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Introduction 

Les lichens ne sont connus avec certitude que depuis le tertiaire, mais on peut admettre qu'ils 

remontent à des temps aussi anciens (Boullard, 1997), ils ne constituent pas un embranchement 

naturel des végétaux, mais sont des organismes primitifs résultant de la symbiose d'un partenaire 

fongique et d'un organisme photosynthétique, soit une algue ou une cyanobactérie. Plus de 20.000 

espèces connues de lichens ont été identifiés et habitent divers écosystèmes. Ils sont présents sur 

tous les substrats, les écorces, les tiges, les feuilles et dans le sol, mais poussent souvent dans des 

habitats qui sont moins favorables pour les plantes supérieures. (Kosanié et al, 2014). 

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, tels que les anthraquinones, les dépsides, les dépsidones et l'acide usnique (Diniz et al, 

2015) et qui représentent parfois jusqu'à 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, antivirals, et cytotoxiques (Verma et al, 2015). 

Plus de 1050 substances lichéniques ont été décrites (Stocker-Wôrgôtter, 2008), le potentiel 

d'une grande partie d'entre elles reste peu voire pas étudié, dont la principale difficulté est 

l'isolement de ces composés en quantité suffisante, avec une pureté convenable, pour en préciser les 

structures et en évaluer l'activité biologique. 

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 l'activité antibactérienne et antioxydante constituent actuellement un axe de recherche 

grandissant (Yamamoto et al, 2015). 

Notre travail s'inscrit dans le cadre d'une étude phytochimique de deux lichens Lobaria 

pulmonaria (L.) Hoffm et Lobaria virens (With.) Laundon, récoltée du Parc National de Taza, les 

objectifs de notre travail sont: 

./ L'analyse qualitative et quantitative du contenu en polyphénols, flavonoïdes et tanins 

condensés de l'extrait méthanolique de ces espèces . 

./ Evaluation de la bioactivité de cet extrait, pour une éventuelle valorisation du potentiel 

antioxydant et antibactérien de ces lichens. 
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Chapitre 1 Généralités sur les lichens 

1.1. Définition 

Le terme de «lichen» est d'origine grec et se trouve pour la première fois dans les écrits de 

Théophraste (IVe siècle avant notre ère) qui désignent des plantes croissant sur les troncs des 

arbres, auxquelles on attribuait à l'époque des vertus médicinales (Ozenda et Clausade, 1970). 

Les lichens sont formés par l'association symbiotique de deux organismes: l'un hétérotrophe, 

un champignon est le mycobionte, l'autre photoautotrophe est le photobionte qui peut être une 

Algue (et l'on emploie alors souvent le terme de phycobionte) ou une cyanobactérie (parfois 

nommée cyanobionte ), ou les deux (Robert et Catesson, 2000). 

Le développement des deux espèces est étroitement coordonné, si bien qu'il en résulte un thalle 

unique, dont la forme et l'organisation sont stables et constantes (Genevès, 1992). 

1.2. Identité des partenaires lichéniques 

1.2.1. Partenaire fongique (mycobionte) 

Les champignons appartiennent le plus souvent à la classe des Ascomycètes ou à celle des 

Basidiomycètes (Lüttge et al, 1996). Dans la majorité des cas (98 %) le mycobionte est un 

Ascomycète, très rare, respectivement 1,6 et 0,4 % sont les basidiomycètes ou les phycomycètes 

(Boullard, 1997). 

1.2.2. Partenaire chlorophyllien (phycobionte) 

Phycobionte ou algue, le terme est commode mais ne recouvre pas totalement la réalité (Durrieu, 

1993). En effet, l'algue est généralement une Algue verte coccale et parfois trichale ou une Algue 

bleue (cyanobactérie) (Lüttge et al, 1996). 

1.3. Rôle des deux partenaires 

Les lichens ne possèdent pas des racines, ils puisent leur nourriture dans l'eau qui les humidifie 

(Scheidegger et al, 2002). 

L'association d'une algue et d'un champignon; une symbiose est considérée généralement 

comme étant une association trophique de deux organismes dans laquelle les deux partenaires 

trouvent un bénéfice réciproque (Figure n°01) (Jahns, 1996). 

Le phytobionte assure néanmoins l'essentielle de la survie nutritionnelle des lichens (Silar et 

Malagnac, 2013). Il réalise la photosynthèse par des pigments assimilateurs et apporte sucres et 

vitamines (vitamine B) au mycobionte. 

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 la vitamine C) qu'il capte dans le substrat 

(Bellenfant et al, 2010). 

121 1J 
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Figure n°01 : Echanges nutritionnels entre les partenaires des lichens (Roland et al, 2008). 

1.4. Morphologie et structure du thalle 

1.4.1. Morphologie du thalle 

Les lichens sont inclus dans les Thallophytes, vaste ensemble de végétaux dépourvus de tiges, de 

feuilles, de racines et qui ne sont donc pas vasculaires (Van Haluwyn et Lerond, 1993). 

Le corps d'un lichen, appelé thalle, est essentiellement constitué d'hyphes fongiques. Chez 

certains lichens, les cellules du photobionte sont dispersées dans le thalle. Cependant, les cellules 

photosynthétiques forment habituellement une couche dans la zone supérieure du thalle (Nabors, 

2008). 

Dans la construction de thalle, l'algue est représentée par des cellules ou gonidies et le 

champignon est représenté par des hyphes (Amirouch et al, 2009). 

Selon la structure de leur thalle on distingue (07) groupes des lichens (Figure n°02) (Clauzade 

et Roux, 1987; Bourdial, 2000 et Laberche, 2010): 

• Thalles crustacés 

Forment une croûte incrustée dans leur substrat, lichens du genre Lecanora, Ca/oplaca. 

• Thalles foliacés 

Ils forment des lames le plus souvent lobées, facilement séparables du substrat, plus ou moins 

appliquées sur celui-ci ou bien plus ou moins redressées, avec la face inférieure le plus souvent 

garnie de fausses radicelles (rhizines) ; lichen du genre Lobaria, Pamélia, Xantaria. 
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Chapitre I Généralités sur les lichens 

• Thalles squamuleux 

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

plane ou concave, dispersés ou rapprochés ou contigus ou même imbriqués, avec bord non adhérent 

au substrat ; lichen du genre Squamarina, Normandina. 

• Thalles gélatineux 

Sont noirâtres, rigides et opaques quand ils sont secs. Ils gonflent en masses gélatineuses 

sombres mais translucides sous l'influence de l'humidité, lichen du genre Collema, Leptogi,um. 

• Thalles fruticuleux 

Assez ramifier, n'adhérant à leur support qu'en un point; lichen du genre Ramalina, Evermia. 

• Thalles composites 

Possèdent un thalle primaire foliacé et un thalle secondaire dressé, lichen du genre Cladonia, 

Stereocaulon. 

• Thalles lépreux 

Thalles lépreux, formés de petits granules (0,1 - 0,2 mm) avec surface non lisse (différente de 

celle des granulations des thalles granuleux qui est lisse), lichen du genre Lepraria. 

Figure n°02 : Principaux types des thalles lichéniques. 

(a) Thalle crustacé (Ertz et Duvivier, 2006); (b) Thalle foliacés; (c) Thalle squamuleux; (d) 

Thalle gélatineux (Bricaud, 2010); (e) Thalle fruticuleux; (f) Thalles composites (Vries et Vries, 

2008) ; (g) Thalle lépreux (Bricaud, 2010). 

1.4.2. Structure du thalle lichénique 

La structure du thalle des lichens est, dans l'ensemble, moins variable que la morphologie 

(Ozenda et Clauzade, 1970). 
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Selon Genevès, (1990) et Amirouch et al, (2009) deux grands types structuraux peuvent être 

distingués (Figure n°03). 

1.4.2.1. Structure homéomère 

Une structure Homogène dans toute l'épissure du le thalle. Les gonidies ou cellules de l'algue 

isolées ou format des couronnes sont mélangées aux hyphes du champignon dans toute l'épaisseur 

du thalle. Dans le cas du Collema l'algue est une cyanobactérie (Nostoc). Néanmoins, on peut y 

observer une limite corticale supérieure et une limite inférieure. 

1.4.2.2. Structure hétéromère 

Dans les thalles des lichens hétéromères, le mycélium fongique entoure la couche algale. 

Le thalle est limité par le cortex supérieur et le cortex inférieur. Les gonidies et les hyphes sont 

réparties en couche superposées ou concentriques. 

Couche gonidiale 

Médulle (hyphes) 

Le cortex inferieur peut présenter des filaments destinés à la fixation. Ce sont des rhizoïdes ou 

rhizines. 

Cortr:x supêrieuc -

Gonidies 

Structure homéomère Structure hétéromère 

Figure n°03: Différents structure du thalle (Ozenda et Clauzede, 1970). 

1.5. Reproduction des lichens 

Les lichens se reproduisent selon deux voies: sexuée et végétative (asexuée) (Figure n°04). 

1.5.1. Reproduction asexuée ou reproduction végétative 

La reproduction végétative du lichen peut se faire soit par simple fragmentation du thalle, à la 

suite notamment de contraintes mécaniques (arrachement par le vent, piétinement par des animaux, 
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etc.) (Serusiaux et al, 2004), soit par le jeu d'organes spéciaux, les sorédies ou les isidies (Ozenda, 

2000 ; Durrieu, 1993 ; Boullard, 1988) : 

• Isidies : Ce sont des excroissances coniques du thalle qui se cassent facilement et peuvent 

redonner naissance à un thalle. 

• Soralies: Apparaissent comme des plages pulvérulentes qui crèvent le cortex supérieur. 

Leur étendue est très variable suivant les espèces : depuis de petites taches punctiformes 

jusqu'à recouvrir la surface totale du thalle (Lecanora expallens). Elles doivent leur aspect 

pulvérulent à la production de sorédies. 

• Soredies : Forme de propagations végétative chez de très nombreux lichens. Apparât à la 

surface du thalle, au niveau d'une soralie, un petit glomérule, non cortiqué mais mixte. 

1.5.2. Reproduction sexuée (champignon seul) 

La multiplication des lichens par voie sexuée pose un problème particulier ; seul le mycobionte 

en est capable; il formera les fructifications typiques du champignon libre (Jahns, 1996). Dans ce 

cas il existe multiples organes qui participent à ce mode de reproduction qui sont : les apothécies, 

les périthèces et les lirelles (Nash, 2008 ; Bungartz et al, 2002) : 

• Apothécies : Le disque a formé le corps fruitier d'un lichen qui produit les spores fongiques. 

Les apothécies sont habituellement tout à fait remarquables, bouton-comme des structures 

sur la surface de thalle. 

• 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. 

• Lirelles : Sont des apothécies allongées plus au moins enfoncées dans le thalle appelées 

aussi ascocarpes libérant des spores qui donnent des hyphes. 

Figure n°04: Quelques organes portés par le thalle (organes de reproduction) (Vust et al, 

2015). 
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Le thalle des lichens portant ainsi d'autres organes qui ont un rôle de déterminant dans 

l'identification des lichens tels que (Boullard, 1988; Jahns, 1996; Humbert, 2012): 

• Cils : Organes fms et allongés en forme de fil visibles à l 'œil nu, constitués de plusieurs 

couches de cellules, de couleur différente du thalle, blanc ou noir, généralement à la 

périphérie ou sur la surface du thalle . 

• Rhizines: Elément fixateur du thalle des lichens sur leur substrat .une rhizine est constituée 

par l'association en mèche de plusieurs hyphes fongique. 

• Pseudocyphelles : Sont des pores respiratoires, simples trous dans le cortex. 

1.6. Répartition des lichens 

Les lichens seraient parmi les premiers organismes à avoir colonisé la terre ferme (Vust et al, 

2015). Il est aisé de les observer dans les espaces proches de l'homme : murs, toitures, piquets, fils 

électriques ... etc. Dans la nature, ils colonisent très fréquemment les troncs et les branches des 

arbres, les rochers et les sols de tous types de milieux (landes, pelouses ouvertes, terrains sableux ou 

caillouteux ... ) (Bellenfant et al, 2010). 

Les lichens croissent dans les biotopes les plus divers. Ils manquent seulement dans la mer à des 

profondeurs supérieures à 10 mètres, au centre des grandes villes, où la pollution atmosphérique est 

importante, et sur les tissus animaux vivants (Clauzade et Roux, 1987). Selon la nature de leurs 

substrats on distingue : 

• Les lichens colonisant les troncs et les branches des arbres vivants sont dits corticoles; 

• Les espèces croissant sur les rochers forment le groupe des lichens saxicoles ; 

• Les quelques espèces poussant au sol sont dites terricoles ; les lichens croissant sur les 

mousses sont dits muscicoles et sont ici intégrés dans les terricoles au sens large. 

• Enfm, les espèces croissant sur le bois mort sont appelées lignicoles (Vust et al, 2015). 

1.7. Propriétés des lichens 

L'association lichénique apporte des propriétés structurales et biologiques qu'on ne trouve pas 

chez l'un ou l'autre des partenaires. Selon (Robert et Catesson, 2000 ; Ozenda, 2000 ; Boudreault et 

al, 2013) on peut distinguer les propriétés structurales et biologiques suivantes: 

- La reviviscence: C'est une caractéristique essentielle des lichens qui permet d'expliquer leur mode 

de vie si particulier. 

- Résistance aux températures extrêmes : Une respiration mesurable a été observée chez certains 

espèce à-10 °C; l'assimilation, elle, peut être encore active à-40 °C. 
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- Originalité des voies métaboliques : La biochimie et le métabolisme des lichens semblent 

différer sensiblement de ceux des autres végétaux, au moins dans certains aspects, dont deux seront 

évoqués ici: la synthèse carbonée, et l'élaboration de substances spécifiques dites «acides 

lichéniques ». 

- Les lichens sont des organismes poïkilohydriques, c'est-à-dire qu'ils n'ont pas de mécanisme pour 

réguler leur perte et leur gain en eau. 

1.8. Usages des lichens 

• Usages alimentaires 

Dans l'écosystème, les lichens sont une source de nourriture pour de nombreuses espèces 

(Junior, 2010). Ils ont été employés comme nourriture pour l'homme ou le bétail, mais seulement 

dans les régions très pauvres ou bien en période de disette ou guerre (Ozenda, 2000). 

• Usages médicaux 

Les lichens, comme d'autres mycètes, sont des sources riches des produits chimiques uniques. 

Les lichens peuvent avoir des composés antibiotiques de qui pourraient être employés dans la 

médecine. Les systèmes médicaux traditionnels de partout dans le monde ont employé des lichens 

comme Usnea pour des infections bactériennes. Comme d'autres mycètes, les licens doivent 

protéger leurs tissus contre la croissance bactérienne (Boucher et Millbank, 2010). Le principale 

intérêt des lichens en médecine semble être actuellement la possibilité d'en extrait des antibiotique 

(Ozenda, 2000). 

• Usages industriels 

Il s'agit surtout de matières colorantes. Ce sont ordinairement des substances du groupe des 

depsides (Ozenda, 2000). Les substances lichéniques sont responsables de la coloration des lichens 

et ont des multiples applications en teinturerie et parfumerie (Bellenfant et al, 2010). 

Les huiles essentielles de certaines espèces de lichens sont utilisées pour la fabrication de 

parfums et de savons (Boustie, 2013). 

• Usage en bio-indication 

Les lichens constituent d'excellents bio-indicateurs de contamination de l'atmosphère (Ramade, 

1993). Ils sont très sensibles aux modifications de leur environnement et aux pollutions 

environnementales (Nabors, 2008). 

Les lichens sont un bon exemple d'organismes ayant un grand pouvoir d'accumulation de 

polluants transportés par l'eau de pluie (Lévêque et Mounoulou, 2001 ). 

8 
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1.9. Etude descriptive des espèces étudiées 

a. Présentation de lichen Lobaria pulmonaria (L.) Hoffem 

Le lichen pulmonaire est une espèce épiphyte, photophile qui trouve son optimum en climat 

montagnard humide ou perhumide (Daviau et Jegat, 2011), très sensible aux moindres 

modifications de leur milieu (Bricaud, 2010), son thalle est foliacé, grand-lobé, excédé souvent 20 à 

30 centimètres de diamètre (Nascimbene et al, 2010), fixé par quelques points seulement, de forme 

irrégulier (Figure n°05). Les apothécies sont marginales, en forme de disque de 1 à 4 mm de 

diamètre, de couleur brun rouge (Daviau et Jegat, 2011). 

Selon la littérature, quatre mois sont nécessaires pour un ancrage du lichen sur le tronc et 2 ans Y2 pour 

obtenir un thalle de lmm2
, 4 ans pour les premières soralies (multiplication végétative du lichen) et 20 ans 

pour les premières apothécies (reproduction sexuée du champignon). Jusqu'à la mort de l'arbre (Daviau et 

Jegat, 2011). Il préfère des forêts avec un âge moyen des arbres plus de 100 ans (Jüriado et Liira, 2009). 

Figure n°05: Thalle de Lobaria pulmonaria (L.) Hoffem (Boullard, 2001). 

b. Présentation de lichen Lobaria virens (With.) Laundon 

C'est une espèce qui pousse également radialement à partir des marges de lobes établis 

étroitement attachés à l'écorce, mais il se trouve généralement sur les troncs inférieurs en plus 

d'ombre (Wolseley et James, 2000), leur thalle est foliacé, excédé souvent 3 à 10 mm de largeur et 

30 cm de longueur, de couleur vert clair et un peu brillant lorsqu'il est mouillé, après séchage 

devient vert pâle-gris ou gris-brun, elle a une surface lisse ou ridé (Figure n°06). Cette espèce ne 

contient pas les 

isidies et les sorédies mais elle a des apothécies fréquentes de 1 à 8 mm de 0, leur disque orangé à 

brun-rouge, le bord thallin épais et rigide (Tiévant, 2001 ; Lin, 2013). 

9 -
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Lobaria virens se trouve dans les sites avec une humidité atmosphérique élevée (Wolseley et 

James, 2000). 

Figure n°06: Thalle de Lobaria virens (With.) Laundon (Tiévant, 2001) 

• Utilisation 

Ils ont été appliqué largement dans la médecine folklorique pour le traitement des diverses 

maladies, telles que l'eczéma, des maladies respiratoires, des maladies pulmonaires et de l'arthrite, 

utilisant aussi comme de nourriture et de produits de beauté (Süleyman et al, 2003 ; Atalay, 2011 ). 

Ils ont été principalement employé dans des maux de poumon (par exemple, tuberculose, 

asthme, toux, sang de cracher), mais également pour des affections hépatiques, comme stimulant 

d'appétit, pour la diarrhée, pour l'écoulement menstruel lourd, et à cesser de saigner. Il a été 

habituellement bouilli avec de l'eau ou lait et bu ou transformé en un onguent pour utilisation 

externe (Rankovié, 2015). 

1.10. Position systématique des deux lichens étudiés 

Pour la classification des lichens étudiés nous avons opté pour la nomenclature d'Ozenda et 

Clauzade ; (1970) : 

./ Classification de L .pulmonaria (L.) Hoffm 

Classe : Ascolichens 

Sous classe : Discolichens 

Ordre : Cyclocarpales 

Sous ordre : Cyanophilinées 

Famille : Stictacées 

Genre : Lobaria 

Espèce : Lobaria pulmonaria 
Photo n°07 : Lobaria pulmonaria (L.) Hoffm. 
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~ Classification de L. virens (With.) Laundon 

Classe : Ascolichens 

Sous classe : Discolichens 

Ordre : Cyclocarpale 

Sous ordre : Cyanophilinées 

Famille : Stictacées 

Genre : Lobaria 

Espèce : Lobaria virens 

Photo n°08: Lobaria virens (With.) Laundon. 
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11.1. Métabolisme 

Par définition le metabolisme est l'ensemble des réactions chimiques qui se déroulent dans un 

organisme est appelé métabolisme (Hopkins, 2003). 

Phénomène physiologique qui contrôle le flux de l'énergie et le cycle de la matière chez un 

organisme (Ramade, 2002). Ils se rangent en deux groupes antagonistes: l'anabolisme, ensemble 

des processus d'assimilation, et le catabolisme, ensemble des processus de dégradation des 

m~~lites et d'excrétion des déchets (Ramade, 2008). 

Le métabolisme (du grec: metabolê, changement) est un processus très dynamique. Les 

molécules sont en continuel renouvellement ; la composition d'une cellule à un instant donné est un 

équilibre entre synthèse et dégradation. L'essentiel des synthèses est orienté vers la production de 

molécules qui sont importantes pour la structure et le fonctionnement de la cellule (Hopkins, 2003). 

11.1.1. Métabolites secondaires lichéniques 

Les lichens produisent des centaines de produits secondaires extracellulaires uniques dont 

beaucoup appartiennent à des classes de composés rarement trouvés dans d'autres organismes 

(Culberson et Armaleo, 1992). 

Actuellement le nombre de substances lichéniques identifiées dépasse les 1050 (Boustie, 2013; 

Molnar et Farkas, 2010), dont les plus connus sont l'acide usnique, composés phénoliques, 

anthraquinones, dibenzofuranes, depsides, depsidones, depsones, triterpènes, lactones gamma et de 

l'acide pulvinique (Gayathri et Swamy, 2012; Sati et Joshi, 2011), mais le plus intrigant est l'acide 

usnique, roduit par plusieurs espèces de lichens (Silar et Malagnac, 2013); Parmi/a, Usmea, Sticta. 

Les métabolites synthétisés par les lichens ont été divisés en deux ·groupes: primaire et 

secondaire (Lawrey, 1986; Gayathri et Swamy, 2012): 

Les métabolites primaires sont des produits intracellulaires qui sont directement impliqués dans 

les activités métaboliques des lichens tels que la croissance, le développement et la reproduction. Ils 

comprennent des protéines, des acides aminés, des polyols, des caroténoïdes, des vitamines et des 

polysaccharides, qui sont liées aux parois cellulaires et des protoplastes. Ils sont souvent solubles 

dans l'eau et peuvent être extraits avec de l'eau bouillante. 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). 

La majorité des composés organiques présents dans les lichens sont des métabolites secondaires 

(Rank:ovié et Kosanié, 2015), ils sont connus comme les acides de lichen ou de substances de lichen 

(Shukla et al, 2014). Toutes les substances secondaires dans les lichens sont d'origine fongique 

(Rankovié et Kosanié, 2015; Shukla et al, 2014). Ces substances chimiques de divers lichens 

s'accumulent sur les surfaces externes des hyphes, qui sont faiblement solubles dans l'eau et peuvent 



-
Chapitre li Les métabolites secondaires des lichens et leurs bio-activités 

généralement être isolées à partir des lichens par des solvants organiques (Rankovié et Kosanié, 

2015 ; Sujetoviené, 2015). 

II.1.2. Voies de biosynthèse des métabolites secondaires des lichens 

Les métabolites secondaires de lichen sont dérivés de trois voies chimiques : voie d'acétate­

polymalonate, voie d'acide shikimique et voie d'acide mévalonique (Figure n°09) (Rankovié et 

Kosanié, 2015; Le Pogam et al, 2015). 

• Voie 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 usnique et leurs dérivés 

• Anthraquinones et xanthones biogénétiquement liés 

• Chromones 

• N aphtoquinones 

• Xanthones 

• Voie de l'acide mévalonique comprend: 

•Di-, sester- et triterpènes 

•Stéroïdes 

• Voie de l'acide shikimique comprend: 

• Terphenylquinones 

•Dérivés d'acides pulvinique 
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Figure n°09 : Voies de biosynthèse des métabolites secondaires de lichen (Rankovié et Kosanié, 
2015 ; Le Pogam et al, 2015). 

Les composés de métabolisme secondaires sont classés en 3 grandes classes : 

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

tannins), et les quinones ; 

- Les terpénoïdes et leurs dérivés (Merghem, 2009) ; 

- Les substances azotées (Marouf et Reynaud, 2007). 

a. Composés phénoliques (polyphénols) 

Les composés phénoliques forment un très vaste ensemble de substances qu'il est difficile de 

définir simplement. L'élément structural fondamental qui les caractérise est la présence d'au moins 

un noyau benzénique auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé 

dans une autre fonction: éther, ester, hétéroside (Bruneton, 2009). Au nombre d'environ 

4500, sont des molécules aromatiques, formées en particulier par la voie de l'acide shikimique 

(Meyer et al, 2004). 

Les polyphénols constituent un groupe de substances variées et ubiquistes, En font partie les 

flavonoïdes, les tanins, les dérivés phénylpropanoïdes (Marouf, 2000). 

• Flavonoïdes 

Les flavonoïdes sont également des phénylpropanoïdes (Morot-Gaudry et Prat, 2009). Sont des 

pigments quasiment universels des végétaux, presque toujours hydrosolubles. Ils assurent ainsi la 
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protection des tissus contre les effets nocifs du rayonnement ultraviolet (Bruneton, 1993). Ils sont 

capables de moduler l'activité de certaines enzymes et de modifier le comportement de plusieurs 

systèmes cellulaires, suggérant qu'ils pourraient exercer une multitude d'activités biologique 

(Ghedira, 2005). 

• Tanins 

Composés phénoliques hydrosolubles ayant une masse moléculaire comprise entre 500 et 3000 

qui présentent, à côté des réactions classiques des phénols (Bruneton, 2009 ; Robert et Catesson, 

2000 ; Merghem, 2009), on peut considérer que les tanins sont des formes phénoliques condensées 

capables de se lier aux protéines en solution et de les précipiter (Macheix et al, 2006). 

L'intérêt principal des tannins pour les plantes se trouve avant tout dans leur action protectrice 

(Nultsch, 1998). Ils sont des macromolécules qui se divisent selon leur structure en deux groupes 

principaux : les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006). 

• Lignines 

Les lignines sont des moléçules complexes qui sont accumulées dans les parois végétales 

(rigidité des tiges) avec des polysacharides comme la cellulose et les hémicelluloses ~orot-GaudJY. 

et Prat, 2012). 
\ 

b. Terpènes (terpénoïdes) 

Les terpénoïdes sont des polymères constitués d'unités en Cs (Lüttge et al, 2002), ils existent 

chez toutes les plantes est représentant de loin la plus vaste catégorie de métabolites secondaires 

(Raven et al, 2007). Les terpènes sont les principaux constituants des inclusions huileuses 

rencontrées dans les tissus sécréteurs des plantes (Morot-Gaudry et Prat, 2012). 

• Saponines 

Le mot saponine est dérivé du mot latin sapa. Les saponines ont reçu leur nom du fait qu'elles 

produisent une mousse semblable à celle du savon (Hart et al, 2008), Ils sont des glycosides à poids 

moléculaire élevé (Wink et Van Wyk, 2008), regroupant un ensemble complexe et chimiquement 

très diversifié de molécules triterpèniques ou stéroïdes. Elles se composent d'une fraction aglycone 

hydrophobe (un noyau stéroïdique ou triterpénique) liée à une chaîne mono ou polysaccharidique 

hydrophile (Wallace, 2004). 

c. Substances azotées : 

Les composés azotés se caractérisent par le fait qu'elles contiennent de l'azote et que dans la 

plupart des cas celui-ci entre dans leur structure moléculaire sous la forme d'un acide aminé ou de 

son dérivé décarboxylase (Richter, 1993). 
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11.1.3. Rôle des substances lichéniques 

Les métabolites secondaires ou acides lichénique sont connus pour protéger les lichens contre 

l'augmentation des contraintes environnementales telles que l'exposition à la lumière (Shukla et al, 

2014), certains métabolites tels que les anthraquinones, pourraient agir comme pigments - en faible 

luminosité- de capter l'énergie solaire, ou à l'opposé de protéger l'organisme contre les effets nocifs 

générés par les radiations solaires (Nash, 2008). 

Les métabolites secondaires jouent un rôle de la protection contre les dégâts des animaux ; car 

certains lichens sont fortement toxiques comme Letharia vulpina (Ozenda et Clauzade, 1970) 

11.2. Bioacüvité des métabolites secondaire lichinique 

Les lichens produisent une grande variété de métabolites secondaires et la plupart d'entre eux est 

unique dans la nature (Kosanié et Rankovié, 2015). De nombreuses substances ont été isolées avec 

succès et identifié à partir du thalle naturel, dont les activités biologiques ont été déterminées : 

l'activité antivirale, antitumorale, antibactérienne, antifongique, l'antiherbivore, l'antioxydante et 

l'effet analgésique (Molnâr et Parkas, 2010; Kosanié et Rankovié, 2015; Manojlovic et al, 2010). 

La majorité des lichens contiennent des antibiotiques utilisés contre les attaques parasitaires, un 

certain nombre sont bactériostatiques ou fongistatique (c'est-à-dire qu'ils empêchent la croissance 

des bactéries ou des champignons) (Robert et Catesson, 2000). 

11.2.1. Activité anüoxydante 

Les caractéristiques antioxydantes des matériaux d'origine végétale peuvent être attribuées à leur 

teneur en polyphénols (Lugasi et al, 2003). Certains composés phénoliques de lichen ont une grande 
I 

capacité à piéger~ radicaux libres toxiques produite par la lumière UV (Le Pogam et al, 2015; 

Nash, 2008). 

11.2.1.1. Un anüoxydant 

Les antioxydants sont des composés réducteurs (Malki et al, 2012) qui ont le potentiel de 

capturer les radicaux libres résultants de stress (Ganesan et al, 2015). 

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, ils sont 

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

11.2.1.2 •• Systèmes de défense 

Dans des conditions normales, l'équilibre entre la génération et la diminution du RLO est 

commandé par système de défense antioxydant (Kosanié et Rankovié, 2015). Ces systèmes peuvent 

être enzymatiques ou non enzymatiques. 

a- Systèmes antioxydants enzymatiques 

Un système de défense primaire composé d'enzymes et de substances antioxydantes. 
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• Superoxyde dismutase (SOD) : assurent l'élimination de l'anion superoxyde 0 2 par une 

réaction de dismutation, en le transformant en peroxyde d'hydrogène et en oxygène (Haleng 

et al, 2007) ; 

• Catalase : transforme le peroxyde d'hydrogène (H20 2) en simple molécule d'eau; 

• Glutathion peroxydase (GPx) détruit le peroxyde d'hydrogène et les peroxydes lipidiques. 

• Les molécules piégeurs : le glutathion (GSH), l'acide urique, les protéines à groupement 

thiols, ubiquinone, ... etc (Mika et al, 2004 ; Carip, 2008). 

Un système de défense secondaire composé d'enzymes protéolytiques, des phospholipases, 

des ADN endonuclease et ligase, des macroxyprotéinases (Mika et al, 2004). 

b- Systèmes antioxydants non enzymatiques (naturels) 

Les antioxydants non enzymatiques exogènes bien connus tels que (Beaudux et Durand, 2008) : 

le ~-carotène (provitamine A), l'acide ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que 

les composés phénoliques des extrait des plantes (Popovici et al, 2009), qui sont d'excellents 

piégeurs des RL et de très bons chélateurs des métaux de transition comme le fer et le cuivre 

(Haleng et al, 2007). Leur rôle d'antioxydants naturels suscite de plus en plus d'intérêt pour la 

prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires et cardiovasculaires (Talbi et al, 

2015). 

En effet, la plupart des antioxydants de synthèse ou d'origine naturelle possèdent des groupes 

hydroxyphénoliques dans leurs structures et les propriétés antioxydants sont attribuées en partie, a 

la capacité de ces composés naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles 

(OH•) et superoxydes (02•) (Popovici et al, 2009). 

11.2.1.3. Espèces réactives de l'oxygène et les radicaux libres 

a- Un radical libre (RL): est une espèce chimique (atome ou molécule, neutre ou chargée) 

possédant un électron célibataire (ou électron non apparié) sur sa couche périphérique 

(Moussard, 2007). Selon la définition proposée par halliwell et gutteridge, (1985), 

d' « espèces capables d'existence indépendante, contenant un ou plusieurs électrons non 

appariés», dits électrons célibataires (Bonnefont-Rousselot et al, 2003). 

b- Un radical libre oxygéné (RLO) : Un radical libre oxygéné (RLO) possède un électron 

célibataire sur la couche périphérique d'un atome d'oxygène. Les principaux radicaux libres 

oxygénéssont(Moussard,2007): 

- Le radical superoxyde ( 02 ·-) ; 

- Le radical perhydroxyle (H02•) ; 

. - Le radical hydroxyle (•OH) ; 

- Le radical peroxyle (R02•) ; 
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- Le radical alkoxyle (RO•) ; 

Il.2.1.4.Voie métabolique de l'oxygène et des ERO (espèces réactives de l'oxygène) 

L'oxygène peut subir des étapes successives de réduction conduisant à la formation d'ERO. En 

présence de métaux, de molécules organiques ou d'enzymes (oxydases ou complexes de la chaîne 

respiratoire), il est capable de capter un électron pour donner le radical superoxyde 0 2·-. Ce radical 

est le substrat d'enzymes essentielles, le superoxyde dismutases (SOD) qui le transforment en eau 

oxygénée H202. L'eau oxygénée peut avoir plusieurs destinées (Barouki, 2006). En présence de 

métaux de transition (Fe++, Cu 1. le peroxyde d'hydrogène H20 2 est converti par la réaction de 

Fenton en radical hydroxyl •OH (et ion hydroxyle OH) (Moussard, 2007). Ce dernier est 

extrêmement réactif et va oxyder très rapidement les molécules voisines formant parfois d'autres 

radicaux libres (Barouki, 2006). 

Il.2.1.5. Stress oxydatif 

Le stress oxydatif, appelé aussi stress oxydant (Pincemail et al, 1999). Dans certaines situations, 

la production des RLO augmente fortement, entrainant un stress oxydant que l'on définit comme 

(Moussard, 2007) : un déséquilibre entre la production des radicaux libres et la capacité de défense 

antioxydante (Feriani et al, 2012). 

Le stress oxydatif est une perturbation de l'équilibre entre les oxydants et les antioxydants. Il a 

été défini par Helmut Sies de la manière suivante: ". Le stress oxydatif est un changement dans le 

pro-oxydant / équilibre antioxydant en faveur de la première, qui pourrait conduire à des dommages 

biologiques" Le résultat est des produits de dégâts moléculaires, qui sont des marqueurs de stress 

oxydatif (Packer, 2000). 

• Conséquences du stress oxydant 

Le stress oxydant est impliqué dans de très nombreuses maladies (Favier, 2003) tel-que: 

l'athérosclérose, diabète sucré, maladie inflammatoires, maladie d'Alzheimer ... etc (Delattre et al, 

2003). 

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules 

biologiques (oxydation de l'ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais aussi des lésions 

secondaires dues au caractère cytotoxique et mutagène des métabolites libérés notamment lors de 

l'oxydation des lipides (Barouki, 2006). 

Il.2.2. Activité antibactérienne 

Les métabolites secondaires du lichen sont des substances actives contre les micro-organismes 

pathogènes. Les substances les plus connues de lichen avec une activité antimicrobienne sont : les 

composés phénoliques, les triterpènes, les stéroïdes, les anthraquinones, les depsides, les 

depsidones, \es dapsones et \'acide usnique ; la plupart d'entre eux sont des mécanismes connus 

pour leur action antibiotique (Rankové et Kosanié, 2015 ; Yamamoto et al, 2015). 
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11.2.2.1. Antibiotiques 

Pour les industries pharmaceutiques, la recherche de nouveaux antibiotiques est une 

préoccupation majeure en termes de santé publique. Un antibiotique est une substance chimique 

ayant une activité bactéricide (entraine la mort) ou bactériostatique (empêche la croissance) sur des 

micro-organismes pathogènes, et permettant de traiter des infections. 

Cependant, le développement de souches microbiennes résistantes aux antibiotiques conduit les 

industriels à développer de nouveaux composés (Davies et Davies, 2010). 

11.2.2.2. Mécanismes probables de l'action antimicrobienne des lichens 

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

connus depuis longtemps (Piovano et al, 2002 ; Paudel et al, 2008 ; Micheletti et al, 2009) et encore 

d'évaluer les mécanismes de leurs effets . 

./ 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 (ADN et ARN). 

11.2.2.3. Résistance des bactéries aux antibiotiques 

L'utilisation, souvent abusive, des antibiotiques favorise l'évolution des bactéries vers la 

résistance entraînant fréquemment des échecs thérapeutiques. La résistance bactérienne peut être 

intrinsèque ou acquise. La résistance intrinsèque est spécifique d'espèce ou de genre et définit le 

spectre d'activité de l'antibiotique. La résistance acquise est présentée seulement dans certaines 

souches de l'espèce ou du genre. Elle est le résultat de mutations dans un gène localisé dans le 

chromosome de la bactérie ou dans un plasmide ou celui de l'acquisition d'informations génétiques, 

principalement par conjugaison ou transformation (Courvalin, 2007). 

En outre, la recherche de nouveaux antibiotiques est difficile, et les échecs fréquents. Car trouver 

une molécule active sur certaines espèces bactériennes n'est pas suffisant. Encore faut-il s'assurer 

qu'elle pénètre dans la bactérie, qu'elle sélectionne peu de résistances, qu'elle est peu toxique, etc. 

Autant d'éléments qui font que les découvertes sont rares (Maraninchi, 2012). 
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m.1. Présentation du site d'échantillonnage 

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'El- Aouana, celle de Selma Benziada qui couvre plus de 50 % du 

territoire du Parc National de Taza et celle de Ziama Mansouriah) (Figure n°10) . 
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Figure n°10: Carte de localisation du Parc National de Taza (PNT, 2016). 

• Biodiversité de PNT 

L'inventaire de la flore et de la faune du PNT regroupe une biodiversité remarquable estimée à 

1825 espèces réparties sur les différents écosystèmes terrestres et marins. 

Outre sa diversité floristique (872 espèces), 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 en 26 genres et 18 familles dont la dominance de la famille des 

Parmelliacées 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 (PNT, 2016). 

m.2. Méthodologies 

m.2.1. Récolte et choix des espèces 

Une sortie sur le site a été réalisé en moi de Mars 2016, dans la Forêt de Gerrouche (Figure 

n°11), les prélèvements ont été effectués au niveau de deux stations, sur une altitude de 900 m dont 

~ 
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nous avons récolté plusieurs lichens, deux espèces du genre Lobaria, sont en quantité suffisante, 

pour faire des recherches, faciles à échantillonner ont fait l'objet de notre étude, sans menacer leur 

biodiversité tout en préservant leur biotope. 

Source : Google earth. 

Figure n°11 : Lieu de récolte (forêt de Guerrouche). 

111.2.2. Préparation du matériel végétal (lichens) 

a. Nettoyage, séchage et broyage 

Les lichens récoltes ont été soigneusement nettoyés, débarrassés de tout artefacts (poussières, 

support, mousses .... etc), puis séchés à l'air libre à température ambiante, pendant au moins sept 

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. 

b. Préparation des extraits des thalles lichéniques 

Pour estimer le contenu polyphénolique des espèces étudiées on a utilisé le méthanol comme 

solvant d'extraction afin d'obtenir un bon rendement d'extraction. 

c. Macération 

Le principe consiste à faire imprégner 10 g de poudre de lichens de chaque espèces séparément 

est mis à macérer dans un volume de 1 OO ml du solvant (eau et méthanol), sous agitation 

magnétique pendant 48 h (Yu et Dahlgren ,2005). 

L'extraction par le méthanol a été effectuée selon le protocole décrit dans la Figure (n°12) : 

Pour chaque lichens, l'extraction a été répétée trois ou quatre fois avec renouvellement du solvant 
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jusqu'à épuisement (afin d'extraire un maximum de métabolites) à température ambiante. Les 

extraits obtenu sont ensuite réunis séparément, puis filtrés (en utilisant du papier filtre). 

Les deux extraits methanoliques sont concentrés sous vide au rotavapeur rotatif à une 

température de 58 C0 pour évaporiser le solvant. Les résidus secs obtenus repris séparément par le 

méthanol pour chaque extrait puis conservé ensuite à une température de -18C0 jusqu'à ce qu'ils 

soient utilisés dans les essais. 

Filtration 

[ Nettoyage des thalles ) 

Séchage à l'aire libre 

{T0 ambiante) 

~~age 

10 g de poudre de chaque lichen 

Macération dans le solvant (méthanol) 
à 300 ml 

Agitation pdt 48 h 

Evaporation dans le rota-vapeur à 58 °C 1 

Préparation des 
extraits 

__ l_-------.. 
Conservation de l'extrait brut à une T0 de -18C0 

Figure n°12: Protocole de l'extrait brut (Yu et Dahlgren, 2005). 
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d. Détermination du rendement d'extraction 

Le rendement d'extraction a été calculé selon la formule suivante : 

Où: 

R (%) = Pr / Pi x 100 

R: Rendement d'extraction en(%); 

Pr : Poids des résidus en (g) ; 

Pi : Poids initial de la prise d'essai en (g). 

111.2.3. Etude phytochimique 

ID.2.3.1. Analyse qualitative 

Matériels et méthodes 

La recherche des grands groupes chimiques dans les extraits lichéniques est effectuée par une 

analyse phytochimique qualitative (scrinning phytochimique) sommaire à partir des tests de 

coloration suivant Harbone; (1973), Cavé; (1993) et Békro; (2007). Cette étape préliminaire a 

permis de rechercher les composés tels que les polyphénols, les flavonoïdes, les tanins, saponines. 

Les tests phytochimiques sont basés surtout sur des essais de solubilité, sur des réactions de 

coloration et de précipitation. 

• Test de détection des flavonoïdes 

Ce test consiste à traiter 5ml de l'extrait méthanolique avec lml de HCl concentré et 0,5g de 

tournures de magnésium. La présence des flavonoïdes est mise en évidence si une couleur rose ou 

rouge se développe après 3 minutes (Cavé, 1993). 

• Test de détection des tanins 

La présence des tannins est révélée en ajoutant à lml de l'extrait méthanolique, 2ml d'eau 

distillée et 2 à 3 gouttes de solution de FeCh diluée (1 %). L'apparition d'une coloration bleue-noire 

caractérise la présence des tannins galliques, verte ou bleue-verte celle des tannins cathéchiques. 

• Test de détection des saponines 

Les saponines ont été mises en évidence dans le résidu par le test de mousse, Les résidus sont 

repris dans 5 ml d'eau distillée, puis introduits dans un tube à essai. Le tube à essai est agité 

vigoureusement. La formation d'une mousse (hauteur supérieure à 1 cm) stable, persistant pendant 

1 h indique la présence abondante des saponines. 
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• Test de détection des terpènoides 

Un volume de 2 ml de l'extrait méthanolique est placé dans un erlenmeyer. Après évaporation à 

sec, le résidu (petite quantité) est solubilisé avec 2 ml de chloroforme. Ensuite, on mélange 1 ml de 

la solution chloroformique avec 1 ml d'anhydride acétique en y ajoutant quelques gouttes d'acide 

sulfurique-concentré, on agite et on laisse la solution se reposer. 

Un test positif est révélé par l'apparition d'une coloration violacée fugace virant au vert 

(maximum d'intensité en 30 minutes à 21°C). 

ill.2.3.2. Analyse quantitative 

a. Determination de la teneur des phénols 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). 

• . Principe de la méthode 

En présence de phénols, le mélange d'acide phosphotungestique (H3PW120 40) et 

phosphomolibdique ( H3PM012Ü40) est réduit en oxydes bleus de tungstène (W s023) 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 chaque extrait à une 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 de l'expérience à l'exception de l'extrait lichénique. 

La concentration en phénols totaux de nos extraits est calculée à partir de l'équation de 

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

standard (Annexe 01, Figure 1), la teneur en phénols totaux est donc exprimée comme un 

microgramme d'équivalent d'acide gallique par milligramme de l'extrait brut [ µg (Eq AG)/ mg 

EB]. 

R2 = 0,990 
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b. Détermination de la teneur des flavonoïdes 

La teneur en flavonoïdes de nos extraits a été déterminée par la méthode de trichlorure 

d'aluminium citée par Lamien-Meda et al; ( 2008). 

• Principe de la méthode 

Le dosage des flavonoïdes totaux est basé sur un test colorimétrique 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 quercétine. 

• 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 trichlorure d'aluminium). Les résultats sont exprimés en microgramme 

équivalents de quercétine (Eq Q) /mg extrait brut en utilisant l'équation ci-dessous obtenue à partir 

de la courbe d'étalonnage de la quércetine [µg (Eq Q) /mg EB] (Annexe 01, Figure 2): 

c. 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 la capacité de la vanilline à réagir avec les unités des tanins condensés 

en milieu acide pour produire un complexe col~ré. 

• Mode opératoire 

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

méthanol (4%, m /v) et mélanger à l'aide d'un vortex, ensuite un volume de 750 µl 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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Une courbe d'étalonnage a été réalisée dans les mêmes conditions opératoires en utilisant 

l'acide tannique comme produit standard (Annexe 01, Figure 3). 

La teneur en tanins condensés de nos extraits a été exprimée par microgramme (µg) équivalent 

d'acide tannique par milligramme (mg) de la matière végétale sèche, à partir de l'équation 

suivante: 

R2=0. 998 

ID.2.4. Evaluation de la bioactivité 

ID.2.4.1. Evaluation de l'activité antioxydante 

Pour estimer l'activité antioxydante de nos extraits méthanoliques nous avons effectué deux 

tests dont: le pouvoir de piégeage du radical DPPH
0 

(1,1- Diphenyl-2-picryhydrazyl) et le pouvoir 

réducteur de fer. 

a. Activité antiradicalaire contre le DPPH. 

• Principe de la méthode 

L'activité antiradicalaire de nos extraits est mesurée in vitro par le pouvoir du piégeage du 

DPPH" (2,2-Diphényl-1-picrylhydrazyl) ; un radical libre et stable de couleur violacée, soluble dans 

le méthanol. En présence d'antioxydants ou de piégeurs de radicaux libres (cas des composés 

phénoliques « <l>OH »), le DPPH. se réduit et change de couleur en virant au jaune (Molyneux, 

2004). 

Cette réduction se traduit par un transfert d'un atome d'hydrogène sur l'atome d'azote du 

radical DPPH.: 

DPPH•+ <l>OH-+ DPPHH + <l>O• 

• Dosage 

Selon la méthode décrite par (Dorman et al, 2004): 

2 ml de la solution méthanolique de DPPH. (0,05 mg /ml) ont été ajoutés à lml de la solution 

d'extrait méthanolique testée à différentes concentrations (lmg/ml, 0,5mg/ml, 0,25mg/ml, 

0,125mg/ml), le mélange est vigoureusement agité à l'aide d'un vortex, puis incuber à l'obscurité et 

à température ambiante pendant 30 minutes. 

L'absorbance a été lue à une langueur d'onde de 517 nm. L'acide ascorbique qui est un 

antioxydant standard est utilisé comme un contrôle positif. 

Parallèlement un contrôle négatif est préparé en mélangeant 1 ml de méthanol avec 2ml de la 

solution de DPPH·. 
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• Expression des résultats 

./ Pourcentage d'inhibition 

Matériels et méthodes 

Le pouvoir antiradicalaire est exprimé en pourcentage d'inhibition (1%), calculé selon la 

formule suivante : 

1 o/o= [(Abs contrôle - Abs test) I Abs contrôle] x 100 

Où: 

lo/o : pourcentage d'inhibition; 

Abs contrôle négatif: absorbance du DPPH" (solution de DPPH" +méthanol); 

Abs test: absorbance de l'échantillon ou standard (contrôle positif). 

• Détermination des concentrations inhibitrice 50 (IC50) ou (EC50) 

Ce paramètre permet de calculer la concentration de notre extrait nécessaire pour piéger 50% 

des radicaux DPPH
0

• Il est inversement lié au pouvoir antioxydant (Molyneux, 2004). Plus la valeur 

d'ICSO est basse, plus l'activité antioxydante d'un composé est grand. 

L'ICSO a été calculée graphiquement par la régression linéaire des graphes tracés à partir des 

pourcentages d'inhibition en fonction de la concentration de l'extrait testées et du standard utilisé). 

b. Pouvoir réducteur (réduction de fer« FRAP ») 

• Principe 

Le pouvoir réducteur est déterminé par la méthode FRAP ou ( F erric ion Reducing Antioxidant 

Power), qui repose sur la capacité des extraits testés à réduire le fer ferrique (Fe 3l dans le 

complexe K3Fe(CN)6 en fer ferreux (Fe2l dans un milieu acide, l'absorbance du mélange 

réactionnel est mesurée a une langueur d'onde de 700 nm, en effet, une augmentation de 

l'absorbance correspond à une augmentation du pouvoir réducteur de l'échantillon testé (Oyaizu, 

1986 ; Hubert, 2004). 

• Dosage 

Nous avons utilisé la méthode FRAP pour évaluer l'activité antioxydante de nos extraits, in 

vitro en utilisant le protocole décrit par (Diaz et al, 2011): 

Un volume de 200 µl de l'extrait méthanolique à différentes concentrations [8mg /ml, 4mg /ml 

2mg /ml, lmg /ml, O,Smg /ml, 0,25mg /ml, 0,125mg /ml] est mélangé avec 400 µl du tampon 

phosphate (0,2 M à pH 6,6) et 400 µl de ferricyanure de potassium (K3Fe(CN) 6) [lOg/1, (1 %)]. 

Après incubation du mélange à 50°C pendant 30 minutes, et après refroidissement un volume de 

400 µl de l'acide trichloracétique (TCA) à 10% a été additionné. 
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Le mélange obtenu est ensuite centrifugé à 3000 tour/min pendant environ 10 minutes. Un 

volume de 400 µl de surnageant de chaque solution sont mélangés avec 400 µl de l'eau distillée et 

100 µl de chlorure de fer [Fe Ch à (0,1%)]. 

La lecture de l'absorbance a été effectuée à l'aide d'un spectrophotomètre à une longueur 

d'onde de 700 nm, contre un blanc constitué de tous les réactifs de l'expérience à l'exception de 

l'extrait. Un contrôle positif (acide ascorbique) a été préparé dans les mêmes conditions. 

• Expression des résultats 

Une augmentation de l'absorbance correspond à une augmentation du pouvoir réducteur des 

extraits testés et donc un pouvoir antioxydant élevé. 

111.2.4.2. Evaluation de l'activité antibactérienne 

Pour estimer l'activité antibactérienne de nos extraits nous avons utilisé la méthode de diffusion 

en milieu gélosé appelé aussi antibiogramme, une méthode qui a pour but la détermination de la 

concentration minimale inhibitrice de la croissance bactérienne (CMI). 

• Bactéries testées 

Le test a été effectué sur quatre souches bactériennes de deux groupes différents : Gram-positifs 

représentés par Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus cereus (ATCC 10876), et Gram­

négative présentés par Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeroginosa (ATCC 27853). 

a. Méthode 

Selon (Behera et al, 2005) : 

Après repiquage sur bouillon nutritif des inoculums bactériens ont été transférées dans des tubes 

à essai contenant de l'eau physiologique afin d'avoir des suspensions microbiennes ayant une 

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

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

Mueller Hinton) a été ensemencée à l'aide d'un écouvillon stérile par cette suspension 

microbienne. 

A partir d'une gamme de concentrations d'extrait lichénique [4mg/ml. 2mg/ml, lmg/ml, 

O,Smg/ml, 0,25mg/ml], des disques stériles de papier filtre de 6 mm de diamètre ont été imprégnés 

de 15 µl de chaque concentration, les disques sont disposés à la surface de la gélose ensemencée, 

ensuite les boites sont incubées pendant 18 à 24 heures à 37 °C dans une étuve. 

L'apparition d'une zone transparente autour des disques correspond à l'effet inhibiteur de 

l'extrait testé sur la croissance bactérienne (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. Un antibiotique 

(Ciprotloxacine) est parallèlement utilisé comme contrôle positif. 
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b. Expression des résultats 

L'activité antibactérienne de nos extraits a été évaluée en mesurant les diamètres des zones 

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

)- Analyses statistiques 

Tous les tests ont été répétés trois fois, les valeurs sont exprimées en moyenne± écart-type. Les 

analyses statistiques ont été réalisées à l'aide des logiciels EXCEL 2010 et XLSTAT-RIB 2015. 

Afin de déterminer la signification statistique de l'activité antioxydant, et antibactérienne le test t de 

Student a été utilisé. Les différences ont considérées significative à p :'.S 0 ,05. 

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne± écart-type. 

N S : Pas de différences significatives (p > 0 ,05). 

* : différences significatives (p :::; 0 ,05). 

**:différences hautement significatives (p :'.S 0 ,01). 

*** : différences très hautement significatives (p:::; 0 ,001). 

) 
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Résultats et interprétation 
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IV.1. Rendement d'extraction 

Les extraits méthanoliques obtenus après évaporation à sec sous vide ont été pesés. Le 

rendement de ces extraits a été obtenu en calculant le rapport entre la quantité de l'extrait brut 

1 obtenu et la quantité initiale de la matière végétale sèche de 1 Og. Le rendement des extraits 

méthanoliques des deux lichens est illustré dans le tableau ci-dessous (Tableau n : 

1 
Tableau 1 : Rendement des extraits méthanoliques. 

Echantillons Extrait Poids du Rendement 
Aspect Couleur résidu sec (g) (%) 

L.pulmonaria méthanolique 1.37 13.7 visqueux Marron 

1 
1 L.virens méthanolique 1.19 11.9 visqueux 1 Vert 

1 

On remarque que le rendement d'extraction de l'extrait méthanolique de Lobaria pulmonaria 

est supérieur à celui de Lobaria virens. 

IV.2. Etude phytochimique 

IV.2.1. Analyse qualitative (scrinning phytochimique) 

L'analyse qualitative des extraits méthanoliques obtenus 
nous a permis de mettre en évidence la 

présence de différents groupes métaboliques (Annexe 02). 

Les tests de caractérisation phyt himi , li , 
. oc que, rea ses sur nos extraits, sont donnés dans le tableau 

ci-dessous (Tableau Il). 
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Tableau II : Résultats des tests phytochimiques. 

Tests 

Détection des Test de tournures de 

flavonoïdes magnésium 

Détection des tanins Test de F eCL3 

Détection des 
Test de mousse 

Résultats et interprétation 

Espèces 

L. pulmonaria 

Couleur rouge 
,+t+ 

orange 

' Couleur noire++ 
avec 

précipitation 

Formation d'une 
+++ mousse 

L. virens 

Couleur rose++ 

Couleur verte+++ 
avec précipitation 

mousse saponines 

Détection des 

terpènoïdes 

Formation ~unej 
~~~~~~~~--~~~~~~~.-...-

Test de Laskowski 
Couleur violacée 

fugace virant+++ 
Couleur vert+++ 1 

Test fortement positif+++ Test moyennement positif++ 

Les résultats obtenus à partir de l'analyse qualitative des extraits méthanoliques révèlent à la 

richesse de nos extraits en différents composés phénoliques notamment les flavonoïdes, les tanins, 

les saponines et les terpénoïdes. 

IV.2.2. Analyse quantitative 

Dans le but d'évaluer les teneurs en molécules actives des extraits méthanoliques étudiés, un 

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

IV.2.2.1. Determination de la teneur des phénols totaux 

La teneur en phénol totaux de nos extraits méthanoliques a eté effectuée on utilisant la méthode 

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

nous a permis ainsi de réaliser une courbe d'étalonnage avec R2 = 0,99. 

Les teneures sont exprimés en µg équivalent d'acide gallique par milligramme de l'extrait brut 

[µg Eq AG/mg], représentés dans le tableau ci-dessous (Tableau III) et illustrés graphiquement dans 

la figure n°13 : 
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Tableau ID : Teneurs en phénols totaux, des extrais méthanolique de L. pulmonaria et L. virens. 

Espèces 

L. pulmonaria 

L virens 

74 
C" 
~ 72 
tlll 
-5 70 

= 68 .; = 66 
-: ~ 64 
- b.o g .ê 62 
~ ~ 60 a.< 
5 58 

; 56 
~ 

** 
I 

= 54 ......__ _ __ _ 

~ L.Pulmonaria 

Espèces 

Moy±Ec 

Phénols totaux 

µgEq AG/mgEB 

71.505 ± 0.739 

61.082 ± 0.310 

** 
I Phénols totaux 

L.virens 

Figure n°13: Teneurs en phénols totaux des deux extraits lichéniques. 

A partir de ces resultats on constate la richesse des extraits méthanoliques en phénols totaux, 

cependant la teneur la plus élevée est obseervée chez le lichen Lobaria pulmonaria elle est de 

l'ordre de [71.50 ± 0.739 µg Eq AG/mg EB] par rapport à celle noté pour Lobaria virens [61.08 ± 

0.310 µg Eq AG/mg EB], cela montre une difference hautement significative entre les deux espèces 

étudiées (P = 0.020) (Annexe 3). 

IV.2.2.2. Determination des flavonoïdes 

Le dosage des flavonoïdes a été réalisé selon la méthode de tri-chlorure d'aluminium (AlCh). La 

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

La teneur en flavonoïde de nos extraits est rapportée en µg equivalent de la quercétine (Eq Q) 

par milligramme d'extrait brut de lichen. 

Les résultats figurent dans le tableau (IV) et illustrées graphiquement dans la figure n°14. 
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Résultats et interprétation 

Tableau IV : Teneurs en flavonoïdes, des extrais méthanolique de L. pulmonaria et L. virens. 

Moy±Ec 

Flavonoïdes 
Espèces 

pgEq Q/mgEB 

L. pulmonaria 5.981 ± 0.069 

L virens 4.448 ± 0.080 

7 
O" ** f;i;1 

6 X 
Cl) 
=. -fil 
~ 

5 ** ;g= J: 

~ f;i;1 4 
~ Cl) 

~ a 3 =- Flavonoïdes = O' 
~ 2 .. 
= ~ 

1 = ~ 

E-t 
0 

L.pulmonaria L.virens 

Espèces 

Figure n°14: Teneur en flavonoïdes des deux extraits lichéniques. 

Comme le montre la figure ci-dessus la teneur de l'extrait méthanolique du lichens Lobaria 

pulmonaria en flavonoides [5.98 ± 0.069 µg Eq Q/mg EB], est plus élevée que celle notée par 

Lobaria virens [4.44 ± 0.080 µg Eq Q/mg EB], ces résultats révèlent une difference hautement 

significative (P = 0.02) entre les deux espèces étudiées (Annexe 3). 

IV.2.2.3. Détermination des tanins condensés 

Le contenu des tannins condensés de nos extraits a été determiné par la méthode de vanilline, en 

utilisant l'acide tannique comme standard, estimé à partir de la courbe d'étalonnage avec R2 = 0,99. 

La teneur en tannins condensés est exprimés en µg equivalent d'acide tannique par milligramme 

d'extrait brut de lichen [µg Eq AT/mg EB]. 

Les résultats sont représentés dans le tableau (V) et illustrées graphiquement dans la figure n°15. 
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Tableau V : Teneurs en tannins cond.ensés, des extrais méthanolique de L. pulmonaria et L. virens. 

Espèces 

L. pulmonaria 

L. virens 

~ 2,5 

=--~ 2 
Col 

= ~= 
"Cl r-1 
; _1,5 
Col~ 
171 s =-.... ~ 1 ;< 
.... C' 

~ r-1 0,5 
"" = ~ 

= ~ 0 

*** 

I 

Moy±Ec 

Tannins condensés 

111! Eq AT /m2 EB 

1.886± 0.146 

0.529 ± 0.045 
1 

Tanins condensés 

*** 
I 

L.pulmonaria L.virens 

Espèces 

Figure n°15 : Teneur en tanins condensés de l'extrait brut des deux lichens étudiées. 

D'après ces resultats on remarque que la teneure en tanins condensé de l'extrait méthanolique de 

Lobaria pulmonaria [1.88± 0.146µg Eq AT/mg EB]est plus elevée à celle emegistrée pour Lobaria 

virens [0.52 ± 0.045µg Eq AT/mg EB]. La teneure en tanins condensés revèle une difference très 

hautement significative entre les deux espèces (P = 0.002) (Annexe 3). 

IV.3. Evaluation de la bioactivité 

IV.3.1. Evaluation de l'activité antio:xydante 

a. Activité antiradicalaire contre le DPPH. 

Le test de DPPH. est choisie poo/ évaIUèt l'activité antioxydant de l'extrait méthanolique de nos 

lichens en raison de sa simplicité, sa rapidité ainsi que son efficacité. 

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

différentes concentrations de nos extraits méthanoliques étudiés. L'acide ascorbique utilisé comme 

antioxydant de référence (Tableau V). Les résultats obtenus sont illustré sous forme des 

histogrammes dans la figure n°16. 
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Tableau VI: Pourcentage d'inhibition de l'activité anti radicalaire des deux extraits. 

Concentrations 

0.125 mg/ml 
f----

0.25 mg/ml 
-

0.5 mg/ml 

1 mg/ml 

100 - 90 ~ 0 - 80 = = :c 70 .... 
.C! .... 60 -= = .... 50 ~ 
~ 40 bil 
Cil .... 

30 = ~ 
CJ 20 ... 
= = 10 i::i.. 

0 

1 Ofo~ d'inhibition 
1 

L. pulmonaria L. virens 

45.20 ± 0.002 39.74 ± 0.009 

54.93 ± 0.003 43.81 ± 0.025 

61.86 ± 0.002 54.08 ± 0.017 

1 
75.06 ± 0.006 68.24 ± 0.078 

0,125 0,25 0,5 1 

Concentration en mg/ml 

Acide ascorbique 

48.08 ± 0.123 

57 .69 ± 0.007 

65.31 ± 0.004 

86.73 ± 0.002 

• L.virens 

• L.pulmonaria 

Acide ascorbique 

Figure n°16: Pourcentages d'inhibition de l'activité antiradicalaire des extraits méthanoliques et 
de l'acide ascorbique. 

La figure ci-dessus montr que les deux extraits méthanoliques présentent une capacité à piéger le 

radicale DPPH
0

• Le pourcentage d'hinibitions est diffèrent d'une concentration à une autre. 

A partir des resultas enregisteé nous constatons que les taux d'hinibitions de Lobaria 

pulmonaria et Lobaria virens sont inférieures à ceux enregistrés par l'acide ascorbique, pour toutes 

les concentrations, où nous avons noté le pouvoir d'hinibition maximal (% = 86.73) pour l'acide 

ascorbique, (% = 75.06) pour Lobaria pulmonaria et (% = 68.24) pour Lobaria virens à la 

concentration 1 mg/ml. 

On remarque que les % d'inhibition de Lobaria pulmonaria sont les plus élevée (Figure n° 16). 
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L'analyse statistique montre une correlation significative entre le taux d'hinibitions et la 

concentration de l'extrait méthanolique des deux lichens étudiés, Lobaria pulmonaria et Lobaria 

virens a cel du standard avec respectivement R2 = 0.95, R2 = 0.98, R2 = 0.98. Une variation 

hautement significative à été enregistrée entre les deux espèce étudiée a toute concentration avec 

(P= 0.01) -

Selon les résultats obtenus on constate que le pourcentage d'inhibition est proportionnel à 

l'augmentation de la concentration de l'extrait car l'augmentation de pourcentage d'inhibitions est 

indicatrice d'une bonne activité anti-radicalaire (Subramanion, et al 2011). On constate que 

Lobaria pulmonaria présente l'activité anti-radicalaire la plus élevée. 

~ Calcul d'IC50 

Afin de comparer du pouvoir anti-radicalaire nous avons calculé l'IC50 qui s'exprime la quantité 

d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50%, qui est déterminé 

graphiquement par la régression linéaire établie entre les pourcentages d'inhibition et les différentes 

concentrations (Annexe 03), elle est exprimée en mg/ml; cependant plus la valeur de IC50 est 

petite, plus le pouvoir antioxydant de l'extrait testé est grand (Pokomy et al, 2001). 

Les valeurs des IC50 trouvées pour tous les extraits testés sont représentées dans la figure n°17. 

0,45 

0,4 

0,35 

0,3 

ë 0,25 
"'Si> a 0,2 

= 0,15 
Il) 

~ 0,1 

0,05 

0 
l. V 

0,41 

L. p AC as 

0,17 0,12 

Figure n°17 : Valeurs d'IC50 de nos extraits méthénoliques. 

Ces résultats confirment que l'extrait méthanolique de Lobaria pulmonaria nécessite la plus 

faible concentration pour piéger 50% du radical DPPH• (IC50 = 0.17) mg/ml, tandis que la 

concentration de l'acide ascorbique inhibitrice est seulement 0,12 mg/ml. 
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b. l'ou-voir réducteur (réduction de fer « FRAP ») 

Pour évaluer la capacité réductrice de fer de nos extraits nous avons utilisé la méthode de 

FRAP, une analyse simple, rapide et reproductible, La réaction pour réduire le fer ferrique (Fe 3l 
dans le complexe K3Fe(CN)6 en fer ferreux (Fe2l peut être mesurée par l'intensité de la solution 

bleue vert qui en résulte, cependant la puissance de réduction est un des mécanismes antioxydants 

(Karagozler et al., 2008). 

Le pouvoir réducteur des deux extraits des lichens étudiés est testé à des concentrations allant de 

0,125 mg/ml à 8 mg/ml. Les valeurs des absorbances obtenues dans le tableau (VI) sont illustrées 

dans la figure (n°18) pour les deux espèces étudiées ainsi que pour l'acide ascorbique utilisé comme 

contrôle positif. 

La figure (n°18) montre que le pouvoir réducteur de l'extrait de Lobaria pulmonaria est plus 

important que celui de Lobaria virens, et que le pouvoir réducteur de l'acide ascorbique est plus 

important que celui de Lobaria pulmonaria et Lobaria virens entre la concentration (0.25 mg/ml et 

2 mg/ml). A partir de la concentration 2mg/ml le pouvoir réducteur de Lobaria pulmonaria est plus 

important que celui de l'acide ascorbique et Lobaria virens. 

Tableau VII: Variations des absorbances des deux extraits étudiés et du standard. 

Moy (ABS 700 nm) ± Ec 

Conc entrations l L pulmonaria L. virens Acide ascorbique 

0.2 5 mg/ml 0.26± 0.009 0.07 ± 0.033 0.44± 0.045 

0.5 mg/ml 0.38 ± 0.036 1 0.24 ± 0.014 0.52 ± 0.012 

1 mg/ml 0.78 ± 0.007 0.32 ± 0.033 1.27 ± 0.312 

-
2 mg/ml 1.63 ± 0.100 0.63 ± 0.045 1.44 ± 0.007 

-
4 mg/ml 2.28 ± 0.021 1.01±0.035 1.56 ± 0.141 

mg/ml 2.49± 0.095 1.49 ± 0.084 1.76 ± 0.622 
f 
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~ 2,5 

= 
~ 2 
•CIS 

8 1,5 

= CIS 

'f 1 
= "-' 

~ 0,5 

0 

Pouvoir réducteur 

0,25 0,5 1 2 4 8 

Concentration en mg/ml 

Résultats et interprétation 

-.-L.Virens 

-9-L.pulmonaria 

...... Acide ascorbique 

Figure n°18 : Pouvoir réducteur des extraits méthanoliques des deux lichens. 

Ces résultats montrent que l'extrait méthanolique de Lobaria pu/monaria a présenté une activité 

la plus grande pour réduire le fer par rapport à celles exercées par Lobaria virens et l' ascorbique, 

reflétée par les absorbances obtenues à différentes concentrations, dont nous avons enregistrés 

l'absorbance maximale (Abs = 2.49 nm à la concentration 8 mg/ml). 

En comparon avec l'acide ascorbique, l'extrait métanolique de Lobaria pu/monaria est le plus 

actif a partir de la concentration 2mg/ml. 

L'analyse statistique montre une correlation significative entre l'absorbance et la concentration 

de chac'un des extraits testés des deux lichens, Lobaria pulmonaria, Lobaria virens et du standard 

avec respectivement R2 = 0.80, R2 = 0.95, R2 = 0.68. Une variation hautement significative à été 

enregistrée entre les deux espèce étudiée a toute concentration avec (P= 0.001). 

Les résultats indiquent que la capacité de réduction de fer est proportionnelle à l'augmentation 

de la concentration de nos extraits, cependant l'augmentation de l' absorbance est indicatrice d'un 

pouvoir réducteur élevé ÇKosanié et Rankovié, 201J). 

IV .3.2. Evaluation de l'activité antibactérienne 

Le potentiel antimicrobien de nos extraits lichéniques a été évalué en utilisant quatre souches 

bactériennes de différentes structures cellulaires Staphylococcus aureus, Bacillus cereus à Gram­

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

sont présentés dans le tableau ci -dessous (Tableau VIII). 
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Tableau VIII: Effet de méthanol et l'antibiotique. 

Souches bactériennes 
Méthanol Antibiotique 0 ,5 

(Control négatit) mg/ml 
- -S. aureus 14,5=f() ,707 ---

B. cereus 13,5=f() ,707 -

P. aeruginosa 1 - 11,5:#2 ,12 
1 

E. coli 12,25#,06 -
- : Pas d'inhibition 

Le tableau ci-dessus montre que le méthanol n'a aucun effet inhibiteur sur les souches 
bactériennes testées. Par contre l'antibiotique possède une zone d'inhibition important. 

Tableau IX: Diamètre des zones d'inhibition en mm obtenu par les extraits méthanoliques de 

Lobaria pulmonaria et Lobaria virens. 

Co tration 
g/ml 

Souches 

Lobaria pulmonaria 

0,25 0,5 1 
g/ml g/ml g/ml 

1 

2 
g/ml 

4 
g/ml 

1 

0,25 0,5 
g/ml g/ml 

Lobaria virens 

1 2 g/ml 
g/ml 

1 

4 
g/ml 

S. aureus - - 7=f() 1 8,5=f(),7 9,5=f(),707 - - 7=f() : 8=f() 8,5=f(),707 1 

1 1 07 
1 

__ ____.. 

' B. cereus 8=f(),707 9,5=f(),707 7,5=f() 8,5;f0,707 - - - - - -

P. - - - - - - - - - -
aeruginosa 

E. coli - - - - 1 - - - - 1 - -
1 

1 
1 

1 1 1 

Les extraits testés n'ont présenté aucun effet inhibiteur contre les souches testés pour les 

concentrations 0.25 mg/ml et 0.5 mg/ml. A partir de la concentration lmg/ml on a enregistré des 

zones d'inhibitions avec un diamètre maximal (9,5 mm à la concentration 4mg/ml) enregistré pour 

l'extrait métanolique du lichen pulmonaire (Lobaria pulmonaria) contre seulement deux souches 

Staphylococcus aureus et Bacillus cereus par rapport à celles obtenus par l'antibiotique qui a 

montré un effet inhibiteur contre toutes les souches testés avec un diamètre maximal (14,5mm) 

(Annexe4). 
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Discussion des résultats 

Les extraits naturels des lichens contiennent une variété de composés phénoliques 

auxquels sont attribuées diverses activités biologiques (Esteban, 2012). 

A partir des résultats obtenus nous constatons la richesse des extrait testés en composés 

phénoliques, no~ent les phénols totaux et les flavonoides, il a été démontré que l'extrait 

méthanolique de Lobaria pulmonaria a présenté significativement (P = 0.020) la teneur la 

plus élevée en phénols totaux et en flavonoïdes. 

~ 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 collaboré dans diverses activités, notamment les activités antioxydantes et 

antibactériennes. 

Il est important de noter que la méthode utilisée dans l'extraction notamment le choix du 

solvant ainsi que les conditions dans lesquelles l'extraction est effectuée (à chaud ou à froid), 

affectent grandement le contenu total en phénols et en flavonoïdes, et par conséquent les bio­

activités médiées par ces métabolites (Béhéra et al, 2005), les facteurs extrinsèques (facteurs 

géographiques et climatiques), les facteurs génétiques, ont également une forte influence sur 

le contenu en composés phénoliques des plantes. 

Nos résultats indiquent que les extraits des lichens testés sont capables de piéger les 

radicaux libres du DPPH•, et de réduire les oxydants tel que le fer. 

L'extrait méthanolique du lichen, Lobaria pulmonaria a exercé le pouvoir le plus élevé 

contre le radical libre DPPH•, ces résultats confirment que l'extrait méthanolique de Lobaria 

pulmonaria à une bonne activité par rapport à celle exercée par l'extrait de, Lobaria virens car 

il nécessite la plus faible concentration IC50 = 0 .17 mg/ml pour piéger 50% de ce radical, cela 

est probablement lié à sa forte teneur en polyphénols. 

~ La capacité de réduction d'un composé est un indicateur significatif de son activité 

antioxydante (Sharma et al, 2012) la réduction de l'ion ferrique (Fe3 l en ion ferreux (F~2"1 

est mesurée par la force de la couleur vert-bleu de la solution qui absorbe à 700 nm, ... 

cependant l'absorbance de l'extrait est proportionnelle à sa puissance réductrice cela confirme 

les résultats obtenus, les extraits testés ont un important pouvoir réducteur de fer, nos extraits 

ont montrés un pouvoir réducteur qui varie en fonction de concentration. 

Cela est probablement dû à la présence des groupements hydroxyle dans les composés 

phénoliques qui peuvent servir comme donneurs d'électron qui peuvent réagir avec les 

radicaux libres pour les transformer en des produits plus stables (Sasikumar et al, 2010). ~ 
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Discussion des résultats 

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

est un indicateur significatif de leurs activités antioxydantes, cette activité est toujours corrélé avec 

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

Selon les résultats obtenus on constate que l'extrait méthanolique de Lobaria pulmonara est 

plus actif, cela peut être lié à sa forte teneur en polyphénols. 

L'étude réalisée par Karakus et al, (2009), montre que l'extrait méthanolique de Lobaria 

pulmonaria est d'une meilleure activité antioxydante, une autre étude réalisée par Odabasoglu et al, 

(2004) déterminent est la corrélation positive entre la puissance réductrice de l'extrait 

méthanolique de Lobaria pulmonaria et sa forte teneur en polyphénols ce qui signifie que les 

phénols sont de bon antioxydants. 

Cela est en accord avec la littérature, où nous pouvons trouver un certain nombre de rapport pour 

l'activité antioxydante des extraits à forte teneur en composés phénoliques (Behera et al, 2009). 

Dans la plupart des lichens, des phénols, y compris depsides, depsidones et dibenzofuranes, sont des 

antioxydants importants en raison de leur capacité à piéger les radicaux libres (Kosanic' et al, 2012). 

Les extraits méthanolique de Lobaria pulmonaria et L. virens ont une activité inhibitrice 

modérée contre les microorganismes testés. L'activité antimicrobienne varie en fonction de l'espèce 

et du solvant utilisé dans l'extraction (Rancovié, 2015). 

Les bactéries de l'espèce Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa avait la plus grande 

résistance, les bactéries les plus sensibles sont Staphylococcus aureus et Bacillus cereus. 

Une étude récente réalisée par Shrestha, (2015), a montré que l'extrait de Lobaria pulmonaria 

testé n'avait aucun effet sur la souche bactérienne d 'Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa. 

D'une manière générale, les bactéries à Gram négatif étaient plus résistantes que les bactéries 

Gram positif, cette différence de sensibilité peut être attribué à des différences morphologiques 

entre ces micro-organismes, surtout à des différences de perméabilité de la paroi cellulaire, sachant 

que la structure cellulaire des bactérie à Gram-positif est constituée de peptidoglucanes et d'acide 

téichoïques tandis que celle des bactéries à Gram-négatif est faite de peptidoglucanes, 

lipopolysaccharides et lipoprotéines (Kosanié et al, 2012). 

A partir de ces résultats nous peuvent constater que les lichens sont une source des polyphénols, 

naturellement bioactifs. 
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Conclusion 

~ ~é:~t. trava{( ~*inscrit dans le cadre d'une étude phytochimique visant à la valorisation des 

métabolites secondaires bioactive issus des lichens. 

Les résultats ont montré que l'extrait méthanolique des deux espèces étudiées Lobaria 

pulmonaria et Lobaria virens sont riches en phénols totaux cela bien confirmé par des analyse 

qualitative et quantitative, en effectuant le dosage chlorométrique de Folin-ciocalteu qui nous a 

révélé que la forte concentration de ces molécules est notée pour l'espèce Lobaria pulmonaria 

[71,50 µg Eq AG/mg EB] par contre elle est moins pour Lobaria virens [61 ,08 µg Eq AG/mg EB]. 

L' étude de l'activité antioxydante des extraits testés en comparaison avec de témoin l'acide 

ascorbique, confirme leur puissance antioxydante. 

La capacité antioxydante de Lobaria pulmonaria pour le test de piégeage du radical libre DPPH 

est plus importante que celle exercée par Lobaria virens est cela bien confirmé par la détermination 

de l'IC50, la concentration qui inhibe 50% du radical libre DPPH. 

Le calcul de l'IC50 mètre en évidence le fort potentiel antioxydant de l'extrait lichénique de 

Lobaria pulmonaria (0, 17 mg/ml) par rapport à celui de Lobaria virens (0,41 mg/ml). 

Il faut noter que ces deux extraits ont montrés un bon pouvoir réducteur de fer est cela traduit 

par les valeurs des absorbance obtenues dont les plus élevés sont enregistrées chez Lobaria 

pulmonaria (2.49 mg/ml). 

L'activité antimicrobienne a été déterminée sur quatre souches bactériennes, selon la méthode de 

diffusion sur disque, les résultats ont montrés une faible activité antimicrobienne des extraits testés 

traduit par les faibles diamètres des zones d'inhibition observés par rapport à ceux exercés par 

l'antibiotique (Ciprofloxacine) sur les souches testées à Gram-positif (Staphylococcus aureus et 

Bacillus cereus), tandis que les souches (Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa) à Gram­

négatif manifestaient une résistance remarquable. 

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

bioactives qui jouent un rôle important dans la nature . 

./ Perspecâve de recherche 

En perspectives de recherche il est très important de séparer, d'identifier et même d'isoler ces 

substances bioactive, qui peuvent répondre aux différents problèmes de la santé humaine. 

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 01 : Courbes d'étalonnages. 
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Figure 1 : Courbe d'étalonnage d'acide gallique. 
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Figure 2 : Courbe d'étalonnage de la quércetine. 
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Figure 3: Courbe d'étalonnage d'acide tannique. 

Annexe 02: Résultats des tests phytochimiques. 
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Figure 4: Test de détection des flavonoïdes. Figure 5: Test de détection des tanins. 
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Figure 6: Test de détection des saponines. 

Annexe 03 : Analyse statistique. 
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(1) (2) 

Figure 7: Test de détection des terpènoïdes. 

(1) L. pulmonaria 

(2) L. viren 

a. avant le test 

b. après le test 

1-Analyse de la variance entre L. pulmonaria et L. virens. 

~ Teneur en phénols totaux 

Différence -10,610 

t {Valeur observée) -6,936 

ltl (Valeur critique) 4,303 

DOL 2 

p-value (bilatérale) 0,020 

alpha 0,05 

~ Teneur en flavonoïdes 

Différence 1,535 

t {Valeur observée) 12,522 

ltl {Valeur critique) 2,776 

DOL 4 

p-value (bilatérale) 0,02 

alpha 0,05 
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~ Teneur en tannins condensés 

Différence -1,357 

t (Valeur observée) -7,673 

ltl (Valeur critique) 2,776 

DDL 4 

p-value (bilatérale) 0,002 

alpha 0,05 

II- Régressions linéaires 

Lobaria pulmonaria 
y= 31,7335652173913x+44,3873913043478 

Régression de % par C (R2=0,957) 
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Figure 8: Pourcentage d'inhibition du DPPH en fonction des concentrations de l'éxtrait 

méthanolique de Lobaria pulmonaria. 
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Lobaria virens 
y= 32,7700869565217x+36,2865217391305 

Régression de % par C (RZ::0,988) 
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Figure 9: Pourcentage d'inhibition du DPPH en fonction des concentrations de l'éxtrait 
méthanolique de Lobaria virens. 

Acide ascorbique 
y= 42,2267826086957x+44,6586956521739 

Régression de % par C (RZ::0,988) 
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Figure 10: Pourcentage d'inhibition du DPPH en fonction des concentrations de l'acide 

ascorbique. 
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Annexe 04 : Résultats de l'activité antibactérienne. 

L' éxtrait de L. pulmonaria contre les bactéries Gram-positif. 

L'éxtrait de L. pulmonaria contre les bactéries Gram-négatif. 

L' éxtrait de L. virens contre les bactéries Gram-positif. 

L'éxtrait de L. virens contre les bactéries Gram-négatif. 
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Thème 
Contribution à l'étude des métabolites seconètaires et évaluation de l'activité antibactérienne et 

antioxydante des extraits de deux lichens du genre Lobaria : L. pulmonaria (L.) Hoffem et L. virens 
(With.) Laundon. 

Résumé 

Notre étude est basé sur la recherche et la valorisation des substances naturelles bioactives issues des 

lichens, son objectif est d'évaluer in vitro l'activité antioxydante et antibactérienne de l'extrait 

méthanolique de deux lichens du genre Lobaria (L. pu/monaria et L. virens). après une extraction et 

une quantification des composés phénoliques. 

L'évaluation de l'activité antioxydante des extraits est effectuée par deux méthodes différentes : 

Test au DPPH•, et la méthode de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power). La méthode de 

diffusion sur disque a été utilisée pour évaluer l'activité antibactérienne. Les résultats obtenus 

montrent la bioactivité des extraits testés. 

Mots clés : Lichens, extrait méthanolique, composés phénoliques, activité antioxydante, activité 
antibactérienne. 

Abstract: 

Our study's basis is the research and valorisation ofbioactive natural substances outcome of lichens. 

The object is evaluating in vitro the antioxidant and antibacterial activity of the methanol extract of 

two lichens Lobaria (L. pulmonaria et L. virens) after extracting and quantifying the phenolic 

compounds. The evaluation of the antioxidant activity of the extracts is been carried out using two 

different methods: DPPH test, and FRAP method (Ferric Reducing Antioxidant Power). Diffusion dise 

method is been used in order to evaluate antibacterial activity. The results obtained finally show the 

bioactivity of tested extracts. 

Key words : Lichens, Methanol extracts, Phenolic compounds, Antioxidant activity, Antibacterial 

activity. 
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