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Introduction

Introduction

L’homme depuis I’antiquité exploite les ressources naturelles dans le traitement des
maladies, comme les espéces végétales. La civilisation humaine dés la fin du 20°™ siécle, a
orientée les efforts de la recherche médicale et I’industrie pharmaceutique, vers I’exploitation
des ressources naturelles, pour des médicaments efficaces et sans effets secondaire. Cela a
poussé les monopoles mondiaux de I’industrie pharmaceutique, a utilisé les especes végétales
comme matiere premiere alternative a ceux d’origine ordinaire ( Defraigne et Pincemail,

2008).

Parmi ces especes utilisées dans I’industrie pharmaceutiques, les lichens qui ont un effet
thérapeutique sur différentes maladies (Boullared ,1997) .Alors apres le développement du
domaine meédicinal, il a ¢été découvert que ces végétaux inférieurs, ont un pouvoir
thérapeutique grace aux substances nommeées les métabolites secondaires. Ces métabolites
licheniques comme ceux des végétaux supérieurs, prouvent leur pouvoir antibactérien et
antioxydant (Lagarde ,2017).

Les métabolites secondaires produits par les lichens, ont plusieurs missions tel que : la
protection en réponse a un stimulus externe intensité lumineuse, prédation, pathogene,
conditions climatiques, etc., mais ils peuvent aussi représenter des antioxydants naturels, qui
sontconseillésparles spécialistes de la médecine, comme traitement préventive contre les

maladies provoquées par I’oxydation (Claudia, 2016).

Alors que, les lichens ont été le sujet des nombreuses études dans le domaine du
phytopharmaceutique, a travers le monde, mais en Algérie peu d’études ont été réalisées dans
ce volet, a part des ¢tudes comme (Serradj et al, 2014 ; Agroum et Koucha, 2016),sur
I’activité antioxydante et antibactérienne. Or, ces études semblent insuffisantes par rapport a
la richesse de la flore lichenique de notre pays. Donc, et dans ce contexte notre travail a pour
objectif de contribuer dans ce domaine, par 1’étude de I’activité¢ antioxydant des especes
licheniques de notre région, dont les deux especes 1’objet de ce travail sont les plus

abondantes dans nos foréts. Alors notre étude a été scindée en trois parties :

- Premiére partie : une synthése bibliographique ;
- Deuxi¢éme partie : matériel et méthodes ;

- Troisiéme partie : résultats et discussion.

)
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Syntheése Bibliographique

1. Les lichens

La premiere mention du terme " lichen ” apparait au 4¢me sie¢cle avant JC pour désigner les
hépatiques (Théophraste). En 1798 a 1814 ,le suédois Acharius différencie les lichens des
autres cryptogames par leur morphologie. Alors que, la véritable nature symbiotique du
lichen, est décrite pour la premiére fois par Schwendener et De Barry en1867.(Clother ,2008)
(Slimani et a/,2013) (Ait hammou,2015).

Donc, le lichen est une association symbiotique entredeux étres vivants un champignon
hétérotropheet une algue verte ou une cyanobactérie(Clauzade et Rondon,2014). Dans cette
association, les deux partenaires trouvent un bénéfice réciproque avec un réle bien défini pour
chacun. Alors, le champignon est responsable de la structure et la protection physique de
I’ensemble (protection contre les pertes d’eau trop brutales, contre les rayonnements solaires
trop intenses, contre les animaux, etc.), ainsi que la fourniture des sels minéraux, de I’eau et
les antibiotiques nécessaires a leur bon développement, et assure la reproduction sexuée par la
production de spores, et I’algue apporte la matiere organique, en synthétisant entre autres des
glucides par photosynthése(Clauzade et Roux,1987) ( Dieu, 2015).
Par rapport aux plantes supérieures, la structure des lichens est spécifique, et ils ne possedent™
ni racine, ni tige, ni feuille, mais un appareil végétatif rudimentaire : le thalle.
2. Différents types de thalles lichéniques

Le thalle est caractérisé par une diversité remarquable de forme et de couleur (Slimani et
al,2013). On distingue généralement 7 types de thalles:

e Les thalles crustacés sont les plus communs (90 %), ils forment une crolte qui

adhére fortement au substrata tel point que seule la pointe d'un couteau peut permettre

son détachement (MASSON , 2014).

Figuire 01: Lecanora rupicola(MASSON , 2014).
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*Les thalles foliacés :Se présentent sous forme de lames ou de feuilles, plus ou moins

lobées ou découpées, se détachant facilement du substrat (Dieu, 2015).

Figuire02: Xanthoria parietina (Boumakhleb, 2016).
e Les thalles fruticuleux: Présentent des formes barbues ou en laniére, et adhérant au

substrat par une surface réduite (Clauzade et Roux,1987).

Figuire 03: Usnea filipendula(MASSON, 2014).

e Les thalles gélatineux Sont noirs et cassants a 1’état sec, ont une consistance

gélatineuse a 1’état humide (figure 04)(Parrot,2014).
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Figuire 04: Collema undulatum a Laurer ex Flot.(Parrot,2014).

thalles squamuleux, ils sont constitués de petites écailles plus ou moins serrées les

unes contre les et autres (Clauzade Roux,1987).

Figuire 05: Normandina pulchella(Borrer) Nyl.b. (Parrot,2014)

thalles lépreux Ressemblent a de la poudre se détachant facilement du substrat

(Parrot,2014)(MASSON , 2014).
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Figuire06:Lepraria incana(Masson, 2014).
e thalles composites, ils sont constitués d'un thalle primaire et un thalle secondaire
dressé:
a) - Thalle primaire, crustac¢, squamuleux ou plus rarement foliacé, plus ou
moins étalé sur le substrat.
b) - Thalle secondaire, fruticuleux, formé d'éléments se développant plusou

moins perpendiculairement au substrat (Clauzade et Roux,1987).

Figuire07:Cladonia cristatella (MASSON , 2014).

3. L’intérét des lichens:

Les lichens ont été utilisés depuis 1’Antiquité comme plantes médicinales et pour de
multiples autres usages alimentaires ou artisanaux et parmi ces usages, on cite :

+ Usages alimentaires : certains lichens constituent un fourrage pour des animaux

comme par exemple, les rennes de Laponie. D’autres peuvent également utiliser dans

la cuisson comme la Pseudevernia furfuracea en Algérie (Echiba)(Benkhalifa et
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al.,2013), e tdans certaines régions, ils sont consommés comme aliment pour I’homme
(Japon, Canada).

#+ Usages médicaux :Certains lichens sont utilisés en médecine traditionnelle. Les
lichens du genre Usnea sont largement utilisés pour traiter la toux, la diarrhée et les
douleurs abdominales. Alors que le potentiel antibiotique des lichens, a permis leur
usage dans I’industrie pharmaceutique, comme la fabrication de sirops et de pastilles

(Ismed, 2012).

#+ Usages industriels :Les lichens sont connus pour la fabrication de teintures, ou
quelques especes fournissent des teintures de haute qualité. Ainsi que, d’autres
especes des lichens sont utilisées dans la fabrication des produits cosmétiques(parfums
et de savons)(Cardon et Du Chatenay, 1990)(Sen-Salerno et Blakeway, 1987).

4+ Usage en bio-indication depuis le XIX“™ siécle des observatoires indépendants de la
pollution a traversI’Europe (Angleterre, Allemagne et en France) révélent que,la
disparition des lichens dans les principaux centre urbains a constitué un indicateur de

la progression de la pollution (Bouziane, 2006)(Signoret, 2002).

4. Xanthoria parietina

1. Description

Xanthoria parietina est un lichen foliacé, de couleur orange vif et de forme vaguement
circulaire avec des marges lobées, et elle est nitrophile et plus-au-moins

poléotolérante(Boullared,1997).

Figure 08:Xanthoria parietina(Boumakhleb, 2016).



https://www.aquaportail.com/definition-1168-lichen.html
https://www.aquaportail.com/definition-1925-foliace.html
https://www.aquaportail.com/definition-2011-lobe.html
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La distribution de ce lichen est quasi mondiale : on la trouve dans le nord-ouest de I'Europe,

en Afrique, en Asie, en Australie et en Amérique du Nord.

2. Classification

Selon (Clauzade et Roux,1987) et (Ozenda et Clauzade, 1970), la classification de cette
espece est sous 1’ordre suivant :

Régne : Fungi

Embranchement : Ascomycota

Classe :Lecanoromycetideae

Ordre : Teloschistales

Famille : Teloschistaceae

Genre : Xanthoria
5. Anaptychia ciliaris

1. Description
Lichen fruticuleux formé de laniéres étroites et bordées de longs cils gris-noiratres trés
caractéristiques, Anaptychia ciliaris présente un thalle gris-blanc a 1’état sec qui vire au vert a

I’état humide.

Figure 09: Anaptychia ciliaris (Boumakhleb, 2016).
Une espece s’implante sur les troncs des arbres, bénéficiant d’un fort éclairement. A.ciliaris
est trés largement répandue, notamment dans les régions de moyennes montagnes, elle s’est
toutefois fortement raréfiée dans les régions ayant subi une forte dégradation de la qualité

de Iair(Happe, 2016).
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2. Classification
L’Anaptychia ciliaris, est fait partie de la méme classe que le X. parietina,
d’apres (Clauzade et Roux,1987) :
Régne : Fungi
Embranchement : Ascomycota
Classe :Lecanoromycetideae
Ordre : Teloschistales
Famille :Physiaceae

Genre : Anaptychia

6. Les métabolites

1. Définition

Les métabolites sont les produits intermédiaires du métabolisme. Le terme métabolite est
généralement, par définition, limité a de petites molécules. Les métabolites ont diverses
fonctions, y compris 1'énergie, la structure, la signalisation, un stimulant et des effets

inhibiteurs sur les enzymes (Nill., 2005).

2. Les types de métabolites

I1 existe deux grands groupes de métabolites :
3. les métabolites primaires

Les métabolites primaires sont des molécules organiques qui se trouvent dans toutes les
cellules de l'organisme d'une plante, et leur présence est indispensable au développement et a
la reproduction de I’organisme. Ils sont classés en quatre grandes catégories : les glucides, les

lipides, les acides aminés et les acides nucléiques.

4. Les métabolites secondaires
Le terme « métabolite secondaire » est utilisé pour décrire une large gamme de composés

chimiques dans les plantes qui ne sont pas impliqués dans les processus biochimiques de la

croissance et de la reproduction des plantes (Amlan et Jyotisna, 2010) (Parrot,2016).

)
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7. Role des métabolites secondaires
Plusieurs hypothéses ont €té émises concernant leur role. Ils ne semblent pas essentiels a la
croissance végétale, mais peuvent jouer un réle important dans :

- Les mécanismes de défense contre les agressions extérieures. Dont certains
métabolites tels que les anthraquinones, pourraient agir comme pigments accessoires,
permettant en condition de faible luminosité de capter I'énergie solaire ou a l'opposé,
de protéger l'organisme contre les effets nocifs induits par les radiations solaires.
D’autre part, ils ont un rdéle important dans les interactions de la plante avec son
environnement tel que la protection contre les pathogénes, les herbivores (Greathead,
2003).

- Ils jouent un role protecteur contre le stress physique (DAHL,2003).

8. Voies de biogenése des métabolites licheniques secondaires

La diversité des métabolites secondaires lichéniques, est fagonnée au travers trois voies de
biosynthese, qui sont des plus aux moins représentées en :
# La voie des polyacétates-polymalonates
# La voie de I’acide mévalonique
+ La voie de I’acide shikimique(Pierre ,2016)
Lafigurel2 représente les différentes voies de biosynthése des métabolites secondaires

lichéniques(Dieu ,2015)




Syntheése Bibliographique

Monoterpénes
Diterpénes
el Triterpénes
—_— Polysaccharides ACIDE MEVALONIQUE —>  Sesterterpénes
Eryiitol Sesquiterpénes
Ribital Caroténoides
Mannitol Stéroides
Glycolyse
Champignon > Sucres > Acétyl-CoA \
»L Malonyl-CoA
Cycle pentoss / Anihraguinones
phosphate Xanthones
Acides ammds > Chromones
Acides aliphatiques
ACIDE SHIKIMIQUE Methylphloroacétophénone
Acide P-orsellimque Acide orsellimque
et homologues
Acide phénylpyruvique \ / Depsones Acid usique
/’ \ Tridepsides
Paia- Depsidones
Phénylalanine ~ Terphénylquinone depsidss —— Diphényl-éthers
Dibenzofuranes
/ \ Benzyle esters
Meta-depsides
Acide pulvinique :
el dérivés

Mycosporines

Figurel0 : Les différentes voies de biosynthése des métabolites secondaires

lichéniques( DIEU ,2015).

1. Lavoie de ’acétate polymalonate

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

#+ Les depsides

Les depsides(atranorine par exemple) et les tridepsides (acide lasallique par exemple) sont
issus du couplage entre deux ou trois unités d’acide orsellinique par estérification du
groupement carboxylique d’une molécule avec le groupement hydroxyle d’une seconde
molécule. Cet hydroxyle peut étre en para ou en metadu deuxiéme noyau d’ou la
nomenclature de para- et meta-depsides.
Les depsides ne sont pas spécifiques aux lichens et sont également retrouvés dans certaines
plantes de la famille des Lamiacées, des Papavéracées ou des Géraniacées (Mohamed et al.,

2015).
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HO Me
OH OMe 0
Me 0
Me
Me 0 0 OH OH
0
0 Me
Me (o] OH
HO OH
0]
\0
HO OH

Figurell:Structure d'un depside (atranorine) et d'un tridepside (acide lasallique)

(Mohamed et al., 2015).
+ L'acide usnique :

L’acide usnique est un pigment cortical jaune qui existe sous deux formes €nantiomériques,
acide (+)-usnique et acide (-)-usnique, selon 1’orientation du groupement méthyle porté par le
carbone asymétrique (en position 9b).Il est sans aucun doute le métabolite lichénique le plus
commun et le plus étudié, et qui issu du couplage oxydatif entre deux molécules de

méthylphloro-acétophénone (Taguchi et al., 1966).

La voie de biosynthése proposée, sous contrdle enzymatique, implique la méthylation du
tétracétide avant cyclisation pour former la méthylphloro-acétophénone, suivie d’un
mécanisme radicalaire conduisant a la cyclisation et la formation de 1’acide hydro-usnique.
Enfin, une ¢étape finale de déshydratation permettrait [’obtention d’acide

usnique(figure12).(DIEU,2015)

OH o oH oH o
Ma N Me
Me - Ny Me
. —
HO" OH o oH HO" o
Me
Mo (=]
oH OoH o
Me

Méthyiphloroacétephénone

o

Me
‘ g -
-
o OoH HO' =]

Figure 12:Schéma de biosynthése de 1’acide usnique ( DIEU ,2015).
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2. La voie de I'acide mévalonique

La voie biosynthétique de 1’acide mévalonique produit différents types de terpénes qui
sontprésents dans les lichens, soit des di-secter et tri-terpenes, des stéroides et
descaroténoides. Ces composés ne sont toutefois pas spécifiques aux lichens, ils sont

aussiprésents dans de nombreux organismes végétaux et animaux (Claudia ,2016).

Voie biosynthétique de I'acide mévalonique

Types de composés:

A. Di-, sester-, et triterpénes N GO
A. 16a-Hydroxykaurane A. Acide rétigéranique A. Zéorine
B: Stéroides (diterpéne) (sesterterpéne) (triterpéne)

C: Caroténoides

B. Ergostérol C. Zéaxanthine

Figurel3: Types de composés appartenant a la voie des mévalonates (Claudia ,2016).

3. La voie de I'acide shikimique:

Cette voie est principalement utilisée pour la synthése des dérivés de 1’acide pulvinique ou
des mycosporines chez les lichens. En revanche, elle permet la biosynthése des acides aminés
aromatiques (tyrosine, phénylalanine et tryptophane) et de quelques substances azotées chez

les plantes(Lagarde ,2017).

oH o

(=]
Shinonne < O
Kn’ »
OH
[=]
Acide rhizocarpique

=]
COOH o

3 T
COOH
HO™ : oH
oH cooH NH
oH

FPhenylalanine

Acide shikimigue Acide pulvinigue

Figurel4: Structures chimiques de 1’acide shikimique, de la phénylalanine

et des composés dérivés de 1’acide pulvinique (Lagarde ,2017).
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1. Récolte des lichens
Les deux especes : Xanthoria parietina et Anaptychia ciliaris, ont été récoltées aux
mois d’Avril 2019, de la forét de Sen Elba Gharbi. Nous avons ciblé les pieds du pin
d’Alep qui ont plus de lichens sur I’écorce. Les especes ont été détachées de I’écorce du

pin d’Alep et mises dans des enveloppes et transporter au méme jour au laboratoire.

senalba Chergui
senalbaGherh| — Sl

Ville de Djelfa

Figuirel5: Localisation géographique de la forét de Sen Elba Gharbi(Benhanifia, 2015).

2. Préparation des échantillons a I’extraction

Dés que les échantillons des lichens arrivés au laboratoire, ils ont été rincés par 1’eau
distillée pour les nettoyer de la poussiere. Ensuite, nos échantillons sont laissés sécher dans un
endroit sec et obscur. Apres le séchage, les échantillons ont subi un broyage avec un mortier

et un pilon pour les transformer en poudre
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Figure 16: Les étapes adoptées dans la préparation de ’extrait pour les deux especes
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.L’infusion (5g/50ml I'eau distillé)
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(Xanthoria parietina et Anaptichya ciliaris.)
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3. Macération

1. Principe

La macération est une opération qui consiste, a laisser la poudre du matériel végétal en
contact prolongé avec un solvant dans la température ambiante pour extraire les principaux
actifs (Kout et Chihel , 2018).

2. Mode opératoire

15g de poudre de chaque échantillon des lichens ont ét¢ macérés dans 150 ml d'eau distillée,
pendant 24heures 4 200 tr/min et & 37C° par boite chauffante, aprés la macération le mélange

a été filtré pour obtenir un extrait macéré aqueux.

4. La décoction
C’est l‘opération dans laquelle le solide est plongé dans le solvant liquide mis en
¢bullition, et elle est cependant trés rapide et parfois indispensable (Ben Amor, 2009).
1. Mode opératoire
» Ajouter 10g de I'échantillon dans 200 ml d'eau distillée bouillant pendant 30
minutes,
» Laisser le mélange refroidir,

» Filtrer-le pour obtenir I'extrait.

5. L’infusion
L’infusion est le versement de I’eau bouillant sur la mati¢re végétale, en laissant le mélange
en repos entre 10 a 15 minutes(Ben Amor, 2009).
1. Mode opératoire
» Ajouter 5g de I'échantillon dans 50ml d'eau distillée bouillant pendant 20 minutes,

» Filtrer le mélange a ’aide d’un papier Whatman pour obtenir 1'extrait.

6. Méthodes d’analyses
1. Tests phytochimiques

L’objectif des tests phytochimiques est la détection des différentes familles de métabolites
secondaires existant dans 1’espéce végétale étudiée — dans notre cas les lichens-par des
réactions qualitatives de caractérisation. Ces réactions sont basées sur des phénoménes de
précipitation ou de coloration, a 1’aide des réactifs spécifiques a chaque famille de composés,

ainsi que des examens en lumicre ultraviolette (Hagerman et al., 2000).

&
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2. Recherche des métabolites
+ Recherche des alcaloides
Pour détecter les alcaloides dans nos extraits, nous avons utilisé deux réactifs : Mayer et
Wagner. Nous avons ajouté dans deux tubes a essai 1ml de chaque extrait, et déposé 5 gouttes
de réactif de Mayer dans le ler tube, et la méme quantité de réactif de Wagner a été ajoutée
dans le deuxiéme tube. L'apparition d'un précipité blanc ou brun, respectivement, indique la

présence d'alcaloides (Azzi , 2012).

3. Recherche des substances polyphénoliques
+ Flavonoides
Nous avons adopté le protocole suivant pour tester la présence des flavonoides, en utilisant
5 ml de notre extrait, puis additionner 5 ml de H2SO4 (10%) et apres ajouté 5 ml de NH4OH
a 10%.51 la coloration s'accentue par acidification puis vire au bleu violacé en milieu basique,
la présence d'anthocyanes est confirmée(Amadou D., 2005).
4+ Test de Tanins
Dans un tube a essai, nous avons introduit 2.5 ml d’extrait a analyser et ajouté 1 ml
de solution aqueuse de FeCl; a 1 %. En présence de tanins, il se développe une
coloration verdatre ou bleu-noiratre(Azzi , 2012).
» Tanins catéchiques
IIs sont détectés par I'utilisation du réactif de Stiasny(10 ml de Formol a 30%, et Sml
du HCI concentré).Or, nous avons évapor¢ a sec cinq (5) ml de chaque extrait. Apres,
nous avons ajouté 15 ml du réactif de STIASNY au résidu, le mélange a été maintenu
au bain- marie a une température entre 80° - 90° C pendant 30 min. L’observation
d’un précipité rouge en gros flocons confirme la présence des tanins catéchiques dans
le milieu(khorsi , 2013).
» Tanins galliques:
Pour identifier les tanins galliques, nous avons ustiliséleFeCl; a 2 %. En effet,
nous avons filtré la solution précédente, ensuite le filtrat est recueilli et saturé
d’acétate de sodium. Apres, nous avons additionné le mélange par 3 gouttes de
FeCl; a 2 %,cela provoque I’apparition d’une teinte bleue noiratre intense
dénotant la présence de tanins galliques(khorsi , 2013).
4. les Dérivés Anthracéniques

1. Dérivés anthracéniques libres:

&
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Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 1 ml de NH4OH puis
agiter. La coloration plus ou moins rouge indique la présence d’anthraquinones
libres(Amadou , 2005).

2. Dérivés anthracéniques combinés : trois types de dérivés

4+ Génine O-hétérosides
Evaporer a sec 10 ml de la solution a analyser, ensuite reprendre le résidu obtenu avec
10 ml d’eau distillée et 1 ml d’HCI. Le mélange chauffé au bain-marie pendant 15
min, apres nous 1’avons refroidi sous courant d’eau puis filtré. 5 ml de filtrat ont été
mélangés avec 5 ml de chloroforme. Iml de NH40OH a été ajouté a la phase
organique. La présence d’anthraquinones est révélée par la coloration rouge plus ou
moins( Amadou , 2005).

4+ O-hétérosides a génines réduites
Chauffer 5 ml d’hydrolysat avec quelques gouttes de FeCls, pendant 5 min au bain-
marie. Puis, agiter avec 5 ml de chloroforme. Séparer la phase chloroformique et
I’introduire dans un tube a essai, avec 1 ml de NH4OH. Apres agitation, la coloration
rouge intense révele la présence des produits d’oxydation des anthranols(Azzi R.,
2012).

+ C-hétérosides : Reprendre la phase aqueuse qui a été conservée au cours de la
caractérisation des O-hétérosides, par 10 ml d’eau distillée et ajouter 1 ml de FeCls.
Maintenir le tube dans un bain-marie bouillant pendant 30 mn, refroidir et agiter avec
5 ml de chloroforme, soutirer la phase chloroformique dans un tube. Ajouter 1 ml de
NH4OH et agiter. Une coloration rouge plus ou moins intense indique la présence de

génines de Chétérosides(Azzi , 2012).

5. Test de mucilage
Nous avons ajouté 1ml de la solution a analyser avec 5 ml d’éthanol absolu. L’apparition
d’un précipité floconneux indique la présence de mucilage(Amadou D , 2005).

6. Etude de l'activité antiradicaire par la méthode du DPPH

L'é¢tude de I'activité antiradicalaire de nos extraits a été réalisée par, une méthode largement
utilisée dans 1’étude de ’activité antioxydante. Cette dernieére est basée sur la mesure de la
capacité¢ des extraits étudiés a piéger le radical DPPH (2,2- diphényle-1-picrylhydrazyl), qui
se caractérise par sa capacité a produire des radicaux libres stables. La présence de ces

radicaux DPPH donne lieu a une coloration violette foncée de la solution, qui absorbe aux

=



Matériel et méthodes

environs de 515 nm. La réduction des radicaux DPPH par un agent antioxydant entraine une
décoloration de la solution (Lee et al, 1998; Bozin et al 2008) (Atoui et al,. 2005).

Pour réaliser le test du DPPH, nous avons suivi le protocole décrit par Bougandoura et
Bendimerad (2012). Dans un tube a essai, un volume de 100 pl de différentes concertations
des extraits préparé par infusion (1 a 5 mg/ml) a été ajouté a 3.9 ml de solution éthanolique de
DPPH (0.025 g/1) fraichement préparée. Apres 30 min d'incubation a 1'obscurité, la lecture de
I'absorbance a été effectuée a 515nm contre un témoin négatif composé du blanc, 100ul de
méthanol avec 3.9 ml de la solution méthanolique, et nous avons les comparés avec un

standard qui contient ’acide ascorbique a différentes concentrations :0.25 ml,0.5 ml,1 ml,
1.25 ml et 2 ml.

Figurel7: Solution de DPPH.

7. Expression des résultats :

Les résultats ont été exprimés en pourcentage d'inhibition (I1%) du radical libre calculé par

cette formule:

1%= [(DO controle - DO échantillon)/ DO controle] x 100

DPPH (%) : Pourcentage de réduction du DPPH.
DO témoin: Densité optique du tube contréle négatif.

DO extrait : Densité optique de I’échantillon.
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1. Tests phytochimiques

Tableau 01:Résultats des tests phytochimiques des extraits de Xanthoria parietina préparés

par les trois méthodes d’extraction.

Macération en
Meétabolites milieu aqueux
secondaires décoction Infusion
Alcaloides Mayer 4+ +++ ++
Wagner +++ ++ ++
Flavonoides ++ - +
Simples + ++ ++
Tanins Catéchiques - - -
Galliques + - -
Libres ++ ++ ++
O -hétérosides - -
Dérivés
anthracéniques —
O -hétérosides ++ e
Génines
C -hétérosides ++ ++
Test de mucilage +++ - +++

(-) : absence ; (+) : présence en faible quantité ; (++) : présence en quantité moyenne ;
(+++) : Présence en quantité importante.

Tableau 02:Résultats des tests phytochimiques des extraits d’Anaptichya ciliaris préparés

par les trois méthodes d’extraction.
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Macération en

Métabolites milieu aqueux .
secondaires décoction Infusion
Alcaloides Mayer e+ -+ I
Wagner +++ ++ ++
Flavonoides ++ + +
Simples + - T+
Catéchiques - - -
Tanins
Galliques + - i
Libres ++ ++ T+
O -hétérosides - -
Dérivés O hétrosid — —
anthracéniques | © “neterosides
Génines
C -hétérosides ++ T+
Test de mucilage +++ +++ +++

(-) : absence ; (+) : présence en faible quantité ; (++) : présence en quantité moyenne ;

(+++) : Présence en quantité importante.

1. Les alcaloides

Les résultats obtenus apreés les tests phytochimiques, pour la détection des métabolites
secondaire dans les extraits Xanthoria parietina sont représentés dans le tableau 01. Alors

que, le tableau 02.remporte les résultats des tests phytochimiques de 1’Anaptichya ciliaris.

Nous avons observé le changement de couleur des extraits des deux espéces,apresl’ajout des
réactifs: Mayer et Wagner. Une couleur vertedans le tube qui contient ’extrait du X
parietina, et pour le deuxiéme tube de I’A4. ciliaris la couleur est changé vers le rouge brique.

Il y a au méme temps une formation des précipités blancs dans les deux tubes, qui confirme la

présence des alcaloides dans les deux lichens.




Par rapport aux trois méthodes d’extraction utilisées, nous avons remarqué, que la méthode
d’extraction n’a aucun effet sur le résultat du test phytochimique des alcaloides pour les deux

lichens.

2. Les substances polyphénoliques

1. Flavonoides

Le test de I’existence des flavonoides dans 1’extrait duX. parietina, par les méthodes
macération et infusion est confirmé avec le changement du couleur vers le bleu violacé. Par
contre, nous n’avons pas remarqué un changement de la couleur de I’extrait obtenupar

décoction.

Pour la deuxiéme espéce (A. ciliaris), nous avons enregistré un changement de couleur au

bleu violacé, des extraitsrésultant des trois méthodes d’extractions.
2. Les tanins

Dans notre partie expérimentale, nous avons essay¢ de détecter la présence des tanins simples,

catéchiques et galliques dans les extraits des X. parietina et A. ciliaris.

Pour le X. parietina, et aprés I’ajout du FeCl; dans I’extrait nous avons observé le
développement d’une coloration verdatre, qui confirme la présence des tanins dans les extraits
de ce lichen préparés par les trois méthodes différentes. D’autre part, nous avons transcrit
I’absence des tanins catéchiques dans les trois extraits du X. parietina. Alors que, dans le cas
des tanins galliques, la méthode d’extraction a un impact sur ce test, ou nous avons remarqué

un changement de couleur seulement dans 1’extrait préparé par macération.

Dans les extraits del’A. ciliaris, nous n’avons pas remarqué un changement de couleur pour
I’extrait obtenus par décoction, mais le test des tanins prouve, que les extraits préparés par

macération et infusion sont riches en tanins.

L’A. ciliaris comme le X. parietina enregistre 1’absence des tanins catéchiques dans les trois
extraits. Pour les tanins galliques, nous avons noté leurs absences dans les extraits obtenus par
décoction et infusion, et la présence de ces métabolites dans I’extrait préparé par macération

est confirmée par I’apparition d’une teinte bleue noiratre intense.

3. Dérivés anthracéniques
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Les résultats du test des anthracéniques libres,confirment la présence de ces métabolites dans
les extraits des especes étudiées. Par contre, nous avons noté 1’absence des O —hétérosides

dans les différents extraits desX. parietina et A. ciliaris.

Le test des O —hétérosides génines dans les extraits des X. parietina et A. ciliaris, préparés par
macération et infusion, montre 1’absence de ce dérivé anthracénique. Alors quele test des C —
hétérosides confirme [’existence de ces métabolites dans ces lichens. En conséquence,
nousavons constaté que la méthode d’extraction n’a aucun effet sur la présence des dérivés

anthracéniques.

4. Test de mucilage

Le test de la présence du mucilage prouve que, les extraits des lichens (X. parietina et A.
ciliaris), sont riche de cessubstances, ou nous avons observé ’apparition des précipités
floconneux apres 1’ajout de 1’éthanol absolu ; ainsi que la méthode d'extraction n'a aucun effet

sur 'existence du mucilage dans ces lichens.

3. L’activité antioxydante du X. parietina et A. ciliaris (piégeage du radical DPPH)

Les résultats du test au DPPH du X. parietina sont représentés par la figure 18 .La courbe

révele que ’extrait de ce lichen possede un pouvoir anti-radicalaire.

Le plus grand taux d’inhibition du X. parietina est égal a 38.23% qui est équivalant a la
valeur de concentration de: 2ml .Par contre, la concentration : 5 ml a enregistrée le plus
faible taux d’inhibition avec une valeur de : 33.42 %. Le ICs, de cette espece est correspond a
une valeur égale a: 31.37 %.Pour les autres concentrations :1 ml,3 ml et 4 ml, nous avons

noté des taux d’inhibition : 35.02%, 37.16% et 37.43% respectivement.

Pour la deuxiéme espece A. ciliaris, nous avons transcrit une valeur de au taux d’inhibition
de ICspéquivalant a: 15.24% et qui correspond a une concentration égale a : 2 ml. D’autre
part, nous avons relevé des résultats obtenus (figure 19) que, le plus faible taux d’inhibition

est égale a une valeur de :12.03 % qui est I’interprétation de la concentration de :1 ml.

Alors nous constatant des résultats du test au DPPH pour les deux espéces (X. parietina et

A. ciliaris), que A. ciliaris a un pouvoir antioxydant plus fort que X. parietina.
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Figure 18: Représentations graphiques de 1’évolution du pourcentage d’inhibition du radical

DPPH? en fonction des concentrations de extrait Xanthoria parietina en ml.
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Figure 19: Représentations graphiques de I’évolution du pourcentage d’inhibition du radical

DPPHF® en fonction des concentrations de extrait Anaptychia ciliaris en ml.
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Figure20: Représentations graphiques de 1’évolution du pourcentage d’inhibition du radical

DPPHF® en fonction des concentrations de Acide ascorbique en ml.
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Conclusion

Cette ¢tude comparative a pour objectif, de contribuer a la connaissance de certaines
caractéristiques phyto-chimiques des deux especes licheniquestrés abondantes dans les foréts
de notre région (Djelfa). Lepremierlichen est un foliacé: Xanthoria parietina, et le
deuxieme,Anaptychiaciliaris est une espece fruticuleuse.Doncnous sommesintéressés au
pouvoir antioxydant de ces deux especes, par la réalisation des tests phyto-chimiques sur des
extraits préparés par trois méthodes d’extraction différentes: macération, infusion et

décoction.

Les résultats obtenus confirment 1’existence des alcaloides dans les extraits des especes
I’objet d’étude, malgré que les extraits testés sont préparés par trois méthodes différentes, la

coloration observée est identique pour le X.parietinact 1’ A.ciliaris.

Le test des flavonoides sur les extraits du X parietina affirme la présence de ces
métabolites, dans les extraits obtenus par macération et infusion, alors que, ce test a été
négatif pour 1’extrait préparé par infusion. Par contre, les flavonoides ont été présent dans les
trois extraits de 1’A.ciliaris, et nous n’avons enregistré aucun effet de la méthode d’extraction

sur la présence de ces substances.

Le test des tanins simples a confirmé la présence de cette métabolite dans les extraits de ces
deux especes, sauf I’extrait de I’A.ciliaris eu par décoction. Pendant que, I’absence destanins
catéchiques a ¢été consolidé dans les extraits deces deux especes, préparés par les trois
méthodes différentes. Pour les tanins galliques, ils ont été présent dans les extraits
duX.parietina et de |’ A.ciliaris préparés par macération, mais le test de ces substances a été
négatif pour les autres extraits.

Pour les dérivés anthracéniques, les résultats des tests des anthracéniques libres, O —
hétérosides génines et C —hétérosides,réalisés sur les différents extraits, ont montré que, le
X.parietina et de 1’A.ciliaris sont riches en ces métabolites. Alors que, le test des
anthracéniquesde type O —hétérosides a été négatif pour les extraits de ces deux especes.

Le test de I’existence du mucilage dans les différents extraits des especes étudiées, a été
positif, il a prouvé que la méthode de préparation de 1’extrait n’a aucun impact sur la présence
de cette substance.

Enfin, le test au DPPH a montré que le X.parietina et de 1’A.ciliaris ont un pouvoir

antioxydant important ou, le taux d’inhibition ICsy de 1’extrait du X.parietina a atteint une
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https://www.aquaportail.com/definition-1925-foliace.html

Conclusion

valeur égale a: 31.37 %, tandis que la valeur du ICsy de la deuxiéme espece (A.ciliaris)a

enregistré un taux équivalant a: 15.24%. Donc le pouvoir du lichen : X.parietina. est plus
important par rapport a : I’A.ciliaris.
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Annexe 01

Les réactifs de Mayer et de Wagner sont préparés comme suit :

Réactif de Mayer

Solution A : 1.358 g de chlorure de mercure (HgCI2) sont dissous dans 60ml d’eau distillée.
Solution B : 5g d’iode de potassium (KI) sont dissous dans10ml d’eau distillée. Les deux
solutions sont mélangées et le volume final est ajusté a 100 ml avec 1’eau distillée.

Réactif de Wagner : Dans 2g de KI et 1.27g de 12 sont dissous dans 75 ml d’eau distillée. Le

volume obtenu est ajusté a 100ml avec 1’eau distillée.
La réactif de Stiansy est préparé comme suit:

Réactif de STIASNY :10 ml de Formol a 30%, et 5Sml deHCI concentré sont ajoutés a 5 ml de

la solution a tester. Le mélange est chauffé au bain-marie pendant 15 mn.
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Annexe 02
MATERIEL ET REACTIF
Matériels Réactifs
- Balance électrique - Ammoniac (NHsOH)
- Barreau magnétique - Chloroforme (CHCls)
- Béchers - Eau distillé
- Micropipettes - Ethanol
- Papier aluminium, Papier filtre - Méthanol

watman
spatules

Spectrophotometre UV

Tubes a essais

Acide chlorhydrique(HCL)
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Annexe03

Spectrophotométre UV
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Annexe04

Appareille de centrifuge.
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Annexe05

Balance analytique



@sumé \

Le but du présent travail est 1'étude comparative de trois techniques d’extraction sur 1’étude phyto-chimique et
les activités anti-oxydantes des lichens « Xanthoria parietina et Anaptychiaciliaris ». Extraction par macération
en milieu aqueux, extraction par décoction, extraction par infusion.Le screening phyto-chimique révéle la
présence des:Alcaloides,Dérivés anthracéniques,Mucilage, dans tous les modes d’extraction mais en quantités
différentes.Les Tanins, C -hétérosides de génines et C -hétérosides ont ét¢ présents en quantité
faible,moyenne et importante sur nos échantillons, sauf 1’absence des Tanins dans ’extraction par décoction
chez le lichen Anaptichya ciliaris. Tanins catéchiques et O -hétérosides ont été¢ négatifs sur nos échantillons,
les Tanins gallique présents en faible quantité dans 1’extraction par macération.L’activité anti-oxydante étudiée
avec la méthode du test anti-radicalaire (DPPH),la meilleure inhibition du radicale libre DPPH est celui de
l'extrait de Anaptichya_ciliaris qui a donné un IC50 de 15.24%, et dans l'extrait de Xanthoria parietina
meilleure inhibition. 38.23 %.L activité anti-radicalaire de ’acide ascorbique par la méthode de DPPH c'est la

Summary

e

meilleure avec un taux de 84.75%.
Mots clés: lichens, Xanthoria parietina , Anaptychia ciliaris,activité anti-oxydante, DPPH. /

The purpose of this present work is a comparative study of three extraction technics on the phytochemical study
and the antioxidant activities of the lichens of Xanthoria parietina and Anaptychia ciliaris. Extraction by
maceration in an aqueous medium, extraction by decoction, extraction by infusion.

Phytochemical screening reveals the presence of:Alkaloids, Anthracene derivatives, Mucilage, in all mannerof
extractions but in different quantities.Tannins, C-heterosides of Genins and C-heterosides were present in
small and medium and large quantities on our samples, except absence Tannins in the preparation by decoction
in the lichen Anaptichya ciliaris. Catechin tannins and O-heterosides were negative on our samples, Gallic
tannins presence in small amounts in the preparation by maceration.The antioxidant activity studied with the
anti-free radical test method (DPPH), the best inhibition of the free radical DPPH is that of the extinguishing
Anaptichya ciliaris which gave an IC50 of 15.24%, and in the extract of Xanthoria parietina better inhibition
38.23%. The antiradical activity of Ascorbic acid by DPPH method is the best because about 84.75%.

\Key words: lichens, Xanthoria parietina, Anaptychia ciliaris, antioxidant activity, DPPH. /
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