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Résumé

Le but de cette étude est la valorisation de 1’espéce lichénique Evernia prunastri par
I’évaluation de I’activité antibactérienne et 1’activité antioxydante de ses extraits éthanolique et

aqueux.

L’extraction a ¢été réalisée par deux solvants, 1’éthanol et 1’eau distillée. L’évaluation de
I’activité antibactérienne a été menée par la méthode de diffusion sur gélose et pour I’activité
antioxydant, en utilisant la méthode FRAP. Le rendement pour ’extrait éthanolique était de
I’ordre de 14,3%. Concernant I'étude de I'activité antibactérienne, les résultats ont montré une
activité limitée pour I'extrait éthanolique, et il s'est révélé efficace contre Staphylococcus
aureus, Escherichia coli et Enterococcus faecalis avec des zones d'inhibition comprises entre

0 et 16 mm. Alors que I’extrait aqueux n’avait aucun effet antibactérien.

Pour I'activité antioxydante, nous avons utilisé la technique FRAP ; les résultats ont montré
une activité importante, notamment pour I'extrait éthanolique avec IC 50 = 0,013 mg/ml, et une
faible activité pour I'extrait aqueux, 1C50 = 7,7 mg/ml.

Mots clés : lichens, Evernia prunastri, antibactérienne, antioxydante, FRAP.



Abstract

The aim of this study is to valorize the local lichen species Evernia prunastri by the evaluation
of the antibacterial antioxidant activities of both ethanolic and aqueous extracts

The extraction was carried out using two solvents, ethanol and distilled water. The evaluation
of the antibacterial activity was done using gelose diffusion method and the antioxidant activity
was evaluated by FRAP method. The yield for the ethanolic extract was 14.3%. For the
evaluation of the antibacterial activity, the results showed a limited activity of the ethanolic
extract, it was efficient against Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Enterococcus
faecalis with inhibition zones diameter between 0 and 16 mm; but the aqueous extract was

completely inefficient.

The antioxidant activity was evaluated using FRAP technique; the results showed a good
activity of the ethanolic extract with IC 50 = 0.013 mg/ml, and a weak activity for the aqueous
extract with an IC50 = 7.7 mg/ml.

Keywords : Lichen, Evernia prunastri, antibacterial, antioxidant, FRAP.
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ADN : Acide Désoxyribonucléique
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MH : Muller Hinton

Rdt : rendement
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Introduction

Les lichens sont des organismes uniques qui produisent des métabolites biologiquement
actives avec une grande variété d'effets, y compris des activités antibiotiques, , antifongique,
antivirales, anti-inflammatoires, analgésiques, antipyrétiques, antiprolifératives et
cytotoxiques. Cependant, seuls un nombre tres limité de substances de lichens ont été étudiés

pour leurs activités biologiques et leur potentiel thérapeutique en médecine (Joél et al., 2005).

L'utilisation des lichens comme matiére odorante naturelle remonte & des civilisations
anciennes. Les Egyptiens utilisaient la mousse de chéne (Evernia prunastri) pour parfumer
divers objets, fabriquer du pain et embaumer les corps. Au Moyen Age, ce lichen était utilisé

pour préparer des poudres odorantes et pour traiter les voies respiratoires (Elix, 1996)

Les lichens ont été utilisés par 'hnomme comme plantes médicinales, comme nourriture pour
lui-méme ou pour les animaux, comme source de colorants ou de parfums. Les lichens ont servi
de nourriture a I'nomme surtout en période de disette. lls ont également été utilisés pour mesurer

la pollution atmosphérique (Collombet, 1989).

Les lichens produisent de nombreux métabolites secondaires caractéristiques qui sont
uniques dans la nature. La plupart de ces substances sont de nature phénolique et représentent

parfois jusqu'a 40% du poids sec du lichen (Molnar & Farkas, 2010).

L'évaluation des propriétés phyto thérapeutiques demeure une tache trés intéressante et utile.
En effet, les métabolites secondaires restent des objets de nombreuses recherches in vivo et in
vitro, notamment la recherche de nombreux constituants naturels tels que les composés

phénoliques (Mohammedi, 2006).

Ainsi, de nombreuses especes font I'objet d'études phytochimiques approfondies pour
découvrir et identifier de nouveaux composes possédant des propriétés biologiques, notamment
I'activité antibactérienne et antioxydante qui représente actuellement un domaine de recherche

grandissant (Yamamoto et al., 2015).

Malheureusement peu d’études qui s’intéressent aux propriétés thérapeutiques des lichens
en Algeérie malgré la diversité des espéces et des écosystemes. Ce travail vise a valoriser les
espéces lichéniques locales et plus précisément Evemia prunastri, dont 1’objectif est d’évaluer

I’activité antibactérienne et antioxydante.



Afin d’atteindre 1’objectif, ce mémoire a été divisé en deux parties, la premiére est
bibliographique ou on présente les lichens, leurs métabolites secondaires et 1’espéce Evernia
prunastri ; alors que la deuxieme partie présente 1’étude expérimentale, dans laquelle on décrit

les méthodes utilisées afin d’évaluer 1’activité antibactérienne et antioxydante de I’espéce.

Remarque : Parmi les obstacles rencontrés lors de la réalisation de ce mémoire est le

manque des produits au niveau des laboratoires et la difficulté d’avoir des souches de référence.
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I. Généralité sur les lichens :
1.1 Définition

Les lichens sont probablement les premiers colonisateurs d’habitats terrestres sur terre, avec
des archives fossiles remontant a 400 a 600 millions d’années. Ces fossiles indiquent que les
champignons ont développée des partenariats symbiotiques avec des photo- autotrophes. Il

existe environ 300 genres et 18000 espéces de lichen célébre. Ils produisent plus de

800métabolites secondaires (Asplund & Wardles, 2016).

Le terme de lichen est une association symbiotique intime entre un champignon
(mycobionte) et un partenaire chlorophyllien, cyanophycée ou chlorophycée (photobiont)
(Boullard, 1997).

Cette association symbiotique constitue des organismes stables que 1’on caractérise de fagcon
imagée par 1’équation (1+1=1) considérés comme des espéces individualisées. Elles sont trés
nombreuses et certaines trés anciennes, sans doute parmi les premieres a avoir colonisé le milieu
terrestre (Roland et al., 2008).

1.2 Morphologie et structure du thalle :
1.2.1 Morphologie du thalle :

Les thalles lichéniques sont classés en 7 types fondamentaux, selon leur morphologie :
a)Les thalles Iépreux :

Ce sont des associations cohérentes de granules (0,1-0,2 mm) constitués chacun d'un peloton
d'hyphes associés a quelques cellules algales. Les thalles 1épreux, considérés comme primitifs,

parviennent a constituer de grandes surfaces farineuses (Gavériaux, 2008).
b) Les thalles crustacés :

Ils forment une crodte fortement adhérente au substrat dans lequel pénetrent les hyphes de
la médulle (pas de cortex inférieur). Plus de 4/5 des lichens ont des thalles crustacés. La plupart

d'entre eux sont souvent appelés les micro lichens (Gavériaux, 2008).



Partie bibliographique

c)Le thalle squamuleux :

Ils sont formés de petites écailles qui se chevauchent partiellement. Thalle épisubstratique
fortement appliqué sur le substrat ; le bord du thalle est généralement redresseé et de ce fait non
adhérent. Souvent une petite partie de la surface inférieure adhére au substrat. Par exemple :
Psoradecipiens, petites squamules ou écailles rapprochées ou imbriquées a la maniére des tuiles
d'un toit. On peut déja différencier une face supérieure d'une face inférieure, notamment sur le
bord des squamules (Hassani & Djeddi, 2013).

d)Les thalles foliaces :

Ce sont formés de lames ayant 1’apparence de feuilles constituées de lobes diversement
orientés ; ces thalles sont facilement détachables du substrat auquel ils sont fixés par des
rhizines. Certains thalles foliacés n'adhérent au substrat que par une petite zone (crampon)
souvent située au centre de laface inférieure, et la face supérieure présente une légere dépression
(ombilic) ; ce sont les thalles foliacés ombiliqués. Par exemple : les Umbilicaria (Gavériaux,
2008).

e) Les thalles fruticuleux :

Thalle adhérant uniquement au substrat par extrémité, pendant, étalé ou dressé ; exemple
Usnea subfloridana. En forme de tiges ou laniéres ramifiées ou non, dans la majorité des cas la
longueur est supérieure a la largeur, section du thalle ronde a plate, couleur uniforme du thalle

; rarement différenciation entre face supérieure et face inférieure (Hassani et al., 2013).
f)Les Thalles gélatineux :

Ayant la consistance et I'apparence de la gélatine, ce qui est le cas, a I’état humide, des thalles
homéomeéres a cyanobactéries, uniformément réparties dans toute 1'épaisseur du thalle. A 1’état
sec, ces thalles sont noiratres, rigides, cassants et friables. Ex. : les thalles d’Ephebe, Collema,
Leptogium, Lichina... Cette consistance gélatineuse est due a I’existence d’une gaine

mucilagineuse (Gavériaux, 2008).
g) Les thalles composites :

Comportant plusieurs composantes distinctes ++ au niveau du substrat, un thalle + foliacé-
squamuleux (thalle primaire), ++ un thalle dresse, £ ramifié (thalle secondaire), qui se

développe secondairement a partir du thalle primaire, le thalle secondaire produisant les
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structures sporogénes. Ex : le thalle composite des Cladonia, des Stereocaulon (Gavériaux,
2008).

FIGURE 1 : PRINCIPAUX TYPES DES THALLES LICHENIQUES.

A : Rhizocarpon oederi Kérb. ; B : Punctelia borreri (Sm.) Krog. ; C : Usnea dasypoga Stirton ; D :
Cladonia macilenta Hoffm. ; E : Normandina pulchella (Borrer.) Nyl. ; F : Collema polycarpon Hoffm. ; G
: Lepraria membranacea (Dicks.) Vain.

(source : http://www?2.ac-lille.fr/myconord/photos_afl/Photos_ AFL_C.htm). (Nom, année)

1.2.2 Structure du thalle :

Bien que la morphologie des lichens soit tres variée, leur structure anatomique est tres
uniforme et assure leur unité. 1l existe deux grands types de structures (April et al., 2011) :

a) Structure homéomere : les cellules algales sont réparties de facon homogéne parmi les

hyphes par exemple chez les Collema ;

b) Structure hétéromere stratifiée : de la face supérieure a la face inférieure, les zones

suivantes se superposent :


http://www2.ac-lille.fr/myconord/photos_afl/Photos_AFL_C.htm
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% Le cortex supérieur formé de cellules jointives de champignon ;

% La couche algale ou couche assimilatrice, mélange de cellules algales et d’hyphes
laches mycéliens ;

%+ La couche médullaire (médulle) formée par des hyphes laches de champignon ;

% Le cortex inférieur, cellules de champignon d’ou s’échappent parfois des rhizines

servant a la fixation du thalle.

Chez certains lichens (stéréocaulons et usnées), la structure hétéromeére est dite radiée car le
thalle cylindrique montre une symétrie axiale. De la périphérie au centre, il présente les mémes
couches que celles citées précedemment mais le cortex inférieur est absent et le centre du

cylindre est occupé par le cordon axial (April et al., 2011).

1.3 Reproduction des lichens :
La reproduction permet ou lichen de coloniser de nouveaux substrats lorsque les conditions
sont favorables. Leurs ligaments dispersent par le vent, les animaux ou la pluie (Bellenfant et

al., 2010).

Il existe deux modes de reproduction des lichens peuvent étre adoptées sont sexuée et

asexuée.

a) Reproduction sexuée :

La reproduction sexuée (rencontre des spores fongiques avec un photobionte). Chez la
majorité des lichens, la reproduction sexuée est tres largement prédominante ; par exemple, 90
% des lichens de Grande Bretagne et d’Irlande produisent des organes reproducteurs, alors que

seuls 29 % se reproduisent par fragmentation (Murtagh et al., 2000).
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FIGURE 2 : COUPE D’APOTHECIE ET PHOTOGRAPHIE DES APOTHECIES DE PHYSCIA LEPTALEA (A
GAUCHE) ; COUPE DE PERITHECE ET PHOTOGRAPHIE DES PERITHECES DE PYRENULA CHLOROSPILA (A
DROITE)

(source : file:///C:/Users/J206/Downloads/ENS 2011 Lichens_web.pdf).

b) Reproduction asexuée :

La reproduction asexuée ou végétative est effectuée par dispersion de fragments de thalles

ou d’organes spécialisés comme les isidies ou les sorédies (Biidel & Scheidegger, 1996)

+» Les isidies sont de petites excroissances formées d’algues et de champignons,
protégées par le cortex (par exemple, chez Pseudevernia furfuracea).

«» Les sorédies : chez certaines especes (Imshaugia aleurites), le bord des laniéres du
thalle est parsemé de taches farineuses ou soralies. Au niveau de chacune, le cortex
du thalle est interrompu et laisse échapper de petits amas, les sorédies, formées
d’algues et de filaments mycéliens 1égeres, les isidies et les sorédies sont facilement

transportées par le vent, la pluie ou de petits animaux. Une fois fixées sur le substrat
adéquat par les hyphes fongiques, elles continuent de croitre et se développent. (Van

Haluwyn et al., 2009).


file:///C:/Users/J206/Downloads/ENS_2011_Lichens_web.pdf
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Figure 3 : sorédies d’Imshaugia aleurites S.).L.F. Meyer (a gauche) et Isidies de Pseudevernia furfuracea
(L.) Zopf (a droite)

(source : http://www?2.ac-lille.fr/myconord/photos_afl/Photos_ AFL_C.htm)

1. L’intérét de P’utilisation du lichen :

11.1 Propriété medicinal et pharmacologique :

Les lichens ont été consommeés en temps de famine, par exemple lors du siége de Leningrad
(1941-1944) (Karagoz et al., 2009), et ils sont utilisés depuis des siecles en médecine
traditionnelle, soit dans leur entiéreté, soit sous forme d’extraits. Les indiens d’Amérique, les
égyptiens, les indiens et les chinois employaient les lichens pour traiter les maux, et en premier

lieu comme expectorants (Elix, 1996).

Le lichen Peltigera canina, un lichen foliacé a cyanobactérie et riche en méthionine, était
utilisé en Inde comme remede contre les maux hépatiques. Dans différentes pharmacopées, de
nombreuses espéces de lichens possédant une activité thérapeutique sont recensées telles que
Cetraria islandica, Cladonia coccifera, Usnea plicata, Peltigera canina, Lobaria pulmonaria,

Xanthoria parietina et Evernia prunastri (Saklani et Upreti, 1992).

En Espagne, certaines especes de lichens étaient utilisées comme diurétiques (Ramalina
bourgeana), analgésiques (Xanthoria parietina), pour traiter les douleurs menstruelles, les
problémes rénaux, ou encore respiratoires (Pseudevernia furfuracea) (Gonzéalez et al. 1995).
En Inde, des mélanges d’au moins deux espéces de Parmelia, Usnea longissima, Ramalina
subcomplanata et Heterodermia tremulans sont vendus sous le nom de « Chharila » et sont

utilisés comme astringent, laxatif et carminatif (Shukla et al., 2010).

Le lichen Cetraria islandica, ou « mousse d’Islande », trouve de nombreuses applications
médicales. Il a été longtemps utilisé contre la tuberculose, les bronchites chroniques, les
diarrhées et permet également de traiter les inflammations de la gorge et de la cavité buccale,

les maladies d’estomac, gastriques ou encore la grippe. Des études en Islande et en Allemagne


http://www2.ac-lille.fr/myconord/photos_afl/Photos_AFL_C.htm

Partie bibliographique

ont conduit au développement de capsules et de tablettes a base d’extraits de ce lichen, utilisées

en cas d’obstruction intestinale, d’ulcére gastrique, d’arthrite et d’asthme (Podterob, 2008).

Voila quelque exemple décrivant quelques utilisations médicinals traditionnelles des lichens

*Cladonia fruticulosa : en Chine, il est utilisé pour traiter les infections bactériennes de la

peau (Wang et al., 2001)

*Bryoria asiatica : utilisé comme traitement des insuffisances rénales et des états de faiblesse
générale, des palpitations cardiaques, sueurs nocturnes, difficulté a uriner, cedéme (Wang et
al., 2001).

*Flavoparmelia caperata : utilisé pour traiter la fiévre (Wang et al., 2001).

*Ramalina spp .Ach . : en Grece il appliqueé comme un cataplasme, il arréte les

saignements, soulage 1’inflammation et guérit les maladies de la peau (Vavuz, 2013).
11.2 Bioindicateur de pollution :

Les especes de lichens sensibles a la pollution sont utilisées comme bio indicateurs. Leur
présence ou leur disparition étant un signe de bonne ou de mauvaise qualité de ’air, des sols ou
des rivieres. Les lichens les plus résistants sont capables d’accumuler les polluants ; ce sont des
bio accumulateurs. Cette capacité accumulatrice des lichens est utilisée en diagnostic et
concerne en particulier le dioxyde de soufre, le fluor, les éléments-traces métalliques, les

radioéléments et les polluants organiques (Van, 1999 ; Parvis, 2014).
I1.3Autres applications :

Dans I’anciennes Egypte, les lichens étaient utilisés €également comme parfums ou pigments.
Aussi, les romains teignaient leurs toges avec des lichens tels que Rocella, Parmelia,
Ochrolechia et Evernia sp. L'origine d'une industrie concernant 1’utilisation des lichens a des
fins tinctoriales remontes au début du XIVeme siécle. L'orseille, une substance colorante de
couleur violette extraite de certains lichens (de Roccella fuciformis notamment), a été utilisee
jusque vers la fin du XIXeme siécle. Ce jour-la encore, des bandelettes de papier imprégnées
de litmus, un colorant extrait par 1’eau a partir de Rocella sp., sont utilisées comme indicateurs

de pH en laboratoire (Mitrovic et al., 2011).
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A ce moment, les extraits des lichens Evernia prunastri (ou « mousse de chéne ») et
Pseudevernia furfuracea (ou « mousse d’arbre ») sont largement utilisés en parfumerie (Joulain
& Tabacchi, 2009), pour leur note marine et boisée respective, en particulier dans les eaux de
toilette masculines. Cependant, la présence dans ces extraits de composés allergénes,
notamment 1’atranorine, impose aux fabricants le respect de la directive européenne
2003/15/CE qui oblige a faire figurer clairement la présence de tels extraits dans la liste des
ingrédients, lorsque la concentration est supérieure a 0,001 % dans les produits non rincés

(crémes...) et a 0,01 % dans les produits rincés (shampooings...) (Mitrovic et al., 2011).
I11. Répartition des lichens :

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

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

Les lichens ont colonisé tous les milieux jusqu'aux roches, déserts et sommets des
montagnes). Ils représentent la biomasse. Leur répartition obéit a de nombreux facteurs : le
support qui peut étre de la roche, du sable ou encore les écorces des arbres (Bellenffant et al.,
2010).

On distingue 03 grandes groupes selon leur nature de substrat,
*Lichens épiphytes

Sont des lichens corticoles nécessitant une ambiance humide et stable sur le long terme ont
été recenseés sur les troncs a écorce crevassee de vieux chénes pubescents ( Collema ligerinum
). Ces especes ont besoin de foréts riches en vieux arbres sur une période de plusieurs siecles
pour s'établir et se structurer (Claude & Schnitzler, 2014).

eLichens saxicoles

Sont des espéces qui croissant sur les roches par exemple Acarospora fuscata tres commun

sur tous les rochers de grés sauf s'ils sont trop secs (Boissiere, 1990).
*Lichens terricoles

Sont les especes qui poussents sur le sol par exemple Cladonia chlorophacea est une espéce
croissant sur humus ou sur sol sableux acide un peu partout sur les talus, les déblais des

anciennes carrieres, dans les pelouses (Boissiere, 1990).
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On en trouve aussi des lichens poussent sur des mousses (muscicoles), sur les feuilles
(foliicole), et méme sur d'autres lichens (lichénicoles) et sur le bois mort (ligniciles), plus
rarement sur des panneaux de signalisation, du verre, des boites aux lettres (Humbert, 2012).

IV. Les propriétés biologiques et structurales des lichens :

Les espéces lichénique apporte des propriétés différentes a celles des autres partenaires

végétatives. On peut distinguer les propriétés suivantes

*Accumulation de fortes quantités de plomb des véhicules a moteur. Le dosage du plomb
accumulé dans les thalles d'especes communes, de large répartition geographique et a forte
affinité pour ce métal (Lecanora conizaeoides, Evernia prunastri, Hypogymnia physodes)
(Lachat et al., 2011).

» Phénomene d'exsorption, observé naturellement en zone contaminée ou a la faveur de
retransplantations, est a rapprocher de celui obtenu au cours des expériences de lessivage acide
des thalles. Dans le cas des lichens retransplants, I'exsorption peut s'expliquer par une
augmentation de l'acidité des pluies (Nash, 2008).

* Sont des organismes particuliers issus de la symbiose. Ils ne puisent leur nourriture que
dans I'eau de pluie, qu'ils absorbent par toute la surface de leur thalle. Cette biologie particuliére
explique leur grande sensibilité a la pollution atmosphérique. Ils concentrent les polluants, ceci
jusqu'a un certain seuil (Ozenda, 2000).

 Leur grande longévité renforce encore I’effet cumulatif des polluants absorbés (Suty
,2015).

* Chez les lichens, 1'algue induit la syntheése de métabolites secondaires par le champignon

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

herbivores (Suty, 2015).
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V. Métabolismes lichéniques :

Le métabolisme joue un réle essentiel dans I'échange d'énergie et de la matiére. Les lichens
produisent plein de substances biologiquement actives, comme des métabolites
primaires(intracellulaires) et secondaires(extracellulaires) (Andersson et al.,1998 ; Zambare
& Christopher, 2012).

Certains de ces métabolites ont un impact sur le développement et la croissance des lichens,
des champignons, des mousses, des micro-organismes et des plantes voisines. C'est ce qui
influence la structure des communautés lichéniques et la répartition des différentes espéces
(Armstrong & welch, 2007).

L'étude phytochimique des lichens se concentre principalement sur les métabolites
secondaires. Ces métabolites sont principalement d'origine fongique, mais l'algue peut
également participer a leur biosynthése (Culberson et al., 1989). On distingue deux types de
métabolites :

IV.1. Métabolites primaires :

Les métabolites primaires regroupent les lipides, protéines, les polyols, les polysaccharides,
les pigments et autres composes organiques intervenant dans le métabolisme et la structure des
lichens (Podterob, 2008).

Classes de métabolisme primaire :
» Glucides

D’un point de vue nutritif, les lichens sont riches en polysaccharides 3 (D-galactose, de D-
mannose, de D-glucose), cellulose et hémicellulose sont utilisées dans la nourriture des animaux
et de 'homme : utilisé dans I’alimentation se forme des poudres ajoutées au bl¢ ou aux pommes
de terre pour compenser la pénurie d’autres farine, utilisé aussi pour la fermentation de la biére
(Dalpé, 2019).

> Protéines

Les protéines de lichen sont considérées comme des substances biologiquement actives
potentielles avec des propriétés biochimiques uniques, la glutéine, la globuline, 1’albumine et
la prolamine sont des proteines solubles de lichen a 53,4 % des protéines totales). Les protéines

de lichen sont utilisées comme des antigels pour les aliments surgelé (Culberson, 1969).

» Lipides
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Les lipides présents dans les lichens sont composeés de différents acides gras, dont trois sont
présents en quantité importante : I'acide linoléique, I'acide linolénique et I'acide oléique. Il y a
également un acide gras saturé, l'acide palmitique, mais en quantité moindre. Ces lipides jouent

un role essentiel en tant que réserve nutritive pour les lichens (Collombet, 1989 ; Cost, 2008).
> Vitamines
Les lichens possedent également un équipement enzymatique et vitaminique :

La vitamine C (acide ascorbique) : est souvent produite en quantité appréciable. D'autres
vitamines sont également retrouvées : précurseurs de la vitamine A, D et surtout celles du

groupe B (biotine, riboflavine, acide folique ...etc.) (Coste, 2008).

La vitamine C: est considérée comme le plus important antioxydant hydrophile étant
efficace dans le piégeage des anions superoxydes, le peroxyde d’hydrogene, les radicaux
hydroxyles et I’oxygene singulet. Elle intervient également dans la régénération de la vitamine
E et protége également les phospholipides membranaires des dommages peroxydantes (Gardes
et al., 2003 ; Pisoschi & Pop, 2015).

La vitamine E : qui regroupe les tocophérols (a, B, 8, y), est un antioxydant liposoluble
essentiel pour les lipides. Elle protége les structures moléculaires sensibles a I’oxydation (en
réagissant avec les radicaux peroxyles, ce qui inhibe la peroxydation lipidique). Les formes o
et & tocophérols sont particuliérement intéressantes en tant qu'antioxydants. (Vertuani et al.,

2004 ; Duncan & Suzuki, 2018).
» Les sels minéraux :

Dans les lichens sont présents en faible pourcentage, généralement de 1 a 2% du poids sec.

Leur importance est similaire a celle que I'on retrouve dans les végétaux (Collombet, 1989).
V.2. Métabolite secondaire :

Les métabolites secondaires sont des substances originales divisées en plusieurs familles et
sont principalement responsables de I'aptitude des lichens a se développer dans des conditions
extrémes. lIs représentent en moyenne 5 a 10 % de la masse séche du thalle, jusqu’a 20 %
(Shukla et al., 2010).

Les métabolites des lichens sont classés selon leur voie biosynthétique. Cette classification
a été proposee par Asahina et Shibata en 1971, puis améliorée par Culberson et Elix en 1996
(Carpentier, 2016). Les lichens produisent une grande variété de métabolites phénoliques qui

sont principalement issus de la voie biosynthétique de I'acétate Polymalonate. Les voies de
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I'acide shikimique et de I'acide mévalonique sont aussi des voies biosynthétiques par lesquelles
les grands groupes de produits lichénique sont produits. Les différents types de composés
lichéniques qui dérivent ces trois voies métaboliques sont présentés au tableau 1 (Carpentier,
2016).

TABLEAU 1 : CLASSES DES METABOLITE SECONDAIRES

Voie de Type de composé Nombre de

biosynthese composé
-Acides aliphatiques, esters et dérivés 56
-Monoaromatique phénoliques 32
-Depsides, tridepsides et esters -benzyliques 207
-Depsidones et diphényléthers 131

Voie des -Depsones 08

acétates -Dibenzofuranes, acide usnique et dérivés 29

polymalonates -Anthraquinones et dérives 52
-Chromones et chromanes 13
-Naphtoquinones et bis-naphtogquinones 10
-Xanthones et bis-xanthones 78

Voie de acide -D|:, sesquiter-, et tri-terpenes 88

. : -Stéroides 33

meévalonique
-Terphénylquinones 02
-Dérivés de ’acide pulvinique 13

Voie de I’acide
shikimique

La diversité des métabolites secondaires des lichens est influencée par trois voies de

biosynthese, qui sont plus ou moins représentées :
-Voie de I’acide mévalonique.
-Voie de I’acide shikimique.

-Voie des acétates-polymalonates.
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Monoterpenes

Algue Diterpénes
Tnterpénes
Glucose Polysacchandes ACIDE MEVALONIQUE ———> Scsterterpenes
Erythritol Sesquiterpenes
Ribitol Caroténoides
Mannitol Stéroides
. 4 Glycolyse
Champignon T > Sucres >  Acétyl-CoA \
‘L Malonyl-CoA
NP Cycle pentose / Anthragquinones
phosphate Xanthones
Acides aminés > Chromones
l Acides aliphatiques
ACIDE SHIKIMIQUE Méthylphloroacétophénone

l Acide p-orsellimque Acide orsellinique l

et homologues
Acide phénylpyruvique \ Depsones Acide usnique
/ \ rll\kp\hk\

Para- Depsidones
Phénylalanine Terphénylquinone depsides —————> Diphényl-éthers

Dibenzofuranes
v / \ Benzyle esters

Méta-depsides
Acide pulvinique

et déniveés
Mycosporines

FIGURE 4: LES DIFFERENTES VOIES DE BIOSYNTHESE DES METABOLITES SECONDAIRES
LICHENIQUES (ADAPTE DE ELIX, 1996 ET HUNECK, 1999)

V.2.1. Voie de I’acide mévalonique :

Cette voie est principalement responsable de la production de mono-, di-, tri, s’ester et
sesquiterpenes, stéroides et de caroténoides (Huneck, 1999). Tous ces composes dérivent de
I'assemblage d'unités isopréniques formées a partir de I'acétyl-CoA. L'isopentényl-
pyrophosphate (unité en C5), obtenu a partir de 1’acide mévalonique, conduit soit au géranyl-
pyrophosphate (unité en C20), précurseur des diterpénes et des caroténoides, soit au squalene
(unité en C30), précurseur des stéroides et triterpenes. Ces composés ne sont pas spécifiques

des lichens et sont trés souvent présents dans la nature (Romagni & Dayan, 2002).

Parmi les stéroides et caroténoides trouvés dans les lichens, on peut mentionner I'ergostérol

et la zéaxanthine respectivement (Figure05).
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FIGURE 5 : STRUCTURES DE L’ERGOSTEROL (A DROITE) ET DE LA ZEORINE (A GAUCHE) (ROMAGNI ET
DAYAN, 2002)

V.2.2. Voie de I’acide shikimique :

Cette voie (Figure06) permet la synthése d’acides aminés aromatiques (phénylalanine,
tyrosine, tryptophane) qui, chez les plantes, sont les précurseurs des coumarines, des
flavonoides, ou encore des alcaloides. En revanche, chez les lichens, des composés atypiques,
tels que la calycine et I’acide vulpinique sont formés respectivement chez Lethraria vulpina et
Pseudocyphellaria crocata (Stocker, 2008). La phénylalanine peut étre le point de départ de la

formation de L’acide polyporique, dilactone, lui-méme a I’origine de la calycine (Dieu , 2015).
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COOH
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FIGURE 6 : BIOGENESE ET LA VOIE DE L’ACIDE SHIKIMIQUE, DE LA CALYCINE ET DE L’ACIDE
PULVINIQUE
(DIEU, 2015).

V.2.3. Voie de ’acétate polymalonate :

Cette voie permet la biogénese des depsones, depsides, depsidones, des anthraquinones,
dibonzofuran, xanthones et chromones, des acides aliphatiques et des dérivés de I’acide
orsellinique (Huneck, 1999). Cette voie de biosynthese donne des métabolites originaux

propres aux lichens, on trouve :
*Les chromones :

Sont formées par la cyclisation de pentacétides linéaires. Elles ne se trouvent pas uniquement
dans les lichens, mais peuvent également étre présentes dans certains microorganismes
endophytes (Figure 7) (Andrioli et al., 2012 ; Dieu A., 2015).
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o
0
0 OH
5,7-dihydroxy-2-méthylchromone
Figure 7 : Schéma de biosynthese proposé pour les chromons (Dieu , 2015).
*Les depsides :

Parmi les depsides, on trouve les didepsides (comme I'atranorine) et les tridepsides (comme
l'acide lasallique). 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 deuxiéme noyau d’ou la

nomenclature de para- et meta-depsides (Figure08) (Dieu A., 2015).

HO Me
OH OMe (o
Me O
Me
Me o] [¢] OH OH
o]
(o] Me
Me (o] OH
HO OH
(o]
\O
HO OH

Figure 8 : Structure d’un depside (atranorine) et d’un tridepside (acide lasallique)
(Dieu , 2015).

®| es xanthones :

La voie de biosynthese proposée pour ces metabolites (Figure09) implique la formation de
la xanthone a partir de la cyclisation d'une chaine lineaire appelée octacétide. Il est également
possible qu'une benzophénone soit un intermédiaire (Masters & Brase, 2012). Certaines

xanthones plus inhabituelles, comme la raveneline du champignon Helminthosporium ravenelii
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(Raistrick et al., 1936 ; Birch et al., 1976), ou la thioméline du lichen Rinodena thiomela (Elix
et al., 1987), possedent un groupement méthyle en position 3. Dans ces cas, la cyclisation du
polycétide pourrait impliquer un intermédiaire anthrone ou anthraquinone, qui se clive
oxydativement pour former une benzophénone. Cette benzophénone peut ensuite conduire
directement a la formation de la xanthone ou a un réarrangement pour former une xanthone
poly hydrogénée (tétrahydroxanthone) qui se transforme ensuite en xanthone (Masters &
Brase, 2012).

SEnz

Octacétide

/ Benzophénone
Anthraquinone
ou nnthrone

Xanthone avee groupement
Y méthyle en position 8

Benzophénone

/ Me (o] OH

Tétrahydroxanthone

W Y

Xanthone avee groupement HO () OH
mdéthyle en position 3

Noarlichexanthone

OH O OH

(o] Me
Ravencline OH

FIGURE 9 : LE SCHEMA DE BIOSYNTHESE DES XANTHONES CHEZ LES LICHENS (DIEU , 2015)
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Le lichen Peltigera canina était utilisé en Inde comme remede contre les maux hépatiques.
Dans différentes pharmacopées, de nombreuses especes de lichens possédant une activité
thérapeutique sont recensees telles que Usnea plicata, Xanthoria parietina, Lobaria

pulmonaria, Cladonia coccifera et Evernia prunastri (Saklani & Upreti, 1992).

V.3. Propriétés biologique et application des métabolites lichéniques :

V.3.1. Réles écologiques :

Les métabolites secondaires présents dans les lichens jouent un réle crucial dans leur défense
contre les agressions de I'environnement, qu'il s'agisse de rayonnements ultraviolets intenses,
d'herbivores ou de compétition pour I'habitat. De plus, ces composés contribuent a I'altération

des roches, facilitant ainsi I'adhésion du lichen (Seaward, 1997).
V.3.2. Tolérance a la pollution :

Les métabolites secondaires des lichens peuvent en effet jouer un réle important dans leur
capacité a résister a la pollution. Certains composés ont la capacité d'inhiber ou de favoriser
I'absorption de différents ions métalliques, ainsi que de former des complexes en les chélatant
(Purvis, 2014).
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V1. Evernia prunastri
VI1.1. Présentation
C'est un type de lichen qui pousse sur les écorces d'arbres et parfois sur les murs. Il est courant
dans les zones humides et peu polluées. Bien qu'il reste rare, il est facilement reconnaissable
grace a son apparence (Boullard, 2006). Son thalle fruticuleux, qui appartient a la famille des
Usnéacees, est reconnaissable grace a sa couleur gris-vert, (teint liée a I'appartenance de son

photobionte au genre Trebouxia) (Boullard, 1997).
V1.2. Classification :

L'espece Evernia prunastri est classifiée selon la classification suivante :
Régne : Fungi

Division : Ascomycota

Classe : Lecanoromycetes

Ordre : Lecanorales

Famille : Parmeliaceae

Genre : Evernia

Espéces : Evernia prunastri (Solak, 2016).
V1.3. Identification de I’espéce Evernia prunastri :

Evernia prunastri est également connue sous le nom de "Oakmoss™ ou "mousse de chéne"
en raison de sa présence sur I'écorce des chénes. Cependant, on peut également la trouver dans
une certaine mesure sur des arbres de pin dans des environnements humides a trés humides
(Loppi & Frati, 2006 ; Senol et al., 2019). En plus des arbres, ce lichen peut pousser sur des
piquets de cloture, dans des landes, sur des sables en arriere-dune et parfois sur des roches

siliceuses riches en nutriments (Smith et al., 2009).

Cette espéce peut subir des altérations lorsqu'elle est exposée a des conditions seches et a la
pleine lumiere du soleil. De plus, ce lichen est egalement sensible a la pollution de I'air. (Munzi,
2013 ; Alpsoy et al., 2013).
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V1.4. Morphologie de I’espéce Evernia prunastri :

Le thalle de cette espéce a une apparence buissonnante et est composé de lanieres plates. I
mesure entre 3 et 10 cm de hauteur et a une structure arbustive avec des rameaux en lanieres
(Bellenfant et al., 2010). La face supérieure du thalle est de couleur gris verdatre a vert pale-
jaune, tandis que la face inférieure est grisatre a blanchatre (Karabulut et Osturk, 2015). La
couleur de I'Evernai prunastri varie du vert au blanc verdatre lorsqu'il est sec, et de I'olive vert
foncé au jaune-vert lorsqu'il est frais. Le thalle de cette espéce est foliacé, mais attaché a un
point et a une apparence fruticuleuse. La texture des thalles est caoutchouteuse lorsqu’elle est
fraiche et rugueuse lorsqu'elle est séche. (Kosanic et al., 2013 ; Kolly-Ray et Mangin-Gonze,
2016).

Figure 10 : photo d'E.prunastri sur un tronc FIGURE 11 : PHOTO D'E.PRUNASTRI (DOUIBI
d’arbre (Kolly-ray & mangin-gonze, 2016) ET AL., 2016) (DOUIBI ET AL., 2016)

V1.5. Distribution des composés d’Evernia prunastri :

Parmi les métabolismes secondaires les plus importants de /’Evernai prunastri, ont trouvé
I’acide évernique et 1’acide usnique atranorine et chloratranorine qui se déposent
principalement dans le cortex. De méme, ’acide évernique se dépose également dans la zone

médullaire du thalle(figure12) (Lackovicova et al., 2013).

e Acide usnique : est I'une des substances les plus courantes du lichen, c¢’est 1’acide le plus

utilisé en médicine. Il s'agit d'une substance cristalline de couleur jaune qui se dissout bien
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dans le benzeéne, le chloroforme, I'alcool amylique et I'acide acétique glacial, peu soluble
dans 1'éther de pétrole et I'é¢ther dié¢thylique et insoluble dans I’eau. La teneur en acide
usnique des lichens varie de 0,2 % a 4 % (Podterob, 2008 ; Joulain & Tabacchi, 2009).
e [’acide évernique : se présente sous forme de cristaux qui ressemblent a ceux de I'acide
benzoique. Il n'a pas d'odeur ni de godt, et il est peu soluble dans I'eau froide mais plus
soluble dans I'eau bouillante. 1l est trés soluble dans I'alcool et I'éther. On trouve
principalement I'acide évernique dans le thalle, & des concentrations nettement plus

élevées que l'acide usnique. (Pelouze & Fremy, 1854 ; Ramaut, 1965).

OH OH

] -y OH .OH
¥ 2 Y H:C I H,t l s
H,C0—~ —C00— —COOl 5.8 5 _A___COCH,

CH, CHy I
COCH,

Acide évernique Acide usnique
Figurel2: Structures de I’acide usnique et I’acide évernique d’Evernia prunastri

(Podterob, 2008)
V1.6. Propriétés des lichens du genre Evernia prunastri :

Un lichen fruticuleux est considéré comme une source tres importante de dépsides
(notamment ’acide évernique) et de dépsides qui sont accumulé dans la zone médullaire du
thalle, tandis que I'acide usnique et I'antranorine sont distribué dans le cortex (Culberson,
1963).

Parmi les 199 molécules chimiques d'Evernia prunastri 80 d'entre elle contribuent a I'odeur,
dont I'éverninate de méthyle et d'éthyle, et I'éther monométhylique d'ordinale jouent un role

primordial, une partie de ces molécules a pu étre synthétisées chimiquement (Letrouit, 1986).

Evernia prunastri, a la propriété singuliére d'absorber et de conserver les odeurs, ce qui en

fait une source particuliére de principe actif d'un grand nombre de parfum (Sell et al., 2001).
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Dans le cadre de I’utilisation potentielle des lichens comme source de molécules
biologiquement actifs, Evernia prunastri est parmi les espéces dont la décomposition des
mycotoxines a été décrite pour la premiére fois par (Burkin & Kononenko, 2014).

Confrontés a I'évolution des formes résistantes de bactéries aux traitements antibactériens
classiques, les meétabolites lichéniques sont explorés comme solutions de rechange. En effet,
plus de 50 % des lichens détiendraient une activité antibiotique, ce qui en fait une source
significative de nouveaux composés bioactifs (Zambare & Christopher., 2012).
Historiquement, l'activité antibactérienne des extraits de lichens a été mentionnée pour la
premiére fois par Burkholder ; sur 42 especes de lichens testées, notamment des Cladonia, 27
se sont avérées actives contre Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis (Burkholder et al.,
1944). En géneral, dans la littérature, les activités antibactériennes des extraits de lichens varient
en fonction des solvants utilisés pour les extractions ainsi que des bactéries testées, en
particulier en raison de la composition de leur membrane, différente chez les bactéries a Gram
positif et a Gram négatif. Les premiéres sont généralement plus sensibles a l'activité
antibiotique des métabolites lichéniques que les secondes (Rowe et al., 1989).

Les bactéries a Gram positif des genres Bacillus et Staphylococcus, et les bactéries a Gram
négatif des genres Escherichia, Pseudomonas et Kleibsiella sont les plus communément
étudiées. Des tests sont également effectués sur les bactéries du genre Mycobacterium. L'acide
usnique est le composé lichénique le plus largement étudié et, en général, l'activité
antibactérienne de ses deux isomeres (+) et (-) est similaire sur les bactéries a Gram positif et
sur les mycobactéries (Lauterwein et al., 1995 ; Ingolfsdottir, 2002). Ces espéces constituent
une famille bactérienne particuliere ; elles se différencient des bactéries a Gram positif et a
Gram négatif par la présence d’une paroi riche en acides gras. Les arabinogalactanes liés de
facon covalente au peptidoglycane (aussi appelé muréine) sont estérifiés par des acides

mycoliques (acides gras a longues chaines) pour forme des cires (Hett & Rubin, 2008).
VII1. Généralités sur les antioxydants :

Un antioxydant est une substance qui protége les tissus biologiques contre les dommages
des radicaux libres, qui peut étre recyclé ou régénéré par des agents réducteurs biologiques, il
constitué d'une série des substances et des protéines qui fournissent ces connexions (Packer et
al., 2000). Les formes de I'oxygeéne provoquant ces troubles sont: I'oxygene singulet 0 2, le
peroxyde d'hydrogéne H202, le radical superoxyde O: les peroxydes alkyles ROOH, les

radicaux hydroxyles HO, peroxydes ROO, koxyles RO. L'oxygeéne est la source de vie pour les
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organismes aérobies. Mais l'oxygene peut étre également une somce d'agression pour ces
organismes. En effet des dérivés hautement réactifs de I'oxygéne peuvent apparaitre au cours
des réactions enzymatiques ou sous l'effet des rayons U.V, des radiations ionisantes et de

métaux de transition (Ekoumou, 2003).

Les effets sur I'organisme se manifestent au niveau de I'ADN, des lipides et des protéines.
(Ahamet, 2003)

VIl.1. Définition :

Un antioxydant est une molécule qui ralentit ou empéche I'oxydation d'autres substances
chimiques a leur contact. L'oxydation fait partie d'une réaction d'oxydoréduction qui transfere

des électrons d'une substance vers un agent oxydant.
VI1.2. Les principales sources d’antioxydantes :

«Les médicaments :

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

agit dans la régénération du glutathion en pénétrant les cellules (Le Perchec, 1994).
* Les vitamines :
- Acide ascorbique : Vitamine C

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

deux atomes d'H. Elle joue un réle important dans la régénération du vit E. (Bossokpi, 2002).
- La vitamine E :

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

cycle. On la retrouve dans les huiles végétales.
* Les antioxydants naturels :

Ils sont presents dans toutes les parties des plantes supérieures. Ce sont des composés
phénoliques (flavonoides, xanthones, coumarines, caroténoides, dérivés d"acide phénolique,

tanins, anthocyanines, ...). (Bossokpi, 2002).
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8.4. Quelques méthodes de mesures de ’activité antioxydantes :

IIs existent plusieurs méthodes pour mesurer I'activité antioxydante in vitro.
* Test de la réduction du fer FRAP (Ferricreducting-antioxidant power) :

Cette méthode repose sur le changement de couleur lors de la réduction du fer aprés un
transfert d'électrons, marquant ainsi la conversion de I'ion ferrique (Fe3+) enion ferreux (Fe2+).
Les données obtenues peuvent étre exprimées en équivalents micromolaires de Fe2+ ou par

rapport a un standard antioxydant. (Antolovich et al.,2001).
e Test de Piégeage du radical libre DPPH(ScavengingActivity) :

Le DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl-hydrate) est couramment utilisé comme substrat
pour évaluer rapidement et directement I'activité antioxydante en raison de sa stabilité en tant
que radical libre et de la simplicité de I'analyse. Cette méthode repose sur le transfert d'électrons
qui provogue une solution violette dans I'éthanol. Ce radical libre, de couleur violette
caractéristique et stable a température ambiante, est réduit en présence d'une molécule
antioxydante, ce qui donne une solution d'éthanol incolore. L'utilisation du test DPPH permet
une évaluation simple et rapide des antioxydants par spectrophotométrie, ce qui peut étre utile

pour évaluer différents produits simultanément (Garcia et al., 2012).
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Objectif d’étude
L’objectif de ce travail est I’évaluation de I’activité¢ antibactérienne et antioxydante de

I’espece Evernia prunastri.

La plante que nous avons utilisée pour prélever les extraits, est récoltée a partir d’une
boutique de I'apothicaire de la wilaya d’Ain Defla (Khmiss Miliana) qu’elle s’appelle
traditionnellement "Barbe Shaybah", dont I’usage principal est d’ordre médicinale (la médecine
traditionnelle) sous forme de décoction pour soigner les affections respiratoires et les maux
intestinaux aussi dans ma teinture, la momification et dans les recettes cuisines comme des

épices.

L’ensemble du travail de cette étude a été réalisé dans le Laboratoire de biochimie, de La

Faculté Des Sciences de la Nature et de la Vie de I’Université de Khmise Miliana .

l. Présentation de ’espéce

Evernia prnnastri (Oakmoss, Mousse du chéne) vit sur toutes les especes d'arbres (feuillus
et résineux) et se développe principalement sur I'écorce des arbres de chéne (Loppi & Frati,
2001). Lichen fruticuleux en forme de lanieres, verdatre pale a jaune verdatre avec des soralies.
Thalle fruticuleux a lanieres peu divisées, souvent ridées. Il présente une face supérieure verte
grise a verte jaune cortiquée. La face inférieure est blanchatre, un peu canaliculée, non

cortiquée. La face supérieure apothécies est tres rare (Alouache & Slimane, 2021).
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FIGURE 13 : CLASSIFICATION D'E. PRUNASTRI (GOMEZ-
SERRANILLOS, 2014)

Domain : Biota

Régne : Fungi

Phylum : Ascomycota
Sous-Phylum : Pezizomycotina
Classe : Lecanoromycete
Sous-Classe : Lecanoromycetidae

Ordre : Lecanorale

I. Préparation du lichen :

L’espéce Evernia prunastri. ette espece présente une face supérieure de couleur gris verdatre
pour I’espéce de provenance wilaya d’Ain Defla (figure 13). Des thalles intacts d'Evernia
prunastri ont été soigneusement nettoyés, débarrassés de tous contaminants (poussiere, débris

végétaux, etc.), puis séchés pendant une semaine a température ambiante.

Les thalles séchés sont broyés en poudre tres fine a I’aide d’un mixeur électrique, puis passés
a travers des tamis a porosité trés fine. Les broyats obtenus ont été mises dans des récipients en
verres et stockées pour une utilisation ultérieure (détermination de la I’activité antibactérienne

et antioxydante).
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II. Préparation des extraits :

Principe de macération :

La macération est une méthode consiste a laisser la poudre de la plante (souvent) ou du lichen
en contact prolongé avec un solvant (Lagnica, 2005). Le choix du solvant est orienté par les
caractéristiques chimiques spécifiques pour chaque famille de métabolites secondaires (Rispail
et al., 2005, Khebbaz et al., 2014).

L’¢éthanol est classiquement utilis€ pour 1’extraction des métabolites secondaires lichéneuse,
I’extraction s’effectue a température ambiante pendant plusieurs heures (Vila et al., 2011). Le
choix de réaliser les extractions a température ambiante a été fait, dans le but d’éviter la
dégradation potentielle de certains composés (notamment des depsides, sensibles a la chaleur)
(Vilaetal., 2011).

I1.1. Extrait éthanolique :

Pour apprécier le contenu en métabolites secondaires d’espece de lichen, une extraction par
macération a été réalisée dont son principe consiste a faire imprégner une quantité de poudre

de lichens dans un volume du solvant (éthanol) sous agitation manuel et pendant 48h.
Mode opératoire :

Les extraits éthanoliques de lichens ont été préparés comme décrit par (Aoussar et al., 2021).
Environ 10 g de poudre de lichen ont été soumis a une extraction avec 100 ml d’éthanol (96%)
pendant 48 h a température ambiante, puis les extraits ont été filtrés (papier filtre) et concentrés
en évaporant le solvant a travers un évaporateur rotatif a 78 °C. Les extraits éthanoliques
obtenus ont été stockés dans un réfrigérateur jusqu'a l'analyse (détermination de I’activité

antibactérienne).
I1.2. Extrait aqueux :

Pour apprécier le contenu en métabolites secondaires d’espéce de lichen, une extraction par
macération a été réalisée dont son principe consiste a faire imprégner une quantité de poudre

de lichens dans un volume du solvant (eau distillé) sous agitation manuel et pendant 48h.
Mode opératoire :

Environ 10 g de poudre de lichen ont été soumis a une extraction avec 100 ml de I’eau distillé

pendant 48 h a température ambiante, puis les extraits ont été filtrés (papier filtre). Les extraits
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aqueux obtenus ont été stockés dans un réfrigérateur jusqu’aux analyses (I’activité

antibactérienne et antioxydante)

Matier végétale

Le lichen

0

Séchage

-

Broyage

-

10 g de poudre

2

Macération
Filtration
Evaporation 78 C
Extrait Extrait
aqueux éthanoli
que

Figure 14 : schéme générale de I’extraction des métabolites secondaires
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III. Activité antibactérienne :

Les activités antibactériennes des differentes molécules testées varient en fonction des solvants
utiliseés pour les extractions ainsi que des bactéries testées et notamment de la composition de
leur membrane. Les bactéries a Gram positif sont généralement plus sensibles a ’activité
antibiotique des métabolites lichéniques que les bactéries a Gram négatif. (Burkholder et al.,
1944)

Les souches bactériennes testées : on a obtenu ou niveau de laboratoire médicale Houtti

*Escherichia coli : C’est une bactérie a Gram négatif, de forme non sporulée, de type aérobie

facultative, généralement mobile grace aux flagelles.

*Pseudomonas aeruginosa : Ce sont des bacilles a Gram négatif, de forme non sporulée, elles

sont aérobies, mobiles grace a 1 a 2 flagelles

Staphylococcus aureus : est une espece a Gram positif et non mobile, non sporulé. Il se
développe rapidement et abondamment dans des conditions aérobies.

*Enterococcus feacalis : c’est une bactérie gram positif, de forme des chainettes, de type aéro

anaérobie.

Klebsiella pneumonia : ce sont des bactérie gram négatif n forme batonnet, non mobiles et

généralement encapsulée.

II1.1. Principe :

La méthode de diffusion, est exclusivement réalisée sur un milieu solide, consiste a déposer
un disque de papier absorbant préalablement imprégné de 1‘échantillon sur une gélose
ensemencée avec 1‘inoculum microbien. Les molécules actives diffusent a partir des disques et
la présence d‘une zone d‘inhibition, dans laquelle il n‘y a pas eu de croissance, indique-la

présence de molécules actives a 1°‘égard du micro-organisme testé. (Burkholder et al., 1944)
Mode opératoire :

Actuellement, cette méthode est la plus connue et la plus utilisée, elle consiste en
I’ensemencement sur un milieu gélosé ( dans chaque boite 25ml de MH) dans une boite de Pétri,
d’une suspension bactérienne. La substance a tester est ensuite imprégnée sur un disque de

cellulose, lui-méme déposé sur la boite de Pétri. Durant I’incubation, la substance est alors
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censée diffuser dans la gélose (a la surface et/ou dans la masse) ce qui créé un gradient de

concentration dépendant de la substance .( stéphane et al.,2015)

Extrait éthanolique : Extrait aqueux :
[1] 10 pi [1] 15ul
[2] 15pl [2] 30ul
[3] 20l [3] 40pl
[4] 25pl [4] 50ul

Dosage du pouvoir réducteur « FRAP »
*Principe

Le principe de la méthode FRAP est basée sur la réduction de I’ion ferrique (Fe3+) en ion
ferreux (Fe2+). Afin d’évaluer le pouvoir réducteur des composés testés. La présence des
réducteurs (AH) dans les extraits des plantes ou des lichens provogue la réduction de Fe3+/
complexe ferricyanide a la forme ferreux. Par conséquent, le Fe2+ peut étre évalué en mesurant
et en surveillant I’augmentation de la densité de la couleur bleu cyanée dans le milieu
réactionnel 2 593 nm (Chung et al., 2002). Ce systeme FeCI3/K3Fe (CN)6 confére a la méthode
la sensibilité pour la détermination « semiquantitative » des concentrations des antioxydants,

qui participent a la réaction redox (Amarowicz et al., 2004).

incolore bleu foncé
[F(TPTZ), [Fe(TPTZ),*
longueur d'onde 593 nm

FIGURE 15 : MECANISME REACTIONNEL INTERVENANT LORS DU TEST FRAP (SADEER ET AL.,
2020)

*Mode opératoire :
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Le protocole utilisé au laboratoire est basé sur celui décrit par Oyaizu, (1986).
Dans un tube a essai en verre :

- 200 pl de solution d’échantillon a différentes concentrations (selon le tableau ..)

- 500 pl de tampon phosphate (0,2M : pH 7,2)

- 500 pl de potassium hexacyanoferrate [K3Fe (CN) 6] 1% dans 1’eau distillée.

- L’ensemble est chauffé a 50°C au bain marie pendant 20 minutes.

- Apreés un volume de 500 ul d’acide trichloracétique (10%) est ensuite ajoute.

- Le mélange est centrifugé a 3000 rpm pendant 10 minutes

- Unaliquote de 500 pL de surnageant et transféré dans un autre tube auquel ont été ajoutés

500 pl d’eau distillée et 100 pl de FeCI3 1% fraichement préparé dans de 1’eau distillée.

Un blanc sans échantillon est préparé dans les mémes conditions en remplacant I'extrait par

méthanol.

La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel se fait a 593 nm contre un blanc
semblablement préparé, en remplagant I’extrait par le méthanol qui permet de calibrer I’appareil
(UV-VIS spectrophotométre). Le contrdle positif est représenté par une solution d’un
antioxydant standard ; I’acide ascorbique dont 1’absorbance a ét¢ mesuré dans les mémes
conditions que les échantillons. Une augmentation de I’absorbance correspond a une

augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés.

TABLEAU 2 . LA PREPARATION DES DIFFERENTES CONCENTRATIONS DES ECHANTILLON

Ethanol / Eau distillé (ul) Extrait (pl)
50 250
150 150
100 200
200 100
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Résultat de rendement totale de I’extraction REt :
Le rendement de I’extraction éthanolique est exprimé en pourcentage (%), il est calculé a

partir du poids du résidu sec obtenu aprés évaporation sous vide et la prise d'essai initiale
(109)

masse de la matiére seche (extrait
REt= (extral) _, 100

" masse de la matiére végétale (poudre)
REt=14,3%

On enregistre apres le calcule un rendement de 14,3% pour I’extraction  éthanolique

effectuée sur une quantité de matiére séche égale a 10g.

Le rendement d’extraction selon 1’étude de Brakni & Ali (2018) était entre 25 % et 30,5 %
en utilisant le méthanol, 1’acétone, le chloroforme et I’eau distillée comme solvants, ces

résultats sont nettement supérieurs aux résultats obtenus dans cette étude.

Une étude de Nugraha et al. (2019), sur des espéces de la famille des Parmeliaceae dont
Evernia prunastri fait partie, montre que les rendements de 1’extraction des espéces Parmelia
aurulenta Tuck, Parmelia caroliniana Nyl, Parmelia cetrata Ach, Parmelia dilatata Vain et
Parmelia tinctorum Nyl varient de 13.93% a 22.25%. Le rendement d’Evernia prunastri dans

cette étude est dans I’intervalle mentionné.

Une autre étude, celle de Aoussar et al. (2021), le rendement de 1’extraction d’Evernia prunasri
isolée et collectée du Maroc, le rendement de 1’extraction avec le méthanol était de I’ordre de
9%, qui est plus faible que celui de cette étude. Ces mémes chercheurs dans une autre étude
(Assouar et al., 2017), ont trouvé que Evernia prunastri avait un rendement d’extraction égale

a 8% pour P’extraction avec le méthanol.

2. Résultat de ’activité antibactérienne de deux extraits :
e Extrait éthanolique :

Aucune zone d’inhibition autour des disques imprégnés avec 1’extrait du lichen vaient
constatées pour les espéces P. aerogenosa et K. penumonea. Alors que pour les souches E.
feacalis, E. coli et S. aureus, les zones d’inhibition varient de 0 mm a 16 millimétres de
diametre. La meilleure activité a été obtenue contre la souche de S. aureus avec un diamétre de

16 mm.
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L’étude de Douibi et al., (2016) qui a évaluée ’effet an antimicrobien d’Evernia prunastri

sur différentes especes bactérienne s’est montrée active contre les souches Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aerugenosa ATCC 27853, ou les zones d’inhibition varient de 7 & 12 mm de diamétre pour 1’extrait pure, il

est a signaler que I’extrait a été obtenu par hydrodistillation en utilisant 1’appareil Clevenger.
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FIGURE 16 : RESULTAT DU TEST DE SENSIBILITE DE L’EXTRAIT ETHANOLIQUE AUX LES CINQ SOUSHE
BACTERIENNES. A (PSEUDOMONAS AERUGINOSA), B (STAPHYLOCOCCUS AUREUS), C (ENTEROCOCCUS
FEACALIS), D (KLEBSIELLA PNEUMONEA) , E (ESCHERICHIA COLI)

TABLEAU 3 : EFFET DU L’EXTRAITS ETHANOLIQUE SUR LES SOUCHES BACTERIENNES

Souches P.aeruginosa  S.aureus E.feacalis K. pneumonea E. coli
bactériennes
Effet Faible Fort Modéré Faible Faible

Diamétre de la zone < 10 mm : effet faible; 10-15 mm modéré ; >15 mm fort .

Contrairement aux résultats obtenu, selon 1’étude de Aslan (2006), I’extrait ethanolique
n’avait aucun effet inhibiteur sur les souches (Enterococcus feacalis, Klebsiella pneumonea,
Pseudemonas aerogenosa et Staphylococcus aureus) mais Il avait un effet sur la bactérie

Escherichia coli) par contre dans notre étude I’effet sur P.aerogenosa était faible.

Selon nos résultats, I'extrait éthanolique d'Evernia prunastri a une activité inhibitrice
modérée contre les microorganismes testés. Il a été démontré que l'activité antimicrobienne
varie en fonction de I'espéce et du solvant utilisé dans I'extraction (Rancovie, 2015).

e Extrait aqueux :

Aucune zone d’inhibition au tour des disques imprégnés de 1’extrait de lichen sur E. coli, P.
aerogenosa, S. aureus, E. feacalis et K. pneumonea.

L’étude de Brakni & Ali Ahmed (2018), a constaté 1’inefficacité de 1’extrait aqueux contre
les souches bactériennes testées a savoir Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonia, Proteus
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mirabilis, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa, ce qui est similaire a celui de la
présente étude et a celui de 1’étude de Naama et al. (2023).

Une autre étude qui est celle de Tas et al. (2019), qui a évaluée I’activité antibactérienne de
plusieurs espéces lichénique incluant Evernia prunastri et en utilisant 3 solvants pour
I’extraction, a savoir ’acétone, le méthanol et 1’eau distillée. L’ extrait aqueux n’avait aucun
effet antibactérien sur les souches testés Gram(-) (Aeromonas hydrophila, Aeromonas
salmonicida and Yersinia ruckeri) et Gram (+) (Enterococcus faecalis, Lactococcus garvieae
and Streptococcus agalactiae).

L’éthanol est le meilleur solvant en comparaison avec 1’eau distillée pour extraire les

antibactériennes (Snn et al., 2007).
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FIGURE 17: RESULTAT DU TEST DE SENSIBILITE DE L’EXTRAIT AQUEU SUR LES CINQ SOUSHES
BACTERIENNES A (PSEUDOMONAS AERUGENOSA) B (STAPHYLOCOCCUS AUREUS), C (ENTEROCOCCUS
FEACALIS), D (KLEBSIELLA PNEUMONEA), E (ESCHERICHIA COLI)

Tableau 4 : Effet du I’extrait aqueux sur les souches bactériennes :

Souches P. S.aureus E.feacalis K. pneumonea E. coli
bactériennes aeruginosa
Effet Faible Faible Faible Faible Faible

Diamétre de la zone < 10 mm : effet faible; 10-15 mm modéré ; >15 mm fort .
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FIGURE 18 : LES EFFETS LES EXTRAIT (DIAMETRE DE LA ZONE D’INHIBITION) SUR LES SOUCHE

BACTERIENNE.

Résultats du pouvoir réducteur (Méthode de FRAP) :

C’est une méthode qui vise a mesurer la capacité des substances des extraits a faire réduire

le fer ferrique Fe3+ en fer ferreux Fe2+ ; la réduction est I'un des mécanismes antioxydants

qu’on trouve chez les plantes (Karagozler et al., 2008) . Le pouvoir réducteur d’un composé

peut étre un indicateur significatif d’un potentiel antioxidant. La littérature indique une relation

directe entre les activités antioxydantes et le pouvoir réducteur des composants naturels des

plantes (Bentabet et al., 2014).

Le pouvoir réducteur des extraits du lichen Evarnia prunastri est testé a différentes

concentrations. Les résultats obtenus des valeurs des absorbances nous ont permis de tracer des

courbes pour chaque extrait avec 1’acide ascorbique utilisé comme contréle positif (figure 19).
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FIGURE 19 : EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTIOXYDANTE DES EXTRAITS PAR LA METHODE
FRAP.

A partir des résultats ci-dessus, on remarque que le pouvoir réducteur des extraits dépend
de la dose, c’est-a-dire que le pouvoir réducteur du fer est proportionnel aux concentrations des

d’extraits.

Les résultats montrent que les deux extraits, I’eau distillé et 1’éthanol exercent une bonne
activité réductrice par rapport a celle de I’extrait méthanolique, mais inférieures a celle du
standard (I’acide ascorbique), donc la capacité des extraits a réduire le Fe+3 est largement

inférieure a celle de 1’acide ascorbique qui est connu comme un antioxydant de choix.
*Calcul de P’IC 50 :

Dans le but de comparer I’activité antioxydant de 1’extrait et de 1’acide ascorbique, on a
introduit le parameétre de 1C50 qui est la concentration du substrat pour laquelle le produit de la
réduction donne une absorbance a 593 nm et qui represente la réduction de 50 % du fer. 1l est
déterminé graphiquement a partir de la droite de la régression linéaire établie entre les
absorbances et les différentes concentrations de I’extrait testé et de 1’acide ascorbique (figure
19)

Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure 20 :
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Les résultats obtenus montrent que le pouvoir réducteur du fer est variable, il est trés
important pour 1’éthanol (0.013mg/ml), suivi par I’acide ascorbique (0.098g/ml), puis I’extrait
aqueux (7.70mg/ml).

A T’issu des résultats obtenus on constate la nette puissance réductrice de I’extrait
éthanolique par rapport aux témoin et I’extrait aqueux, il présente une importante activité de

réduction

Les propriétés réductrices sont généralement associées a la présence de réducteur dans le
milieu réactionnel dont leur action antioxydante est basée sur la rupture de la chaine des

radicaux libres par le don d'un atome d'hydrogene (Gordon, 1990).

Le résultat présenté indique ici que la puissance réductrice du fer ferrique marquée l'activité
des extraits est due a la présence de polyphénols qui peut agir de la méme maniére que les
réducteurs afin de donner les électrons et convertir radicaux libres en produits plus stables
(Sasikumar et al., 2010).

D’apres plusieurs études sur le genre de "Parmelia”, comme celles de (Manojlovic et al.,
2012), (Sharma et al., 2012), qui ont montré que les extraits lichéniques de Parmelia caperata,
sont riches en composés phénoliques, notamment 1’acide usnique qui sont responsables de

nombreuse activités biologiques in vitro ou in vivo notamment 1’activité antiradicalaire. Il est
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possible donc projeter ces résultats sur ce qui a été obtenu en ce qui concerne 1’espéce Evernia

prunastri.

Donc en totale les variations de 1’activité réductrice des radicaux libres, sont, en général,

directement liées aux taux des composés phénoliques présents dans la plante.

44



CONCLUSION



Conclusion

Conclusion

Dans le cadre de la détermination de quelques composés lichéniques a intérét économiques
et écologiques, notre travail a visé I’évaluation de 1’activité antibactérienne et antioxydante de

I'extrait brut du lichen Evernia prunastri.

L'activité antibactérienne a été effectuée sur cinq souches bactériennes, selon la méthode de
diffusion sur disque, les résultats ont montré une faible activité antimicrobienne de I'extrait testé
traduit par des faibles diameétres des zones d'inhibition enregistrées dont les bactéries a Gram

négatif étaient plus résistantes par rapport au Gram positif.

Les résultats obtenus indiquent que les deux extraits posseédent des activités antibactériennes
plus au moins prononcées avec une activité plus importante contre Staphylococcus aureus et
kleibssiela pneumonea pour I’extrait éthanolique, alors que I’extrait aqueux n’avait aucun effet

antibactérien sur les souches testées.

L’efficacité antioxydante de nos extraits éthanoliques de lichens (Evernia prunastri) été
déterminée in vitro par la méthode FRAP. Les résultats obtenus montrent que les activités
antioxydantes de I’extrait éthanolique du lichen était tres importante et nécessite plus

d’attention dans le futur.

Il sera souhaitable de diversifier les solvants d’extraction ainsi que les méthodes d’extraction
afin de pouvoir valoriser ce lichen d’une maniére correcte, identifier les especes chimiques qui

le compose et évaluer d’autres activités qui peuvent étre plus intéressantes.
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