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Introduction 

Un grand nombre des plantes possèdent des propriétés biologiques très intéressantes, qui trouvent 

applications dans divers domaines à s'avoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et agriculture. 

Un lichen est une assossiation symbiotique intime entre un champignon (mycobionte) et un 

partenaire chlorophyliens ?Cyanophycée ou Chlorophycée (p.hotobionte) (Bo~ 1997). 

Les lichens produisent de nombreux métabolites secondaires caractéristiques qui sont uniques 

dans la nature appelés aussi «acides lichéniques», la plupart de ces substances sont de nature 

phénolique (Diniz et al., 2015). 

Les activités biologiques intéressantes des substances de lichen incluent des activités inhibitrices 

antivirales, antimicrobiennes, antitumorales, inhibitrices de la croissance, anti-herbivores et 

enzymatiques. L'acide usnfo, qui est principalement utilisé dans les préparations pharmaceutiques, 

est l'un des métabolites les plus connus des lichens (Honeck, 1999). 

L'identification des métabolites caractéristiques des champignons microscopiques vivants libres 

dans les lichens (Burkin et Kononenko, 2011) est un nouveau fait scientifique qui mérite une 

étude approfondie pour comprendre les sources de leur émergence dans ces organismes 

symbiotiques complexes. 

L'évaluation des propriétés phytothérapeutiques, demeure une tache très intéressante et utile. En 

effet Jes métabolites secondaires font et restent objets de nombreuses recherches in vivo comme in 

vitro, notamment la recherche de nombreux constituants naturels tel les composés phénoliques 

(Mohammedi, 2006). 

Ainsi de nombreuses espèces font actuellement l'objet d'études phytochimiques approfondies afin 

de mettre à jour et d'identifier des composés nouveaux présentant des propriétés biologiques dont 

]'actjvjté antibactérienne et antioxydante constituent actuellement un axe de recherche grandissant 

(Yamamoto et al., 2015). 

Notre travail est basé sur l'étude phytochirnique du lichen fruticuleux, Evemia prunastri, dont 

J' objectif est : 

~ Quantification des composants phénoliques présentent dans l'extrait méthanolique (phénols 

totaux, flavonoides et les tanins condensés). 

~ Détermination de l'activité anti-oxydante et antibacterienne de J'extrait brut méthanoJjque 

du lichen Evernia prunastri. 
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------------------------ Généralités sur les lichens 
1. Présentation des lichens 

1.1 Définition : 

Le terme de Lichen est d'origine grecque (d'où sa prononciation habituelle : liken') et se 

trouve pour la première fois dans les écrits de Théophraste (IVe siècle avant notre ère) qui désigne 

ainsi des plantes croissant sur les troncs d'arbres, auxquelles on attribuait à l'époque des vertus 

médicinales (Ozenda et Clauzade, 1970). Leur développement propre étant coordonné. 

L'ensemble à une morphologie et une structure caractéristique, permettant de définir des genres et 

des espèces. le lichen repr~sente l'association de génome différent (Genevés, 1990). 

Un lichen est une association symbiotique intime entre un champignon (mycobionte) et un 

partenaire chlorophyllien, Cyanophycée ou Chlorophycée (photobiont) (Boullard, 1997). 

Cette association symbiotique constitue des organismes stables que l'on caractérise de façon 

imagée par l'équation (1 + 1 = 1) considérés comme des espèces individualisées. Elles sont très 

nombreuses et certaines très anciennes, sans doute parmi les premières à avoir colonisé le milieu 

terrestre (Roland et al., 2008). 

1.2. Généralités sur les partenaires lichéniques 

1.2.1 Photobionte 

Les Algues ou Phycophytes (du gr. phukos = algue ; phuton =plantes), sont des Thallophytes 

chlorophylliens c'est à-dire des organismes capables de photosynthèse. Elles sont donc autotrophes 

tributaires de la lumière (Roland et Vian, 1999), parmi les algues constituants des lichens ,les 

photosymbiotes, les mycosymbiotes et les chlorophytes (Van Haluwyn et Lerond, 1993). 

1.2.2 Mycobionte 

Les Champignons ou Mycophytes (myco = champignon, leur étude constitue la mycologie) 

sont des Thallophytes qui se distinguent fondamentalement des algues par l'absence de chlorophylle 

et de toute ébauche de plastes. Incapables de photosynthèse, ils sont hétérotrophes et doivent 

consommer des molécules organiques déjà élaborée (Roland et al., 2008). Toutefois la proportion 

de champignon lichénisés varie d'un groupe à l'autre : Ascomycotina, Basidiomycotina, 

Deutremycotina (Van Haluwyn et Lerond, 1993). 

2 



------------------------ Généralités sur les lichens 
1.2.3 Rôle des partenaires 

Le mycobionte permet la fixation au substrat, joue un rôle de protection et apporte aussi l'eau et 

les sels minéraux et d'autres vitamines (notamment C) qu'il capte dans le substrat (Bellenfant et 

al., 2010). 

Le phytobionte réalise la photosynthèse par des pigments assimilateurs et apporte sucres et 

vitamines (vitamine B) au mycobionte. La photosynthèse assimile le dioxyde de carbone (C02) 

atmosphérique (Bellenfant et al, 2010). 

Figurel: Bénéfice réciproque algue-champignon (Roland et al., 2008) 

1.3. Morphologie et structure du thalle 

1.3.1 Morphologie du thalle 

L'appareil végétatif du lichen, appelé le thalle, est constitué des divers partenaires de la 

symbiose (champignon, algue ... ). De couleur et de forme très variées, le thalle ne possède ni racine, 

ni tige, ni feuille. Le partenaire fongique représente de 80 à 90% voire plus, de la biomasse 

(Humber, 2012). 

Selon la structure microscopique des thalles des lichens on distingue (7) groupes: 

a) Thalles crustacés 

Non séparables du substrat, du moins sous forme de fragments importants, car très adhérents à 

celui-ci et même inclus dans ce dernier comme les lichens du genre Lecanora, Caloplaca 

(Clauzade et Roux, 1987). 
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------------------------- Généralités sur les lichens 
b) Thalles fruticuleux 

En forme de tiges pendantes ou dressées, ces thalles sont le plus souvent ramifiés et plutôt 

dressés, qui ont peu de points d'attache au substrat comme les lichens du genre Ramalina, Evernia 

(Blondeau et Roy, 2004). 

c) Thalles complexes 

Formés de deux thalles, un primaire en générale foliacée et un secondaire fruticuleux 

développant sur le thalle primaire. Lichen du genre Cladonia, Stereocaulon (Bruyère, 2010). 

d) Thalles gélatineux 

Lichen noir et cassants qui gonflent et deviennent gélatineux à l'état humide. Lichen du genre 

Collema, Leptogium (Bellenfant et al., 2010). 

e) Thalles foliacés 

En forme de James non lobées ou de squames, très fragiles à l'état sec, ils adhèrent au substrat 

par une très petite surface le plus souvent près du centre, sur la face supérieure, au-dessus du 

crampon, on trouve une petite dépression dénommée ombili. Lichen du genre Parmelia, Lobaria, 

Cetrélia (Bellenfant et al, 2010). 

f) Thalles squamuleux 

Les thalles squamuleux typiques sont formés de compartiments (squamules) à face supérieure 

plane ou concave, dispersé ou rapprochés ou contigus, avec bord non adhérent au substrat. Lichen 

du genre Squamarina, Normandina (Galiana et a.l, 2015). 

g) Thalles lépreux 

Les thalles lépreux sont des parties facilement détachable de leurs substrats ils ressemblent a de 

la poussière; Lichen du genre Lepraria (Galiana et a/.,2015). 
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------------------------- Généralités sur les lichens 

Figure 2: Différents types de thalle 

(a) Thalle crustacé, (b) Thalle fruticuleux (Bricaude, 2006), (c)Thalle complexe, (d)Thalle 

gélatineux, (e)Thalle foliacé (Bricaude, 2010), (f)Thalle squamuleux; (g)Thalle lépreux 

(Keller, 2010). 

1.3.2 Structure des thalles: 

Les thalles filamenteux sont caractérisés par une structure très simple produite par l'algue .. tous 

les autres types de thalles présentent une structure très différente (Clauzade et Roux, 1987). On 

distingue deux types structuraux (Figure 3). 

• Structure de type homéomère 

Le champignon et l'algue sont répartis uniformément dans le thalle relativement homogène, et 

on retrouve cette structure dans les lichens crustacés Caloplaca, les lichens gélatineux Collema ,les 

lichens gélatineux homéogènes absorbent beaucoup plus d'eau par rapport à leur poids sec 

comparativement aux lichens hétéromères (Ozenda et Clauzade, 1970). 
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------------------------- Généralités sur les lichens 
• Structure de type hétéromère 

Chez les thalles hétéromères , la structure stratifier correspond à la mise en place d'une 

polarité dorsiventrale avec de haute en bas (Van Hatuwyn et Lerond, 1993). 

- un cortex supérieur de nature fongique à hyphes très serrées 

- une couche algale comportant également des hyphes beaucoup plus lâches 

- une médulle à hyphes encore plus lâches 

- un cortex inférieur à hyphe 

g=cellule algale ; h=hyphe ; m=mucilage 

Structure homéomère 

--m 

ci=cortex inferieure cs=cortex 
supérieur g=cellule algal m=médulle. 

Structure hétéromère 

Figure3: Structure du thalle des lichens (Ozenda et Clauzade, 1970) 
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------------------------- Généralités sur les lichens 
1.4 Reproduction des lichens 

Le reproduction permet ou lichen de coloniser de nouveaux substrats lorsque les conditions 

sont favorables. Leurs liagments disperses par le vent, les animaux ou la pluie (Bellenfant et 

a/.,2010). 

Deux modes de reproduction des lichens peuvent être adoptés, sexuée et asexuée : 

1.4.1 Reproduction asexuée ou végétative 

La reproduction végétative se fait par dissémination du complexe lichénique lui même par 

bouturage de fragment du thalle ou émission des soredies ou d' isidies (Ozenda, 2000), on 

distingues plusieurs organes qui participent dans ce mode de multiplication : 

• lsidies 

Les isidies sont des saillies de la surface du thalle revêtues de cortex et dans lesquelles 

pénètrent des gonidics, mais elles sont généralement plus serrées, reparties plus irrégulièrement, de 

forme beaucoup plus variée, et surtout elles se détachent facile (Ozenda et clauzade, 1970). 

• Sorédies 

Les sorédies sont de petites granulations formées par quelques gonidies entremêlées et 

entourées de filaments mycéliens. Elles sont libérées par interruption du cortex et ont une très 

grande importance dans la multiplication végétative des Lichens (Boullard, 1988). 

• Soralies 

Les soralies sont de crevasse de l'écorce (celle si toujour formée par le champignon) au niveau 

de la quelle la medulle du lichen se résout en une poussière farineuse de sorédies (Ozenda, 2000). 

1.4.2 Reproduction sexuée 

Elle est assurée par le champignon qui produit les organes de fructification, ces organes vont 

libérer des germinations émettent des hyphes. Les hyphes et les gonidies vont constituer un nouveau 

lichen (Collombet, 1989). Il existe plusieurs organes qui participent a ce mode de reproduction, 

selon on distingue : 
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------------------------- Généralités sur les lichens 
• Apothécies 

Les apothécies sont caractérisées par un hyménium non entièrement enfermé dans une couche 

protectrice sont généralement en forme de disque ou de coupe plus ou moins étalés. Quand elles 

possèdent un bord de la même couleur que le thalle (bord thallin) on les appelle des apothécies 

lécanorines, avec un bord de la même couleur que le disque (rebord propre) ce sont des apothécies 

lécidéines (Clauzade et Roux, 1987). 

• Périthèces 

Noires ou de couleur sombre le plus souvent, sont en forme de poires plus ou moins 

globuleuses, plus ou moins enfoncées dans le thalle ou dans le substrat, ils s'ouvrent seulement par 

un pore (ostiole) et comprennent: 

1- Une couche protectrice dure comme du cuir (excipulum ou pyrénium), et, sauf de rares 

exceptions, de couleur sombre, au moins au sommet. 

2- Une espèce de couvercle (involucrellum) entourant la partie supérieure de l'excipulum 

(Humbert, 2012). 

1.5 Répartition des lichens 

Les lichens croissent dans les biotopes les plus divers. Ils manquent seulement dans la mer, au 

centre des grandes villes, et sur les tissus animaux vivants (Clauzade et Roux, 1987). 

Les lichens ont colonisé tous les milieux Gusqu'aux roches, déserts et sommets des 

montagnes). Ils représentent la biomasse la plus importante. Leur répartition obéit à de nombreux 

facteurs : le support qui peut être de la roche, du sable ou encore les écorces des arbres 

(Bellenffant et al., 2010) 

Selon la nature de substrat on distingue 3grands groupes : 

• Lichens épiphytes 

Sont des lichens corticoles nécessitant une ambiance humide et stable sur le long terme ont été 

recensés sur les troncs à écorce crevassée de vieux chênes pubescents ( Collema ligerinum ). Ces 

espèces ont besoin de forêts riches en vieux arbres sur une période de plusieurs siècles pour s'établir 

et se structurer (Claude et Schnitzler, 2014 ). 
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------------------------- Généralités sur les lichens 
• Lichens saxicoles 

Sont des espèces qui croissant sur les roches par exemple Acarospora fuscata très commun 

sur tous les rochers de grès sauf s'ils sont trop secs (Boissiere, 1990). 

• Lichens terricoles 

Sont les espèces qui poussents sur le sol par exemple Cladonia chlorophacea est une espèce 

croissant sur humus ou sur sol sableux acide un peu partout sur les talus, les déblais des anciennes 

carrières, dans les pelouses (Boissiere, 1990). 

On en trouve aussi des lichens poussent sur des mousses (muscicoles), sur les feuilles 

(foliicole), et même sur d'autres lichens (lichénicoles) et sur le bois mort (ligniciles), plus rarement 

sur des panneaux de signalisation, du verre, des boîtes aux lettres .. ect (Humbert, 2012). 

1.6. Les propriétés biologiques et structurales des lichens 

L'association lichénique apporte des propriétés différentes à celles des autres partenaires 

végétatives. On peut distinguer les propriétés suivantes : 

• Accumulation de fortes quantités de plomb des véhicules à moteur. Le dosage du plomb 

accumulé dans les thalles d'espèces communes, de large répartition géographique et à forte 

affinité pour ce métal (Lecanora conizaeoides, Evernia prunastri, Hypogymnia physodes) 

(Lachat et al., 2011). 

• Phénomène d'exsorption, observé naturellement en zone contaminée ou à la faveur de 

retransplantations, est à rapprocher de celui obtenu au cours des expériences de lessivage 

acide des thalles. Dans le cas des lichens retransplants, l'exsorption peut s'expliquer par une 

augmentation de l'acidité des pluies (Nash, 2008). 

• Sont des organismes particuliers issus de la symbiose. Ils ne puisent leur nourriture que dans 

l'eau de pluie, qu'ils absorbent par toute la surface de leur thalle. Cette biologie particulière 

explique leur grande sensibilité à la pollution atmosphérique. Ils concentrent les polluants, 

ceci jusqu'à un certain seuil (Ozenda, 2000). 

• Leur grande longévité renforce encore l' effet cumulatif des polluants absorbés (Suty, 

2015). 

• Chez les lichens, l'algue induit la synthèse de métabolites secondaires par le champignon 

« substances lichéniques », qui ont un rôle protecteur contre les forts éclairements et contre 

les herbivores (Suty, 2015). 
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------------------------- Généralités sur les lichens 
1.7 Intérêt et utilisation des lichens 

• En médicine 

Le principal intérêt des lichens en médecine semble être actuellement la possibilité d'en 

extraire des Antibiotiques. L'acide usnique semble actif contre une vingtaine de bactéries et divers 

agents de tuberculose (Ozenda, 2000 ), un mélanges du Parmelia caperata, Usnea longissima, sont 

recement utilisées comme laxatif et carminatif (Amandine, 2015). 

• En bioindication 

Les lichens qui réagissent de manière sensible aux influences de l'environnement dans leur 

forme d'apparition, appartiennent aussi à ces systèmes biologiques (Perraud et Bliefert, 2007). 

Les lichens ont un secret pour résister aux pollutions : ils fabriquent des pièges à métaux de 

quoi rendre inactifs les plus terribles des poisons. Tout ça grâce aux acides lichéniques et aux 

molécules comme les oxalates qui vont s'associer aux métaux lourds (Leclerc et Floch, 2010). 

Certains lichens sont tolérants à une forte pollution soufrée (par exemple Lecanora 

conizaeoides ou Scoliciosporum chlorococcum) et sont les seuls à survivre dans les zones où la 

pollution de ce type est forte (Bricaud, 2010). 

• En alimentation 

Dans l'alimentation humain, seul Cetraria islandica a été utilisé autrefois dans les pays 

nordiques , sous forme de farine mélangée à la farine panifiable ou préparé en bouillie, pour 

1' alimentation animales les lichens jouent un rôle important dans la nutrition des Mammifères alpins 

(Ozenda, 2000). 

• En industrie 

Les Parfums est la seule utilisation industrielle des lichens qui conserve aujourd'hui une 

importance notable, c'est aussi l'une des plus anciennes. Evernia prunastri est le plus utilisé, 

reconnu par ses parfums à odeur de Chypre, d'orient.ect (Ozenda, 2000). 

En teinturerie selon l'espèce du lichen et le temps de décoction dans l'eau bouillante, on obtient 

différents tons allant du jaune au brun roux. Cette méthode est encore utilisée en Ecosse pour 

teindre les kilts (Bruyère, 2010). 
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1.8 Présentation de lichen Evernia prunastri 

C'est un lichen arbustif qui affectionne les écorces d'arbres et parfois les murs. Il est très 

commun en zones humides et peu polluées. Il reste rare mais la facilité de sa reconnaissance nous 

incite à le décrire (Boullard, 2006). 

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

vert (teint liée à l'appartenance de son photobionte au genre Trebouxia) (Boullard, 1997). 

Figure 4: Evernia prunastri (L.) Ach (Roland, 2009) 

1.8.1 Propriétés des lichens du genre Evernia prunastri 

1. Un lichen fruticuleux considéré comme source très importante de dépsides (notamment l' acide 

évernique) et de dépsides qui sont accumulé dans la zone médullaire <lu thalle, tandis que l' acide 

usnique et l'antranorine sont distribué dans le cortex (Culberson, 1963). 

2. Parmi les 199 molécules chimiques d'Evernia prunastri 80 d' entre elle participent à l'odeur, 

dont l'éverninate de méthyle et d'éthyle, et l'éther monométhylique d'ordinale jouent un rôle 

primordiale, une partie de ces molécules a pu être synthétisées chimiquement (Letrouit, 1986). 

3. Evernia prunastri, a la propriété singulière d'absorber et de conserver les odeurs pour cela elle 

constitue une source paiticulière de principe actifs d'un grand nombre de parfum (Sell et al., 2001). 
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------------------------ Généralités sur les lichens 

- Dans l'éventuelle utilisation des lichens comme source de molécules biologiquement actifs, 

Evernia prunastri est parmi les espèces dont la décomposition des mycotoxines à été décrite pour la 

première fois par (Burkin et Kononenko, 2014). 
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Partie II Etude phytochimique des lichens 

11.1 Définition 

Etude phytochimique des lichens 

Le métabolisme (du grec: metabolé, changement), est un processus très dynamique, les 

molécules sont en continuel renouvellement, L'ensemble des réactions chimiques qui se déroulent 

dans un organisme est appelé métabolisme (Hopkins, 2003). 

Le métabolisme est indispensable à la vie. D'un point de vue thermodynamique, les organismes 

vivants sont des systèmes fondamentalement hors d'équilibre qui nécessitent pour maintenir cet état 

d'échanger continuellement de l'énergie et de la matière avec le milieu extérieur. Le métabolisme 

joue un rôle essentiel dans cet échange d'énergie et de matière. Cependant, toutes les entités 

vivantes ne possèdent pas nécessairement de métabolisme propre (Andersson et al., 1998). 

II.1.1 Métabolisme des lichens 

L'étude phytochimique des lichens se concentre particulièrement aux métabolites secondaires 

puisque, contrairement aux métabolites primaires, La grande majorité de ces métabolites sont 

uniquement d'origine fongique, toutefois l'algue peut participer aux étapes finales de la biosynthèse 

d'un métabolite (Culberson et al., 1989). On distingue 2 métabolites : 

Métabolite primaire : Les métabolites primaires regroupent les protéines, les lipides, les polyols, 

les polysaccharides, les pigments et autres composés organiques intervenant dans Je métabolisme et 

la structure des lichens (Podterob, 2008). 

Métabolite secondaire: Les métabolites secondaires sont des substances originales divisées en 

plusieurs familles et sont principalement responsables de l'aptitude des lichens à se développer dans 

des conditions extrêmes. Ils représentent en moyenne 5 à 10 % de la masse sèche du thalle Uusqu ' à 

20 %) (Shukla et al., 2010). 

11.1.2 Voies de biosynthèse des métabolites secondaires des lichens 

Les métabolites secondaires lichéniques peuvent être obtenus via trois voies de biogenèse 

proposées dans la littérature : la majorité de ces composés est dérivée de la voie de l'acétate 

polymalonate ou polycétide synthase ; les autres métabolites secondaires sont issus des voies de 

l'acide shikimique et de l'acide mévalonique (Stocker et al., 2013). 

a- Voies de 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 Jeurs dérivés. 
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-Anthraquinones et xanthones biogénétiquement liés. 

-Chromones. 

-Naphtoquinones. 

-Xanthones. 

b-Voies de l'acide mévalonique : comprend : 

-Di-, sester-et triterpènes. 

-Stéroïdes. 

c-Voies de l'acide shikimique : comprend : 

-Terphenylquinones. 

-Dérivés d'acides pulvinique. 

AI.GUE 

Etude phytochimique des lichens 
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Etude phytochimique des lichens 

ll.2 Les composés de métabolisme secondaires 

Selon (Marouf et Reynaud, 2007), les métabolismes secondaires sont classés en 3 grandes 

classes: 

-Les composés aromatiques ou polyphénols (acides phénoliques, flavonoïdes, anthocyanidines, 

tannins), et les quinones. 

-Les substances azotées. 

-Les terpénoïdes et leurs dérivés. 

11.2.1 Les composés phénoliques 

Le terme « polyphénols» est fréquemment utilisé dans le langage courant et même dans des 

articles scientifiques ou de vulgarisation pour désigner l'ensemble des composes phénoliques des 

végétaux (Fleuriet et al., 2005). 

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont des Métabolites secondaires largement 

répandues dans le règne végétal étant trouvé dans tous les fruits et les légumes. Ces composés sont 

présents dans toutes les parties des plantes mais avec une répartition quantitative qui allant de 

simples molécules comme les acides phénoliques à des substances hautement polymérisées comme 

les tanins (Dai et Mumper, 2010). 

ll.2.2 Classification des polyphénols 

Les polyphénols peuvent se regrouper en deux grands groupes : 

• Les non flavonoïdes 

dont les principaux composés sont: les acides phénoliques, les stilbènes, les lignanes, les lignines 

et les coumarines (Hoffmann, 2003) . 

../ Les tannins 

La capacité des tanins à créer des complexes avec les protéines par des liaisons hydrogènes, des 

liaisons hydrophobes ou des liaisons covalentes, leur permet alors de désactiver les adhésions 

microbiennes, enzymatiques et les enveloppes cellulaires transportant les protéines des 

microorganismes (Cowan, 1999). 

Les tanins sont un groupe des polyphénols à haut poids moléculaire. Les tanins sont des molécules 

fortement hydroxylés et peuvent former des complexes insolubles lorsqu"ils sont associés aux 

glucides, aux protéines et aux enzymes digestives (Alkurd et al., 2008). On distingue: les tanins 

hydrolysables et condensés . 

../ Les lignines 

La lignine est un polymère fortement ramifié, formés par trois alcools phénoliques simples. Les 

alcools sont oxydés en radicaux libres, qui sont réagissent ensuite spontanément et au hasard pour 

former la lignine (Hopkins, 2003). 
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• Les flavonoïdes 

Les :flavonoïdes représentent une classe de métabolites secondaires largement répandus dans le 

règne végétal. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux (Guignard, 1996). 

Les flavonoïdes constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels qui sont quasiment 

universels chez les plantes vasculaires. Ils constituent des pigments responsables des colorations 

jaune, orange, et rouge de différents organes végétaux (Ghedira, 2005). 

Il.3 Propriétés biologiques et applications des métabolites secondaires lichéniques 

);;- Rôles écologiques 

Au sein du lichen, les métabolites secondaires ont essentiellement un rôle de défense vis-à-vis 

des facteurs environnementaux physiques et biologiques : exposition intense à des rayonnements 

ultraviolets (UV), défense contre les herbivores, compétition pour l'habitat (effet allélopathique). 

Aussi, ces composés contribueraient à l'altération des roches afin de faciliter l'adhésion du lichen 

(Seaward, 1997). 

);;- Tolérance à la pollution 

Les métabolites secondaires peuvent jouer un rôle dans la résistance à la pollution des lichens. 

Afin d'éviter les effets toxiques notamment des métaux, certains composés sont capables d'inhiber 

ou de favoriser l'absorption de différents ions métalliques, mais aussi de les chélater en formant des 

complexes (Purvis, 2014). 

TT.4 Propriétés chimiques, et mécanismes d'action contre les radicaux libres 

11.4.1 Propriétés chimiques majeures des polyphénols 

Une propriété impo1tante des groupements hydroxyles des phénols est leur acidité due à la 

labilité des protons acides, qui entraine la formation d'anion sphénoxydes stabilisés par résonnance. 

Cet anion, a la possibilité de perdre un électron pour former un radical (Sartori-Thiel, 2003), 

l'électron, lui , pouvant être récupéré par un radical libre. 

La structure aromatique du radical phénoxyde ainsi formé lui confère une certaine stabilité, donc 

une réactivité plus faible, en raison de la délocalisation du radical. Il peut, ensuite, réagir avec un 

autre radical libre (Korkina et al., 2012). 

11.4.2 Mécanismes d'action contre les radicaux libres 

La grande capacité des composés phénoliques à contre carrer les radicaux libres, et à chélater les 

ions métaux de transitions est directement reliée à leurs caractéristiques structurales. Ainsi, des 

différentes familles connues des polyphénols, les flavonoïdes sont-ils ceux qui, en particulier, 

réunissent toutes ces caractéristiques (Rice-Evans et al., 1996). 
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1.4.2.1 Définition d'un radical libre 

Un radical libre est une espèce chimique, molécule, morceau de molécule ou simple atome, 

capable d'avoir une existence indépendante « libre» en contenant un ou plusieurs électrons 

célibataires, ce radical libre aura toujours tendance à remplir son orbitale en captant un électron 

pour devenir plus stable : il va donc se réduire en oxydant un autre composé (Goudable et Favier, 

1997). 

11.4.2.2 Les espèces réactives de l'oxygène (ERO) 

On distingue alors deux grands groupes de molécules réactives impliquées dans le stress oxydant: 

les espèces radicalaires et les espèces non-radicalaires, selon {Delattre et al., 2005), on distingue : 

• Les espèces oxygénées réactives radicalaires 

-L'anion radical superoxyde (02•-) 

-Radical perhydroxyleH02• 

-Le radical peroxyle R02 

-Le radical secondaire alkoxyles RO• 

• Les espèces oxygénées non radicalaires(ERN) 

-L'oxygène singulet 102 

-Peroxyde d'hydrogène H202 

11.5 Activité photoprotectrice et antioxydante 

La plupart de ces métabolites secondaires est accumulée sous forme de cristaux sur la surface 

externe des hyphes dans le cortex supérieur ou dans la médulle interne du thalle (Boustie et al., 

2011). 

Un des mécanismes de protection des lichens est la production et l'accumulation de pigments 

corticaux capables d'absorber les UVA et UVB, II s'agit de caroténoïdes, de mélanines, de 

composés phénoliques, l'acide usnique, ou de composés issus de la voie de l'acide shikirnique 

(Nguyen et al., 2013). 

11.5.1 Généralités sur les antioxydants 

Un antioxydant est une substance qui protège les tissus biologiques contre les dommages des 

radicaux libres, qui peut être recyclé ou régénéré par des agents réducteurs biologiques, il constitué 

d'une série des protéines et des substances qui fournissent ces connexions (Packer et al., 2000). 

Les formes de l'oxygène provoquant ces troubles sont: l'oxygène singulet 0 2, le peroxyde 

d'hydrogène H20 2, les peroxydes alkyles ROOH, le radical superoxyde 0 2, les radicaux hydroxyles 

HO, peroxydes ROO et alkoxyles RO. L'oxygène est la source de vie pour les organismes aérobies. 

Mais l'oxygène peut être également une somce d'agression pour ces organismes.En effet des 

dérivés hautement réactifs de l'oxygène peuvent apparaître au cours des réactions enzymatiques ou 

sous l'effet des rayons U.V, des radiations ionisantes et de métaux de transition (Ekoumou, 2003). 
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Les conséquences au niveau de l'organisme se font ressentir sur l' ADN, les lipides et les 

protéines (Ahamet, 2003). 

11.5.1.1 Stress oxydatif 

Nocifs, lorsqu'il y a un déséquilibre entre la balance des ERO et ERN et les systèmes de défense, 

avec comme conséquence l'apparition de dégâts souvent irréversibles pour la cellule (ADN, 

protéines, lipides) en lien avec l'apparition de nombreuses maladies graves (cancer, artériosclérose, 

arthrite, maladies neurodégénératives) (Evans et Halliwell, 1999). 

Des molécules prooxydantes appelées radicaux libres ou espèces réactives de l'oxygène (ERO) 

sont produites quotidiennement dans l'organisme. Ces dernières sont cependant contrôlées par les 

antioxydants. Toute fois, une production excessive de ces molécules réactives ou une insuffisance 

des mécanismes antioxydants peut déséquilibrer la balance oxydant/antioxydant (Papazian et 

Roch, 2008). 

11.5.1.2 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 l' ADN, les lipides 

(peroxydation), les protéines ..... ect. Cette oxydation provoque des dommages sur tout l'organisme, 

accélérant le vieillissement (maladies cardiovasculaires et neuro-dégénératives, cancer, diabète ... ). 

Et la dégradation des cellules et des tissus (Bonnet et al., 2010). 

11.5.1.3 Les principales sources d'antioxydants 

• Les médicaments 

Certains médicaments fait diminuer le taux du cholestérol dans le sang et la N- acétylcystéine agit 

dans la régénération du glutathion en pénétrant les cellules (Le Perchec, 1994). 

• Les vitamines 

- Acide ascorbique : Vitamine C 

Contient une forme énediol qui produit la forme dicétonique par transferts successifs de ses deux 

atomes d'H. Elle joue un rôle important dans la régénération du vit E. (Bossokpi, 2002). 

- La vitamine E 

Elle semble devoir fixer le radical hydroxyle avec fonnation d' une molécule d"ouverture de cycle. 

On la retrouve dans les huiles végétales (Bossokpi, 2002). 

• Les antioxydants naturels 

lis sont présents dans toutes les parties des plantes supérieures. Ce sont des composés phénoliques 

(flavonoïdes, xanthones, coumarines, caroténoïdes, dérivés d"acide phénolique, tanins, 

anthocyanines, ... ). 
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ll.5.1.4 Antioxydants et systèmes de défense 

Les antioxydants peuvent être définis comme toute substance qui, présente à faible 

Concentration par rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou d'inhiber L'oxydation de 

ce substrat (Cano et al., 2006). 

II.6 Activité antimicrobienne 

Certains métabolites secondaires lichéniques jouent également un rôle important dans la 

compétition car ils peuvent avoir une activité allélopathique, c'est-à-dire qu'ils sont capables 

d'affecter le développement et la croissance des lichens, des champignons, des mousses, des micro­

organismes et des plantes voisins (Armstrong et Welch, 2007). 

L'acide usnique ainsi que d'autres métabolites tels la prunastrine est décrit pour avoir un effet 

sur le développement et la croissance de certaines plantes (Macias et al, 2007). 

Concernant l'activité phytotoxique, des études ont mis en évidence que les acides usnique, 

vulpinique, squamatique et évemique sont capables d'inhiber la germination des spores de certaines 

espèces de mousses (Favero-Longo et Piervittori, 2010). 

11.6.1 Activité antibactérienne 

Plus généralement dans la littérature, les activités antibactériennes des extraits de lichens varient 

en fonction des solvants utilisés pour les extractions ainsi que des bactéries testées et notamment de 

la composition de leur membrane, différente chez les bactéries à Gram positif et à Gram négatif. 

Les premières sont généralement plus sensibles à l'activité antibiotique des métabolites lichéniques 

que les secondes (Rowe et al., 1989). 

Face au développement de formes résistantes de bactéries vis-à-vis des traitements antibactériens 

conventionnels, les métabolites lichéniques sont étudiés comme alternatives. En effet, plus de 50 % 

des lichens possèderaient une activité antibiotique et représenteraient donc une source importante de 

nouveaux composés bioactifs (Zambare et Christopher, 2012) 

II.6.1.1 Antibiotiques 

Un antibiotique est une substance chimique ayant une activité bactéricide ou bactériostatique sur 

des microorganismes pathogènes et permettant de traiter des infections, ces molécules sont plus 

utilisées dans l'industrie pharmaceutique (Davies et Davies, 2010) 

ll.6.1.2 Résistance des bactéries aux antibiotiques 

Les mécanismes de résistances bactériennes aux antibiotiques Outre les résistances naturelles des 

bactéries, il existe un nombre important de mécanismes de résistance développé par les bactéries en 

réponse à la pression de 15 sélections A TB. Ces résistances relèvent d'un mécanisme biochimique 

dont le support est génétique et elles peuvent être transmissibles à d'autres bactéries (Andremont, 

2002; Guillemot et Leclercq, 2005; Wright, 2005). 
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La résistance bactérienne peut être intrinsèque ou acquise. La résistance acquise est présentée 
• 

seulement dans certaines souches de l'espèce ou de genre bactérien. La résistance intrinsèque est 

spécifique de l'espèce du genre peut définir le spectre d'activité de l'antibiotique (Courvalin, 

2008). 

11.6.1.3 Les principales méthodes d'action antimicrobienne des lichens 

Les propriétés antimicrobiennes des extraits de lichen et de leurs métabolites secondaires sont 

connues depuis longtemps (Piovano et al., 2002; Paudel et al, 2008; Micheletti et al., 2009). 

On distingue les mécanismes suivants : 

• L'inhibition de la synthèse de la paroi bactérienne. 

• L'inhibition de la synthèse de la membrane cytoplasmique. 

• L'inhibition de la synthèse des protéines. 

• L'inhibition de la synthèse de l'acide nucléique. 

11.6.2 Activité antifongique 

Certains métabolites secondaires peuvent être actifs sur différentes souches de champignons et 

de levures. L'acide (+)-usnique, isolé du lichen, montre une activité antifongique (Cardarelli et al, 

1997). L'acide (-)-usnique inhibe également la croissance de Candida glabrata et Candida albicans 

(Ydmaz et al, 2004), il a également un effet antifongique intéressant à l'état planctonique et de 

biofilm (Pires et al, 2012). 
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• Objectif 

L'objectif de notre travial est d'étudier la phytochimie et les activités biologiques du lichen 

Evernia prunastri. 

III. Présentation du PNT 

III.1 Localisation du PNT 

Le Parc National de Taza, situé dans la partie Nord-est de l'Algérie, faisant partie de la petite 

Kabylie des Babors, s'ouvre sur la Méditerranée dans le golf de Bejaia sur 9 km de côte. Situé 

entièrement dans la Wilaya de Jijel et s'étend sur deux daïras (El-Aouana et Ziama Mansouriah) 

incluant trois communes (celle d'EI- Aouana, celle de Selma Benziada qui couvre plus de 50 % du 

territoire du Parc National de Taza et celle de Ziama Mansouriah) (Figure 6). Il est localisé à 30 

km à l'Ouest du chef-lieu de la wilaya, à 60 km à l'Est de Bejaia et à 1 OO 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 6: Localisation du Parc National de Taza (PNT, 2006) 

111.2 Diversité du Parc National de Taza 

Outre sa diversité floristique (872espèces), et faunistique (953 espèces), le PNT constitue un 

milieu favorable à la propagation et le développement d'une flore lichénique exceptionnelle éstimée 

par 60 espèces répartissent en26 genres et 18 familles dont la dominance de la famille des 
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Pannelliacées avec un seul Genre Parmelia (Salem, 2013).La présence d'une forêt ancienne en 

haute altitude offre les meilleures phorophytes (Quercus suber, Quercus faginea, Quercus a/ares) 

pour le développement de cette flore. 

111.3 Etude chimique des espèces lichénique 

./ Réaction thallines 

L'identification et la confirmation des espèces étudiées a été effectuée en se basant sur plusieurs 

critères macro et microscopique tels que : la physionomie du thalle, organes portés par les deux 

faces du thalle tels, les apothécies, sorédies, les céphalodies et les rhizines ... etc. 

Des réactions thallines ou test colorimétriques appliquées sur le thalle (rnédulle ou cortex ou 

extrait rnéthanolique) sont utilisées depuis 1860 en lichénologie pour aider à la caractérisation 

d'espèces lichéniques, ces tests ont été réalisé en utilisant quatre réactifs spécifique à la 

lichénologie (Tiévant, 2001). 

• « K » : solution saturée de potasse (KOH) à 10 %. 

• « C » : solution concentré d'hypochlorite de sodium ou bien eau de javel concentré du 

commerce. 

• « P» solution alcoolique à 2 % de paraphénylène diamine base. 

• « I » solution d' iodo-iodurée, ou Lugol. 

On note pour l'ajout de K, K+ suivie de la couleur observée si la réaction est positive ou K- si 

aucune couleur n ' est apparue, KC+ (rouge)qui signifie que le thalle sous l'effet d 'une goutte de 

Potasse puis immédiatement une goutte d'hypochlorite de sodium se colore en rouge) 

III .4 Materiel végétal 

111.4.1 Récolte, identification et choix de l'espèce 

Une sortie sur le site a été réalisée en moi de Mars 2017, dans la Forêt de Guerrouche, située dans 

le Parc National de Taza (Figure 7) les prélèvements ont été effectués au niveau d'une station, 

située sur une altitude de 860 m, l' identification de l'espèce a été faite en se basant sur la flore 

(Tiévant, 2001). Le choix de l'espèce se justifie par son abondance dans la station sélectionnée 

dont nous avons récolté un échantillon aléatoire, représentatif et en quantité suffisante, pour réaliser 

notre étude. 
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HI.4.2. Position systématique du lichen Evernia prunastri 

Pour la classification botanique de l'espèce à étudiée nous avons opté pour la nomenclature 

d'Ozenda et Clauzade (1970) : 

Classe : Ascolichens 

Sous classe : Discolichens 

Ordre : Cyclocarpales 

Sous ordre : Lécanorinées 

Famille :Usnéacées 

Genre : Evernia 

Espèce : Evernia prunastri 

III.5. Préparation du matériel végétal 

Les thalles récoltés d 'Evernia prunastri ont été soigneusement nettoyés, débarrassés de tout 

artefacts (poussière, suppoti, mousses ... etc.), puis séchés à l'air libre à température ambiante, 

pendant au moins trois jours. 

Les thalles séchés sont broyés en poudre fine à l'aide d'un moulin électrique, cette étape facilite 

et augmente la surface de contact de la matière végétale avec le solvant. 

JII.5.1 Préparation de l'extrait lichénique 

Pour estimer le contenu polyphénolique de l'espèce lichénique étudiée nous avons utilisé le 

méthanol comme solvant d'extraction qui permet d'extraire les métabolites secondaires. 

• Macération 

Le principe consiste à faire imprégner 1 g de poudre de lichens de l'espèce dans un volume de 10 

ml du solvant (méthanol), sous agitation magnétique pendant 48h, l'extraction a été répétée trois ou 

quatre fois jusqu'à épuisement des thalles lichéniques (afin d 'extraire un maximum de métabolites) 

à température ambiante. 

Les extraits obtenus sont ensuite réunis et filtrés en utilisant du papier filtre (Watman n° 1). 

L ' extrait méthanolique, est concentré sous vide au rotavapeur rotatif à température 40°C pour 

évaporiser le solvant (Yu et Dahlgren., 2005). 

Le résidu sec obtenu est ensuite pesé et conservé à - l 8°C. 

Le rendement d'extraction a été calculé selon la f01mule suivante : 
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R0 /_ = Pr XI OO 
lO Pi 

111.6. Etude phytochimique 

III.6.1 Determination de la teneur des phénols totaux 

R: rendement d'extraction en% 

Pr : poids du résidu 

Pi : poids initial de la prise d' essai 

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). 

• Principe de la méthode 

En présence de phénols, le mélange d'acide phosphotungestique (H3PW 120 40) et 

phosphomolibdique (H3PMo120 40) est réduit en oxydes bleus de tungstène (W 80 23) et de 

molybdène (Mo80 23). La coloration bleue produite possède une absorption maximale aux environs 

de 760 nm. L'intensité de la couleur est proportionnelle aux taux de composés phénoliques 

(Ribéreau-Gayon, 1968). 

• Mode operatoire 

Le dosage consiste à mélanger 50 µl de l'extrait à Lme concentration de 0,5 mg /ml avec 450 µl 

d' eau distillée et 250 µl de réactif Folin -Ciocalteu (0,2 N). Après 5 min, 1250 µl de Na2C03 

(7,5%) ont été ajoutés. 

Après incubation du mélange pendant environ deux heures à température ambiante, l 'absorbance 

a été mesurée à une langueur d'onde de 760 nm à l'aide d'un spectrophotomètre contre un blanc 

constitué de tous les réactifs par l'expérience de l'extrait lichénique. 

La concentration en phénols totaux de notre extrait est calculée à partir de l'équation de 

régression obtenue à partir de la courbe d' étalonnage de l'acide gallique qui a été utilisée comme 

standard (annexel), la teneur en phénols totaux est donc exprimée comme un microgramme 

d'équivalent d'acide gallique par milligrnmme de l' extrait brut [ µg Eq AG/ mg EB]. 

Y=0,019x - 0,034 

R2 = 0,993 

III.6.2 Détermination de la teneur des flavonoïdes 

La teneur en flavonoides de notre extrait a été déterminée par la méthode de trichlorure 
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d'aluminium citée par (Lamien-Meda et al., 2008). 

• Principe de la méthode 

Le dosage des flavonoïdes est basé sur un test calorimétrique utilisant le trichlorure d'aluminium 

AlCh, ce réactif formes des complexes acides stables soit avec le carbonyle (C=O) en position C-4, 

soit avec le groupe hydroxyle en C-3 ou C-5 des flavones et des flavonols. 

La teneur des flavonoïdes est déterminée à partir de l'équation de la courbe d'étalonnage d'un 

flavonoïde standard, la quercetine. 

• Mode opératoire 

Un millilitre de chaque extrait à 0,5 mg/ ml a été mélangée avec 1 ml de AlCh à 2%. 

L'absorbance a été mesurée à 415 nm après 10 minutes d'incubation à température ambiante 

contre blanc (solution de trichlornre d'aluminium). Les résultats sont exprimés en microgramme 

équivalents de quercetine (EQ) I mg extrait sec en utilisant l'équation ci-dessous obtenue à partir de 

la co11rbc d'étalonnage de la q1icrcetine (Annexe 1) 

( -- ----- ------- --~ 

1 Y= 0,194x - 0,049 I l R
2
=0,997 J 

111.6.3 Détermination de la teneur des tanins condensés 

Les tanins condensés sont déterminés par la méthode à la vanilline en milieu acide (Julkunen­

Titto, 1985). 

• Principe de la méthode 

Cette méthode repose sur îa capacité de îa vaniîiine à réagir avec ies unités des tanins condensés 

en milieu acide pour produire un complexe coloré. 

• Mode opératoire 

Un volume de 50 ~tl de l'extrait méthanolique est ajouté à 1500 ~tl de la solution vanilline / 

méthanol (4'}{J~ m /'v) et mélangeï à l'aide d'un \lOïte;{ ~ ensuite un v·olume de 750 pJ de l'acide 

chlorhydrique (HCL) concentré a été additionné. 

Le mélange obtenu est laissé reposer à température ambiante pendant 20 minutes, 

L'absorbance a été mesurée à l'aide d'un spectrophotomètre à une longueur d'onde de 550 nm 

contre un blanc (méthanol). 
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Après repiquage sur bouillon nutritif des inoculums bactériens ont été transférées dans des tubes 

à essai contenant de l'eau nhvsiolorriaue afin d'avoir des susnensions microhiennes avant une 
-1 o/ '-' 1 J: J 

turbidité, exprimée par la mesure de la densité optique (0 ,08- 0,1) à 600 nm, et qui co1Tespond à 

] 08 UFC/ml, voisine à celle de McFarland de 0.5 . Par la suite la surface entière de la gélose (Gélose 

Mueîîer Hinton) a été ensemencée à Paide d'un écouviîîon stériie par cette suspension microbienne. 

A partir d 'une gamme de concentrations de l'extrait lichénique [0,8 mg /ml, 0,6mg/ml, 0,5mg/ml, 
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incubées pendant 18 à 24 heures à 37 °C dans une étuve. 
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l'extrait testé sur la croissance bacté1ienne (Choi et al., 2006), plus le diamètre de la zone est grand 

plus la souche est sensible. 

Le méthanol a été utilisé comme contrôle négatif dans cette expérience. 

• Expression des résultats 

L'activité antibactérienne de l'extrait étudié a été évaluée en mesurant les diamètres des zones 

<l'inhibions de croissance en millimètres (mm) à l'aide d'une règle. 

III.8 Analyse statistique 

On a effectué deux répétitions dans chaque concentration pour qu'on puisse calculer l'écart 

type et la moyenne. 

L'étude statistique est réalisée par des logiciels EX CEL 2007 et XLST AT-RIB 2015. 

Les résultats nous donnent le degré de signification P où on dit que la différence : 

• N'est pas significative si P>O.OS(NS) 

• Est significative si 0.05>P>ü.üî(4·) 

• Et hautement significative si 0.01> P> 0.001(**) 

• Est très hautement significative si P<0.001(***) 
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Résultats et interprétation 

IV.1. Rendement d'extraction 

Le rendement d'extraction méthanolique est exprimé en pourcentage(%), il est calculé à partir du 

poids du résidu sec obtenu après évaporation sous vide et la prise d'essai initiale {lg), (Tableau 1) : 

Tableau 1: Rendement de l'extrait méthanolique. 

Echantillon l Extrait 

E.prunastri méthanolique 

Poids du résidu 1 Rendement(%) 

sec (g) 

0,025 1 2,5 

1 aspect Couleur 

visqueux Vert 

On enregistre d'après le (Tableaul) un rendement de 2.5% après une extraction méthanolique 

effectuée sur une matière sèche de 1 g. 

IV.2. Etude phytochimique 

Dans le but d'évaluer les teneurs en molécules actives de l'extrait méthanoJique de l'espèce 

étudiée, un dosage des phénols totaux, des flavonoïdes et des tanins condensés a été effectué. 

IV.2.1. Détermination de la teneur des phénols totaux 

La méthode de Folin-Ciocalteu est considérée comme la meilleure pour la détermination du 

taux des phénols totaux des extraits. 

La teneur en phénol totaux de notre extrait méthanolique a été effectuée on utilisant la méthode 

spectrophotométrique au réactif de Folin-ciocalteu, l'acide gallique est utilisé comme standard, 

nous a permis ainssi de tracer une courbe d'étalonnage avec (R2 = 0,99) (Annexe 1). 

La teneure est exprimé en (µg) équivalent d'acide gallique par milligramme de l'extrait brut 

(µg Eq AG/mg EB), représentée dans le tableau ci-dessous et illustrée graphiquement dans la 

(Figure 7). 
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Tableau 2 : Teneurs en phénols totaux de l'extrait méthanolique d' E.prunastri. 

Moy± Ec 

Espèces Phénols totaux µg Eq AG/mg EB 

E.prunastri 54,39 ± 0,5 

IV.2.2 Détermination de la teneur en flavonoïdes 

Le dosage des :flavonoïdes a été réalisé selon la méthode de tri-chlorure d'aluminium (AICJ3), la 

quercetine prise comme standard nous a permis de tracer une courbe d'étalonnage avec (R2= 0,99) 

(Annexe 1). 

La teneur en :flavonoïdes de notre extrait est rapportée en (µg) équivalent de la quercetine (Eq 

Q) par milligramme d'extrait brut. 

Les résultats figurent dans le (Tableau 3) et illustrés graphiquement dans la (Figure 7). 

Tableau 3: Teneurs en flavonoïdes, de l'extrait méthanolique d' E.prunastri. 

Moy±Ec 

Espèces Flavonoïdes µg Eq Q/mg EB 

ÏE.prunastri 7,37 ± 0,28 

IV.2.3 Détermination des tanins condensés 

Le contenu des tannins condenses de notre extrait a été déterminé par la méthode de vanilline, 

en utilisant l'acide tannique comme standard, estimé à partir de la courbe d'étalonnage avec 

(R2= 0,99) (Annexe 1). 

La teneur en tannins condensés est exprimée en µg équivalent d'acide tannique par 

milligramme d'extrait brut de lichen (µg Eq AT/mg EB). 

Les résultats sont représentés dans le (Tableau 4) et illustrés graphiquement dans la (Figure 7). 
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Tableau 4: Teneur en tannins condensés de l'extrait méthanolique d 'E.prunastri 

Moy±Ec 

' Espèces Tannins condensés µg Eq AT/mg EB 

E.prunastri 0,99 ± 0,001 
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Figure 7 : Teneur en phénols totaux, flavonoïdes, et tanins condensés d' Evernia prunastri 

D'après les résultats mentionnés dans les (Tableau 2, 3, 4) et la (Figure 7) on remarque que 

la teneur en tanins condensés de l'extrait méthanolique d 'Evernia prunastri [0,99± O,OOlug Eq 

AT/mg EB] est plus faible à celle enregistrée pour les phénols totaux [54.39 ± 0,50 µg Eq AG/mg 

EB] et celle pour les flavonoïdes [7,37 ± 0,005 µg Eq Q/mg EB]. 

IV.3 Evaluation de la bioactivité de l'extrait lichénique 

IV.3.1 Evaluation de l'activité antioxydante 

IV.3.1.1 Activité antiradicalaire contre le DPPH" 

Le radical DPPff est l'un des substrats les plus utilisés pour évaluer l'activité antioxydant en 

raison de sa stabilité en forme radical (Bozin et al., 2008), de l'extrait méthanolique d'E.prunastri. 

Le tableau ci-dessous représente les pourcentages d' inhibition obtenus en fonction de 

différentes concentrations de l'extrait étudié. L'acide ascorbique est utilisé comme antioxydant de 

référence (Tableau 5). Les résultats obtenus sont illustrés en histogrammes dans la (Figure 8). 
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Tableau 5: Pourcentage d' inhibition de l'activité antiradicalaire de l' extrait 

Concentration 

0,012 mg/ml 

0,025 mg/ml 

0,05 mg/ml 

0,1 mg/ml 

80 
~ = = 70 0 .... -.... ,.Q 60 .... 
-= = .... 
"O 50 
aJ 
bJl 

.s 40 = aJ 
~ 
i.. = 30 0 
~ 

20 

10 

0 

0,012 

% d' inhibition 

E. prunastri 

36,58±0,010 

40,28±0,049 

52,75±0,004 

68,26±0,030 

0,025 0,05 

Concentration en mg/ml 

Acide ascorbique 

40,43±0,013 

45,73±0,037 

53,45±0,006 

71,76±0,015 

** 

0,1 

E.prunastri 

Acide ascorbique 

Figure 8: Pourcentages d'inhibition du DPPH'pour l'extrait méthanolique et l'acide ascorbique. 

D 'après les histogrammes ci-dessus, on remarque que les pourcentages d' inhibition varient 

entre 36,58% et 68,26% pour l' extrait testé, et entre 40,43% et 71 ,76 %pour l' acide ascorbique. 

On constate que les pourcentages d'inhibition du standard utilisé (acide ascorbique) sont 

proche à ceux enregistrés pour Evernia prunastri et ce pour toutes les concentrations. 
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Selon les résultats obtenus on conclut que le pourcentage d'inhibition est proportionnel à la 

concentration de l'extrait car l'augmentation du pourcentage d'inhibition est indicatrice d'une 

bonne activité antiradicalaire 

• Calcul des IC50 

L'IC50 exprime la concentration capable de piéger 50% du radical DPPH dans le milieu, est un 

paramètre utilisé pour estimer l'activité antioxydante. Plus cette concentration est faible plus l'effet 

antioxydant est élevé (Brand-Williams et al., 1995), Il est calculée à partir de la droite Y= a X+ 

b et déterminé graphiquement par la régression linéaire établir entre le pourcentage d' inhibition et 

les différentes concentrations (Annexe 2), elle est exprimée en (mg/ml) cependant plus la valeur de 

IC50 est petite, plus le pouvoir antioxydant de l'extrait testé est grand, La valeur d'IC50 de l'extrait 

testé est représentée dans la (Figure 9). 

Tableau 6 : Valeur d'IC50 de l'extrait testé et de l'acide ascorbique. 

IC50 mg/ml 

0,06 

0,05 

ë ..._ 
sii 0,04 

= Vl 

~ 0,03 
::0 

:.... 
~ 0,02 
= ~ 

0,01 

Moy±Ec 

E. prunastri 

0,048±0,004 

0 -1---~ 

E. vrunastri 

Acide ascorbique 

0,041±0,008 

Ac ascorbiaue 

Figure 9: Valeur d'IC50 pour l'extrait testé et l'acide ascorbique. 
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Les résultats mentionnés dans la (Figure 9) révèlent la capacité de l'extrait testé à piéger le radicale 

libre (DPPH"). 

On constate que E. prunastri nécessite une faible concentration pour piégé 50% du radical DPPH" 

(IC50= 0,048) par rapport a la concentration enregistrée par l'acide ascorbique (ICS0==0,041), utilisé 

comme antioxydant de référence. 

La régression linéaire établie une corrélation significative entre le taux d'inhibition et la 

concentration de l'extrait méthanolique étudié, Evernia prunastri a cèle du standard avec 

respectivement R2
= 0,99, R2= 0,99.Une varfation hautement significative à été enregistrée entre 

l'espèce étudiée et 1 'acide ascorbique a toutes concentrations avec (P= 0,01 ). 

IV.3.1.2 Pouvoir réducteur (réduction de fer) 

Pour évaluer la capacité de fer de notre extrait testé nous avons utilisé la méthode de FRAP, la 

réaction pour réduire le fer ferrique (Fe3l dans le complexe K3Fe(CN) en Fe2+ peut être mesurée 

par ]'intensité de ]a solution bleu vert qui en résulte, cependant la puissance de réduction est un des 

mécanismes antioxydants (Karagozler et al., 2008). 

Le pouvoir réducteur de l'extrait de lichen étudié est testé à différentes concentrations, allant de 

0, là 0,8 mg/ml. Les valeurs des absorbances obtenues sont illustrées dans le (Tableau 7) et la 

(Figure 10) pour l'espèce étudiée et pour l'acide ascorbique utilisé comme contrôle positif. 

Tableau 7: Variation des absorbances d'extrait étudié et du standard. 

Moy (Abs 700 nm)± Ec 

Concentration E. prunastri Acide ascorbique 

0,1 0,2737±0,019 0,3041±0,005 

0,2 0,2803±0,006 0,3243±0,024 

0,4 0,2848±0,010 0,3799±0,005 

0,6 0,2874±0,08 0,4082±0,031 

0,8 0,3442±0,060 0,4422±0,076 
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Figure 10 : Pouvoir réducteur pour l' extrait méthanolique et l'acide ascorbique. 

D'après ces résultats on remarque que l' extrait méthanolique d' Evernia prunastri montre une 

activité faible pour réduire le fer par rapport à celle exercée par l'acide ascorbique, reflétée par les 

absorbances obtenues à différentes concentrations, dont nous avons enregistré l'absorbance 

maximale (Abs=0,34 à la concentration 0,8 mg/ml). 

Les résultats confirment que la capacité de réduire le fer est proportionnel à l'augmentation de 

la concentration de l' extrait étudié, cependant l'augmentation de l' absorbance est indicatrice d'un 

pouvoir réducteur élevé (Kosanic et Rankovic, 2011). 

• Calcul de Cr 0,5 

Dans le but de comparer l'activité antioxydante de l'extrait et de l'acide ascorbique, on a 

introduit le paramètre de Cr 0,5 qui est la concentration du substrat pour Je quelle le produit de la 

réduction donne une absorbance de 0,5 à 700nm et qui représente la réduction de 50% du fer. 

Il est calculé à partir de la droite Y = a X + b et déterminer graphiquement par la régression 

linéaire établie entre les absorbances et les différentes concentrations de l'extrait testé et de l'acide 

ascorbique (Annexe3).La valeur obtenue est illustrée dans le (Tableau8) et la (Figure 11). 

Tableau 8: La valeur de Cr0,5 de l'extrait testé et l' acide ascorbique. 

Moy± Ec 

E. prunastri Acide ascorbique 

Cr 0,5 mg/ml 

2,88±0,08 1,07±0,03 
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Figure 11 : Valeur de Cr 0,5 pour l'extrait et l'acide ascorbique 

A partir de ces résultats on constate que la capacité à réduire le fer est variable, elle est 

beaucoup plus pour l'acide ascorbique (Cr 0,5=1,07 mg/ml), suivi par Evernia prnnastri (Cr 0,5= 

2,88 mg/ml). Donc on estime que l'extrait méthanoJique étudié n'est pas doté un potentiel réducteur 

élevé, comparé à celui de l'acide ascorbique puisque celui-ci est un puisant antioxydant. 

La régression linéaire établie entre l'absorbance et la concentration de l'extrait testé, et du 

standard permet de tracer des courbes linéaires avec respectivement (R2 =0,69, R2=0,97). Une 

variation significative à été enregistrée entre l'espèce étudiée et l'acide ascorbique a toute 

concentration avec (P= 0,05). 

IV.3.2 Evaluation de l'activité antibactérienne 

Le potentiel antimicrobien de notre extrait lichénique a été évalué par ]'utilisation de quatre 

souches bactériennes de différentes structures cellulaires : Staphylococcus aureus, Salmonella. spp 

à Gram-positif tandis que Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa sont à Gram-négatif . 
• 

Les résultats sont présentés dans le tableau ci-dessous (Tableau 9) : 

Tableau 9 : Effet du méthanol sur les souches bactériennes 

Souches bactériennes S. aureus S.spp E. coli P. aeruginosa 

Méthanol - - - -
(control négatif) 

(-):Pas d'inhibition 
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-------------------------- Discussion des résul1ats 
Les extraits naturels des lichens contiennent une variété de composés phénoliques aux quels sont 

attribuées diverses activités biologiques (Esteban, 2012). Cependant les résultats obtenus révèlent 

la présence de divers composés phénoliques, notamment Jes phénols totaux, les flavonoïdes, et les 

tanins dans l'extrait méthanolique d'Evernia prunastri. 

La teneur en phénols totaux de notre extrait est de l'ordre de 54,39 ~Lg Eq AG /mg de l'extrait 

brut, néanmoins elles est supérieure à celle mentionnée dans les travaux de (Kosanîé et al., 2013) 

qui est de l'ordre de 34,05 µg EAG/mg de l'extrait brut. Nous constatons ainsi Ja richesse du lichen 

Evernia prunastri en flavonoïdes (7,37 EQ!mg de rextrait brut), et en tanins condensés_ 

Selon Behera et al., (2009) le contenu phénolique d'un extrait lichénique dépend de ta nature de 

l'espèce, les conditions dans les quelles l'extraction est faite_, le solvant utiiisé, ainsi que la méthode 

d'extraction. 

Le méthanol reste le solvant le mieux choisi pour extraire les antioxydants d'une plante (Snn et 

al., 2007). Pour cela nous avons choisi ce solvant pour l'extraction des ditlerents composés 

phénoliques. 

Selon Yamamoto et al., (2015), Ganesan et al., (2015) et Plaza et al., (2014), les composés 

phénoliques sont l'une des plus grandes classes des biomolécules secondaires, qui peuvent être 

collaborées dans diverses activités, notamment les activités antioxydantes et antibactériennes car ils 

peuvent participer comme donneurs d'électrons dans le milieu réactionnel. 

Le radical DPPH est l'un des substrats les plus utilisés généralement pour l'évaluation rapide et 

directe de l'activité antioxydante en raison de sa stabilité en fom1e radicale et la simplicité de 

l'analyse (Bozin et al., 2008). Dans cette étude, nous avons choisi d·'étud.ier l'activité antioxydante 

d' Evernia prunastri, nous avons remarqué que le pourcentage d'inhibition du DPPH de l'acide 

ascorbique utilisé comme antioxydant de référence ainsi que celui de l'extrait d' Evernia prunastri 

augmente avec la concentration. 

Nos résultats indiquent que l'extrait testé est très actif en piégeant les radicaaux libres du DPPH 

avec une IC50 qui est de l'ordre de 0,04&mg/ml elle est presque identique à celle notée pour l'acide 

a<>corbique (0,041 mg/ml).ce résultat est inférieur à celui mentionné dans les travaux de (Kosanovié 

et al., 2013), dont il a été enregistré une IC50 égale à 0,66 mg/ml pour la même espèce. 

Quelques études antérieures ont également montré que le pouvoir réducteur des extraits 

lichéniques est un indicateur significatif de leurs activités antioxydantes, cette activité a été toujours 

corrélée avec la teneur élevée en phénols totaux (Grujicic et al., 2014). 

La présence des réductants dans un milieu donné cause la réduction du complexe Fe3+forricyanide 

à la forme Fe2+. En eftèt, la formation de Fe2+ peut être suivie par spectrophotométrie en mesurant 

la densité de la couleur bleu du complexe ferreux du milieu. Cependant, la présence des réducteurs 
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notamment les polyphénoles dans les extraits de plante provoque la réduction de for ferrique Fe+) 

en fer ferreux Fe+2(Karagozler et al, 2008), par leurs groupements hydroxyles, les composés 

phénoliques peuvent servir comme donneurs d'électrons pour piéger divers oxydants. 

Une augmentation de l'ahsnrbance signifie une augmentation du pouvoir réducteur de i'extrait 

testé (Ôztürk et al., 2007). 

L'acide ascorbique possède une actlvité réductrice plus imp011ante que ceHe notée pour l'extrait 

d'Evernia prunastri avec une vaJeur de 1,07 mg/mL L'extrait d'Evernia prunastri a une valeur de 

CR 0,5 égale à 2.88 mg/ml. 

D'après nos résultats, l'extrait méthanolique d'Evernia prunastri a une activité inhibitrice 

modérée contre les microorganismes testés. Il a été démontré que l'activité antimicrobienne varie en 

fonction de l'espèce et du solvant utilisé dans l'extraction (Rancovic, 2015). 

D'une manière générale, les bactéries à Gram négatif (E.coli et Pseudomonas) étaient plus 

résistantes que les bactéries à Gram positif (Staphylococcus et Salmonella), cette difterence de 

sensibilité peut être attribuée à des différences morphologiques entre ces microorganismes, surtout à 

des différences de perméabilité de la paroi cellulaire, sachant que la structure cellulaires des 

bactéries à Gram positif est constituée de peptîdoglucanees et d'acide téichoïques tand is que celles 

des bactéries à Gram négatif est faite de peptîdoglucanes, lipopolysaccharides et lipoprotéines 

(Kosanic' et Rancovic', 2012). 
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Conclusion 

Dans le cadre de la détermination de quelques composés lichéniques à intérêt économiques et 

écologiques, notre travail a été entamé d'une étude phytochimique de l'extrait brut du lichen 

Evernia prunastri. 

La présente étude s'articule autour de la connaissance des activités biologiques et de la 

composition phytochimique de l' extrait brut de lichen Evernia prunastri. L'étape d'extraction a 

été réalisée par Je dosage des composés phénoJiques et l 'évaluation des propriétés biologiques de 

l'extrait méthanolique brut de notre espèce en estimant leur activité antioxydante et 

antimicrobienne. 

Les phénols totaux sont estimés par la méthode de Folin- Ciocalteu, tandis que les flavonoïdes 

ont été réalisés selon la méthode de tri-chlorure d'aluminium, les tanins condensés ont été 

déterminés par la méthode de vanilline. 

Les résultats ont montré que l'extrait méthanolique étudié est plus riche en phénols totaux 

[54,39 ± 0,50] µg Equivalent d'acide Gallique pour lg d'extrait par rapport à celle des flavonoïdes 

[7,37 ± 0,28] µg Equivalent de la quercetine et celle des tanins condensés [0,99 ± 0,001] µg 

Equivalent d' Acide Tannique. 

L'activité antioxydant de notre extrait est évaluée par deux tests : l'activité anti radicalaire contre 

le DPPH.et le pouvoir réducteur du fer. 

Le test au DPPH révèle que l'extrait est actif comme piégeurs du radical DPPH qui est 

effectivement riches en composés phénolique on comparaison avec l' acide ascorbique qui confirme 

leur puissance antioxydant. 

Le calcule d'JC50 met en évidence le fort potentiel antioxydant de l'extrait lichénique 

(0,048mg/ml) par comparaison a celui de l'acide ascorbique (0,04lmg/ml). 

Le calcule de Cr 0,5 a confirmé la forte capacité réductrice de fer notée par notre extrait testé 

(Cr 0,5=2,86 mg/ml) est cela traduit par les valeurs des absorbances obtenues dont les plus élevé 

sont marqués par l'absorbance maximale 0,34 à la concentration 0,8 mg/ml. 

L'activité antibactérienne a été effectuée sur quatre souches bactériennes, selon la méthode de 

diffusion sur disque, les résultats ont montrés une faible activité antimicrobienne de l'extrait testé 

traduit par des faibles diamètres des zones d'inhibition enregistrées dont les bactéries à Gram 

négatif étaient plus résistantes par rapport au Gram positif. 

41 



Conclusion 

~ Perspective de recherche 

Le prolongement de ce travail de mémoire pourrait se faire en tentant 

• De mettre en évidence les potentielles activités biologiques de l'extrait d' Evernia prunastri 

• De déterminer avec certitude les molécules présentes et responsables de ces activités, et 

enfin, de tenter de comprendre les mécanismes fonctionnels mis en jeu 

• Orienter les recherches scientifiques vers la réalisation des études approfondies et 

complémentaires de l'activité antioxydante et antibactérienne des métabolites secondaires 

synthétises par les lichens. 
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--------------------------------------------------------------- Annexe 
Annexe 01 : Courbes d'étalonnages 
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Figure 12 : Courbe d'étalonnage d'acide gallique. 
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Figure 13 : Courbe d'étalonnage de la quercetine 
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Figure 14: Courbe d'étalonnage d'acide tannique 
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Annexe 02 : Calcul d'IC50 de l'extrait méthanolique de l'espèce étudiée et de l'acide ascorbique 
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Figure 15: Régression linéaire entre le Pourcentage d' inhibition du DPPH en fonction des 
concentrations de l'extrait pour E. prunastri 
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Figure 16 : Régression linéaire entre le Pourcentages d'inhibition du DPPH en fonction des 
concentrations de l'acide ascorbique 
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Annexe 03: Calcul de CR 0,5 de l'extrait méthanolique de l'espèce étudié et de l'acide ascorbique 
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Figure 17: Régression linéaire entre le Pouvoir réducteur de l'extrait méthanolique d 'Evemia 
prunastri en fonction des concentrations 
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Figure 18: Régression linéaire entre le Pouvoir réducteur de l'acide ascorbique en fonction des 
concentrations 
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Annexe 04: Résultats de l'activité antibactérienne 

Figure 19 : Evernia prunastri contre les bactéries Gram+ 

Figure 20 : Evernia prunastri contre les bactéries Gram-
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Thème 

Evaluation de l'activité biologique de l'extrait brut du lichen Evernia prunastri (L.) Ach · 

Résumé 

Notre travail a porté sur l'étude phytochimique de l'extrait lichénique de l'espèce Evemia punastri par des composés 
phénoliques: phénols totaux (estimés par la méthode de Folin- Ciocalteu), flavonoïdes (réalisés selon la méthode de tri­
chlorure d'aluminium) et les tanins condensés (déterminés par la méthode de vanilline). 
Les résultats montrent la richesse de notre espèce Evemia prunastri par ces composées phénoliques (phénols totaux, 
flavonoïdes et tanins condensés). 
Dans l'étude de l'activité antioxydante on a utilisé deux tests: le piégeage du radical DPPH et le pouvoir réducteur. Les 
résultats obtenus montrent que lichen étudié a une activité antioxydante modérée par rapport à l'acide ascorbique. 
Dans l'étude de l'activité antibactérienne sur les quatre souches bactériennes Staphylococcus aureus, 
Salmonell.a. Spp, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli. On a utilisé la méthode de diffusion sur disque, les 
résultats de cette étude nous a confirmé que notre lichen possède une activité antibactérienne. 
Mots clés : Etude phytocfümique, extrait lichénique, composés phénoliques, activité antfoxydante, activfté 
antibactérienne. 

Abstract 
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phenols (estimated by Folin - Ciocalteu method), flavonoids (made according to the method of tri-chlorure of aluminium) 
and the condensed tannins (determined by the method ofvanillin). 
The results show the richness of our species of Evemia prunastri by these phenolic compound (total phenols, flavonoièls, 
and condensed tannins). 
Two tests were used in the study of the antioxidant activity: the DPPH radical trapping and reducing power. The results 
obtained show that studied lichen has a moderate compared to Ascorbic acid antioxidant activity. 
In the study of antibacterial activity on the four bacterial strains Staphylococcus aureus. 
Salmonella. SPP, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli. The disk diffusion method was used, the results of this 
study confirmed that our lichen bas antibacterial activity. 
Key words: Phytochemical study, lichen extract, phenolic compounds, antioxidànt activity, antibacterial activity. 
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