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Résumé :



Les lichens sont des organismes symbiotiques possédant différentes activités biologiques et
sont considérés comme un réservoir des métabolites secondaires grace a leur diversite.
L’objectif de cette étude était de valoriser I’espéce Xanthoria parietina en évaluant son activité
antimicrobienne et antioxydante en utilisant deux extraits , 1’eau distillée et I’é¢thanol. Les
résultats montrent aucun résultat de 1’eau distillée comme solvant d’extraction des métabolites
a effet antibactérien, ou le résultat de 1’antibiogramme était négatif. L’extrait éthanolique avaii
un effet antimicrobien contre une souches S. aureus et le champignon C. albicans avec des CMI

de 20pg/mlet 30mg/ml respectivement.

L’activité antioxydante des deux extraits était intéressante avec un IC50 pour la conversion du
DPPH égale a 37,27+ 3,75 pug/ml pour I’extrait aqueux et 46,03+4,05 pug/ml pour I’extrait
éthanolique. La teneur en flavonoides était de I’ordre de 14.32 & 1.96 pour I’extrait aqueux et

20.20 £ 2.12 pour I’extrait éthanolique.

Mots clés : lichen, Xanthoriaparietina, antioxydante, antimicrobien, DPPH.



Abstract:

Lichens are symbiotic organisms that have different biological activities and have a potential to be a
reservoir for secondary metabolites. The aim of this study is to valorize the species Xanthoria parietina
by evaluating its antioxidant and antibacterial metabolites activities by using distilled water and ethanol
as solvents for the extraction. The results show that the aqueous extract had an antimicrobial

inefficiency for all tested species. The ethanolic extract had a positive effect against S.aureus

and C. albicans with a MIC of 20 + 1,12 pg/mL and 30+ 2.03 pg/mL respectively.

For the antioxidant activity, the DPPH scavenging activity was quite interesting with an 1C 50 of
37,27+3,75 pg/mL for the agueous extract and 46,03+4.05 pg/mL for the ethanolic extract. The
flavonoids content was about 14.32 £ 1.96 mgQE/ gDM et 20.20 + 2.12 mgQE/ gDM for the

aqueous and ethanolic extracts respectively.

Key words: Lichen, Xanthoria parietina, antioxidant, antimicrobial, DPPH.
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Abs : Absorbance
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DPPH : 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (a,a-diphényl-B-picrylhydrazyle)
GCMS : Chromatographie Gazeuse- Spectroscopie de Masse
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Introduction

Introduction :

L’introduction des antibiotiques en thérapeutique a révolutionné le traitement des maladies
infectieuses. Malheureusement, depuis ces trente dernieres années, I’antibiorésistance est
devenue la préoccupation majeure de bon nombre de clinicie (Aboya, 2013). La diminution de
l'efficacité des antibiotiques actuels fait de la recherche de nouveaux remedes un objectif

prioritaire.

L'émergence de nouveaux agents pathogénes augmente les besoins de découvrir de
nouvelles molécules bioactives (Silver, 2011). La diversité du monde végétale et microbien est
largement exploitée aujourd’hui afin de decouvrir de nouvelles molécules qui peuvent

remplacer efficacement les antibiotiques actuels qui perdent leur activité de jour en jour.

Les lichens, organismes résultant d'une association symbiotique entre un champignon et une
algue, qui produisent des métabolites biologiquement actifs avec une grande variéte d'effets, y
compris des activités antibiotique, antifongique, antivirales, anti-inflammatoires, analgésiques,

antipyreétiques, antiproliférative et cytotoxiques.

Cependant, seulement un nombre tres limité de ces substances ont été examinées pour leurs
activités biologiques et leur potentiel thérapeutique en médecine (Boustie & Grube, 2005). Les
produits dérivés des lichens et leurs propriétés antibiotiques présentent un intérét grandissant
pour les chercheurs. En effet, 50% des lichens possedent des activités antibactériennes
(Sharnoff, 1997) et antifongiques (Mitrovié et al., 2011 ). L’acide usnique est I’un des dérivés
licheniques les plus fréquemment déclarés avec une forte activité antimicrobienne
(Ingolfsdottir, 2002). Cette caractéristique le propose comme solution alternative aux

parabénes, et en fait un candidat de choix en tant que conservateur (Dieu A, 2015).

Les lichens sont aussi connus pour leur capacité de produire des molécules a caractere
antioxydant et qui deviennent de plus en plus intéressantes pour les chercheurs et les industriels
plus particulierement (Athamena, 2009). Devant 1’augmentation considérable du nombre de
pathologies impliquées par les antioxydantes synthétiques, de nombreux chercheurs a travers

le monde, se sont orientés vers la recherche de composes naturels.

Le lichen Xanthoria parietinaest trés connu comme une espéce bio indicatrice de la pollution
atmosphérique mais sur le plan thérapeutique elle est peu étudiée malgré qu’il puisse renfermer

plein d’activités exploitable a 1’échelle scientifique et industrielle.
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Dans ce contexte s’inscrit le présent travail, dont I’objectif essentiel est d’identifier le lichen
Xanthoria parietina et d’évaluer l'activité antioxydante et antimicrobienne de ses extraits

éthanoliques et aqueux.

Pour cela, cette étude a €té devisée en deux principaux volets, un volet bibliographique et et
autre pratique ; le premier est a son tour divisé en 3 chapitres incluant la présentation des lichens
et leur diversité, les métabolites secondaires des lichens et une description approfondie de
I’espéce Xanthoriaparietina. Le deuxiéme volet pratique renferme les méthodes et les résultats
de I’évaluation de I’activité antibactérienne et antioxydante des extraits de I’espece, et nécessite
aussi une continuation afin d’identifier les espéces chimiques présentes dans les extraits et aller

vers 1’évaluation d’autres activités telles que 1’anticancéreuse.

Les résultats obtenus ont été intéressants malgreé les obstacles rencontrés durant la réalisation
de ce mémoire, citant ainsi les manque des moyens et surtout des produits ce qui nous a obligé

de faire des tests en dehors de ’université.
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Partie Bibliographique

1 Généralités sur les lichens

1.1 Origine et écologie :

1.1.1 L’origine :
Le terme de « lichen » est d’origine grecque et se trouve pour la premiére fois dans les écrits
de Théophraste qui désignent des plantes croissant sur les troncs de sarbres, auxquelles on

attribuait a I’époque des vertus médicinales (Ozenda & Clausade, 1970).

Durant les époques suivantes, les lichens ne sont que trés épisodiquement mentionnés, leur
¢tude en tant que groupe botanique distinctes relativement récente, bien qu’au 17éme siecle, on

les a pour la premiere fois séparée nettement des algues et des bryophytes.

Ainsi appelle-t-on « lichen », tous les végétaux présentent une individualité bien marquée qui

résultent de la symbiose d’un Eumycéte ou un chlorophyte (Ozenda & Clausade, 1970).

1.1.2 L’écologie :

Les lichens sont présents dans le monde entier. On les trouve sur les écorces des arbres, sur
le bois, les rochers, les mures, les tombes et les toits, sur le sol de forets claires, dans les landes,
les marais. La plupart des espéces présentent des conditions écologiques bien définies (Roland,
et al.,2008).lIs sont présents dans des zones les plus extrémes, vers les pdles, jusqu’aux
sommets, a la limite des neiges éternelles, dans les déserts rocheux. On peut lesconsidérer
plusd’un égard comme des étres vivants pionniers, capables decoloniserlarochelaplusdure, le
sol le plus désert, de supporter de tres grossesvariationsdetempérature : trés froides (jusqu’a -

40°c) ou tres chaudes,des taux d’humidité ou de sécheresse tres €levés.

La végétation lichénique dépend étroitement des facteursécologiques, enparticulier de
facteurs substratiques, climatiques etbiologiques. Cesfacteursjouent un réle dans la croissance,

le développement, ladistribution et la diversite des especes de lichens. (Adjiri,2020).

Les lichens colonisent les milieux terrestres suffisamment stables et humides, et se
rencontrent méme dans certains milieux aquatiques ainsi on peut distinguer trois principaux

types de peuplements :

— Sur les rochers : les lichens saxicoles Les lichens qui colonisent les rochers sont tres
nombreux et diversifiés ; il est possible de distinguer des lichens calcifuges (sur terrains non

calcaires) et d’autres calcicoles.
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— Sur le sol : les lichens terricoles Les lichens terricoles se trouvent sur le sol nu ou sur les
mousses du sol ou des rochers. Dans des pelouses, landes, bois clairs. Un certain nombre

d'entre eux vivent en saprophytes aux dépens de la matiere organique présente dans le sol.

— Sur les végétaux : les lichens épiphytes Colonisant les écorces de nombreux arbres et
arbustes, les lichens corticoles sont tres abondants et variés. Les essences, résineuses
montrent une flore légérement différente de celle notée sur les essences feuillues. D’autres
groupements se rencontrent sur le bois mort (lichens lignicoles) ou sur les feuilles

persistantes (lichens folicoles).

Figure 01: Lichens sur des substrats artificiels (Bellenfant et al., 2010).

1.2 Morphologie et anatomie des thalles :
Les lichens sont des plantes supérieures, ne posséde un nifeuilles, nitiges, niracines, ni appareil
conducteur et portant les organes dereproduction,mais posséde un appareil simple : c’est le

thallequiestcaractérisépar une grande diversite deformes et de couleur (Haluwyn, et al., 2012).

Selon (Haluwyn, et al., 2009) méme si les lichens sont trés différents morphologiquement, leur

structure anatomique est au contraire tres uniforme et assure leur unité.

1.2.1 Morphologies des lichens :
v" Formes : La structure résultant de la symbiose lichénique est le plus souvent organisée
par le mycobionte.
v Couleur : La couleur des thalles est ordinairement terne : verdatre, grisatre, brune plus
ou moins foncée, noire ; plus rarement vive : verte, jaune, orangée ou rouge
v’ Les différents types de thalle :
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On distingue plusieurs grands types de thalles morphologiques :
Les thalles crustacés : ce sont les thalles les pluslargementreprésentés.

Les especes crustacées aux échanges faibles et a croissance plus lente que les espéces
foliacées et fruticuleuses, sont moins affectées par la pollution atmosphérique et résistent

mieux a I’environnement urbain et industriel.

- Les thalles foliacés : ils ressemblent & de petites feuilles plus au moins lobées. (ex :
Parmelia, Xanthoria)

- Les thalles fruticuleux : ils forment des faisceaux de tiges plus au moins ramifiées. (ex :
Usnea, Ramalina)

- Les thalles complexes (thalles composites) : ils comportent un thalle primaire crustacé,
squamuleux ou plus rarement foliacé et un thalle secondaire fruticuleux. (Ramade,
1995).

- Les thalles squamuleux : ce sont des thalles formés par des sortes d’écailles, plus au
moins rapprochés et contigiles. (ex :Tonina, Fulgensia et Squamarina ).

- Les thalles gélatineux : formés par des filaments tres fins.

- Lesthalles lépreux :ressemblent a de la poudre se détachant facilement du substrat. (ex :

Lepraria, Chrysothrix).

'l'lu!le latineux

Ramalina farinacea Collema flaccidum Chrysothrix candelaris Parmelia sulcata
(L] Ach. (Ach.) Ach. (L) ). R. Lanndon. Tavlor.
Thalle crustacés mamulen Thalle compos Thalle secondaire

Y

i

Jaca Sflavescens

Normandina pulhdla Cladonia ﬂri:taml Stereocanion sp
|_(Huds.) J. R, Laundon. (Borrer) Nyl (F.) Flarke.

Figure 02: représentation des différents types de thalles lichéniques (Gavériaux,2009)
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1.2.2 Anatomies des thalles :
On peut distinguer deux types de structure : homéomere et hétéromere (Haluwyn et al.,
2012).

Structure homéomere :

Les cellules algales sont réparties de facon homogeéne parmi les hyphes. On retrouve cette

structure chez les lichens crustacés (Caloplaca), les lichens gélatineux.
Structure hétéromere :

Histologiquement le thalle est formé par la superposition de plusieurs couches bien visibles

sur une section transversale (cortex, couche algale, médulle).
Dans ce type de structure, il existe trois sous-types :

v’ Lastructure radiée pour la plupart des lichens fruticuleux (couche algale faisant le tour
de la section transversale).

v’ La structure stratifiée pour la plupart des lichens foliacée et un petit nombre de lichens
aux thalles fruticuleux ou crustacés (la coupe transversale permet d’observer la
succession suivante : cortex supérieur, couche algales, médulle, cortex inférieur pouvant
former des rhéines).

v' La structure filamenteuse moins répandue (thalle constitué par des filaments de

chlorophycées ou de cyanophytes revétus par des gaines d’hyphes).

Figure 03: structure anatomique des lichens : structure homogéne (a), structure hétérogéne (b). (April et
al.,2011).

1.2.2.1 Les principaux organes portés par le thalle

* Pseudocyphelle
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La Pseudocyphelle est une ouverture, une fente ou une fissure dans I’épiderme supérieur du

thalle. Elle joue un rdle dans les échanges gazeux avec I’atmosphére (Delfosseet al., 2006).
* Rhizine

La Rhizine est constituée d’un faisceau d’hyphes, elle peut étre simple ou ramifiée. Elle est

un organe de fixation a la face inférieure des thalles foliacés (Delfosse et al., 2006).
*  Apothécie :

L’apothécie a une structure de coupe, de cratére. Elle est la fructification la plus courante, elle

produit des spores (uniqguement le champignon) (Delfosse et al., 2006).
* Soralie :

La Soralie présente 1’aspect d’un amas granuleux le plus souvent d’une couleur différente de
celle du thalle (absence de cortex).Elle est constituée de petites «boules » (sorédies), véritables
lichens miniatures. Tres légéres, les sorédies sont facilement transportées par le vent, la pluie

ou les insectes et permettent une dissémination lointaine de 1’espéce (Delfosse et al, 2006).

* Isidie :

L’lIsidie est une excroissance dressée, simple ou ramifiée de méme couleur que le thalle (car
recouverte de cortex).Plus lourdes que les soralies, les Isidies ne peuvent pas étre transportées
plus loin par le vent. Ce sont de petites boutures qui assurent la colonisation du substrat
(Delfosse et al., 2006).

* Cil :

Le cil est une excroissance filiforme souvent d’une coloration différente du thalle. Les cils

protegent le thalle des radiations, ils limitent 1’évapotranspiration, et retiennent I'humidité

(rosée et eau de pluie) mais n’ont aucune fonction de nutrition (Delfosse et al., 2006).

2 Les constituants des lichens

La symbiose de lichen est une grande réussite car les lichens sont trouves dans presque tous
les habitats terrestres, des tropiques aux régions polaires. Dans les lichens, les champignons
utilisent les dérivés carbonés produits lors de la photosynthése par les algues, et en retour,
fournissent de I’eau et des ¢éléments nutritifs pour les algues en assurant la protection physique
a I’ensemble. Grace a la symbiose, le photobionte et le mycobiote du lichen peuvent survivre
dans de nombreux habitats ou ils seraient rares ou inexistants séparément, et font du lichen un

organisme autotrophe. La spécificité d’association entre photobiote et mycobiote peut étre
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étroite ou large, mais la plupart des lichens sont modérément spécifiques : un méme photobionte

peut s’associer a différentes especes de mycobiote. Les différentes associations sont :
- dans 85 % des cas, une (ou des) algue(s) associée(s) a un champignon — Chlorolichen.
- dans 10 % des cas, une cyanobactérie associée a un champignon — Cyanolichen.

- dans 5 % des cas, simultanément a la fois, une algue et une cyanobactérie associés a un

champignon — Lichen tripartite.

Les lichens sont des organismes symbiotiques associant un mycosymbiote (mycobiote) et un
photo symbiote (photobionte).

2.1 Le Mycobiote:

Sont des champignons appartiennent aux ascomycetes qui assure une fonction de protection
et stockage I’eau dans ses membranes avec la transmettre a 1’algue par ses parois(Gonjion,

2004). On rencontre les mycobiote appartenant aux ascomycetes ou aux basidiomycetes :

- Les ascomycetes : Les champignons lichénisés sont principalement des Ascomycetes. Ils
développent leurs spores a I’intérieur de cellules spécialisées en forme de sacs nommés asques.
Ces spores sont libérées par rupture du sommet de 1’asque selon des mécanismes bien précis ou
par désintégration de la paroi. Les organes reproducteurs se présentent sous forme de petites
cupules, les apothécies, ou de petites sphéres creuses plus ou moins enfoncées dans le thalle,

les péritheces.

- Les basidiomycetes : Au contraire des ascomycetes, les spores des basidiomycetes sont
formées a D’extérieur de cellules fertiles nommées basides, au sommet de petites cornes
nommeées stérigmates. Chez les basidiomycétes, la lichénisation est un processus assez rare (de
1 a 2 % des lichens sont des basidiomycetes). Le genre le plus commun est le genre
Lichenomphalia : les organes reproducteurs sont de petits chapeaux a lames, tout a fait
semblables a ceux des basidiomycetes non lichénisés. Ils poussent surtout en montagne, sur sols

nus.

2.2 Photobionte :

Sont des cyanobactéries et des algues qui assure la nutrition carbonée grace a la
photosynthése. Elle apporte des vitamines, des protéines et des glucides au champignon
(Gonjion, 2004).
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Les partenaires des lichens qui réalisent la photosynthése sont nommés photobiontes ou
photosymbiotes et prés de 40 genres d’algues et de cyanobactéries ont été décrits [9]. Ce sont
essentiellement des algues vertes (Chlorophycées ou Trébouxiophycées), dont les genres
appartiennent aux espéces unicellulaires Trebouxia (lichen souvent vert), Coccomyxa,
Elliptochloris, Myrmecia, et aux especes filamenteuses Trentepohlia (Ulvophyceées) (lichen
souvent orange, en raison des gouttelettes de caroténoides de Trentepohlia). Parmi les
cyanobactéries, le genre Nostoc est le plus commun, et les genres Stigonema, Gloeocapsa ou

Scytonema sont moins rencontrés.

3 Classification des lichens

Les lichens sont des thallophytes, cryptogames non vasculaires. Ils peuvent étre classés en
fonction de leur substrat et du champignon partenaire, de la structure du thalle et de la
distribution des deux partenaires dans le thalle. (Clauzade & Roux,1987 ;Ozenda,1990)

Classification des lichens

Selon leur Selon le Selon la Selon la distribution
substrat champignon structure des de I'algue et les
partenaire thalles constituants du
champignon dans le
thalle
1. Saxicoles 1. Ascholichen 1. Crustacés
2. Corticoles 2. Basidiolichen 3 Foliacés b
. s -homéomere
Lignicoles 3. Fruticuleux 2-hétéromere
4. Terricoles 4. Gélantineux
5. folicoles 5. Squamleux
6. Complexes

Figure04 : classification des lichens (Clauzade et Roux,1987 ;0zenda,1990)

10
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4 Reproduction des lichens :

I1-y-a deux modes de reproduction, reproduction sexuée et asexuée.

4.1 La reproduction sexuée :
Le champignon se produit par formation de fructification sur le thalle des lichens qui sont
en général desApothéciesou des lirelles (forme de fente dans le thalle) et despéritheces (un

dome avec un orifice apical).

Ces structures produisent les spores qui se développeront apres la rencontre avec une

algue appropriée. (Agnan,2013).

Figure05: fructification de la reproduction sexuée (Bauwens & kivits, 2011)

11
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4.2 La reproduction asexuee :

Elle se fait par dissémination d’un

fragment du lichen soit par sorides b
(capsule émise par les gonidies et I’hyphe) — /.:
soit par des isidies (qui sont des }
bourgeonnements du thalle qui sont

libérés pour reconstituer un nouveau a. Isidies

thalle)(Ozenda & Clauzade,1970)

5 Meétabolisme des lichens

Le métabolisme des lichens est basé sur la

capacité autotrophe du photobiote et le

mode de vie hétérotrophe du mycobiote. Figure 06 : fragments intervenants dans la
. reproduction asexuée (Bauwens A et Kivits S
L’algue verte (ou la cyanobactérie) capte (2011))

le CO2 atmosphérique afin de produire

des polyols (ou du glucose dans le cas de la cyanobactérie) qui seront transmis au champignon
comme ¢léments de base pour son métabolisme et comme source decarbone. L’activation de la
photosynthese n'est possible qu’aprés absorption de vapeur d’eau (chlorolichens) ou d’eau
liquide (cyanolichens) (Lange et al. 1986). Les cyanobactéries possedent également la capacité
de fixer I’azote atmosphérique et le transmettent au mycobiote sous forme d’ions ammonium.

Les principaux échanges nutritionnels au sein de la symbiose sont résumés sur la Figure 8.

- CO: . 'LLCUth
Lumiére - Lumiere

ALGUE CYANOBACTERIE

Glucose
Vitamine B
MNH:"

Polyols
Vitamine B Eau
Sels Minéraux

Vitamine C

Eau
Sels Minéraux
Vitamine C

CHAMPIGNOMN

L)

Eau
Sels Minéraux

12



Partie Bibliographique

Figure07 : Echanges nutritionnels entre les différents partenaires de la symbiose.

6 Utilisation des lichens :

6.1 Usage alimentaire :
Les espéces lichéniques doivent contenir des macromolécules de lichénine dégradée en

glucose au cours de la digestion. Elles utilisées pour 1’alimentation des animaux.

6.2 Usage médical :
Les lichens furent étudiés pour la recherche d’antibiotiques ; beaucoup d’especes ont révélé
des propriétés antibactériennes. La plupart des vertus médicales de quelques lichens expliquent

leur utilisation, nous citons les plus célebres des espéces médicales :

- Lobariapulmonaria, préconisé contre les affections pulmonaires.
- Parmeliasulcata, utilisée contre les maux de téte.

- Pertusariaalbescens, contre la fiévre et les névralgies.

6.3 Usage industriel :

Teinture et pigments :Les lichens ont anciennement été utilisés comme colorants par I’artisanat

puis dans I’industrie textile.

Parfums et cosmétiques : Plusieurs lichens fournissent des extraits a odeur persistante, utilisés

dans I’industrie des parfums.

Utilisation en pharmacie : Les lichens produisent des nombreux composés chimiques qui sont

propres et qui sont susceptibles d’avoir des applications pharmaceutiques.

naturactive

PASTILLLE

RESPIRATOIRE

Figure08 : utilisation pharmaceutique a base des lichens
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6.4 La bio-indication :

Du fait de leur sensibilité ou de leur capacité d’accumulation de polluants, les lichens sont
des indicateurs de pollution utilisés pour la bio surveillance. Ils permettent d’étudier, la chimie
et la stabilité des sols, la hauteur moyenne de 1’enneigement (certaines especes ne supportent
pas I’humidité permanente due a la couverture nivale), et surtout le degré de pureté de

I’atmosphére (Collembert,1989).

Les lichens ont une écologie trés précise de sorte que leur présence dans un milieu naturel

est susceptible de donner des indications sur les caractéres physiques et chimiques de ce milieu.

14
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7 Xanthoria parietina
7.1 Définition
Le lichen Xanthoria parietina est une espéce tres commune partout sur tout substrat, roches,

les arbres, le bois, les tuiles, la toile goudronnée, etc.

Le thalle est foliacé, atteint jusqu’a 15 cm, a lobes plats, arrondis, bien appliqués au substrat,
jusqu’a 7 mm de large a la marge du thalle, trés voyant en raison de sa couleur jaune-orange,

face inférieure presque blanche avec des Rhizines éparses et simples.

7.2 Classification de Xanthoria parietina :

Régne : Fungi

Embranchement : Ascomycota

Classe : Lecanoromycetideae

Ordre : Teloschistales

Famille : Teloschistaceae

Genre : Xanthoria

Espéce : Xanthoria parietina

7.3 Reproduction :

Le développement du lichen XanthoriaParietina commence avec la germination des pores.
Les hyphes qui poussent hors des spores, entrent en contact avec le substrat au moyen ‘une
sécretion gélatineuse et se propagent relativement et rapidement sur la surface du substrat.
Comme plusieurs hyphes germent habituellement a partir d’un groupe de spores, la colonisation
du substrat commence dans de nombreuses directions en méme temps. Cela améliore

considérablement la probabilité que des hyphes rencontrent des algues.

A ce stade, il est important de savoir si ces algues sont des pseudo-algues étrangeres ou
PseudoTrebouxia vivant libre, avec lesquelles le champignon de XanthoriaParietina peut
former une véritable symbiose. Méme si les hyphes fongiques ne sont pas en mesure d’entrer
en symbiose avec les algues étrangeéres, elles sécrétent toujours des substances gélatineuses au
contact de toutes les algues et les incorporent dans un réseau lache constitué d’algues, d’hyphes

et de gelées.
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7.3 Intérét écologique

Les lichens s’insérent dans les chaines alimentaires, sont consommés par certains animaux,

ou font I’objet d’un parasitisme par d’autres champignons qui leur sont inféodés.

Du fait de leur sensibilité ou de leur capacité d’accumulation de polluants, les lichens sont
Souvent utilisés comme bio-indicateurs. Treés peu tolérants vis-a-vis de gaz toxiques tels que le
Dioxyde de soufre, ils disparaissent de ces zones polluées. La présence d’une grande variété
d’espéces et leur abondance sont généralement indicatrices d’une bonne qualité de I’air (AFL,

2011).
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les métabolites secondaires

1 Les métabolismes sur des lichens :

La production de nombreux métabolites est facilitée par les conditions spécifiques dans
lesquelles vivent les lichens, ce qui les protége efficacement contre diverses influences
physiques et biologiques néfastes. Les métabolites créés par les lichens sont classés en deux
catégories : primaires et secondaires (Lawrey, 2004). Les protéines, les acides aminés, les
caroténoides, les polysaccharides et les vitamines sont des métabolites primaires
(intracellulaires). Ils sont généralement solubles dans 1’eau et peuvent étre facilement séparés
des lichens par ébullition avec de 1’eau. Les champignons produisent certains métabolites
primaires tandis que les algues en produisent d’autres. La majorité de ces métabolites ne sont
pas specifiques et peuvent étre trouvés dans les champignons, les algues et les plantes

supérieures libres.

Bien qu’il n’ait pas été possible de confirmer que Pannarin était une source naturelle de
lichen, une étude dans I’herbier a démontr¢ le potentiel biosynthétique de cette depsidone pour
I’espece. La production d’atranorine chez Usneahirta lorsqu’elle est cultivée dans un milieu
LB modifié est un autre résultat similaire, car ce composé n’est pas présent dans 1’ensemble du
genre Usnea. Chague mycobionte de lichen préfere des conditions de culture spécifiques pour
produire des métabolites secondaires spécifiques. Ces conditions de culture incluent des
facteurs tels que le milieu nutritif, les sucres ou les polyols ajoutés, le pH, la température, la
lumiere et le stress. De méme, les cultures de « tissus » de lichens peuvent souvent produire
des substances secondaires Les niveaux plus élevés de métabolites du lichen dans des
conditions de fortes concentrations d’UV-A peuvent entrainer une production plus élevée de
photosynthétiques qui, a leur tour, soutiennent une production plus élevée de composés de
lichen, tandis qu’une production plus faible de composés de lichen en présence d’'UV-B peut
étre due a une production plus faible de composés de lichen en raison de la production
d’enzymes de dégradation extra Diverses études ont montré que la concentration de métabolites
secondaires chez certaines espéces de lichens peut étre affectée par les différences de situation

géographique et les changements de saison Bjorke & coll (2004).
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1.1 Les métabolites primaires
1.1.1 Définition

Les métabolites primaires sont les molécules qui existent dans toutes les cellules végetales
et sont nécessaires a la vie de la plante. Ils sont a la base de la machinerie moléculaire de la
cellule. Les glucides, les lipides et les acides aminés sont des exemples importants de
métabolites primaires. Ces macromolécules sont les produits essentiels du métabolisme,
impliqués dans la croissance et le développement de toutes les cellules vegétales (Hopkins,
2003).

1.1.2 Les classes de métabolites primaires

1.1.2.1 Les glucides

Comprennent tous les sucres et leurs polyméres, chaque glucide contient du carbone, de
I'nydrogéne et de I'oxygene, et peut faire partie soit des monosaccharides, soit des disaccharides,
soit des polysaccharides. Les glucides sont les biomolécules les plus abondantes chez presque
toutes les espéces, ils jouent au sein des étres vivants un nombre de réle trés divers (Weinman
& Méhul, 2004). Au niveau extracellulaire, les glucides sous forme de fibres ou de gel jouent
un réle structural, ils soutiennent et protégent les structures biologiques et entrent dans la
constitution des tissus. Au niveau intracellulaire, les glucides jouent un réle énergétique, ils

sont des sources d'énergie (Moussard, 2006).

1.1.2.2 Les lipides

Alors que la plupart des familles des molécules de base du monde vivant sont definies par
leurs structures chimiques. Les lipides (du grec lipos, graisse) sont caractérisés par une propriété
physique : la solubilité, ils sont des composés a solubilité, nulle ou faible dans I'eau par contre
élevée dans les solvants organiques non polaires (méthanol, chloroforme, cyclohexane ...). Un
lipide est une molécule : soit completement apolaire (lipide neutre), soit bipolaire (molécule
amphiphile ou amphiphipathique) (Touitou, 2005). Les lipides ont plusieurs fonctions :

Huileuses, Réserves ... etc.

1.1.2.3 Les protéines

Il existe vingt acides aminés que les cellules utilisent dans des combinaisons diverses pour
former des centaines de protéines différentes. Chaque acide aminé a la méme structure de base,
constituée d'un atome de carbone centrale auquel sont liés un groupe aminé (NH2), un groupe
carboxyle (-COOH), un atome d'hydrogéne et une chaine latérale variable nommée groupe R

(Touitou, 2005). Les protéines sont des polymeres linéaires d'acides aminés unis par une liaison
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amide, dite liaison peptidique, établie entre le groupement a-carboxyle de I'un et le groupement

a-amine.

1.2 Les Métabolites secondaires

1.2.1 Déefinition

Indirectement essentielles a la vie des plantes, par opposition aux métabolites primaires qui
alimentent les grandes voies du métabolisme basal (Colmar, 2007). Ces composés ne sont pas
produits directement lors de la biosynthése mais résultent des réactions chimiques ultérieures
(Sevenet, 1994). Ces métabolites sont, soit des produits terminaux ou des déchets du

métabolisme, soit des substances de réserve manifestant une mobilisation réorientée.

1.2.2  Les classes de métabolites secondaires
Chez les plantes les trois classes principales de métabolites secondaires sont les alcaloides,

les terpenoides et les substances phénoliques (Bruneton, 1993).

1.2.2.1 Les alcaloides

Selon Bruneton (1993), les alcaloides sont initialement définis comme des substances
azotées, basiques, d'origine naturelle et de distribution restreinte. Le mot « alcaloide » est
pratiguement synonyme du mot «drogue » (10 des 12 drogues qui ont pour origine une plante

et qui sont commercialement les plus importantes sont des alcaloides) (Hopkins, 2003).

1.2.2.2 Les terpénoides

Existe chez toute les plantes, ils peuvent étre considérés comme fonnés par I'assemblage d'un
nombre entier d'unités pentacarbonées ramifiées dérivées du 2 — méthylbutadiene(Bruneton,
1993). Selon Reven et ses collaborateurs (2007), les terpenoides sont des composés d'unités
isopréne et comprennent les huiles essentielles, le taxol, le caoutchouc et les glycosides

cardiotoniques.

1.2.2.3 Les composeés phénoliques
Les composés phénoliques sont en effet des éléments importants, de qualités sensorielles
(couleur ; astringence) et nutritionnels des végétaux que consomme I'homme et leur

intervention dans la santé est maintenant reconnue dans des domaines variés (Richter, 1993).

1.2.2.4 Les flavonoides
Les flavonoides sont des pigments quasi universels des végétaux presque toujours

hydrosolubles, les pigments floraux agissent comme signaux visuels pour attirer les
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pollinisateurs, oiseaux et abeilles (Raven et al., 2007). Certains flavonoides ont des propriétés

anti-inflammatoires et antivirales, et des effets protecteurs sur le foie

1.2.3 Les voies de métabolisme secondaire
Lesmétabolites secondaires du lichen proviennent de trois voies chimiques : la voie de
’acétate polymalonate, la voie de I’acide shikimique et la voie de I’acide mévalonique(Elix &

Stocker-Worgotter 1996; Stocker-Worgotter 2008; Nguyen et al., 2013)

1.2.3.1 Lavoie Acétate — Polymalonate

Elle utilise comme précurseur I’acétyl-coenzyme A (AcétylCoA), est la voie de la majorité
des métabolites spécialisés lichéniques, en particulier des depsides (ténuiorine,
acidegyrophorique, atranorine,...) et des depsidones (acide stictiques et ses dérivés, acide
fumarprotocétrarique, caloploicine,...) et des dibenzofuranes (acide usnique).comprend les

composeés de lichen les plus Courants :

e Acides aliphatiques secondaires, esters et derives apparentés
e Mononucléaires Composés phénoliques

e Deépsides , tridepsides et esters benzyliques

e Depsidones et esters diphényliques

e Depsones

e Dibenzofuranes , acides usniques et dérivés

e Anthraquinones et xanthonesbiogénétiquement apparentées
e Chromones

e Naphtoquinones

e Xanthones

1.2.3.2 Apartir de acétylCoA
Un’autre voie de biosynthese existe ,la voie de Mévalonates , a ’origine des. térpénoides

(triterpénes de type hopane par exemple ) ,des stéroides et des caroténiodes

1.2.3.3 La voie de ’acide shikimique

Conduitauxdérivésdel’acidepulviniques :

Terphénylquinones

L’acide pulvinique

Calycine

Acide vulpinique
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Figurel0 : Voies de biosynthese simplifiées des métabolites spécialisés lichéniques et familles de composés
associées. Schéma réalisé a partir des travaux deElix and StockerWdorgotter (1996), Stocker-Waérgotter (2008)
et Nguyen et al. (2013).

En plus des composés provenant de ces voies courantes, présents dans tous les principaux
groupes de lichens, il y a également des catégories de composés inhabituelles présentes dans
ces organismes, telles que 1’arthogaline, un depsipeptide cyclique (Huneck and Himmelreich
1995) et d’autres dérivés d’acides aminés. Des substances telles que les composants

cytotoxiques de scabrosine extraits de Xanthoparmeliascabrosa. (Ernst-Russell et al. 1999).

Les résidus des classes de substances courantes présentent également des caractéristiques
peu communes. Ces caractéristiques peuvent Etre présentées sous la forme d’autres
arrangements intramoléculaires ou en association avec d’autres composés comme les sucres.
Des séries de glycosides d’acide aliphatique g-lactonique, certains d’entre eux formant un cycle
macrolactone, ont également été identifiées. Bien que les glycosides ne soient pas courants dans
les lichens, des recherches récentes ont révélé la présence de glucosides de xanthone et de

mycosporinecollemine A dans Collemacristatum (Torres et al. 2004).
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1.2.4 Principale famille de métabolisme secondaire :

1.2.4.1 Les depsides

Parmi les depsides, les didepsides (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 meta du deuxieme 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. Plus rarement, des tétradepsides, tels que 1’aphthosine isolée du lichen

Peltigeraaphthosa (Bachelor& King, 1970).

HO Me
OH OMe o
Me (8]
Me I
Me o o OH OH
[e]
O Me
Me O OH
HO OH
(o]
\0
HO OH

Figurell : Structures d’un depside (atranorine) et d’un tridepside (acide lasallique

1.2.4.2 Les depsidones

Les depsidones, telles que les acides protocétrarique et norstictique, sont issues du couplage
oxydant intramoléculaire de depsides. Différentes études s’attachant a élucider la voie de
biosynthése in vivo des depsidones ont démontré que celle-ci inclut des réarrangements
moléculaires, de type réarrangements de Smiles, en passant par la formation d’un depside
intermédiaire puis d’un diphényléther(Culberson&Elix, 1989). L’hypothése la plus récente
décrite dans la littérature implique une oxydation du noyau depside par une dioxygénase suivie
d’une cyclisation de I’intermédiaire dihydroxydihydro-benzene formé (Stejanoviéet al., 2012).
Des depsidones ont également été retrouvées dans des champignons tels que
Botryosphaeriarhodina(Abdou et al., 2010) et Corynesporacassiicola(Chomcheonet al.,
2009), ainsi que sporadiquement dans des plantes supérieures du genre Garcinia(Ngoupayoet
al., 2008).
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Me O Me ©O
le] CH,0H o Me
HO 4 OH HO 5 OH
CHO CHO
0 o

Me COOH OH

Acide protocétrarique ) < e
Acide norstictique

Figurel? : structure d’acide protocétrarique etacidenorstictique

1.2.4.3 Les depsones et diphényléthers
Les depsones (acide picrolichénique par exemple, Figure 14) sont des composeés lichéniques
rares et sont issues elles aussi des depsides par oxydation intramoléculaire conduisant a un

couplage carbone-carbone (Romagni& Dayan, 2002).

Figurel3 :depsone, | ‘acidepicrolichénique

1.2.4.4 Les dibenzofuranes et ’acide usnique

Les dibenzofuranes sont issus du couplage oxydant entre deux unités de type acide
orsellinique (Figure 15). Une cyclisation entre un groupement acide carboxylique et un
groupement hydroxyle est possible et peut conduire a la formation d’un noyau lactone ; c’est le
cas par exemple de 1’alectosarmentine(Gollapudiet al., 1994) et de la strepsiline (Gonzalezet
al., 1992).
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OH o]

HO (e} HO

Figurel4 : Biogenese des dibenzofuranes par couplage de deux unités de type acide orsellinique

1.2.4.5 Les anthraquinones, naphtoquinones, chromones et xanthones :

1.2.45.1 Les anthraquinones et naphtoquinones :

Les anthraquinones, telles que I’émodine et I’endocrocine (Figure 16), proviennent de la
cyclisation d’octacétides linéaires, et sont des pigments produits principalement par les hyphes
du cortex supérieur. Elles sont également responsables de la couleur (jaune, orange, rouge...)
des fructifications (apothécies) et représentent un large groupe parmi les métabolites
lichéniques biologiquement actifs. La plupart de ces composés sont également présents chez
d’autres organismes (Romagni& Dayan, 2002). Les anthraquinones sont souvent produites par
les lichens appartenant a la famille des Teloschistes, Caloplaca et Xanthoria(Stocker-
Worgotteret al., 2013). Parmi elles, la pariétine, un pigment jaune orangé isolé de
Xanthoriaparietina(Solhaug&Gauslaa, 1996), la draculone, un pigment rouge isolé de
Melanothecacruenta(Matheyet al., 2002), et I’haematommone, un autre pigment rouge isolé

de Haematommapuniceum.

0

OH (o] OH o] OH o] OH
SEnz OH
(o] (o] 0 »
HO Me HO Me
Octacétide o o

Endocrocine Emodine

Figurel5 : la structure des anthraquinones
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1.2.45.2 Les chromones :

Les chromones dérivent de la cyclisation de pentacétides linéaires (Figure 17) ; elles ne sont
pas propres aux lichens et peuvent étre retrouvées par exemple dans certains micro-organismes
endophytes(Andrioliet al., 2012).

o SEnz
OH
f'e) Me HO o Me HO o Me
O
—_— —_—
o fe) OH O (o]

OH

5.7-dihydroxy-2-méthylchromone

Figurel6 : Schéma de biosynthése proposé pour les chromones (Romagni et Dayan, 2002).

1.2.4.5.3 Les xanthones :

Les xanthones (du grec xanthos : jaune) sont des métabolites secondaires qui ne sont pas
exclusivement lichéniques (Figure 18). En effet, elles peuvent étre retrouvées chez certaines
plantes de la famille des Gentianacées ou des Guttiferes(Vieira &Kijjoa, 2005). Par exemple,
le mangoustanier (Garciniamangostana) et ses fruits contiennent plusieurs dérivés de
xanthones(Ragasaet al., 2010 ; Al-Massaraniet al., 2013). Aussi, des xanthones sont décrites

chez plusieurs especes de champignons (Abdel-Lateffet al., 2003).

Figurel? : Structure de base d'une xanthone.
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1.2.45.4 Les phtalides :

Les phtalides, ou isobenzofuran-1-ones, sont des intermédiaires importants dans les
stratégies de synthese de métabolites lichéniques comme les naphtalénes, anthraquinones ou
benzophénones (Sargent, 1987). Peu de phtalides sont décrits chez les lichens ; par exemple,
le 5,7-dihydroxy-6- méthylphtalide et le 5,7-dihydroxy-6-formylphtalide (Figure 20) ont été
isolés des lichens Alectorianigricans, Alectoriacapillaris et Calvitimelaarmeniaca( Hertel &
Andreev, 2003). On retrouve également ce type de composés chez certains champignons tels

qu Alternariaporri(Suemitsu et al., 1995) et Stachylidiumsp. (Almeida et al., 2012)

1.2.5 Meéthodes de détermination des métabolites secondaires du lichen

Les méthodes suivantes sont utilisées pour 1’identification des composés de lichen :

1.2.5.1 Test ponctuel

Ce test a été utilisé universellement comme moyen rapide et non spécifique pour détecter la
présence de certaines substances lichens non spécifiees. Ce test est le plus pratique et le plus
simple a réaliser, méme sur le terrain. Il ne s’agit toutefois que d’une étape préliminaire dans le
processus d’identification des lichens ou de leurs substances. Afin d’identifier avec précision
le métabolite secondaire présent dans le thalle de lichen, il faut effectuer des tests plus sensibles
tels que la TLC ou la HPLC.

Le test ponctuel est réalisé en placant une petite goutte de réactif sur le thalle du lichen, soit
directement sur la surface supérieure (cortex), soit sur la moelle. Dans ce dernier cas, le cortex
est gratté ou superficiellement coupé a I’aide d’une lame. Les réactifs utilisés sont une solution
aqueuse de KOH a 10 % (K), une solution aqueuse saturée de poudre décolorante (NaOCI2) ou
d'hypochlorite de calcium (Ca(OCI)2) (appelée C) et une solution alcoolique de p-
phénylenediamine (PD) a 5 %. Les changements de couleur au point d’application du réactif
sur le thalle sont notés + r . Ces changements de couleur sont dus a la présence d’un métabolite
secondaire particulier dans le thalle, appelé « taches » (Nash, 1996 ; Karunaratne 1999 ;
Karunaratne et al., 2005 ; Molnar & Farkas 2010 ; Shukla et al., 2013).

1.2.5.2 Microcristallographie

Certains métabolites secondaires forment des cristaux caractéristiques lorsqu’un réactif
cristallisant est ajouté et doucement chauffé. Le test est effectué sur la lame de verre. Le
composé de lichen est extrait a 1’acétone. Le glycérol, 1’éthanol et les acides acétiques glacials
sont quelques-uns des produits chimiques utilises dans différentes combinaisons pour fabriquer

le réactif.

26



Partie Bibliographique

La micro cristallographie a été largement remplacée par la méthode plus sensible et plus
fiable telle que la CCM. Mais la technique reste utile pour un certain nombre de composés de
lichen qui sont difficiles a identifier en CCM en raison de la méme classe (ou valeur) Rf ou de
la méme couleur ponctuelle (par exemple, I’acide 1écanorique et les acides gyrophoriques, les
acides barbatiques et diffractaiques). Cependant, les mélanges de substances peuvent étre
difficiles a identifier avec cette méthode, et des substances mineures peuvent également étre
indétectables (Nash, 1996 ; Karunaratne, 1999 ; Karunaratne et al., 2005 ; Molnar et
Farkas 2010 ; Shukla et al., 2013).

1.2.5.3 Chromatographie sur papier

Est utilisé pour la separation des acides aminés. Le papier est utilisé comme support ou
adsorbant, mais la séparation joue probablement un role plus important que I’adsorption dans
la séparation des composants des mélanges, car les fibres de cellulose sont entourées d’un film
d’humidité méme a 1’état sec. La technique est donc étroitement liée a la chromatographie de
partage sur colonne, mais alors que cette derniere est capable de traiter un gramme de matiére
supplémentaire, la premiere nécessite des microgrammes. Il s’agit donc d’une technique
extrémement sensible et d’une énorme valeur dans les domaines chimiques et biologiques
(Nash 1996 ; Karunaratne 1999 ; Karunaratne et al. 2005 ; Molnar et Farkas 2010 ;
Shukla et al., 2013).

1.2.5.4 Chromatographie sur couche mince (CCM)

Il s’agit d’une technique relativement simple et peu colteuse qui peut €tre réalisée par toute
personne ayant acces aux installations de laboratoire de base. Les substances lichenes sont
extraites dans de 1’acétone et ’extrait est déposé sur des plaques de verre ou d’aluminium
recouvertes de gel de silice. La plaque est placée dans une cuve étanche de maniére a ce que la
base de la plaque soit immergée dans une couche peu profonde d’un mélange spécifique ou de
solvants organiques. Les différentes substances lichenes présentes dans 1’échantillon sont
séparées les unes des autres lors du passage du solvant a travers la couche de gel de silice et
sont ensuite rendues visibles par pulvérisation d’acide sulfurique. Les taches résultantes sont
provisoirement identifiées par leur couleur et leur position relative par rapport a 1’échantillon
témoin (Nash, 1996 ; Karunaratne, 1999 ; Karunaratne et al., 2005 ; Molnar & Farkas
2010 ; Shukla et al., 2013).
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1.2.5.5 Chromatographie liquide haute performance (HPLC)

Cette méthode a été appliquée pour identifier et quantifier les substances caractéristiques
présentes dans les produits a base de mousse de chéne disponibles dans le commerce. Cette
technique constitue un complément puissant a la méthode TLC établie. Les colonnes liées a
phase inverse sont utilisées ici, et tous les produits de lichen aromatique peuvent étre analysés
avec cette méthode. Les échantillons sont dissous dans du méthanol et injectés dans la colonne
de portions appropriée, a travers laquelle un solvant approprié ou une séquence de solvants
passe sous haute pression. Les substances se séparent et sont détectées a I’aide d’un détecteur
UV. Le temps de rétention (Rt ou temps de passage) et I’intensité maximale sont enregistrés
par un enregistreur graphique. La HPLC est également utilisée pour mesurer les concentrations
absolues ou relatives de composés de lichen, car I’intensité maximale (aire sous la courbe) est
proportionnelle a la concentration. La plupart des chercheurs utilisent la HPLC pour détecter
les composés de lichen et combinent cette technique avec la CCM et/ou la spectrométrie de
masse pour vérifier I’identification des pics (Nash, 1996 ; Karunaratne et al., 2005 ; Molnér
& Farkas 2010 ; Shukla et al., 2013).

1.2.5.6 Méthodes chimiques

Comme dans de nombreux domaines de la chimie des produits naturels, un nouvel élan dans
la chimie des substances lichens est fourni par les méthodes plus rapides et améliorées pour
détecter, isoler et purifier ces composés et déterminer leur structure. Les techniques de CCM
préparative, de chromatographie radiale et de HPLC préparative fournissent des méthodes
rapides et efficaces pour la purification des substances lichens, et les développements en
spectrométrie de masse, en spectroscopie RMN du proton et du carbone 13 (résonance
magnétique nucléaire) et en analyse aux rayons X facilitent grandement études structurelles.
Les procédures chimiques plus classiques de dégradation et de synthese totale se sont également
développées rapidement avec 1’utilisation de réactifs et de méthodes de synthese plus récents.
Par exemple, l’utilisation de réactifs de condensation anhydride trifluoroacétique et
dicyclohexylcarbodiimide fait de la préparation des lichens depsis une procédure relativement
simple, de sorte que la synthese totale est désormais un moyen courant de confirmation
structurelle. (Nash, 1996 ; Karunaratne 1999 ; Karunaratne et al. 2005 ; Molnar & Farkas
2010 ; Shukla et al., 2013).
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1.2.5.7 Chromatographie en phase gazeuse et spectrométrie de masse :

Les xanthones, les anthraquinones, les dibenzofuranes, les terpénes et les dérivés de I’acide
pulvinigue dépourvus de groupes esters thermolabiles peuvent étre étudiés par chromatographie
en phase gazeuse avec spectrométrie de masse (GCMS). Les xanthones présentes dans les
lichens ont été étudiées en injectant un extrait de lichen directement dans un spectrométre de
masse. Plus récemment, les principaux composants terpénoides des lichens de la famille des
Pyxinaceae ont été étudiés par GMCS (Nash, 1996 ).

1.2.6 ROdle des métabolites secondaires
Actuellement, de nombreux lichens ont prouvé leurs capacités d’étre une excellente source

de métabolites secondaires pour les industries pharmaceutiques (Huneck, 1999; Oksanen,
2006 ; Lopes et al., 2018) et ils sont encore utilisés en tant que traitements alternatifs dans
diverses parties du monde (Sahin et al., 2015). Un large spectre de potentiel biologique est
montreé par les lichens, mais ils ont été longtemps négligés par les chercheurs et surtout par
I'industrie pharmaceutique en raison de leur nature a croissance lente et les difficultés dans
leur culture artificielle et ils ont & peine été étudiés d'un point de vue biochimique
(Crittenden & Porter, 1991; Behera et al., 2004 ; Rankovi¢ & Kosanic, 2015).

Au sein du lichen, les substances lichéniques sont censés aider le thalle lichénique a se
protéger dans son environnement, contre les herbivores, les pathogénes et les facteurs
abiotiques tels que les irradiations UV. Pour ces raison, la plupart des molécules isolées des
lichens font souvent preuve de multiples activités biologiques comme 1’acide usnique (I’acide
(+)-usnique et 1’acide (-)-usnique selon les sources lichéniques). Il présente a la fois des
activités antimicrobiennes, antiprolifératives et capte facilement les rayonnements UVs.
Cependant, le r6le des métabolites lichéniques au sein de la symbiose reste encore peu connu.
(Molnar et al., 2010)

Comme on a déja dit le potentiel thérapeutique des lichens est depuis longtemps exploité par
la médecine, différentes préparations provenant de lichens ont montré des effets analgésiques,
antipyrétiques (Huneck, 1996 ; Moreira et al., 2015 ; Behera et al., 2016), antibactériens et

antifongiques (Huneck, 1999). Différentes autres activitéspeuvent étre décrites :

e Activité anti-herbivore et insecticide.

e Activité antipyrétique, anti-inflammatoire.

29



Partie Bibliographique

e Activité antioxydante et photoprotectrice(Huneck, 1999).

Le tableau suivant résume les différents travaux pharmaceutiques réalisés sur les substances

lichéniques :

Tableau 1 : Activités biologiques de quelques substances lichéniques citées par la littérature

Composés lichéniques

(Branislav Rankovi¢2019):

Activités étudiées

Composés
lichéniques

Activités étudiées

Acide lécanorique

L’atranorine

Zeorin

Acide gyrophorique

Acide protocétrarique

Acide
fumarprotocétrarique

Acide norstictique

Acide salazinique

Acide barbatique

Antitumor,
antioxydant, antibact
érien, antifongique,
antidiabétique,
anticancéreux, anti-
inflammatoire

Antimicrobien,
antioxydant, anti-
inflammatoire,
anticancéreux,
antineurodégénératif,
antidiabétique
Antioxydant,
antifongique,
antidiabétique
Antimicrobien,
anticancéreux,
antioxydant,
antidiabétique
Antibactérien,
antifongique,
antioxydant,
anticancéreux
Antibactérien,
antifongique,
antioxydant,
anticancéreux,
neuroprotecteur
Antimicrobien,
antioxydant,
anticancéreux
Antitumoral,
antibactérien,
antifongique,
antioxydant,
antidiabétique,
antiviral
Antioxydant,
antimicrobien
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Acide physodique

Acide stictique

Acide vulpinique

Acide evernique

Acide

protolichesterinique

Acide lobarique

Ramalin

Acide diffractaique

Acide divaricatique

Antibactérien,
antifongique,
antioxydant,
anticancéreux,
antineurodégénératif,
anti-inflammatoire

Antioxydant,
antimicrobien,
anticancéreux

Antimicrobien,
anticancer

Innovant,
antibactérien,
antioxydant,
anticancéreux
Antitumoral,
antibactérien,
anticancéreux, anti-
inflammatoire
Innovibactérien,
antifongique,
anticancéreux,
antineurodégénératif

Antioxydant,
antibactérien

Analgésique,
antiprolifératif,
antioxydant,
antipyrétique,
analgésique, anti-
inflammatoire
Antioxydant,
antimicrobien,
antidiabétique
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Acide ombilicarique

Acide homosekikaique)

Acide benzoique

2,4-dihydroxy-6-propyle

Antioxydant,
antimicrobien

Antioxydant,
antibactérien

Antioxydant

Antioxydant
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Acide variolaire

Acide sekikaique

Vicanicine

10-chloropannarine

Antioxydant,
anticancéreux

Antioxydant,
antibactérien,
antidiabétique
Antioxydant,
anticancéreux

Antioxydant
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Objectif de I’étude

L’utilisation des plantes et des produits d’origine naturelle en phytothérapie est un objectif
de plusieurs études, notamment d'autant plus qu'elles contiennent les métabolites secondaires
qui peuvent avoir des vertus thérapeutiques Les lichens, vue leur particularité d’étre des
organismes symbiotiques avec une grande diversité structurale et des activités biologiques tres

variées, sont de trés bons sujets pour 1’évaluation de leurs activités thérapeutiques.

L’objectif de ce travail est la réalisation d’une étude de I’activité antibactérienne et

antioxydante de 1’espéce Xanthoria parietina.

Cette étude a été réalisée dans laboratoire pédagogique microbiologie et biochimie faculté

de sciences de la nature et vie et science de la terre université de Khemis Miliana .

1 Préparation des extraits :

1.1 Présentation de la zone d’échantillonnage :

La collecte des échantillons a été faite au niveau de la région de Ain ElHadjar-Wilaya de

Saida, cette zone est une des wilayas des hauts plateaux.

La wilaya de Saida couvre une superficie totale de 6765 km?, localisée au Nord-ouest
del’Algérie, elle est limitée au Nord par la wilaya de Mascara, au Sud par celle d’El Bayadh,
al’Est par la wilaya de Tiaret et a I’Ouest par la wilaya de Sidi Bel Abbés (Figure 19). Lawilaya
de Saida est constituée de six dairas et de seize communes, le territoire ni franchement
steppique, ni franchement tellien (ANAT, 2008).

}T Portugal

B Localisation de la Wilaya
de Saida

Espagne

Gibraltar

Tunisie

ALGERIE

Libye

Sahara
occidental

Mauritanie
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Figure 18: situation géographique de la wilaya de Saida (Kerrache, 2011)

Pour le coté bioclimatique de la zone ou les échantillons ont été prélevés, elle appartient au

semi-aride frais, alors que la partie sud de la wilaya est aride frais.

1.1 Matériel

1.1.1 Matériel végétal :

Thalle foliace jaune-orangé pouvant étre gris-bleuté lorsqu'il croit a I'ombre. Les lobes sont
plats et appliqués au substrat avec une largeur comprise entre 3 et 7 mm, leur marge pouvant
étre légerement récurvée. Plus larges a I'apex, ils se recouvrent partiellement les-uns-les-autres

et ont souvent un aspect drapé.

Les apothécies sont généralement nombreuses, leur diametre peut atteindre 4 mm, le disque
est de couleur orangée au centre et le rebord est jaune, il devient légérement crénelé avec le

temps. La surface du disque est d'abord concave puis devient presque plate a maturiteé.

Espéce trés commune croissant sur tout type de support riche en nutriments comme les arbres

et ’identification est assez simple.

Figure 19 : Xanthoria parietina (Happe, 2024)

Collecte :

La collecte a été faite en grattant soigneusement les écorces des arbres avec un coteau afin

de récupérer le matériel lichénique intact avec un minimum de trace d’écorces.
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1.1.2 Matériel biologique :

Les souches utilisés pour faire 1’activité antimicrobienne sont une source de laboratoire de
Docteur Houti <souche d’infection>.

Tableau 2: les micro-organismes utilisés.

Les micro-organisme Classification Gram
Staphylococcus aureus(sp) Staphylococcaceae Gram positif
Eschericia coli (sp) Enterobacteriaceae Gram négatif
Pseudomonasaeruginosa(sp) Pseudomonadaceae Gram négatif
Klebsiella pneumoniae(sp) Enterobacteriaceae Gram négatif

Condida albicans (sp) Saccharomycetaceae Levure

1.2 Déshydratation:

Les échantillons de lichen sont d’abord triés en utilisant des
pinces en plastique et un couteau en céramique, en retirant
délicatement les débris végétaux (les especes non souhaitées et
les écorces d’arbre) ensuite, les thalles sont séchés a I’étuve a

105°C pendant 72 heures afin d’éliminer un maximum d’eau.

1.3 Broyage:

Reéduction des échantillons en poudre fine de fagon a favoriser |
la mise en solution des éléments a analyser. Cette étape est
critique car elle peut étre une source de contamination ou de
perte. Pour cela, le broyeur utilisé est un mortier en agate.

Figure 21: transformation du lichen en poudre
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1.4 Extraction par macération :

> L’extrait éthanolique :

Les échantillons de lichen (10 g) ont été mélangés séparément avec 100 |
ml de solvant organique (éthanol) a température ambiante dans I'obscurité
pendant 1h avec un agitateur magnetique et conserve le mélange dans

réfrigérateur pendant 48h.

> L’extrait aqueux :

Les échantillons de lichen (10 g) ont été mélangés séparément avec 100

ml de I’eau distiller a température ambiante puis placés dans un placard a

L’abri de la lumiére pendant 48 heures.

Figure 23 : extrait
aqueux.

1.5 Filtration:
Le mélange (les I’extraits) obtenu est transféré dans un flacon de 100 ml

pour la filtration (avec un papier filtre Watman).
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Figure 24 : étape de
filtration.

1.6 Evaporation :
Les extraits de solvant organique (extrait éthanolique) ont été évaporés a

sec dans température 75°C pendant 15 minute dans une rota-vapeur.

Calcul du rendement Figure 25 : Evaporation

d’extrait éthanolique.
Le rendement de I'extraction est calculé selon la formule suivante:

_ M-MoO
100 RET% = e x 100

Avec:

R % : taux de la matiére extraite ;

M : masse du ballon avec I’extrait (g) ;
MO : masse du ballon vide (g) ;

MT : masse végétale totale utilisée (g).

2 Evaluation de ’activité antimicrobienne :

2.1 Mc Farland :

Les tests de sensibilit¢ nécessitent 1’utilisation d’inoculas standardisés. L’étalon de
McFarland 0,5 est recommandé pour 1’utilisation dans la préparation des inocula pour effectuer
le test de sensibilité aux antimicrobiens par diffusion sur disque. Les inoculums pour les tests
de sensibilité primaires étaient généralement préparés a partir d’un bouillon incubé pendant 4 a
6 heures. Lorsque la croissance était en phase logarithmique, la densité de la suspension était
ajustée en ajoutant la suspension bactérienne a un tube a essai salin stérile pour correspondre.

La densité de la norme souhaitée.
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Principe :

Les étalons de turbidité McFarland sont utilisés comme étalon de référence pour approximer
le nombre de cellules microbiennes dans une suspension liquide. L’une des premiéres
utilisations de la turbidité pour I’estimation des populations bactériennes a été la préparation

de vaccins.

Figure 26 :la suspension de Mc
Farland

2.2 Activité antimicrobienne
Pour évaluer [Dactivité antimicrobienne des extraits
éthanolique et aqueuse de Xanthoriaparietina, nous avons adopté la méthode de diffusion sur

milieu gélosé en utilisant les disques stériles (Berghe & Vlietinck., 1991).
Le principe :

La méthode repose sur la diffusion du composé antimicrobien en milieu solide dans une
boite de Pétri, avec création d’un gradient de concentration, aprés un certain temps de contact
entre le produit el le microorganisme cible. L’effet du produit antimicrobien sur la cible est
apprécié par la mesure d’une zone d’inhibition, et en fonction du diameétre d’inhibition. La

souche sera qualifiée de sensible, tres sensible, extrémement sensible ou résistante.

Préparation de suspension bactérienne :

On a préparé des cultures jeunes des bactéries (24h-48h), puis une suspension bactérienne

a partir de ces cultures jeunes avec 200ul 1’eau physiologique stérile, on a mesuré la DO de
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cette suspension jusqu’avoir la méme DO de 0.5 Mc Farland (DO = 0,8 a 1 lue 4 une longueur

d’onde de 600 a 620nmpar spectrophotométre).
Mode opératoire :

La technique utilisée pour évaluer I’activité antimicrobienne des extraitséthanoliqueet
aqueuse des cingéchantillons est la méthode de diffusion surdisque en milieu gélosé, selon le
ComitéNational des Normes du LaboratoireClinique (2000). Cette méthode permet
dedéterminer I’activité inhibitrice de I’agentantimicrobien, par la mesure du diametrede la zone
d’inhibition autour du disqueimprégné de I’extrait a tester. Pour cela,des disques de 6 mm de
diametreimprégnés de déférentes concentrations (10, 15, 20, 25ul/mL) d'extrait sont déposés a
la surface des milieux de culture MuellerHinton pour les bactéries,préalablement ensemencés
parécouvillonnage d'une suspensionmicrobienne standardisée (0,5 McFarland). L'activité
antimicrobienne desdeux extraits est notée en mesurant lediametre de la zone d’inhibition, aprés

uneincubation a 37 °C pendant 24 h pour lesbacteries.
e Lecture des antibiogrammes
La lecture des antibiogrammes a été faite par la mesure des diamétres des halos d’inhibitions
au tour des disques a I’aide d’un pied a coulisse.
Les résultats sont exprimés par le diameétre de la zone d’inhibition et peut étre symbolisé par
des signes d’aprés la sensibilité des souches vis-a-vis des extraits (Ponce et al. 2003).
Non sensible (-) ou résistante : diameétre < 8mm
Sensible (+) : diamétre compris entre 9 a 14 mm.

Tres sensible (++) : diameétre compris entre 15 a 19 mm

Extrémement sensible (+++) : diamétre > 20mm

3 Activité antioxydante :

L’acide ascorbique ou la vitamine C est une vitamine hydrosoluble. L’ascorbate est un trés bon
capteur de radicaux libres oxygénés puisqu’il réagit non seulement avec les radicaux
hydroxyles mais aussi avec les radicaux syperoxydes O2. (Diallo, 2005). Il a été utilisé dans

cette étude comme un antioxydant de référence.
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Figure 27 : Résulta d’activité antioxydant d’extrait ethanolique.

3.1 Activité antiradicale

La détermination de I’activité antiradicalaire des différents extraits de Xanthoria parietina se
fait par la méthode qui utilise le DPPH comme un radical libre relativement stable, selon le
protocole décrit par Bouyahya et al. (2017) avec quelques modifications.

Principe :

Le radical 2,2-diphényl-2- picrylhydrazyl est un radical libre stable. L’activité antiradicalaire
des deux extraits de ’espece a été étudiée sur ce radical se traduit par la réduction de ce radical

qui s’accompagne par son passage de la couleur violette (DPPH*) vers la couleur jaune, le 2,2

diphenyl-b-picrylhydrazine (DPPH-H) (Bougandoura & Bendimerad, 2013).

oy 2

N N
| + Antioxydant -OH > ! + Antioxydant-O.
N.
Nﬂz NO; NO, NO,
DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)
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Figure 28 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH (Talbi et al., 2015)

Mode opération :

e Solubiliser 0.004g de DPPH dans 100ml d’éthanol ;

e Dans de tube, préparer des solutions des concentrations (20, 40, 60, 80, 100, 200, 250)
de I’extrait (éthanolique , aqueux) a diluée par 1ml de 1’éthanol

e Mettre dans chaque tube 1ml de la solution de DPPH préparé

e Incuber pendant 30 minute a température ambiante

e Lire I’absorbance a 517nm.

Calcule du pourcentage :

Les résultats ont été exprimes en pourcentage d'inhibition (1%) du radical libre calculé par

cette formule:

DO controle — DO échantillon
1% = x 100
DO controle

I %: Pourcentage de réduction du DPPH.
DO témoin: Densité optique du tube contrdle négatif.

DO extrait : Densité optique de I’échantillon

Détermination dulC50 :

Ce parametre permet de calculer la concentration en extrait nécessaire pour piéger 50% des
radicaux DPPH. L’IC50 exprime la quantit¢ d'antioxydant requise pour diminuer la
concentration du radical libre de 50% (plus la valeur d’IC50 est basse, plus 1'activité antioxydant

d'un compose est grande). Elle est inversement liée au pouvoir antioxydant. (Molyneux, 2004)
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4 Dosage de Flavonoides :
La présence ou I’absence des flavonoides dans un extrait peut étre mis en évidence par un
test simple qui est la méthode du trichlorure d’aluminium (AICl3) décrite par Bahorumet al.

(1996) afin de quantifier les flavonoides dans les extraits.
e Principe:

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

(RibéreauGayonet al., 1972).

e Mode opératoire :
1/- Préparation de gamme d’étalonnage :

Une gamme de 4 différentes concentrations de quercétine (CisH1007) allant de 0.096 a
0.288 mg/ml a été préparée afin de tracer la courbe DO = f(c), (c’est la concentration de la

quercétine).
2/- Analyses du standards et extraits :

- 1 ml de chaque extrait est mélangé avec 1 ml de la solution d’AlCl3 (2% dans le
méthanol).

- Dans les mémes conditions un témoin a été préparé avec de I’eau distillée, Méthanol et
éthanol a la place des extraits de lichens.

- Aprés 10 minutes d’incubation a température ambiante ; I’absorbance a été mesurée a

415 nm contre un blanc dans un spectrophotométre.

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

matiere seche (mg EQ/g de matiere seche).

Tableau 03 : Tableau de dosage des Flavonoides
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Concentration 0.288 0.161 0.096 0.05
(mg/ml)

Volume de Pextrait 1 1 1 1
(ml)

Volume d’AlCl; 1 1 1 1
(ml)

La courbe d’étalonnage obtenue en utilisant la quercétine a différentes concentrations,

suivant la méthode de Bahorunet al., (1996).

Courbe d'étalonnage de la quercétine

[

0.9 y=2,0x + 0,05 o
R2=0,938

© o
N o

0.6
0.5

la densité optique (DO)
©o oo
O R, N W b

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35
Concentrations en quercétine (mg/ml)

©-- DO

Linear (DO)

Figure 29 : La courbe étalonnage de la quercétine.
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Résultat et discussion

1 Les résultats de 1’activité antibactérienne

Tableau 04: Résultats de I'évaluation de I'effet antibactérien.

Extrait ethanolique Extrait aqueux

C.albicans

S.aurus
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Paerogenosa

E.coli

K.pneumoneae

L’extrait aqueux malheureusement n’a exercé aucun effet sur les différentes souches testées,

soit celles de la paroi Gram positif ou Gram negatif ou méme sur la levure Candidaalbicans.

Pour I’extrait éthanolique été meilleur en comparaison avec 1’extrait aqueux ou I’activité

été positive contre les souches S.aureusetC.albicans.

Tableau 05 : Résultats du la sensibilité et la résistance des extraits contre les souches pathogenes.

S.aurus E.coli P.aerogenosa K.pneumonea C.albicans
L'extrait +++ —- - +
éthanolique
L'extrait -—- — — .
aqueuse
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Tableau 06 : Diamétre des zones d’inhibition.

La zone d’inhibition (mm)

Concentrations S.aureus E.coli C.albicans  P.aerogenosa  K.pneumonea
ug/ml
Lextrait 10 13 / 8 / /
éthalonique 15 18 / 11 / /
20 20 / 12 / /
25 23 / 16 / /
Lextrait 10 / / / / /
aqueux 15 / / / / /
20 / / / / /
25 / / / / /

Les résultats montrent un effet inhibiteur de 1’extrait éthanolique vis-a-vis de la souche
Staphylococcus aureus (sp) avec un diamétre d’inhibition de23 mm pour la concentration
(25ug/mL) et un diametre égale a 13 mm pour la concentration la plus faible dans cette étude
(10pg/mL). L'effet inhibiteur été positif sur la souche Candidaalbicansavec un diamétre

d’inhibition de 8mm pour (10pg/ml) et 16 mm pour (25ug/ml).

Quant au reste des souches, Escherichia coli (sp) et Klebsiellapneumonea (sp) et
Pseudomonasaeruginosa (sp) ont montré résistance a [’extrait éthanolique du lichen

X.parietina.
Calcul de laCMI :

La CMI a été mesurée uniquement pour I’extrait éthanolique qui a montré un effet

inhibiteur contre les deux souches mentionnées précédemment.

Les résultats ont montres quela CMI pour la souche S.aureus égale a 20pg/ml et 30 pg/ml

pour C.albicans.
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Figure 30 : Résultats de CMI du deux souches pathogénes.

2 Résultats de P’activité antioxydante :

2.1 Résultat d’activité antioxydante :

Les résultats du test au DPPH des extraits deX.parietina sont représentés dans le tableau
06.Les résultats montrent un pouvoir anti-radicalaire tres intéressant pour les deux extraits de
ce lichen. Les graphes dans la figure xx se présentent chacun sous forme d’une ligne droite
qui ne passe pas par ’axe y = ax + b avec une corrélation directe entre la concentration et

le pourcentage de conversion du DPPH.

Concernant les IC50, comme I’acide ascorbique est I’antioxydant d’excellence, il présente
un IC50 le plus importante avec une concentration égale a 37,27 + 3,75 pg/ml, alors que
I’extrait éthanolique présente une activité anti radicalaire meilleure (46,03ug/ml) que celui de

I’extrait aqueux (48,64pg/ml).
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Activité antiradicalaire de I’extrait aqueux, éthanolique et
acide ascorbique.

120.00
100.00 -
£ ° 0. .8
@ 80.00 . Acide Ascorbique T2
o ... :
o Extrait éthanolique
£ 60.00
s ® Extrait aqueux
o
Q | e T e Linear (Acide Ascorbique T2
2 40.00 - ( que T2)
< y=0.7642x + 21.514 -+ Linear (Extrait éthanolique)
@ 2_
20.00 RT=08205 Linear (Extrait aqueux)
y =0.6766x + 22.378
R2 =0.8654
y =0.7275x + 14.612
0.00

R?=0.9041
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Figure 31 : Activité antiradicalaire de Uextrait aqueux, éthanolique et acide ascorbique

IC 50

60
50
40
30

20

Concentration pg/mL

10

Acide Ascorbique Extrait méthanolique Extrait aqueux

mIC50

Figure 32 : Les concentrations efficaces a piéger 50% (1C50) du radical DPPH par les extraits étudiés et
DPacide ascorbique.
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3 Résultats de dosage des flavonoides
Les résultats de dosage des flavonoides ont été déduits en utilisant la courbe d’étalonnage de la
quercétine et ceci par extrapolation et les résultats sont exprimés en mg EQ/ g MS (milligramme

équivalent de quercétine par gramme de matiere seche).

Tableau 07: Résultats de dosage des flavonoides

Extrait Teneur en flavonoides
mgEQ/ gMS
Eau distillé 1432 +£1.96
Ethanol 20.20 +£2.12

llest bien clair des résultats que 1’éthanol était meilleur que 1’eau distillée pour 1’extraction

des flavonoides.

Teneur en flavonoides
25

20

MG EQ/ G MS
= =
o ol

Eau distillé Ethanol

Figure 33 : Teneurs des extraits en flavonoides
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Discussion

Les lichens sont une source de composés secondaires bioactifs. Selon cet auteur,Bouchenak
et al.(2020)., la macération consiste a extraire le maximum de molécules chimiques contenues
dans les lichens en utilisant des solvants organiques qui accélérent I’extraction et augmentent

le rendement.

Pour I’extrait aqueux, les résultats n’ont montrés aucune activité antibactérienne contre
toutes les souches pathogenes testées, ceci a été aussi constaté par Ali &Hmeed(2019), ou le
méme solvant (eau distillée) qui a été utilisé pour 1’extraction des métabolites secondaires de
X.parietina n’avais aucun effet sur les souches B. subtilis,E . coli, S. aureus etP. aeruginosa.
Une autre étude qui montre I'inefficacité de 1’extrait aqueux contre les souches bactériennes,
c’est celle de Sargsyanet al.(2021), ou tous les extraits aqueux des différents lichens
(Ramalinasinensis,Ramalinafarinacea (L)), Flavoparmeliacaperata, (L.)Hale,
Everniaprunastri (L.) Ach., Punctelia subrudecta (Nyl.) Krog, Pseudevernia furfuracea (L.)

Zopf,PeltigerapraetextataetParmeliasulcatan’avaient aucun effet antimicrobien.

Felczykowskaet al. (2017), ont utilisé I’extrait acétonique de Xanthoriaparientina, qui a
montré presque le méme résultat de 1’extrait éthanolique dans cette étude. L’ extrait acétonique

avais un effet antimicrobien uniquement contre Staphylloccucusepidermis alors qu’aucune
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activité antimicrobienne a été enregistrée contre B. subtilis, E. faecalis,S. aureus, K.
pneumoniae,E. coli etP. aeruginosa et ¢’est la méme chose qui a été rapportée par Cobanoglu
et al.(2016).

Il est a signaler que I’activité antimicrobienne de I’extrait éthanolique a été évalué par

Sargsyanet al. (2021), et elle est similaire a celle dans la présente étude.

Kosanicet al. (2011) ont trouvé que la CMI pour S. aureus est de 25ug/ml de I’extrait
acétonique alors que dans cette étude la CMI pour la méme souche en utilisant I’extrait
éthanolique était de 20ug/ml, alors que Basile et al. (2015) la CMI pour la méme espece avec
I’extrait éthanolique é€tait autour de 15.6 pg/mL, qui est une valeur trés proche de celle révélée

par cette présente étude.

Ce qu’on peut constater de cette ¢tude et des étude citées précédemment, est que I’eau
distillée est un solvant inefficace pour I’extraction des métabolites secondaires a effet
antimicrobien. Pour 1’éthanol, il avait presque les mémes résultats qu’on a pu trouver dans la

littérature comme les autres solvants (acétone, méthanol)

Concernant 1’évaluation de I’activité antioxydante, les extraits avait une activité anti
radicalaire trés intéressante, de 1’ordre de (46,03ug/ml) pour I’extrait éthanolique et de

(48,64pg/ml) pour I’extrait aqueux.

Le travail de Kosanicet al. (2014), a réveélé des activité antioxydantes trés faible chez les
espéces testées ou la plus forte était Parmeliaarseneana avec une IC50 égale a 612,75 pg/mL,
ce qui tres faible en comparaison avec les extraits éthanolique et aqueux. Une autre étude sur
différents lichens collectés de 1’ Antarctique, avait de valeur d’IC 50 trés faible aussi (Torres-
Benitez et al.,2023). La meme chose pour 1’étude réalisée par Aousar et al. (2020), ou
I’extrait acétonique des especes Pseudeverniafurfuracea,
EverniaprunastrierRamalinafarinaceaisolées du Maroc avaientt des IC 50 tres faibles qui

atteignent 1mg/mL.

I1 est a signaler que peu d’études qui s’intéressent a I’activité antioxydante de

Xanthoriaparietina et plus précisément celles qui utilisent le DPPH.

La teneur en flavonoides dans I’extrait des éthanolique et aqueux est égale a 20.20 +
2.12mgEQ/ gMS et 14.32 + 1.96 mgEQ/ gMS respectivement. La teneur en flavonoides dans
I’extrait éthanolique est 1égérement supérieure par rapport a la quantité trouvée dans 1’extrait

aqueux, ceci a été démontré par une autre étude, celle deSargsyan et al., (2021).
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En outre, 1’étude réalisée par Kosanic et al. (2011) sur I’extrait acétonique montre des teneurs
en flavonoides qui s’accordentavec les résultats de la présente étude avec des valeurs autourde
20.57 pg RE/mg MS. L’étude de Assouar et al. (2020), révélent une teneur en flavonoides égale
a12 +0.05 jusqu’a 25 *+ 2 pg CE/mg de matiére seche.

Contrairement aux résultats de notre étude, ceux trouvés par Aydin & Kinalioglu (2016) qui
ont analysé la contenance de certains lichens ou le taux des flavonoides était de 40 pg QE/mg
MS. Mais ils sont aussi tres élevés par rapport a ceux de Sargsyan etal. (2021) qui ont

démontrés que le taux des flavonoides dans les lichens est de 2,22+2 mg CE/ g d’extrait.

Conclusion
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Conclusion

Conclusion

Le lichen Xanthoriaparietina selon cette étude avais une activité antimicrobienne assez
limités contre les espéces pathogenes testées. 11 est a prendre en compte que 1’eau distillée est
inefficace pour I’extraction des métabolites secondaires a effet antibactérien et ceci a été
démontrée par cette présente étude et ce qui renforce ce résultat est la littérature qui renforce de
plus cette conclusion. L’éthanol était meilleur en comparaison avec 1’eau distillée mais il sera
souhaitable dans le future d’utiliser d’autres solvant qui pourraient donner des résultats plus

intéressant tels que le méthanol et 1’acétone.

Pour I’activité antioxydant les deux extraits étaient bons, les résultats en comparaison avec
I’acide ascorbique sont promettant et nécessitent d’étre valoriser de plus par d’autres études

dans le méme contexte.

D’apres cette étude, il est recommandé de diversifier les solvants et les méthodes
d’extraction des métabolites secondaires des lichens, afin de donner a ces especes symbiotiques
la valeur thérapeutique qui leur convient ; ainsi qu’identifier et étudier les especes chimiques

qui les composent.
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Annexe

Préparation de Mc Farland :

Préparer deux solutions A et B :

) Chlorure de Baryum 0.05g
Solution A
Eau distillée 20ml
_ Acide Sulfurique (0.36 N)  0.204ml
Solution B Eau distillée 20ml

Ajouter 0,5 ml de la solution A & 99,5 ml de solution B et bien mélanger la mixture avec
agitation a la main ou en utilisant le vortex, ensuite réparti dans des tubes a essai munis d'un
bouchon a vis de méme taille que ceux contenant les 1I’inoculum bactérien dont la turbidité

doit étre évaluée
Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture approprié a cette étude est le milieu Muller-Hinton (M.H) préparé
comme sulit :

Dissoudre 38 g de la gélose Muller-Hinton dans un litre d’eau distillée. Faire bouillir avec
agitation jusqu’a dissolution compléte, puis auto-claver pendant 15 minutes a 121°C et

finalement couler le milieu dans les boites de Pétri.

L’eau distillée, les tubes a essai utilisés dans la préparation des solutions bactériennes et les
Disques en papier Wattman (6 mm de diameétre) enrobés dans du papier aluminium ont été

Stérilisés a 1’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
Activité antioxydante :
Préparation de I’Acide Ascorbique :

e Préparer 0.003g de I’acide ascorbique dans un tube essai contant 3ml d’éthanol ;
e Dans les tubes préparer de solution déférent concentration (20, 40, 60,
80, 100, 200, 250) de I’acide ascorbique dilué¢ (Courbe d’étalonnage) ;
e Mettre dans chaque tube 1ml et 1ml de DPPH ;
e Incuber pendant 30 minute a température ambiante ;

e Lire I’absorbance a 517nm.
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Calcul du rendement
Le rendement de I'extraction est calculé selon la formule suivante :

1- Rendement de I’extrait éthanolique :

M - MO
Ret% = X100
MT
195,634g 140,652
RV = 9 9 X100

10g
R% =19.82 %
R % : le rendement
M : masse du ballon avec I’extrait (g)= 195,634 g
Mo : masse du ballon vide (g) = 140,652 g

MT : masse végétale totale utilisée (g) =10 g
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