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Introduction

Les lichens remontent a des temps trés anciens, ce sont des organismes mixtes résultant de la
symbiose entre un partenaire fongique et un organisme photosynthétique, soit une algue appelée
photobionte (et/ou cyanobactéries) ou champignon appelé aussi mycobionte (Kosanic et al., 2014 ;
Rankovi¢, 2015). Cette vie en symbiose constitue un succes évolutif dans I'histoire des organismes
vivants, car ils s’adaptent aux conditions environnementales les plus hostiles. Les lichens peuvent
coloniser tous les substrats (écorces, tiges, feuilles, etc), et milieux méme ceux qui sont défavorables

pour les autres plantes (Grube, 2015).

Ils sont utilisés depuis plusieurs décennies pour évaluer la qualité de 1’air. Tentons de
comprendre pour quelles raisons ces organismes vivants sont de bons témoins de la pollution

atmosphérique (Boustie et Grube, 2005 ; Honegger, 2012).

Les lichens disposent d'un large spectre de composés bioactifs appelés métabolites
secondaires caractéristiques qui sont uniques dans la nature. La plupart des acides lichéniques sont
de nature phénolique, tels que les anthraquinones, les dépsides, les dépsidones et I'acide usnique
(Diniz et al, 2015), ces composes représentent parfois jusqu'a 40% aux moins du poids sec du lichen.
Bien que moins utilisés que les plantes en médecine traditionnelle, ils sont devenus plus récemment
des sources potentielles de substances biologiquement actives vu leurs propriétés antimicrobiennes,
antioxydantes, anti-iflamamtoires, antivirales, et cytotoxiques (Verma et al, 2015 ; Goga et al.,
2020 ; Salem et al., 2021).

Depuis sa premiére isolation et identification en 1844, I’acide usnique est devenu le
métabolite lichénique le plus étudié (Ingolfsdottir K, 2002), ce dérivé dibenzofuranique est identifié
uniquement chez les lichens, notamment chez certaines espéces du genre Usnea (Cansaran et al.,
2006 ; Luka¢, 2010), Cladonia (Ingolfsdottir K, 2002), Ramalina (Tay et al., 2004) ou Alectoria
(Einarsdottir et al.,2010). Ce composé phénolique présente un large spectre d'activités biologiques.
Il posséde des propriétés antibactériennes, antifongique, activités antiparasitaires, antioxydante et
pro-oxydante (Bazin et al., 2008 ; Einarsdottir et al., 2010 ; Ba¢korova et al., 2011).

L'étude de la flore lichénique, encore marginalisée et mal connue, présente non seulement un
intérét théorique, mais aussi un intérét pratique, principalement tant d’un point de vue écologique
que phytochimique. Actuellement, la diversité lichénique en Algérie est estimée par 934 especes, la
flore lichénique du Parc National de Taza (Jijel) compte 60 especes (Salem, 2013).

Cette étude aurait pour but la valorisation de la flore lichénique de la région de Jijel, plus
particulierement celle du Parc National de Taza, pour cela trois especes lichéniques a savoir
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Introduction

Ramalina farinacea, Evernia prunastri, et Usnea sp sont choisies, dont les objectifs de notre travail

sont :

Extraction de I’acide usnique et quantification des polyphénols et flavonoides de trois lichens
(Ramalina farinacea, Evernia prunastri, et Usnea sp).

Evaluation de I’activité antioxydante de leurs extraits acétoniques via trois tests a savoir, le test
antiradicalaire (DPPH), le pouvoir réducteur de fer ou (FRAP), et la capacité antioxydante totale
(CAT).

Identification de 1’acide usnique chez les trois espéces lichéniques en utilisant la

chromatographie sur couche mince (CCM).
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Chapitre | Généralités sur les lichens

I-Généralités sur les lichens
1.1.Définition

Les lichens résultent de la symbiose entre une algue verte et / ou une cyanobactérie
(photobionte) et un champignon (mycobionte) (Engler, 2013). Environ 85% des photobiontes sont
des algues vertes (Chlorophycées) et 10% sont des cyanobactéries ou (cyanophycees) (Shrestha et
Clair, 2013). Cette symbiose confere aux lichens une structure et une reproduction spécifiques par
rapport a chaque constituant seul.

La découverte de fossiles suggere qu’ils seraient apparus il y a quelques 600 millions d’années
(Yuan et al., 2005). La morphologie, la physiologie et la biochimie des lichens sont trés différentes

de celles du champignon isolé et de I'algue en culture (Zambare et Christopher, 2012).
I.2.Partenaires de la symbiose lichénique
1.2.1. Partenaire chlorophyllien (Photobionte)

Les algues appelées aussi phycosymbiotes, sont des organismes autotrophes, par le biais de
la photosynthese elles synthétisent la matiére organique a partir du dioxyde de carbone (CO2) de
I'air et du rayonnement solaire. Dans 90% des cas le photobionte est une algue verte appartient aux
chlorophycées, cette classe regroupe le genre Trebouxia et le genre Trentepohlia. Alors qu'il s'agit
d'une cyanobactérie (cyanophytes) ou algue bleue dans les 10 % restants. Dans cette classe le genre
Nostoc est le plu commun (Tiévant, 2001 ; Engler, 2013).

1.2.2. Partenaire fongique (mycobionte)

Appelé aussi mycobionte ou mycosymbiotes, environ 99% des mycobiontes impliqués dans
la symbiose lichénique sont des Ascomycetes, les quelques 1% restants appartiennent aux
Basidiomycetes et aux Deutromycétes. L’élément fongique assure la fixation au substrat
(Belleenfant et al., 2010), protege les cellules algales et le thalle des rayonnements solaires et leur
fournissent de I'eau, des minéraux et des vitamines (notamment C) (Engler, 2013), il assure

également la structure et la reproduction sexuée par la production de spores (Van et al., 2009).


https://www.futura-sciences.com/sciences/definitions/matiere-matiere-15841/
https://www.futura-sciences.com/planete/definitions/developpement-durable-dioxyde-carbone-729/
https://www.futura-sciences.com/sciences/definitions/chimie-air-4452/
https://www.futura-sciences.com/planete/definitions/climatologie-rayonnement-solaire-13785/
https://www.futura-sciences.com/planete/definitions/botanique-cyanobacterie-122/
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Figure 01 : Schéma de la symbiose lichénique (Mohammed, 2015).

1.3.Ecologie et répartition

Les lichens sont répandus a travers presque toutes les régions du monde : ils sont largement
répartis dans différents habitats et zones climatique (Aubert et al., 2007), Ils peuvent également
pousser sur une grande variété de substrats, parfois dans des conditions écologiques extrémes
(Cardinale et al., 2006).

IIs se trouvent également dans des peuplements ou les conditions sont défavorables pour de
nombreux autres organismes (Zarabska et al., 2015), et représentent environ 8 % de la couverture
terrestre (Lange et al., 2001). Ils colonisent la roche la plus dure, le sol le plus désert et peuvent
supporter de trés grosses variations de température (Aubert et al., 2007), ou trés froides (jusqu’a —
400C) et des taux d’humidité ou de sécheresse tres élevées (Tiévant, 2001). Différents facteurs sont
influencés la répartition des lichens : I'eau, la lumiére, la température et le substrat (Goujon, 2004).
Selon la nature du substrat les lichens sont classés en trois (03) catégories :

- Lichens épiphytes (corticole) : sont développent sur les arbres ou branches des arbres et les écorces
des troncs. Ils sont les plus abondants et complexes (Bauvet, 2020).

- Lichens saxicoles : Se trouvent sur les rochers siliceux ou calcaires, les murs et les toits (Epard et
al., 2020).

- Lichens terricoles : poussent sur les sols de terre, de sable, d’humus, ainsi que sur les mousses et
la tourbe (Vust, 2022).

I.4.Morphologie des lichens

A la différence des plantes supérieures, les lichens ne possedent ni racine, ni tige, ni feuille
mais un appareil végétatif rudimentaire appelé, thalle (Van et al., 2009). Un thalle ou corps d’un
lichen est I’appareil végétatif du lichen constitué essentiellement d’hyphes fongiques, chez certains
lichens, les cellules du photobionte sont dispersées dans le thalle (Nabors, 2008)

Selon la morphologie du thalle on distingue 7 groupes (Rémy, 2012) :
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1-Les thalles crustaceés : (les plus répondu) forment une cro(te incrustée dans leur substrat.

2-Les thalles foliacés : en forme de feuilles plus ou moins lobées, facilement détachables du
substrat.

3-Les thalles fruticuleux : assez ramifiés, n’adhérant a leur support qu’en un point unique.

4-Les thalles complexes ou composites : possedent un thalle primaire foliacé et un thalle
secondaire dressé.

5- Les thalles squamuleux : constitués de petites écailles plus ou moins serrées les unes contre les
autres.

6-Les thalles gélatineux : noirs et cassants a 1’état sec, mous et gélatineux a 1’état humide.

7/ Les thalles Iépreux : dont le thalle est formé de minuscules.

Figure 02 : Illustration des principaux types morphologiques de lichens. A : thalle crustacé, B :
thalle foliacé, C : thalle fruticuleux, D : thalle quamuleux, E : thalle Iépreux, F : thalle gélatineux,
G : thalle complexe (Le Pogam-Alluard, 2016).

1.4.2. Anatomie des lichens
Il existe essentiellement deux types de structures anatomiques des thalles : homeéomere et
hétéromere. La distinction est fondée sur la répartition des cellules algales a l'intérieur du thalle

(Aprile et al.,2011).

e Structure homéomere : les deux partenaires sont répartis uniformément au sein de la structure.
C’est le cas par exemple des lichens du genre Collema. L'espace interne du thalle constitué d'une
stratification interne avec une couche supérieure fongique et une couche algale sous-jacente
(Morillas et al., 2022).
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e Structure hétéromere : Les partenaires algaux et fongiques ne sont pas uniformément répartis. La

structure générale d'un lichen hétéromére est principalement composée de couches de
champignons et d’algues, la plupart des lichens sont de ce type (Singh et Sinha, 1997 ; Morillas
etal., 2022).
Les différentes zones des thalles sont le cortex supérieur, la zone algale, la moelle et le cortex
inférieur (Singh et Sinha, 1997).

I.5.Reproduction des lichens

Les lichens se reproduisent selon deux modes de reproduction : asexuée ou végétative et sexuée.

1.5.1. Reproduction sexuee

Se déroule en deux phases (figure 03) :

e Dans le méme thalle, des « hyphes + » et des « hyphes - » fusionnent et forment des boutons
appelés apothécies qui vont produire des spores (Bellenfant et al., 2010).

e Ces spores facilement transportées par le vent vont constituer de nouveaux des hyphes asexués
qui devront capturer et emballer une algue présente dans le milieu de fagon a pouvoir donner

naissance a un nouveau lichen (Bellenfant et al., 2010).
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Figure 03 : Mécanismes de la reproduction sexuée (Bellenfant et al., 2010).

1.5.2. Reproduction asexuée ou végétative

Les lichens se reproduisent habituellement par simple fragmentation, par la production de
propagules pulvérulentes particuliéres, les sorédies ou par de petites excroissances, les isidies. Les
fragments, sorédies et isidies, qui contiennent en méme temps des hyphes fongiques et des algues ou
des cyanobactéries fonctionnent comme de petites unités de dissémination permettant I'installation

du lichen de nouvelles stations (Raven et al., 2007) (figure 04).
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Figure 05 : Reproduction asexuée par isidies (Bellenfant et al., 2010).

1.6.Métabolites des lichens.

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leurs capacités a produire des
substances naturelles trés diversifiées. En effet, a coté des métabolites primaires classiques (glucides,
protides, lipides, acides nucléiques), ils s’accumulent fréquemment des métabolites dits secondaires
dont la fonction physiologique n’est pas toujours évidente mais qui représentent une source
importante de molécules utilisables par I’homme dans des domaines aussi différents que la

pharmacologie ou I’agroalimentaire (Macheix et al., 2005).

Chez les lichens, I’algue induit la synthése de métabolites secondaires par le champignon (les
substances lichéniques), qui ont un rdle protecteur contre les forts éclairements et contre les
herbivores (Shrestha et Clair, 2013). Le nombre de métabolites lichéniques isolés dépasse les 800
dans I’ouvrage de référence réalisé par Huneck et Yoshimura en 1996 et actuellement le nombre de
substances lichéniques identifiées dépasserait les 1050 (Stocker-Waorgotter, 2008).

Les lichens élaborent deux groupes de composés différents ; métabolites primaires qui sont

« intracellulaires » et les métabolites secondaires qui sont « extracellulaires » (Nash, 2008).

1.6.1. Métabolites primaires

Les métabolites primaires sont des protéines, acides aminés, polyols, caroténoides,
polysaccharides, ribitol, sorbitol, glucose, et des vitamines. Ces substances sont tenues dans les
parois cellulaires et les protoplastes et souvent solubles dans 1’eau, et peuvent méme étre extraire
avec I’ébullition de I’eau. Certains de ces métabolites primaires sont produites par des champignons

et certains par les algues, ou les deux (Shukla et al., 2014 ; Rankovié et Kosanié, 2015).
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1.7. Métabolites secondaires

La majorité des composés organiques présents dans les lichens sont des métabolites
secondaires (Rankovié et Kosanié, 2015), ils sont connus comme les acides du lichen ou de
substances de lichen (Shukla et al., 2014).

Le terme « métabolite secondaire » est utilisé pour décrire une large gamme de composés
chimiques dans les plantes qui ne sont pas impliqués dans les processus biochimiques de la

croissance et de la reproduction des plantes (Amlan et Jyotisna, 2010).

Les métabolites secondaires des lichens Sont des substances originales divisées en plusieurs
familles et sont principalement responsables de I’aptitude des lichens a se développer dans des
conditions extrémes. Ils représentent en moyenne 5 a 10 % de la masse séche du thalle (jusqu’a 20
%) (Shukla et al., 2010). Les lichens produisent des métabolites secondaires trés particuliers. Ces
métabolites sont nécessaires pour la pigmentation, la croissance, la reproduction, la résistance aux
microbes pathogénes et pour beaucoup d'autres fonctions des lichens (Fahselt, 1994 ; Naczk et
Shahidi, 2004).

1.7.1. Voies de biosynthése des substances lichéniques

Les métabolites secondaires lichéniques peuvent étre obtenus via trois voies de biogenése, la
majorité de ces composés est dérivée de la voie de I'acétate polymalonate ou polycétide synthase les
autres métabolites secondaires sont issus des voies de l'acide shikimique et de I'acide mévalonique
(Stocker-Worgotter et al., 2013) (figure06).

1.7.1.1 Voies d’Acétate-polymalonate
Comprend les composés les plus courants de lichen tel que :

Les acides aliphatiques secondaires, les esters et les dérivés relatifs, Les composés phénoliques
mononucléaires, Depsides, tridepsides et esters benzyliques, Depsidones et esters diphényliques,
Depsones, Dibenzofuranes, les acides usniques et leurs dérivés, Anthraquinones et xanthones,

Naphtoquinones et Xanthones.
1.7.1.2. Voie d’acide mévalonique
La voie d’acide mévalonique comprend les Stéroides et les Di-, sester-et triterpénes.

1.7.1.3. Voie de I’acide shikimique
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Cette voie de biosynthése comprend les Terphenylquinones et dérivés d’acides pulvinique.

Monoterpénes
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Figure 06 : Les différentes voies de biosynthese des métabolites secondaires lichéniques (Elix et
Stocker-worgotter, 2008).

1.8. ROle des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires jouent un réle dans linteraction de la cellule avec son
environnement et peuvent étre utilisés comme outil de défense contre les facteurs biotiques et
abiotiques externes, y compris les fortes concentrations de polluants (Shukla, 2014).

Les métabolites secondaires jouent un rdle dans la résistance des lichens a la pollution Afin
d’éviter les effets toxiques notamment des métaux, certains composés sont capables d’inhiber ou
de favoriser I’absorption de différents ions métalliques, mais aussi de les chélater en formant des
complexes (Purvis, 2014).

La Protection contre diverses influences physiques et biologiques négatives. (Rankovié¢ et
Kosani¢, 2019).

Protéger les cellules contre le stress oxydatif (Sahin et al., 2021).

Défense de la plante contre toutes sortes de prédateurs vertébrés, invertébrés ou de maladies
virales ou fongiques. Elles permettent la communication entre les plantes de la méme espece
(Pierre et Chin, 2016).

Protéger les lichens contre les stress environnementaux croissants tels que I'exposition a la
lumiere, les changements du potentiel hydrique, les interactions microbiennes et herbivores et
d'autres changements associés aux changements des conditions environnementales (Shukla,
2014).
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o Laprotection contre les dégats des animaux ; car certains lichens sont fortement toxiques comme

Letharia vulpina et d’autre sont améres, I’augmentation de I’absorption de 1’eau par le thalle
(Ozenda et Clauzade, 1970).

Le r6le des métabolites lichéniques au sein de la symbiose reste encore peu connu. Le potentiel
thérapeutique des lichens est depuis longtemps exploité par la médecine traditionnelle, différentes
préparations provenant de lichens ont montré des effets analgésiques, antipyrétiques (Huneck, 1996
; Moreiraetal., 2015 ; Beheraet al., 2016). En effet, les lichens constituent actuellement une source
importante de molécules biologiquement actives (Martins et al., 2018 ; Lee et al., 2020 ; Nguyen
etal., 2021).
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Chapitre 11 Acide usnigue
I1-Acide usnique

11.1. Définition

L'acide usnique est un dibenzofurane polycyclique naturel de formule C1gH1607. Il a été isolé
la premiere fois par Knop en 1844 (Vasilios et Frankos, 2005 ; Gunawan et al., 2023). 1l s’agit
d’un pigment jaunatre de saveur ameére. L’acide usnique est un métabolite secondaire des lichens il
a éteé identifié dans de nombreux genres, notamment les Usnées, Ramalina, Parmelia, Cladonia,
Evernia, Lenanora et Alectoria. Il présente parfois un rendement de 6% du poids sec du thalle
(Ingolfsdottir, 2002 ; LUKAC et al., 2012).

Il existe deux formes d’énantiomeres : acide (+)-usnique et acide (-)-usnique, qui different
dans l'orientation du groupe méthylique situé en position 9b (Cocchietto, 2002 ; Galanty et
al.,2019).

0 CH,

HO o) OH HO
S HsC
S HaC ?

OH o CHs

Figure 07 : structure des deux énantiomeéres de I’acide usnique (Galanty et al., 2019).
11.2. Chimie et biosynthése de I’acide usnique

L'acide usnique peut étre synthétisé chimiquement a partir de la
méthylphloroacétophénone par couplage oxydatif suivi d'une hydrolyse dans I'acide sulfurique (Guo
et al., 2008).

La biosynthése de l'acide usnique passe via l'acétate au polykétide en
méthylphloracétophénone, avec incorporation du C1 fragment survenant avant I'aromatisation. Les
étapes suivantes impliquent un couplage phénolique oxydatif stéréospécifique de deux unités de
méthylphloracétophénone pour donner de I'acide usnique hydraté et enfin une déshydratation

conduisant a la formation d'une liaison éther (Ingoifsdottir, 2002).

11.3. Localisation de I’acide usnique chez les lichens

Castle et Kubsch ont été les premiers a signaler que I'AU est produit dans le partie fongique

du lichen (mycobionte), puis forme une couche a la surface du photobionte (Alahmadi, 2017).

11
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Certains composés tels que les dibenzofuranes (acide usnique), depsides, depsidones, ou dérivés de

shikimate sont trouves dans les lichens, la plupart de ces composés secondaires sont accumulés
comme cristaux sur les surfaces externes des hyphes dans le cortex supérieur ou dans la medulle
interne du thalle (Boustie, 2011). Il s'accumule en grande quantité, représente de 1 a 9% du poids
sec total du lichen (Bjerke et al., 2004).

11.4. Concentration de ’acide usnique dans le thalle lichénique

La concentration de 1’acide usnique varie a l'intérieur et entre les thalles individuels, selon les

facteurs suivants :
e Espéce

La concentration de L’acide usnique dans le thalle lichénique varie d’une espece a I’autre et

méme entre les populations de la méme espece (Bjerke et al., 2004).

e Age du thalle

L'acide usnique est généralement trouvé avec des concentrations plus élevées dans les plus
jeunes zones du thalle (Bjerke et al., 2004), une corrélation négative entre I'age de thalle et la
concentration de I'acide usnique a été également trouvée, probablement dd a l'activité métabolique

plus élevée du jeune thalle (Coccheitto et al., 2002).

Dans certains cas, la concentration en acide usnique dans les jeunes zones du thalle montre
une variation élevée dans la méme population uniforme, tandis que dans d'autres cas, la variabilité
intra-population est basse en comparaison avec la variabilité entre populations qui grandissent sous

différentes conditions climatiques (Bjerke et al., 2004).

I1.5. Toxicité de ’acide usnique

La communauté scientifique s'efforce de comprendre les mécanismes biochimiques et
moléculaires impliqueés a la fois dans I'activité biologique inhérente de I'acide usnique appauvri et
dans sa toxicité, qui ne sont pas encore totalement élucidés (Macedo et al., 2021).

e Sur ’homme

Les données concernant la toxicité de I'acide usnique chez I'nomme sont rares. Les seuls
effets indésirables rapportés sont des irritations locales et des dermatites allergiques de contact,
parfois accompagnées de conjonctivite (Ingolfsdottir, 2002), de plus, il peut également provoquer
des graves lésions du foie (hépatotoxicité) lorsqu'il est pris comme complément alimentaire pour la

perte de poids (Araujo et al., 2015), et peut faire des effets tératogenes (Silva et al., 2018).
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Chapitre 11 Acide usnique
e Sur les animaux

L'acide usnique est toxique sur les herbivores, principalement les invertébrés (Caviglia et al.,
2001), des expeériences d'alimentation chez d'autres animaux ont montré que I'acide usnique était

toxique a fortes doses (Ingolfsdottir, 2002).

I1.6. Role biologique de I’acide usnique dans les lichens

Au cours de la longue période d’évolution, les lichens ont développé une grande capacite de
survivre dans les conditions environnementales extrémes et dures, cette capacité est obtenue pour
atteindre un état de dormance a travers un métabolisme lent, et surtout par la production de
métabolites bioactifs excréteurs telle que I’acide usnique, qui offre la protection chimique contre les
parasites bactériens et les protozoaires, et contre les animaux prédateurs tels que les insectes et les
nématodes, et contre les plantes concurrentes, et joue également un réle de défense contre la
sécheresse excessive. (Vasilios et Frankos, 2005). Les énantiomeres de I'acide (+)-usniques ont des
herbicides naturels sélectifs en raison de leur action bloquante sur certaines enzymes clés spécifiques
des plantes. Des autres propriétés reconnues de l'acide usnique sont l'absorption des UV et
antisepsie (Cocchietto et al., 2002).

11.7. Effets biologiques de I’acide usnique

L'acide usnique est I'un des métabolites secondaires des lichens le plus connus qui posséde plusieurs

activités et propriétés biologiques comme :
11.7.1. Activité antibactérienne

L'acide usnique a une bonne activité biologique antibiotique, et le spectre antimicrobien de
I'acide usnique est principalement composé de bactéries gram-positives et de bacilles tuberculeux
(Luzina et Salakhutdinov, 2018).

Des études sur les effets de différentes concentrations d'acide usnique sur la croissance des
cultures de quelques espéces bactériennes, les bactéries gram positives, c-a-d, bacille subtilis et
Staphylococcus aureus, sont sensibles, et leur croissance est empéchée par 1’acide usnique, d’autre
part, les bactéries gram négatives tels que E. coli en général, sont considérés comme insensible a

I’acide usnique (Maciag-Dorszynska et al., 2014).
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11.7.2. Activité anti-inflammatoire

L'inflammation est la réponse de I'organisme a des antigénes étrangers ou a des lésions

tissulaires pouvant entrainer une perte de la structure et de la fonction des tissus (Wang et al., 2022).

L’activité anti-inflammatoire de 1'acide usnique est mise en évidence sur I'cedéme de patte
induite par la carrageenan sur un rat de laboratoire, les résultats obtenus dépendent de la
concentration de I’acide usnique et son efficacité est comparable a celle de I’ibuproféne (médicament

trés utilisé pour le traitement de cette maladie) (Vijayakumar et al., 2000).
11.7.3. Activité antivirale

Shtro AA et al., (2015) ont démontré une activité anti-grippale potentielle (virus de la grippe
A) des dérivés de I'acide usnique, dont I'un était le composé valine énamine. Ce composé ne stimule
pas la sélection de souches résistantes et son hépatotoxicité a été reduite comparativement a UA. Ces
résultats ont été confirmés par des études in vitro et in vivo. La premiere est basée sur la capacité
des dérivés de I'acide usnique a diminuer le titre viral des cellules Madin — Darby Canine Kidney, la
seconde est basée sur une réduction de la mortalité et un indice de protection (activité modérée de
60%) (Shtro et al 2015).

11.7.4. Activité analgésique et antipyrétique

Des études sur les effets analgésiques et antipyrétiques de I'acide usnique ont été évalués : a
une dose orale de 100 mg/kg, I'acide usnique a présenté un effet analgésique significatif, a des doses
orales allant jusqu'a 300 mg/kg, l'acide usnique a également exprimé une activité antipyrétique
significative déterminée par I'nyperthermie induite par les lipopolysaccharides (Guo et al., 2008).

11.7.5. Activité antioxydante

Odabasoglu et al., (2006), ont rapporté que l'acide usnique possede un effet antioxydant
lorsqu'il est utilisé contre les ulcéres induits par l'indométacine dans l'estomac du rat. L'effet
antioxydant de I'acide usnique est sans aucun doute lié a la capacité d'effectuer le piégeage des
radicaux peroxyles, de réduire les radicaux hydroxyles et de diminuer la synthese de nitrite
(Odabasoglu et al., 2006). Rabelo et al., (2012), ont ajouté que cet effet est lié a la capacité de I'acide

usnique a augmenter la syntheése intracellulaire de ROS dans ces cellules (Rabelo et al., 2012).

14



Chapitre 11 Acide usnique
11.7.6. Activité anti-tumorale et anti-cancer

Les mécanismes antitumoraux de I'acide usnique peuvent étre résumés comme l'inhibition de
la prolifération des cellules tumorales, I'induction de I'apoptose et l'inhibition de I'angiogenese
tumorale (Wang et al., 2022).

L'acide usnique peut étre associé a la diminution de la viabilité, de I'apoptose et de I'inhibition
du cycle cellulaire des cellules tumorales et peut induire un arrét de G1 dans les lignées cellulaires
de carcinome gastrique humain BGC823 (Geng et al., 2018), la cellule de carcinome pulmonaire
humain A549 (Singh et al., 2013), lignée cellulaire de cancer du sein humain MCF7 et lignée
cellulaire de cancer de la prostate humaine LNCaP (Eryilmaz et al., 2018), et arrét G2 dans les
lignées cellulaires de carcinome gastrique humain SGC7901(Geng et al., 2018).

11.7.7. Filtre UV

Au cours des derniéres années, les produits naturels a base de plantes et de lichens ont montré
un effet solaire potentiel car ils peuvent absorber la lumiere UV et avoir un pouvoir antioxydant.
Lorsque la capacité de I'acide usnique a filtrer la lumiére UV et a en protéger a été évaluée dans des
études in vivo et in vitro, il a été constaté que I'UA est I'un des meilleurs filtres UVB par rapport a

un écran solaire (Alahmadi, 2017).

Le facteur de protection, ainsi que la bonne absorption de la lumiere UV, suggéerent que
I'acide usnique peut étre utile comme nouveaux filtres dans les préparations de protection solaire
(Rancan et al., 2002).

11.8. Disponibilité et utilisation commerciale de ’acide usnique

Une forme fortement purifiée d'acide usnique isolé a partir du genre Usnea est disponible
dans le commerce. Sous sa forme purifiée, I’acide usnique a été formulé dans des crémes, dentifrice,

collutoire, désodorisants et des produits solaires (Vasilios et Frankos, 2005).

En Allemagne, les extraits des lichens utilisés dans des produits pharmaceutiques et de beauté
ils sont lancés sur le marché sous les marques Omnigran A, Granobil, et Usnagren A et T. En Italie,
I'acide usnique a été employe dans les cremes vaginales, cremes pour les pieds, les poudres, et les
shampoings des cheveux. En Argentine, Usnea densirostraa été vendu pour traiter beaucoup de
maux. Dans les années récentes, I'acide usnique est utilisé comme supplément alimentaires pour la

réduction du poids (Vasilios et Frankos, 2005).
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Méme avec de bonnes informations scientifiques, il est difficile de confirmer l'utilisation et

I'innocuité de I'AU, en raison de la limitation des études pharmacologiques précliniques. De plus, la
recherche toxicologique pour soutenir la sécurité n'est pas suffisante. Par conséquent, d'autres études

sont nécessaires pour déterminer I'efficacité et I'innocuité de I'AU (Alahmadi, 2017).
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Chapitre 111 Matériels et méthodes
I11.1. Présentation du site d'échantillonnage

111.1.1. Présentation de Parc National de Taza

Le Parc National de Taza, situé dans la partie Nord-est de 1’ Algérie, faisant partie de la petite
Kabylie des Babors, s’ouvre sur la Méditerranée dans le golf de Bejaia sur 9 km de cote. Situé
entierement dans la Wilaya de Jijel et s’étend sur deux dairas (El-Aouana et Ziama Mansouriah)
incluant trois communes (celle d’El- Aouana, celle de Selma Benziada qui couvre plus de 50 % du
territoire du Parc National de Taza et celle de Ziama Mansouriah) (Figure 08). Il est localisé a 30
km a I’Ouest du chef-lieu de la wilaya, a 60 km a I’Est de Bejaia et & 100 km au Nord-est de Sétif.
Le Parc National de Taza a été créé en 1984 sur une superficie totale de 3807 ha, il s’étend entre les

coordonnées géographiques 36° 35' et 36° 48" latitude Nord et entre 5° 29" et 5° 40" longitude Ouest.
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Figure 08. Localisation du Parc National de Taza (PNT, 2016).

11.1.2. Biodiversité lichénique du Parc National de Taza.

Outre sa diversité floristique (872 especes), et faunistique (953 especes), le PNT constitue un
milieu favorable a la propagation et le développement d’une flore lichénique exceptionnelle estimée
par 60 espéces répartissent en26 genres et 18 familles dont la dominance de la famille des
Parmelliacées avec un seul Genre Parmelia (Salem, 2013). La présence d’une forét ancienne en haute
altitude offre les meilleures phorophytes (Quercus suber, Quercus faginea, Quercus afares) pour le

développement de cette flore.
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111.2. Matériel végétal.

111.2.1. Récolte et choix des especes.

Une sortie sur le site a été réalisée au mois de juin 2023, dans la forét de Guerrouche, située
dans le Parc National de Taza, ce dernier situé dans la partie Nord-est de 1’ Algérie, faisant partie de
la petite Kabylie des Babors.

Les prélévements ont été effectués au niveau d’une station, située sur une altitude de 860m. Le choix
des especes se justifie par ses abondances dans la station sélectionnée dont nous avons récolté des
échantillons aléatoires, et en quantités suffisantes, pour réaliser notre étude, et sans menacer leur

biodiversite.
111.2.2. Présentation des espéces lichéniques

e [Evernia prunastri

C’est un lichen arbustif qui affectionne les écorces d'arbres et parfois les murs. Il est trés
commun en zones humides et peu polluées. Il reste rare mais la facilité de sa reconnaissance nous
incite a le décrire (Boullard, 2006).

Son thalle fruticuleux, de la famille des Usnéacées, est bien reconnaissable par son thalle gris-vert

(teint liée a I’appartenance de son photobionte au genre Trebouxia) (Boullard, 1997).

e Ramalina farinaceae

Le lichen Ramalina farinacea, de la famille de Ramalinacea, compte 9 genres qui se
caractérisent par un thalle fruticuleux et presque ramifiée en plusieurs fourches. Peuvent étres en
laniéres, fixé au substrat par un crampon ou des rhizines.

Le genre Ramalina est vert jaunatre. Ou vert blanchatre, généralement aplatie. Il comprend presque
200 especes presque toutes calcifuges, ou généralement corticole ou saxicoles (Van Haluwyn et
al., 2009).

e Usneasp

Les especes de ce genre sont des lichens fruticuleux, présentant des ramifications
filamenteuses, le plus souvent de couleur verte. Les filaments varient en fonction de la pureté de
I’air: courts dans les zones polluées et longs quand I’air est pur, notamment en montagne (Kolly-

Ray et Mangin-Gonze, 2016).
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111.2.1. Préparation du matériel végétal.

Les lichens recoltés (Usnea sp, Ramalina farinacea et Evernia prunastri qui sont présente
dans la figure 09) ont été soigneusement nettoyés, débarrasses de tout artefacts, puis séchés dans un
endroit sec a l'air libre a température ambiante.

A 1’aide d’un moulin électrique les thalles séchés sont broyés en poudre fine, cette étape facilite et

augmente la surface de contact de la matiere végétale avec le solvant.

Usnea sp Ramalina farinacea Evernia prunastri

Figure 09. Les especes utilisées dans cette étude.
111.3. Préparation de ’extrait lichénique.
111.3.1. Macération.

Le principe consiste a faire imprégner 1 g de poudre de lichens de 1’espéce dans un volume
de 10 ml du solvant (acétone), sous agitation magnétique pendant 24h, I’extraction a été répétée
jusqu’a épuisement des thalles lichéniques (afin d’extraire un maximum) & température ambiante.
Les extraits obtenus sont ensuite réunis et filtrés en utilisant du papier filtre, puis concentrés sous
pression réduite dans un évaporateur rotatif a 40°C. les extraits obtenus sont pesés et gardés au frais

jusqu’a analyse.
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111.3.2. Détermination du rendement d’extraction.

Le rendement désigne la masse de 1’extrait déterminée apres évaporation du solvant, il est
exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante soumise a I’extraction (Vuong et

al., 2013). Le rendement d’extraction a été calculé selon la formule suivante :

R : rendement d’extraction en %

R% = (Pr/Pi).100 Pr : poids du résidu

Pi : poids initial de la prise d’essai

Le rendement d’extraction est calculé pour les trois extraits obtenus.
111.4. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en phénols totaux de nos extraits a été déterminée par le réactif de Folin-Ciocalteu selon
la méthode de Lamien-Meda et al., (2008).

e Principe de la méthode

Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange d'acide
phosphotungstique (HzPW12040) et d'acide phosphomolybdique (HsPMo012040). 1l est réduit lors de
I'oxydation des phénols, en un mélange d'oxydes bleu de tungstene et de molybdéne. La coloration
produite, dont I'absorption maximum a environ 760-765 nm est proportionnelle a la quantité de
polyphénols présents dans les extraits végétaux (Slinkard et Singleton, 1977).

e Mode opératoire

50 ul de I’extrait (1 mg EI']:. [ 450 pl d’eau distillée ] |f|:|':| 50 pl de I’extrait (1 mg

/ml) /ml)
@ Apres 5 min

Ajoute 1250 pl de Na2COs3 (2%)

@ Incubé pendant 2 heures

[ L’absorbance a été mesurée a 760 nm ]

La concentration des phénols totaux de nos extraits a été déterminée a partir de 1’équation de la
régression linéaire d’acide gallique qui a été utilisé comme standard. Les résultats ont été exprimés

en microgramme équivalent d’acide gallique par milligramme de matiére végétale séche (annexe 1).
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Y =1,0019x + 0,0233

R2=0,987

111.5. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides des fractions obtenues a été déterminée en utilisant la méthode

colorimétrique autrichlorure d’aluminium (AIClz) décrite par Oyaizu., (1986).

e Principe de la méthode

Les flavonoides possedent 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

I’absorbance maximale est de 430 nm est proportionnelle a la quantité de complexes formés (Oyaizu,

1986).

e Mode opératoire

[ 2 ml de I’extrait (1 mg/ml) ] I{I'j [ 2ml d’AlCIza 2 % ]

@ Incubé 2 min

[ L’absorbance a été mesurée a 415 nm ]

ﬁ Incubé 2 min

Blanc ) | 2mld°AICI3 = 1 ml eau distillée

La détermination des teneurs en flavonoides dans nos extraits a été faite en utilisant 1’équation de la

régression linéaire du flavonoide standard, la quercétine. Les résultats ont été exprimés en

microgrammes equivalent de quercétine par milligramme de matiére végétale seche (annexe 2).

Y =0,1755x + 0,0889
R2=0,9933

111.6. Evaluation de P’activité antioxydante

L’activité antioxydante des extraits obtenus a été évaluée par trois méthodes a savoir, le test
de piégeage du radical libre DPPH, la méthode FRAP (Ferric ion Reducing Antioxydant Power) ou

pouvoir réducteur, et enfin la capacité antioxydante totale ou « CAT »,
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111.6.1. Test 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., (2004).

e Principe

Le test DPPH est une méthode largement utilisée dans 1’analyse de 1’activité antioxydante. 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 violet foncé 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 d’un

extrait de plante peut étre déterminé (Molyneux, 2004).

e Mode opératoire

2 ml de la solution méthanolique 1 ml de chaque extrait a
du DPPH (0,05 mg/ml) ':E:' différentes concentrations
Controle positif @
ﬂ Agité a I’aide d’un vortex
[ Acide ascorbique ] | > @ Incubé a I’obscurité pendant 30 minutes

[ L’absorbance a été mesurée a 517 nm J

ﬁ Incubé a I’obscurité pendant 30 minutes

Controle négatif |:> 1ml MeOH .ﬂl}. 2 ml de la solution méthanolique du DPPH

Les résultats ont été¢ exprimés en pourcentage d’inhibition (1%).

1%-= [(Abs contrdle — Abs test) / Abs contrdle] x 100

Ou:

| % : Pourcentage d’inhibition,

Abs Controle négatif : Absorbance du DPPH (Solution de DPPH + Méthanol),
Abs Test : Absorbance de 1’échantillon ou Standard (Contréle positif).
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e Calcule le concentrations inhibitrice 50 (1C50)

IC50 est la concentration de I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50 % de radical DPPH.
Les IC50 sont calculées graphiquement par les régressions linéaires des graphes traces, pourcentages
d’inhibition en fonction de différentes concentrations des fractions testées et le standard utilisé

(Acide ascorbique).
111.6.2. Pouvoir réducteur (Test de la réduction du fer (FRAP))

Le pouvoir réducteur du fer (Fe3") dans les extraits a été déterminé selon la méthode décrite par
(Diaz et al., 2011).

e Principe

La méthode FRAP est basée sur la réduction de I’ion ferrique (Fes®) en ion ferreux (Fe2").
Cette méthode évalue le pouvoir réducteur des composés. La présence des réducteurs dans les
extraits des plantes provoque la réduction de Fes* complexe ferricyanide a la forme ferreuse. Par
conséquent, le Fe;™ peut étre évalué en mesurant et en surveillant I’augmentation de la densité de la

couleur bleu cyanée dans le milieu réactionnel a 700 nm (Diaz et al., 2011).

e Mode opératoire

200 pl de I’extrait a 400 pl d’une solution 400 pl de KsFe
différentes concentrations ':Iljlj tampon phosphate 0,2 M ':EF' (CN)sa 1%

U

Incubation a bain-marie a
50°C pendant 30 minutes

Refroidissement @ et ajoute
400 ul de TCA a '#]:' 400 pl de '#}' 400 pl d’eau distillée +100
10% surnageant ul de (FeCls) a 0,1%

4

[ L’absorbance a été mesurée a 700 nm ]
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Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des

extraits testés.
111.6.3. Capacité antioxydante totale « test de phosphomolybdate » ou « CAT »
e Principe

Le test est basé sur la réduction de molybdene Mo (VI) présent sous la forme d'ions
molybdate MoO4 2- a molybdéne Mo (V) MoO2 + en présence de l'extrait ou d’un agent
antioxydant. Cette réduction se matérialise par la formation d’un complexe verdatre (phosphate/Mo
(V)) a un PH acide. On mesure I’augmentation de la coloration du complexe molybdéne (VI) en

présence d’antioxydant (Prieto et al., 1999).

e Mode opératoire

Phosphate de sodium
(Na2P04, 28 mM)

0.3 ml de I’extrait a dlj,: 3 ml d’un réactif Acide sulfurique
différentes concentrations composé de : (H2S04, 0,6 M)

@ Molybdate

d’ammonium (4 mM)

Incubé au bain-marie a 95°C

pendant 90 minutes \
Blanc
@ Refroidissement @

[ L’absorbance a été mesurée a 695 nm ] 3ml d 0.3 ml du
u solvant dans

réactif |:|':',:| lequel
IS I’extrait est

ci-dessus i

I11.7. Analyse des extraits par Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les analyses par chromatographie sur couche mince visent a confirmer 1’identification des
especes a I’aide de la mise en évidence des différents molécules caractéristiques des especes ciblés.
Les analyses sur couche mince sont réalisées en phase normale sur des plaques d’aluminium

contenant le gel de silice. Le développement des plaques s’effectue dans des cuves en verre saturées

24



Chapitre 111 Matériels et methodes
avec I’¢luant approprier. Cette phase mobile est constituée d’un mélange binaire ou tertiaire de

solvants.

e Principe

La chromatographie sur couche mince (CCM) repose principalement sur des phénoménes
d'adsorption : la phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui progresse le long d'une
phase stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille semi-rigide de matiere plastique

ou d'aluminium (Mechernene, 2014).

e Mode opératoire

1- Préparation de la phase mobile (I’éluant) : le systéme des solvants est constitué de toluene 100ml
et acide acétique 30ml .On a rempli la cuve avec I’élution a environ 0.5 cm d’hauteur d’éluant et on
a fermé la cuve.

2- Préparation de la phase stationnaire : On a utilisé la plaque en aluminium recouvertes de gel de
silice sur celle-ci on a tracé au crayon un trait a 1,5 cm du bas de la plaque (ligne de dépdt), Sur ce
trait on a tracé 4 petits points ou seront déposés une goutte de chaque extraits acétonique (extraits
acetonique de Usnea sp, Ramalina farinacea, Evernia prunastri et le standard acide usnique) des
lichens récoltés, sur chaque point a l'aide d'une pipette pasteur.

3- La plaque est ensuite déposée verticalement dans la cuve et refermée puis on laisse 1’éluant
diffuser.

4- Lorsque le solvant a atteint les ¥ environ de la hauteur de la plaque (1,5 cm du bord supérieur),
on a enlevé cette derniére de la cuve, laissé sécher. Les spots de séparations n’est pas observé a la
lumiére visible. Les chromatogrammes sont ensuite examinés sous UV (a 254 et a 365nm) et les
spots observés ont été entourées 1’aide d’un crayon. La couleur des bandes sous UV a été notée et le
front servira pour calculer le rapport frontal (Rf).

5- Le résultat de chromatogrammes sont ensuite révélés par vaporisation d’une solution révélateur

anhydride acétique (1%), Ce réactif est vaporisé sur la plaque CCM qui est ensuite chauffée.
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Extraies acétoniques. Dép6t d’une goutte
de chaque extrait

acétonique.

Dép6t de la plaque
verticalement dans la

cuve.

Le solvant a atteint les
% environ de la hauteur

de la plaque.

Figure 10 : les étapes de la Chromatographie sur couche mince (CCM).

111.7.1. Parameétres mesurés

Les spots sont repérés et les distances parcourues sont mesurées, les rapports frontaux (Rf) sont

calculés par I’équation suivante :

Rf= Distance parcourue par le constituant

Distance parcourue par l'eluan

111.8. Analyse statistique

Tous les tests sont répétes trois fois, les résultats sont donnés sous forme de moyennes * écart type.

Toutes les analyses statistiques ont été effectuees en utilisant SPSS 21.0 (SPSS. Armonk, NY : IBM

Corp.) et le test ANOVA a un facteur, ce dernier nous donne le degré de signification P ot on dit la

différence :

» N’est pas significative si P> 0.05 (NS).

» Significative si 0.05 > P > 0.01(*).

» Hautement significative si 0.01>P >0.001(**).
» Trés Hautement significative si P<0.001(***).
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Chapitre IV Résultats et discussion
1VV-Résultats et discussion

IV.1. Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction acétonique est exprimeé en pourcentage (%), il est calculé a partir
du poids du résidu sec obtenu apres évaporation sous vide et la prise d’essai initiale, les résultats
obtenus sont représentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 01 : Rendement d’extraction.

Poids initial des Masses des extraits Rendement
Especes )
thalles(g) obtenus (g) d’extraction (%)
Usnea sp 2,45 0,127 5,18 %
Evernia prunastri 1,7 0,105 6,18 %
Ramalina farinacea 1,54 0,037 2,40 %

Le rendement d'extraction le plus élevé est noté chez Evarnia prunastri (5,18 %), alors que celui le
plus faible est note chez Ramalina farinacea (2,40 %).

IVV.2. Détermination de la teneur en phénols totaux et en flavonoides chez les trois lichens

La teneur en polyphénols totaux de nos extraits est exprimée en (ug) équivalent d’acide
gallique par milligramme de I’extrait brut (ug Eq AG/mg EB), tandis que la concentration des
flavonoides est déterminée en (ug) équivalent de la quercétine par milligramme de I’extrait brut (ug

Eq Q/mg EB), les résultats obtenus sont représentés dans la figure 11.
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Figure 11 : Teneur en phénols totaux et flavonoides dans les 3 échantillons.

D’apres les résultats mentionnés dans la Figure 11 on constate que :
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- le lichen Usnea sp a la concentration en polyphénols totaux la plus élevée (14,003 pug/mg) alors

que Ramalina farinacea enregistre la quantité la plus faible (2,723 pg/mag).

- Evernia prunastri présente la quantité la plus élevée en flavonoides avec 1,799 pg/mg, suivi du
lichen Usnea sp avec 1,799 pg/mg, tandis que la plus faible concentration est note chez le lichen
Ramalina farinacea (0,59 pg/mg).

- Statistiquement il y a une différence hautement significative entre les trois extraits lichéniques.

1V.3. Evaluation de ’activité antioxydante

IV.3.1. Test de piégeage du radical libre DPPH’
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Pourcentage d'inhibition %

m acide ascorbique mUsnea sp Evernia prunastri ® Ramalina farinacea

Figure 12 : Pourcentage d’inhibition du DPPH pour les trois extraits et 1’acide ascorbique.

D’apreés la figure (12), les pourcentages d’inhibition du radical DPPH varient entre 9,07% et 47,23%
pour I’extrait acétonique de Usnea sp, entre 4,17% et 43,60% pour I’extrait de Evernia prunastri, et
entre 38,49% et 52,04% pour I’extrait de Ramalina farinacea. Ces valeurs sont inférieures a celles
du standard. L’acide ascorbique enregistre un taux d’inhibition maximal de 1’ordre de 88,67% a la
concentration 1mg/ml. Nos extraits présentent un pouvoir antiradicalaire modéré par rapport a
I’acide ascorbique, 1’analyse statistique montre une variation hautement significative entre les taux

d’inhibitions du standard et ceux des extraits lichéniques.

A partir des résultats obtenus nous constatons que les extraits piégent d’une maniére différente les
radicaux libres DPPH le pouvoir scavenger est variable d’un échantillon a l'autre et d’une

concentration a 1’autre.

28



Chapitre IV Résultats et discussion
e Calcul des IC50

Pour comparer le pouvoir anti-radicalaire des extraits lichéniques, nous avons calculé I’IC50
ce paramétre exprime la concentration requise pour inhiber ou piéger 50% du radical DPPH dans le
milieu, 1l est déterminé graphiquement par la régression linéaire établie entre les pourcentages
d’inhibition et les différentes concentrations de 1’échantillon et du standard (acide ascorbique)

(Annexe 2). La concentration inhibitrice 50%est exprimée en (mg/ml).

Usnea sp * % K

Evernia prunastri * ok K

Ramalina farinacea * Kok

£

Acide Ascorbique

o

0,2 0,4 0,6 0,8 1 12
Valeurs d'IC50

Figure 13 : Valeur d’IC50 de I’extrait testé et de 1’acide ascorbique.

* : Comparaison du contréle (AcAs) avec les trois especes.

Selon les résultats mentionnés dans la figure (13), I’acide ascorbique utilis¢é comme molécule de
référence, enregistre la plus faible IC50, qui nécessite une concentration de 1’ordre de0,565 mg/ml)

pour piéger 50 % des radicaux libres DPPH dans le milieu.

Statistiguement, il existe une différence significative dans I’inhibition du radical DPPH entres I’acide

ascorbique et les 3 échantillons (*p<0,001).

Les trois extraits lichéniques nécessitent presque la méme concentration (1,05 mg/ml) pour piéger
50% du radical DPPH, I’analyse statistique confirme qu’il n’y a pas de différence significative entre

les trois lichens dans I’inhibition du radical.
I1VV.3.2. Pouvoir réducteur (FRAP)

Les pouvoirs réducteurs des extraits et du standard (Acide ascorbique) sont testé aux
différentes concentrations, allant de 0,4 a 1mg/ml. Les valeurs des absorbances obtenus sont

illustrées dans la figure 14, ’acide ascorbique est utilisé comme standard.
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Pouvoir réducteur
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Figure 14 : Pouvoir réducteur des extraits lichéniques.

* : Comparaison entre le contrdle (AcAs) et les trois espéces. # : Comparaison entre les trois extrais.

Les résultats illustrés dans la figure ci-dessus indiquent que la capacité réductrice de fer est
proportionnelle a I’augmentation de la concentration des extraits et de ’acide ascorbique. Cependant

I’augmentation de I’absorbance est indicatrice d’un pouvoir réducteur élevé (Kosani¢ et Rankovi¢,

2011).

L’analyse statistique montre qu’il y a une différence significative entre les trois espéces vis-a-vis
leur capacité a réduire le fer ferrique en fer ferreux, I’extrait acétonique de Ramalina farinacea et
celui d’Evernia prunastri exercent une bonne activité réductrice par rapport a celle de 1’extrait
acétonique du lichen Usnea sp. Leur capacité a réduire le Fe*® est largement inférieure a celle de

I’acide ascorbique cela est confirmé par 1’analyse statistique (***p<0,001).
1VV.3.3. Capacité antioxydante totale (CAT)

La Capacité Anti oxydante Totale permet la détermination de la quantité des especes anti-
oxydantes existantes dans les extraits lichéniques. Les résultats obtenus sont exprimés en

milligramme équivalent d’acide ascorbique par gramme de 1’extrait brut (mg Eq Ac As).
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Figure 15 : Capacité anti-oxydante totale des extraits lichéniques.

Les résultats indiquent que pour 1mg/ml d’extrait, le lichen Evernia prunastri a la capacité
antioxydante la plus élevée avec une valeur de 0,642 mg/Eq AC As suivi du lichen Usnea sp avec
0,568 mg/Eq AC As, tandis que Ramanila farinacea a montré la capacité antioxydante la plus faible
avec une valeur de 0,297 mg/Eq AC As. Statistiquement il existe une différence significative

(***p<0,0001) entre les trois extraits lichéniques.
IVV.4. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les résultats de 1’analyse par chromatographie sur couche mince des extraits acétonique des trois
lichens (Ramalina farinacea, Usnea sp, Evernia prunastri) sous la lumiére visible et sous UV avant
et apres révélations par I’anhydride acétique, sont illustrés dans les figures (16), et (17). Pour détecter
I’acide usnique au sein des trois lichens, nous avons utilisé la molécule pure de ’acide usnique

comme standard, en comparant les rapports frontaux.
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Acide usnique
sous lumiere

visible

Figure 16 : Chromatogrammes des extraits acétoniques des lichens sous la lumiére visible (LV).

Le standard utilisé dans cette analyse présente une seule migration (un seul spot) avec un (Rf =
0,758), ce rapport frontal est caractéristique de I’acide usnique, qui apparait sous forme d’une tache

jaune sous la lumiere visible chez les deux lichens a savoir Evernia prunastri et Usnea sp.

Acide ushique
sous UV

Figure 17 : Chromatogrammes des extraits acétoniques des lichens étudies sous UV.
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Tableau 02 : Résultats des rapports frontaux des spots obtenus par CCM des extraits acétoniques.

Espéces Les rapports frontaux
Acide usnique 0,758
Ramalina farinacea 0,097
0,290
Evernia prunastri 0,532
0,770
0,516

Usnea sp

0,758

L’analyse par chromatographie sur couche mince des extraits acétoniques sous I’UV (figure
17) donne trois profils chimique distincts, cette variabilité est présentée par le nombre de spots ou
de migration au sein de chaque extrait, aussi bien par la nature des molécules détectées (rapports

frontaux différents).

L’acide usnique apparait sous forme d’un seul spot, détecté a 254 nm et 365 nm sous UV avec un

rapport frontale égale a 0,758.

L’extrait lichénique de Ramalina farinacea comporte un seul spot avec un rapport frontal égal a
0,097, nous constatons que Ramalina farinacea comporte un seul composé qui est apparu sous UV

sous forme d’une tache pourpre. On suggere I’absence de 1’acide usnique chez ce lichen.

Tandis que I’extrait acétonique d’Evernia prunastri comporte trois substances distinctes avec des Rf
différents, deux composé non identifiées, spot (Rf=0,290) et spot (Rf=0,532), I’acide usnique est
facilement détecté en comparant son Rf (0,770) a celui du standard (Rf=0,758).

Ensuite I’analyse chimique par CCM de I’extrait acétonique du lichen d’Usnea sp révéle la présence
de deux substances dans sa composition avec des Rf différents. L’acide usnique est facilement

identifié chez Usnea sp, son Rf est égal a celui de la molécule de référence (Rf=0,758).
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V1.5. Discussions

Les extraits naturels des lichens contiennent une variété de composés phénoliques auxquels
sont attribuées a diverses activités biologiques (lllana-Esteban, 2012). Dans ce travail on a étudié
le teneur en phénols totaux et en flavonoides totaux des trois extraits acétoniques des trois lichens a

savoir : Usnea sp, Evernia prunastria, Ramalina farinacea.

D’apreés les résultats obtenus 1’extrait acétonique d’Usnea sp est le plus riche en polyphénols
totaux avec concentration de 14,003 ug EAG/mg EB, cette valeur est inférieure a celle mentionnée
chez Evernia prunastri dans les travaux de Kosani¢ et al., (2013) qui est de ’ordre de 34,05 ug
EAG/mg EB. Nous constatons ainsi 1’extrait acétonique le plus riche par les flavonoides est 1’extrait
d’Evernia prunastria avec concentration de 1,799 ug EAG/mg EB, qu’il est inferieurs a celle trouvée
par Mitrovic et al., (2011), qui est de I'ordre 27.46ug EQ/mg EB pour la méme espece. Le contenu
phénolique d’un extrait lichénique dépend de la nature de ’espéce, les conditions dans lesquelles

I’extraction est faite, le solvant utilisé, ainsi que la méthode d’extraction Behera et al., (2009).

Selon Yamamoto et al., (2015), Ganesan et al., (2015) et Plaza et al., (2014), les composés
phénoliques sont I’une des plus grandes classes de biomolécules, qui peuvent étre exploré dans

diverses activités, notamment les activités antioxydantes.

Le radical DPPH est 1’'un des substrats les plus utilisés généralement pour 1’évaluation rapide et
directe de I’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme radicale et la simplicité de

I’analyse (Bozin et al., 2008).

Les résultats obtenus lors du test DPPH, révelent que les extraits acétoniques testés sont
capable de piéger les radicaux libres de DPPH et de réduire de fer d’une maniére concentration

dépendante.

Le pouvoir anti-radicalaire de nos échantillons est ainsi traduit par les 1C50, les valeurs
obtenues sont supéricures a celle de I’antioxydant de référence (acide ascorbique). La concentration
inhibitrice 50 du lichen Evernia prunastri est de I’ordre de 1,052 mg/ml cette valeur est supérieure
a celle mentionné dans les travaux de Boudjellal et al., (2017) qui est de 1’ordre de 0,041 mg/ml)
pour la méme espéce, et 1’étude réalisée par Kosanovié¢ et al., (2013), a mis en évidence le fort
pouvoir scavenger du lichen Evernia prunastri, dont il a été enregistré une IC50 égale a 0,66 mg/ml.
L'IC50 de Usnea sp égal 1,058 mg/ml cette valeur est supérieure a celle mentionné dans les travaux
de Maulidiyah et al., (2023) qui est de I’ordre de 0,018 mg /ml pour I’extrait méthanolique de méme

espece.
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Ramalina farinacea enregistré 1C50 a I’ordre de 1,043 mg/ml qui est supérieure a celle mentionné

dans les travaux de Aoussar et al., (2020).

La présence des réducteurs notamment les polyphénols dans les extraits de plante provoque
la réduction de fer ferrique Fe* en fer ferreux Fe*2. Par conséquent, la puissance de réduction est un
des mécanismes antioxydants (Karagozler et al., 2008), qui est mesurée par l'intensité de la bleu-

vert résultante solution qui absorbe & 700 nm par spectrophotométrie (Gordan, 1990).

A partir des résultats obtenus, 1’acide ascorbique posséde une activité reductrice plus
importante que celle notée pour les extraits lichéniques, I’extrait de Usnea sp posséde 1’activité

réductrice la plus faible par rapport aux deux autres extraits.

Selon Kosanic et al., (2012) la forte activité antioxydante des extraits de lichen testes est
corrélée a la teneur élevée en phénols totaux, mais certains auteurs pensent que l'activité
antioxydante des extraits n'est pas nécessairement corrélée a la quantité des polyphénols
(Odabasoglu et al., 2004), suggérant que l'activité antioxydante de différents lichens peut également
dépendre d'autres composants non phénoliques. Cela est en accord avec nos résultats car le lichen
Usnea sp qui a la quantité la plus élevée en composés phénolique possede le pouvoir réducteur le

plus faible.

D’une maniére générale, la capacité antioxydante est connue pour étre associée a I'espece, au solvant
d'extraction, a la méthode d'extraction, a la température, aux conditions des systéemes testés, a la
composition de I'extrait et a la nature hydrophobe ou hydrophile des antioxydants (Kumar et al.,
2014).

Les valeurs de la capacité antioxydante totale (CAT) de nos échantillons (Usnea sp = 0,568
mg/g, Evernia prunastri = 0,642 mg/g et Ramalina farinacea = 0,297 mg/g), sont supérieurs a celle
trouvée par Stojanovi¢ et al., (2010) qui est de ’ordre 0,0355 mg/g chez 1’espéce d’Evernia
prunastri. On suppose que le potentiel antioxydant des extraits phénoliques peut étre lié
essentiellement a la richesse des extraits en polyphenols, mais et aussi a la nature chimique des

molécules bioactives.

La méthode de chromatographie sur couche mince a été pour identifier I’acide usnique au
sein de nos échantillons. Nous I’avons pu le mettre en évidence chez Evernia prunastri et Usnea sp,
et son absence & Ramalina farinacea, la détection de 1’acide usnique a été effectuée en comparant

son rapport frontal avec celui de la molécule pure de 1’acide usnique.
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Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Hamzaoui et al. (2016) qui ont confirmé

la présence de I’acide usnique chez Evernia prunastri, par la méme méthode chromatographique
(CCM).

L’étude réalisée par Cansaran et al., (2006), indique la présence de 1’acide usnique dans la
composition chimique de plusieurs especes du genre Usnea, ce qui en accord avec les reésultats
obtenus. Tandis que Stocker-Worgotter et al., (2004) Hamzaoui et al., (2016) ont pu identifier
I’acide usnique chez Ramalina farinacea par deux méthodes chromatographique distincts, la CCM
et ’'HPLC.
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Conclusion
Les lichens de la provenance algérienne sont moins étudiés mais suscitent un grand intérét

en raison des composés bioactifs qu’ils synthétisent, permettant ainsi de mettre au point de nouvelles

voies d’application dans les domaines de la pharmacie, de la cosmétique et de I’agroalimentaire.

L’analyse phytochimique nous a permis de constater la richesse des trois lichens en composés

phénoliques, une méthodologie de travail a été mis en place afin de réaliser :

o Une extraction classique menée sur les thalles lichéniques broyés et séchés permettait la
quantification et le dosage du contenu phénolique des lichens sélectionnés

. ii. Evaluation de I’activité antioxydante des extraits via trois tests différents (test DPPH, et
test FRAP et la CAT)

o L’identification de I’acide usnique a été effectuée par chromatographie sur couche mince
ou CCM.

La quantification des phénols totaux des trois extraits acétoniques a été effectuée par la
méthode spectrophotométrique, en utilisant le réactif du Folin-Ciocalteu, tandis que la teneur en

flavonoides totaux a été realisée par la méthode du trichlorure d’aluminium.

Les résultats obtenus montrent que Usnea sp possede la teneur la plus élevée [14,003 £ 0.382]
ug EAG/mg EB par rapport aux deux autres especes (Evarnia prunastri [5,852 £ 0.171], Ramalina
farinacea [2,723 + 0,032] ug EAG/mg EB). Le lichen Evarnia prunastri a la quantité la plus élevée
en flavonoides totaux avec une valeur de I’ordre de [1,799 + 0,212] ug EAG/mg EB.

Nos extraits sont actifs contre les radicaux libres DPPH, cette activité varie d’une espéce a
I’autre. L’activité antioxydante est exprimée ainsi par les IC50 obtenues graphiquement et qui
révelent d’autre part la puissance anti-radicalaire de nos échantillons, néanmoins ce pouvoir est

moins important a celui du standard (acide ascorbique).

Le pouvoir réducteur du fer ferreux Fe* en sel de fer des extraits étudiés est plus élevé chez

Evarnia Prunastri (0,3 mg/ml).-L’acide ascorbique est utilisé comme standard.

Par ailleurs, 1’é¢tude de La capacité antioxydante totale (CAT), de nos extraits montre que
I’extrait acétonique d’Evarnia prunastri a la capacité antioxydante la plus élevée estimeée par acide

ascorbique.
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Conclusion
L’analyse chromatographique sur couche mince nous a permis d’identifier I’acide usnique

chez les deux lichens Usnea sp et Evarnia prunastri d’une part et de constater son absence chez

Ramalina farinacea d’autre part.

A partir de ces résultats on peut savoir I'importance des lichens comme source des substances

bioactives car ils jouent un role important dans la nature, comme la seule source de 1’acide usnique.

En perspectives de recherche, il serait intéressant de poursuivre cette étude sur d’autres
especes récoltées dans différentes régions de 1’Algérie. En vue d’une étude phytochimique et
également d’identifier I’acide usnique dans les autre especes lichénique afin de quantifier la teneur

de ce composé dans chaque espéce par d’autre méthode telles que HPLC.
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Annexe 01 : Courbes d'étalonnages
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Figure 01 : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique pour le dosage des phénols totaux.
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Figure 02 : Courbe d'étalonnage de quercétine pour le dosage des flavonoides.
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Annexe 02 : Evaluation de I’activité antioxydante
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Figure 03 : Pourcentage d’inhibition d’acide ascorbique.
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Figure 04 : Pourcentage d’inhibition d’extrait de Usnea sp.
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Evernia prunastri
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Figure 05 : Pourcentage d’inhibition d’extrait de Evernia prunastri.
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Figure 06 : Pourcentage d’inhibition d’extrait de Ramalina farinacea.
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Capacité antioxydante totale (CAT)
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Figure 07 : régression linéaire d’acide ascorbique.
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Theme
Identification de I’acide usnique chez trois lichens de la région de Jijel et évaluation de I’activité

anti-oxydante de leurs extraits phénoliques.

Résume

L’acide usnique et présent uniquement chez les lichens et particulierement abondant chez
certaines espéeces de genre, Alectoria, Cladonia, Usnea, Lecanora, Ramalina et Evernia.

Le but de cette étude est d’identifié 1’acide usnique chez trois espéces lichéniques de la
région de Jijel. La teneur en phénols totaux a été déterminée en utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu, alors que les flavonoides ont été évalués par la méthode de chlorures d’aluminium
AIClz.L’estimation quantitative par la méthode colorimétrique des flavonoides et des phénols
totaux a montré que les extraits sont riches en ces composés avec une différence significative.
L’activité antioxydant a été estimée par trois méthodes : méthode de piégeage de radicale libre
DPPH, test de la réduction de fer (FRAP) et test de la capacité antioxydante totale (CAT). Les
résultats d’analyse montrent que les extraits des lichens possédent une activité antioxydant.
L’analyse par CCM révéle une différence d’apparition des spots par leurs nombres et leurs
rapports frontaux. Les résultats confirment la présence de I’acide usnique chez Usnea sp et Evernia
prunastri.

Mots clés : Acide usnique, Activité antioxydant, Evernia prunastri, Ramalina farinacea, usnea
sp.

Abstract

Usnic acid is found only in lichens and is particularly abundant in certain species of the
genus Alectoria, Cladonia, Usnea, Lecanora, Ramalina and Evernia.

The aim of this study was to identify usnic acid in three lichenic species from the Jijel
region. Total phenol content was determined using the Folin-Ciocalteu reagent, while flavonoids
were assessed by the AICI aluminum chloride method3. Quantitative colorimetric estimation of
flavonoids and total phenols showed that the extracts were rich in these compounds with a
significant difference. Antioxidant activity was estimated by three methods: DPPH free radical
scavenging method, iron reduction assay (FRAP) and total antioxidant capacity (CAT) test. The
results show that lichen extracts possess antioxidant activity. TLC analysis reveals a difference in
the appearance of spots in terms of their numbers and frontal ratios. The results confirm the
presence of usnic acid in Usnea sp and Evernia prunastri.

Key words: Usnic acid, Antioxidant activity, Everniaprunastri, Ramalinafarinacea, usneasp.

oadlall
<Usnea «Cladonia <Alectoria souis (e e g1 8 pala S i g s LSV b L 3 sa 50 USNIC piaen
.Evernias Ramalina <Lecanora
Y il (5 sinae 3an o, Jags dikie & LY e g 5 2336 3 Usnic e ol s A jall 038 (e Cangdl
el 5 <o saia 1Y) 25 SIS AICIS 48y yhay 3y 53 5301 LS e a3 et <Folin-Ciocalteu <ils aladinly <))
A e A ae LS el 0y dyie ilialiiuall o ASH Y sl g 2y 53 8RN 3l Q) A8y jlay WS )
ksl s (FRAP) wasl) Jilsi sl 5 «DPPH s_all ) sdall e 483 5k 13 e G0 300830 sliaal) Lalil) jass
GBSy B2 13liae Walis ellias 48y cilialitiue of sl i) < el (CAT) s2uSY culabiaal 400 5 ,31)
Usnea 8 USNic uaes 35 s zliil) o35 dpala) Lgasi s Wadlacf JBA (e aid) jedaa 8 M) e CCM Jilas
.Evernia prunastris sp

usnea sp Ramalina farinacea <Evernia prunastri 2SS slias Llis cUsnic (s rdgalisal cilal)




54



