EQ/g MS) F. | (en mg EQ/g MS)
caperata P. perlatum
Méthanol 3,456 5,315
Eau
1,176 3,175
distillée
Abs = 0,002[Que]
Acétone 1,424 2,185 0,995
’ ' +O,139
Melange
(méthanol- 3,192 6,945
eau distillée)
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dosage des flavonoides chez les deux especes
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Figure 33 : dosage des flavonoides selon les solvants

Les résultats présentés dans le Tableau 4 et la figure 33 montrent que les teneurs en
flavonoides totaux varient considérablement entre les différents extraits. Pour la premiere
espéce P. perlatum I’extrait hydro-méthanolique enregistre un maximum de flavonoides
(6.945 mg EQ/g MS), suivi par ’extrait méthanolique (5.315 mg EQ/g MS), puis I’extrait
aqueux (3.175 mg EQ/g MS) et enfin I’extrait acétonique qui renferme des teneurs plus
faibles (2.185 mg EQ/g MS).

Tandis que la concentration des flavonoides pour la deuxiéme espéce F. caperata a été aussi
importante dans I’extrait méthanolique (3.456 mg EQ/g MS), suivi par I’extrait hydro-
méthanolique (3.192mg EQ/g MS), ensuit I’extrait acétonique (1.424mg EQ/g MS) et I’extrait
hydrolique qui correspond la concentration la plus basse (1.176 mg EQ/g MS).

D’aprés les résultats présentés ci-dessus, il est bien évident que le solvant « hydro-
méthanolique » est le meilleur extracteur des flavonoides chez P. perlatum, et contrairement
pour F.caperata ou il était I’extracteur le plus faible alors que le méthanol était le meilleur

avec une concentration égale a 3.456 mg EQ/g MS.
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Ces résultats des flavonoides dans toutes les fractions obtenues et quel que soit le solvant
utilisé, sont supérieures a la concentration trouvée par Mitrovic et al. (2011), ou I’étude
réalisée par macération avec le méthanol a donné une concentration égale a 110,65 ug EQ/ g

d’extrait.

Selon I’étude de Habbech et Yerdi (2018), qui rapporte que la valeur la plus faible est notée
pour la fraction aqueuse, ce résultat est similaire a celui obtenu avec F. caperata et totalement

le contraire pour le P. perlatum de notre étude.

L’étude de Kout et Chihel (2018), n’est pas en accord avec le présent résultat, elle montre
que D’extrait acétonique d’un lichen d’arbre renferme des teneurs de flavonoides plus faibles
(0,058 mg EQ/g) que celle du lichen de mur (0,061 mg EQ/g). On enregistre aussi dans notre
¢tude que I’extrait acétonique de Parmotrema perlatum est supérieure a celle de F. caperata,
mais ces deux derniéres espéces qui ont fait I’objet de cette présente étude, se développent sur
les branches d’arbres et la teneur des deux en flavonoides est nettement supérieure a celle de

I’étude citée.

Selon Ali-Rachedi et al. (2018), I’extrait méthanolique enregistre un maximum de
flavonoides chez Scabiosa atropurpura sub. Maritima (plante médicinale de la famille des
Dipsacaceae) avec un taux de 7.374mgEQ/g MS et c’est le cas pour ’extrait méthanolique de
P.caperata (3.456 mg EQ/g) et méme pour I’espéce P. perlatum, la teneur de I’extrait
méthanolique était importante (5.315 mg EQ/g MS), mais aprés 1’extrait hydro-méthanolique
ou la teneur était maximale (6.945 mg EQ/g MS).

Selon Belkhir et Slimani (2016), Cette variabilité de teneurs en composés phénoliques
notamment les flavonoides entre les différents extraits est dus a la différence de polarité des
solvants utilisés et aussi au degre de polarité des composés phénoliques contenus dans nos

échantillons de lichens.

D’aprés 1’étude statistique, ce sont les extraits de I’espéce Parmotrema perlatum qui avaient
des teneurs élevées en flavonoides totaux en comparaison a ceux de 1’espece Flavoparmelia

Caperata.
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3.2.2. Dosages des tannins

L’étude montre que les teneurs en tannins des extraits présentent des différences

significatives selon le solvant utilisé et entre les deux espéces utilisées dans cette étude.

A cause du manque flagrant des produits et surtout le produit catéchine, on a opté pour

I’adoption de la courbe d’étalonnage faite par Ali-Rachedi et al. (2018)

Tableau5 : la teneur des tannins en mg EC/g MS chez les deux espéces.

Quantité des tannins Equation de la| R?
: courbe
Extrait (en mg EC/g MS) | (en mg EC/g MS)
F.caperata P. perlatum
Méthanol 6,920 11,350
Eau distillée 5,520 12,350
Acétone 9,480 13,150 Abs = 0,0002[Cat] 0,997
+0.019
Melange
(méthanol-eau 9,800 9,550
distillée)
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Figure 34 : comparaison du dosage des tannins selon les solvants.

Les résultats représentés dans I’histogramme (figure 34) et dans le tableau 5, révélent que la
concentration des tannins de la P. perlatum est trés importante dans 1’extrait acétonique qui
est de 13.15 mg EC/g MS, suivi de I’extrait aqueux et de I’extrait méthanolique avec des taux
égalent a 12.350mg EC/g MS ; 11.350mg EC/g MS respectivement. Tandis que, la teneur la
plus faible a été obtenue avec 1’extrait hydro-méthanolique de valeur 9.550 mg EC/g MS

d’extrait.

Concernant le F. caperata, la fraction hydro-méthanolique enregistre des teneurs plus élevé
avec une valeur de 9.800mg EC/g MS suivi de la fraction acétonique et méthanolique a 9.480
mg EC/g MS et 6.920mg EC/g MS d’extrait, enfin de la fraction aqueux a donné la
concentration la plus faible a 5.520 mg EC/g MS.

Cette variation peut s’expliquer par le fait que 1’extraction des tannins, dépend de leur nature
chimique, du solvant utilisé et des conditions opératoires (Chavan et al., 2001). D’aprés la
figure 35, il est remarquable que la fraction acétonique se classait premiére dans son capacite
a extraire les tannins pour le P. perlatum. Mais pour le F. caperata la fraction hydro-

méthanolique qui était meilleure que I’acétone.

Selon Bruneton (2008), I’extraction des tannins condensés est, en régle générale, réalisée
par un mélange d’eau et I’acétone ce qui explique les résultats obtenus pour 1’espéce P.
perlatum. Mais en voyant le travail d’Ali-Rachedi et al. (2018), I’extrait méthanolique

enregistre un maximum des tannins chez Scabiosa atropurpura sub. Maritima (plante
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médicinale de la famille des Dipsacaceae) avec un taux de 6.736 mg EC/g MS ; ces résultats
sont tres similaires aux résultats de cette étude pour P. caperata ou le meilleur extracteur des

tannins est le mélange hydro-méthanolique.

La teneur importante en tannins condensés observée dans 1’extrait acétonique chez les deux
especes pourra &tre expliqué par le fait que le solvant acétone a permis d’extraire des tannins
de poids moléculaires élevé , et qui sont trés solubles dans les solvants apolaires (tel que
I’acétone) qui sont des solvants sont recommandés pour récupérer sélectivement les acides
tanniques de haut poids moléculaire, tels que les pro-anthocyanidines (Collin & crouzet,
2011).

3.3. Evaluation de I’effet anti radicalaire contre le radical DPPH

La figure ci-dessous représente les variations des pourcentages d’inhibitions obtenus en

fonction des différentes concentrations de chaque extrait.

pourcentage d'inhibition

Figure 35: Pourcentages d’inhibition du radicale DPPH en fonction des concentrations.

Dans la figure 35 On remarque que le pourcentage d’inhibition est proportionnel a
I’augmentation de la concentration de I’extrait des deux especes étudiées (I’augmentation du
pourcentage d’inhibition est un indicateur d’une bonne activité¢ anti radicalaire donc une

relation dose-dépendante).

60



Résultats et discussion

Les pourcentages d’inhibition des extraits varient entre 63.33% (4.5 mg/ml) et 81.62%
(9mg/ml) pour 1’acide ascorbique, entre 3.69% (4.166 mg/ml) et 27.99% (16.66 mg/ml) et
pour Flavoparmelia caperata, et entre 1.1% (5.208 mg/ml) et 23.33% (20.83 mg/ml) pour
Parmotrema perlatum selon les concentrations utilisées dans cette expérience. On constate
donc que le pourcentage d’inhibition de Flavoparmelia caperata est plus important que celui
de Parmotrema perlatum, ce qui signifie que les différentes concentrations des extraits ont un
effet moins important sur 1’activité anti-radicalaire contre le DPPH par rapport a 1’acide

ascorbique qui était tres effectif.

Lorsqu’on choisit la méme concentration 9mg/ml pour tous les échantillons étudiées, on
obtient que le pourcentage d’inhibition égale a 80% pour 1’acide ascorbique et 8% pour le F.

caperata et 6% pour le P. perlatum.

Le radical DPPH est I’un des substrats le plus utilise généralement pour 1’évaluation rapide

et directe de I’activité antioxydant en raison de son solubilité et la simplicité de 1’analyse

(Bozin et al., 2008).

Comparativement a 1’étude de Kosani¢ & al. (2011) qui concerne I’activité scavenger du
radical DPPH des extraits méthanoliques de cing espéces de lichens, parmi elles Lasallia
pustulata qui a révélé un pourcentage de (69.87%) contrairement a notre espéces qui
présentent une activité antioxydant plus faible de 3.69% a 27.99% pour F. caperata, et de
1.1% a 23.33% pour P. perlatum.

Calcul des IC 50

L’IC50 est la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% du radical
DPPH, qui est déterminé graphiquement par la régression linéaire établie entre les

pourcentages d’inhibition et les différentes concentrations.

L’IC50 est exprimée en mg/ml, cependant une faible valeur d’IC50 correspond a une

activité anti-oxydante éleveée.
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Figure 36: Pourcentages d’inhibition du radicale DPPH en fonction des concentrations.

Afin de savoir les pourcentages d’inhibition 50%, on a fait une extrapolation sur les graphes.

Pour I’acide ascorbique (via la figure 35) et des échantillons étudiées (via la figure 36) et ils

sont présentes dans le tableau 6.

Tableau 6: IC50 des deux extraits et de I’acide ascorbique.

Echantillons IC50
Acide ascorbique 2 mg/ml
Flavoparmelia caperata 30 mg/ml
Parmotrema perlatum 34.5 mg/ml
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Figure 37: Concentration inhibitrice de 50% du radical DPPH des deux extraits et ’acide

ascorbique.

En comparant les IC50 des deux extraits par rapport a ceux de ’acide ascorbique, on
remarque dans la figure 37 une activité anti-oxydante élevé pour acide ascorbique suivi par
Flavoparmelia caperata, et finalement parmotrema perlatum avec les valeurs 2 mg/ml, 30

mg/ml et 34.5 mg/ml respectivement.

On peut dire donc que la capacité a réduire le radical DPPH est variable d’un extrait a

[’autre.

Comparativement aux études de Maisuthisakul et al. (2008) et celle de Bartak et al., 2004 in
Lacheb et Rechoua (2017) qui montrent que Les IC50 sont inversement proportionnelles a
I’effet scavenger dont les valeurs faibles reflétent un effet anti-radicalaire important indiquent
que la différence de la concentration d’antioxydant fluctue avec les conditions de
I’environnement extrémes (haute température, haute lumicre, pollution de 1’air) car ces
conditions réduisent la synthése d’antioxydant dans les lichens et par conséquent diminuent
son activite anti-oxydante. D’autre part, elle refléte la quantité d'antioxydant requise pour

neutraliser 50% de la concentration initiale du radical libre dans le milieu (Ouibrahim, 2015).

Notre résultat est similaire a celle de Friardi (2012) qui indiquent que les résultats indiquent
que 1’acide ascorbique est la substance la plus active a piéger les radicaux libres DPPH par

rapport aux deux extraits avec une valeur d’IC50 de [D'ordre de 2mg/ml.

63



64



Discussion générale

Les lichens produisent une variété de meétabolites secondaires de défense en réponse a un
stimulus externe (intensité lumineuse, prédation, pathogéne, conditions climatiques, etc.) afin
d’assurer la protection pour les partenaires symbiotiques. Ces métabolites peuvent étre
extraites en utilisant plusieurs solvant organiques, 1’acétone, (Asplund et Gausla, 2008), le
méthanol (Rankovic et al., 2009), I’eau distillée ainsi que la mélange hydro-méthanolique qui
sont souvent employés. Plusieurs activités biologiques sont associées a ces meétabolites de
défense : anti-tumorale, antipyrétique, anti-inflammatoire, anti-oxydante,
antimycobactérienne, antimicrobienne et analgésique. Les décoctions des lichens étaient
d’ailleurs utilisées en médecine traditionnelle pour diverses raisons comme le traitement des
maladies respiratoires (irritation de la gorge, toux, asthme et tuberculose), le diabete et les

infections intestinales (Claudia, 2016).

Les extraits naturels des lichens contiennent une variété de composés phénoliques auxquels
sont attribuées de diverses activités biologiques (Esteban, 2002). Parmi lesquelles les
activités anti-oxydantes qui ont fait 1’objet de cette présente étude afin de valoriser de plus les

especes locales et essayer de démontrer la grandeur de leur activité antioxydant.

Le résultat de l'estimation du taux d’humidité des échantillons des deux espéces
licheniques aprées séchage a pu révéler un pourcentage de 9% pour la Flavoparmelia caperata
et 6% pour la Parmotrema perlatum. Il est a noter que ce pourcentage dépend essentiellement
des conditions dans lesquelles se trouvent les lichens et selon Pech (2013), ces derniers ont la
capacité de résister aux changements environnementaux et peuvent vivre avec une teneur de
I’ordre de 2% ! Les lichens comme les cellules végétales, posseédent de I’eau qui est une

source de dégradation de polyphénol par oxydation (Ribereau-gayon, 1968).

Tomas-Babera et Espin (2001) a rapporté que pour éviter la dégradation, on procede a
un séchage pour €liminer I’eau, tout en préservant la composition chimique des cellules. Le

séchage inhibe aussi les enzymes existantes (le polyphénol oxydase).

D’apres la mesure de 1’absorption spectrophotométrique des différents extraits des deux
especes lichéniques Flavoparmelia caperata et parmotrema perlatum dans un intervalle de
longueur d’onde de 190 a 1100 nm, il est bien clair qu’il y’en a plus de molécules qui
absorbent la lumiére UV [190-400 nm], que des molécules qui absorbent la lumiére visible

[400-1100 nm]. En se référant a la littérature, parmi les molécules présentes dans le domaine
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UV, on trouve : I’acide hydroxy-benzoique, 1’acide hydroxy-cinnamique, les flavanoles, le

dihydrochalcone, les flavonones, les tannins, 1’isoflavone (Claudia, 2016).

Selon Yamamoto et al. (2015) ; les acides lichéniques sont I’'une des plus grande classe de
biomolécules secondaires, qui peuvent étre collaborés dans divers activités notamment les
activités antioxydants, car ils peuvent participer comme donneurs d’électrons dans le milieu

réactionnel.

De nombreuses études ont établi des relations entre la structure chimique des acides
lichéniques qui sont majoritairement de nature aromatiques dont les atomes forment des

structures cycliques et leur capacité anti-oxydante (Dieu, 2015).

Les polyphénols sont des composés que 1’on trouve souvent dans tous les plantes et
referment plus de 8000 composés naturels (flavonoides, tanins, coumarines...) (Djeridane et
al., 2006). Il est connu que la plupart des effets biologiques a 1’origine des flavonoides et des
tannins tels que 1’activité antidiabétique et anti-inflammatoire, maladies génératives telles que
cancers, maladies cardio-vasculaire (Rock, 2003 ; Boizot et charpentier, 2006), sont
attribuées en partie aux propriétés anti-oxydantes de ces composés naturels. En effet, ils sont
capables de piéger des radicaux libres, d’inhiber la peroxydation lipidique en réduisant les
radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxydes. lls sont aussi capables de piéger les ions

métalliques, car ils ont des propriétés chélatrices (Niki, 2010).

Pour les flavonoides comme I'un des groupes les plus diverses et le plus répandu des
composés naturels chez les végétaux et les lichens, se sont probablement les composés
phénoliques naturels les plus importants. Ces composés possédent un large spectre d'activités

chimiques et biologiques, y compris les propriétés anti-radicalaires (Djeridane et al, 2010).

Dans cette étude on a utilisé la méthode AICI3, qui est simple, peu codteuse et offre une
bonne sensibilité. Cette méthode permet de déterminer la teneur en flavonoides totale, qui
forment un complexe avec AICI; méme en présence d'autres composés polyphénoliques, qui
ne peuvent pas former un complexe avec AICI; (Trabsa, 2015). La teneur en flavonoides a
été estimée en utilisant cette méthode décrite par Oyaizu (1986) et en exprimant les résultats
en microgramme d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (mg EQ/g d’extrait).
Dans notre travail, la teneur la plus élevée en flavonoides a étais observé chez la Parmotrema
perlatum en comparant avec la Flavoparmelia caperata. Selon le travail d’Aous et

Boufenchouche (2016), ces teneurs sont beaucoup plus faibles surtout pour 1’espéce F.
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caperata et selon le méme travail, cette derniére contient plus de flavonoides que ’espece

Cetrelia olivetorum.

Les concentrations des flavonoides dans toutes les fractions obtenues sont supérieures a celles
trouvées par (Mitrovic et al., 2011 in Dieu, 2015) (une étude qui a été réalisée sur le lichen

Flavoparmelia caperata par macération avec le méthanol).

D’une part, les résultats montrent et confirment la variabilité du contenu phénolique des
lichens étudiés ; dont la majorité des composés se trouve dans les fractions moyennement
polaires, mais aussi une quantité est récupérée dans la fraction la plus polaire (aqueuse)
(Yedra et Habbeche, 2018).

D’autres part, le solvant « acétone » ayant un caractére apolaire permet d’extraire les
flavonoides apolaire de type aglycone, tandis que I’eau qui est polaire, et les solvants
méthanol/eau permettent d’extraire uniquement les flavonoides polaires (flavonoides

glycosylés). On deduit d’ apres ces observations que les échantillons sont riches en

flavonoides glycosylés (hétérosides) et pauvre en flavonoides aglycones en se basant sur les

conclusions tirées de 1I’étude de Belkhir et Slimani (2016).

Concernant la teneur en tanins, elle est déterminée par la méhode de Julkunen- Titto,
(1985) ; cette méthode est basée sur la capacité de la vanilline a réagir avec les unités des

tanins en présence d’acide pour produire un complexe coloré mesuré a 500nm.

On constate qu’il y a une différence de concentration en tannins entre les deux espéces,
dont la valeur la plus élevée a étais signalé chez la Parmotrema perlatum pour I’extrait
acétonique en raison de sa polarité moyenne et sa capacité élevée a favoriser une plus grande
libération de composés bioactifs. Lorsque ces mémes extraits sont comparés a 1’aide d’autres
méthodes de mesure de la capacité anti-oxydante, qu’elles soient chimiques et/ou biologiques,
I’extrait acétonique a démontré le pouvoir antioxydant le plus élevé di, tres certainement, a la
capacité de ce solvant a extraire plus de molécules présentant un caractere antioxydant
(Rezaire, 2012). Alors que chez le F. caperata, la valeur la plus élevée est trouvée dans

I’extrait hydro-méthanolique.

Les différences existantes entre les extraits peuvent étre liées a la nature du solvant ainsi

qu'a la méthode d'extraction utilisée, puisque la solubilité des composes phénoliques contenus
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dans les fractions obtenues est affectée par la polarité des solvants utilisés (Garcia- Salas et
al., 2010).

Les composés phénoliques sont généralement solubles dans les solvants organiques
polaires et les solutions aqueuses, et sont peu solubles dans les solvants organiques apolaires
(Bruneton, 1993).

Mais I’inconvénient est que 1’eau et 1’acétone extraient des substances indésirables comme
les protéines, les lipides et les colorants non phénoliques qui causent des interférences lors du
dosage des tanins (Belkhir et Slimani, 2016).

Donc, la variabilité des teneurs en polyphénols chez ces deux espéces est di probablement a
la richesse en composés phénoliques des extraits, aux facteurs génotypiques , aux conditions
biotiques (espéce et 1’état physiologique) et abiotiques (facteurs édaphiques), au type du
microclimat (Belyagoubi, 2011), I’année et la saison de la récolte, (Amieur et Chabounia,

2014) et aussi au standard utilisé pour 1I’expression des résultats.

Le radical DPPH est I'un des substrats le plus utilise généralement pour 1’évaluation rapide
et directe de I’activité anti-oxydante en raison de sa solubilité et la simplicité de I’analyse
(Bozin et al., 2008). 1l se caractérise par sa capacité a produire des radicaux libres stables.
Cette stabilité est due a la délocalisation des électrons libres au sein de la molécule. La
présence de ces radicaux DPPH donne lieu a une coloration violette foncée de la solution. La
réduction des radicaux DPPH par un agent antioxydant entraine une décoloration de la
solution. Le changement de couleur peut étre suivi par spectrophotométrie a 517 nm et de
cette fagon le potentiel antioxydant d'une substance ou un extrait du lichen peut étre

déterminée (Dorman et al., 2011).

Dans ce travail on a mesuré la capacité des extraits de F.caperata et Parmotrema perlatum
a réduire le radical DPPH en comparant leur activité avec une molécule qui est connue pour
son pouvoir antioxydant et qui est ’acide ascorbique. Les pourcentages du DPPH résiduels en
fonction des concentrations des échantillons nous permettent d’obtenir la quantité
d’antioxydant nécessaire pour diminuer la concentration du DPPH initiale a 50%. Cette valeur
est appelée 1C50 (Belyagoubi, 2011).
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Discussion générale

Les résultats obtenus sont similaires a ceux de Yedra et Habbeche (2018) qui montrent une
augmentation du pourcentage d’inhibition du radical libre en fonction des concentrations soit

pour le standard (I’acide ascorbique) ou pour les différents extraits.

Nous indiquons aussi que I’IC50 de tous les échantillons est inversement proportionnelles a
I’effet scavenger dont les valeurs faibles reflétent un effet anti-radicalaire important comme il

est décrit par (Aous et Boufenchouche, 2016).

Nous trouvons que I’IC50 de I’acide ascorbique est de 1’ordre de 2mg/ml, F. caperata
30mg/ml et Parmotrema perlatum 34.5mg/ml ce qui signifie que les différentes
concentrations des extraits ont un effet moins important sur 1’activité anti-radicalaire contre le
DPPH par rapport a 1’acide ascorbique et que F. caperata a une activité anti-oxydante plus
élevée que Parmotrema perlatum, sachant que 1’extrait méthanolique contient la plus grande
quantit¢ de composés phénoliques s’est avéré étre le piégeur de radicaux le plus actif

(Arabshahi et Urooj, 2006).

Cette différence de I’activité anti-radicalaire (DPPH) peut étre expliquée par la différence
des teneurs en composés phénoliques et en flavonoides qui ont un pouvoir d’agir comme des

agents réducteurs en donnant plus d’atomes pour stabiliser les radicaux libres (Pietta, 2000).

Il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la littérature car le contenu
phénolique d’un extrait lichénique n’est que relatif et semble étre li¢ a la nature de 1’espéce,
aux conditions dans lesquelles I’extraction est faite, au solvant utilisé, mais aussi aux

méthodes d’extraction appliquées (Behera et al., 2005).
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Conclusion et perspectives

Dans le cadre de la valorisation des produits naturels d’origine végétal et 1’évaluation de
I’effet de la pollution atmosphérique sur les organismes vivants, on a essayé dans cette étude
d’évaluer I’activité anti-oxydante chez deux espéces lichéniques locales Flavoparmelia
caperata et Parmotrema perlatum et ceci a travers le dosage des marqueurs biochimiques
incluant les flavonoides et les tannins ainsi que via la mesure de 1’activité anti-oxydante par
1’utilisation du DPPH.

L’étude a démontré que les lichens utilisées (Flavoparmelia caperata et Parmotrema
perlatum) ont la capacité de produire des anti-oxydants trés divers et qui ont des activités anti-
oxydantes trés encourageantes pour continuer 1’étude et allez profondément dans
I’identification des molécules et les évaluations les plus précises des différents effets incluant

I’effet anti-oxydant essentiellement en les mettant en relation avec le stress oxydatif.

Les deux espéces lichéniques possédent plusieurs proprietés biologiques et ont de
nombreuses applications dans divers domaines a savoir en médecine, pharmacie et
cosmeétologie. La richesse de nos extraits en composés phénoliques et plus essentiellement en
flavonoides et en tannins et leurs capacités anti-oxydantes qui semblent tres importantes

méritent d’étre étudier et surtout valoriser a I’échelle industrielle.

Les métabolites secondaires lichéniques jouent un rdle tres important dans la protection
contre le stress et plus précisément la pollution atmosphérique et ceci ne peut étre
envisageable qu’a travers les molécules qui ont un effet antioxydant, et ces mémes molécules

peuvent étre des bio-marqueurs capables de révéler le degré de pollution de 1’environnement.

En perspectives, ces résultats restent partiels, donc il serait intéressant de caractériser et
d’identifier les anti-oxydantes a savoir : les composés phénolique contenus dans les extraits et
également d’étudier les possibles activités biologiques des extraits des deux espéces

Flavoparmelia caperata et Parmotrema perlatum afin de :

e Mettre en évidence d’éventuelles activités: anti-tumorale, anticancéreuse, anti-
inflammatoire, antimicrobienne et cytotoxique des métabolites secondaires synthétisés
par les lichens.

e Caracteériser et isoler les principes actifs responsables a ces propriéetes.

e De plus, il est souhaitable de réaliser des études in vivo et complémentaires afin de

comprendre le mécanisme moléculaire et cellulaire de 1’activité anti-oxydante
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Conclusion et perspectives

e La recherche de nouvelles substances bioactives naturelles pourront répondre aux
différents problémes de la santé et d’étre une alternatif des médicaments synthétiques.
e Développer des médicaments anti-radicalaires & base de lichens, doués d’une activité

anti-oxydante importante.
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