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Introduction

La nature a toujours été une source importante d'agents thérapeutiques, qui sont encore utilisés
de nos jours. L'utilisation des plantes a des fins médicinales existe depuis des milliers d'années et
une proportion relativement importante a été étudiée jusqu'a présent. En comparaison, les micro-
organismes restent une source de métabolites secondaires peu connue et sous-exploitée (Touré,

2018). Parmi ces sources peu explorées se trouvent les lichens.

Le terme "lichen" est d'origine grecque, "leikhen" (Ait Hammou et al., 2014). On estime que
ce petit organisme de 6 lettres, le lichen, couvre 6 % de la surface de la terre (Sweidan, 2017).
Un lichen est une association indéfinie et durable établie entre un champignon et une algue. Il
attache les éléments de substrat et de protection (mycélium du champignon) a des cellules
autotrophes (algue), ce qui leur confere une autonomie nutritionnelle (Jean-Claude et al., 2008).
Cette association sert les champignons en leur fournissant du carbone synthétisé par les algues,
capables de convertir, par photosynthese, la lumiere en CO2 grace a leur chlorophylle. Tandis
que les champignons donnent aux algues un support leur permettant de se développer, se
multiplier et se répandre sous des conditions environnementales extrémes, néfastes a leur survie.
Les partenaires photosynthétiseurs appartiennent principalement aux algues vertes
(chlorophycées) et aux algues bleues (cyanophycées) (Kranner et al., 2008 ; Vrablikova et al.,
2006).

En parallele, le lichen assure sa nutrition, sa continuité et sa croissance par son appareil
veégétatif, qui est le thalle (Gregory et Dimijian, 2003). L'apparence du thalle est principalement
déterminée par le mycobionte et peut étre répartie en trois grands groupes morphologiques : les

types crustaces, foliacés et fruticuleux (Le Nguyen, 2018).

« Les fruticuleux : ils ressemblent a un buisson, souvent ramifiés dans toutes les directions.
Ils ont généralement un point de contact avec le substrat tres restreint et le thalle se dresse a partir

de cette zone de contact (Carpentier, 2016).

« Lescrustacés : ils forment une écorce intégrée au substrat (Carpentier, 2016).

« Lesfoliaces : leur appareil végetatif présente une forme de lame ou de petites feuilles plus

ou moins lobées, qui se détachent généralement facilement du substrat. Les lichens foliacés
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Introduction
ombiliqués sont fixés au substrat par un point de fixation central appelé ombilic ; les lichens
foliacés non-ombiliqués adherent au substrat par toute leur face inférieure gréce a des rhizines ou
des rhizohyphes (Adjiri, 2019).

Il existe également d'autres types de thalles tels que les thalles complexés, les thalles
squamuleux, les thalles gélatineux et les thalles l1épreux ( Parrot, 2014 ; Andraud-Dieu, 2015).

De méme, les domaines d'utilisation des lichens sont nombreux et variés, notamment dans le
domaine médical, la pharmacologie et le traitement de diverses maladies (Yavus, 2012). lls sont
également utilisés dans l'industrie du parfum, notamment les extraits d'un lichen connu sous le
nom de mousse de chéne (Evernia prunastri) (Joulain et Tabacchi, 2009). De plus, ils sont
considérés comme des bio-indicateurs de la pollution de I'environnement et de la santé des
écosystemes. Les lichens constituent également une source de nourriture pour certains animaux,
tels que les rennes de Laponie, et sont consommés comme aliment par I'homme dans certaines

régions (Japon, Canada) (Gregory et Dimijian, 2003).

Parmi les lichens foliacés, Xanthoria parietina, appelée aussi parmélie des murailles ou
lichen encrodtant jaune, est un champignon lichénisé par des algues endosymbiotiques du genre
Trebouxia, avec un thalle foliacé (application). X. parietina est un lichen nitrophile épiphyte qui
pousse dans le monde entier (Pindaru et al., 2013; Bilova et al., 2019). Il est reconnaissable par
son thalle jaune a orange ou vert-gris (forme d'ombre) et sa surface supérieure semble enracinée
et est douce au toucher (Fleischacker, 2011). On le trouve principalement sur les batiments
agricoles et le long des cotes, sur les rochers immédiatement au-dessus de la ligne des hautes
eaux, mais il se trouve également dans d'autres habitats tels que les arbres, les murs et les clétures
le long des routes et les prairies. Les conditions particulieres dans lesquelles vivent les lichens
sont a l'origine de la production de nombreux métabolites qui offrent une bonne protection contre

divers effets physiques négatifs et les influences biologiques (Rankovic, 2019).

Geéneralement, les métabolites des lichens peuvent étre divisés en deux groupes : les

métabolites primaires et les métabolites secondaires.

Les métabolites primaires : comprennent des protéines, des lipides, des glucides tels que les
polysaccharides et d'autres composés organiques impliqués dans le metabolisme et la structure

des lichens (Mitrovic et al., 2011). Ils ne sont pas spécifiques aux lichens et sont produits en
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Introduction
quantités importantes. Ces polymeres appartiennent principalement aux types structuraux
suivants : o ou B-glucanes linéaires ou peu substitués, galactomannanes, galacto-glucomannanes,

et des hétéroglycanes complexes (stocker- worgotter, 2013).

Les métabolites secondaires : L'importance pharmaceutique des lichens réside dans leur
capacité a produire une grande variété de métabolites secondaires, dont beaucoup n'apparaissent
que dans ces champignons lichénisés (Fernandez-Moriano, 2016). Les métabolites secondaires
du lichen sont issus de trois voies chimiques: la voie de I'acétate-polymalonate, la voie de l'acide
shikimique et la voie de I'acide mévalonique (Rankovic, 2019).

Les métabolites secondaires sont les composés bioactifs des plantes qui sont synthétisés
pendant le métabolisme primaire. Ils n‘ont aucun rdle dans le processus de développement, mais
sont nécessaires pour la défense et d'autres fins spéciales. Parmi ces métabolites secondaires, on
trouve les flavonoides, les terpénes, les alcaloides, les polyphénols et les caroténoides, qui se
trouvent dans le genre Xanthoria (Pedisius, 2020). X.parietina contient les métabolites
secondaires pariétine, acide pariétinique, émodine, fallacinal et téloschistine (Laska et al., 2016 ;
Bilova et al., 2019).

oH ? oM OH O OH oM 0 oM B ¥ =y 1.
AN AN ) P & N
~ /l& C//J N [ I ,]:t A _OH i j\ N O“ 20 NN e
) ] ™~ O Y 0o~ N - Z 0 o
° o} Lo} 5 : o
pariétine acide pariétinique émodin fallacinal teloschistin

Certaines de ces substances sont des métabolites biologiquement actifs qui présentent une
grande variété d'effets et d'applications potentielles. Par exemple, X.parietina a montré une
activité antibactérienne, agissant de maniere synergique avec certains antibiotiques contre les
bactéries pathogénes, ainsi qu'une cytotoxicité contre trois lignées cellulaires (Algahtani et al.,
2020 ; Bouchenak et al., 2020). De plus, la pariétine présente une importante activité inhibitrice
de la croissance des cellules cancéreuses en phase S ou sous-G du cycle cellulaire (Laska et al.,
2016). Elle posséde également un effet bénéfique sur le contrble de la glycémie, ce qui peut
contribuer a réduire le développement de complications associées au diabete (Bouchenak et al.,
2018). De plus, la pariétine présente une activité antiamylase et inhibitrice de la glucosidase

(Mukemre et al., 2021), qui sont des enzymes. En outre, il a été constaté que X.parietina est
3



Introduction
mieux protégée contre le stress causé par les métaux lourds que d'autres especes (di Toppi et al.,
2004).

Le stress oxydant se définit par un déséquilibre entre la production des radicaux libres et les
capacités cellulaires antioxydantes. Les radicaux libres ont longtemps été considérées comme des
sous-prouits toxiques impliquées dans de nombreuses pathologies (Migdal et Serres, 2011), ces
radicaux peuvent étre dérivés de 1’oxygeéne comme l'anion radicalaire superoxyde (02:-), le
radical libre hydroxyle (OH-), le radical oxyde nitrique (NO-), le radicale alkoxyle (RO-) et le
radicale peroxyle (ROO-) ainsi que des derives non radicalaires tels que le peroxyde d'hydrogene
(H202) et l'oxygéne singulet (*O,) sont appelées espéces réactives oxygénés (ERO), ou d’autres

atomes comme 1’azote (Les espéces réactives azotés (ERA)) ( Kalam et al., 2012).

Le stress oxydant et antioxydantes deviennent des termes des plus en plus communs pour les
spécialistes de la santé, et méme pour les personnes incompétentes (Athamena, 2009), ), Devant
I’augmentation considérable du nombre de pathologies impliquées par le stress oxydant et les
effets néfastes des antioxydantes synthétiques, de nombreux chercheurs a travers le monde, se
sont orientés vers la recherche de composés naturels d’origine végétale.

Dans ce contexe s’inscrit le présent travail, dont I’objectif essentiel est 1’évaluation de

I’activité antioxydante de lichen Xanthoria parietina.cette étude englobe deux volets :

- Le premier est d’ordre phytochimique basé principalement sur l'extraction, la détermination
de la teneur en polyphénols et en flavonoides des différents extraits obtenus a partir de Xanthoria

parietina.

- Le second est consacré a 1’évaluation de l'activité antioxydante des extraits par le test de

DPPH et test de blanchissement de -caroténe.
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Matérial et méthode

1. Matériels :

1.1 Materiel vegétale :

Les lichens du genre xanthoria ont été récoltés le 21 février 2023 au niveau de la commune d’
Ain Taghrout wilaya de Bordj Bou Arréridj a partir de troncs d’arbres (figure 1). Le prélevement
des lichens est réalis¢ a 1’aide d’un couteau en décortiquant soigneusement 1’écorce de 1’arbre de
facon a ne pas détruire le thalle. Les échantillons lichéniques sont conservés dans des enveloppes

avec leurs étiquettes pour leur détermination ultérieure.

Figure 1 : photo de lichen recolté du tronc d’arbre (originale 2023).

1.2 Appareillage et produits chimique:

Pour réaliser cette étude, on a utilisé¢ un ensemble d’équipements, de verreries, d’appareillages

et de produits chimiques :



Produits chimiques:

Trichlorure d’aluminium AICI3.

Les étalons poly-phénoliques (quercétine, acide gallique).
Acide ascorbique.

Méthanol.

Carbonate de sodium (Na2CO3).

Folin-ciocalteu.

DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle).

[-carotene.

Acide linoléique.

Chloroforme.

Tween 40.

Appareils et verreries :

Rotavapeur (BUCHI)

Spectrophotométre UV-visible (SHIMADZU : UV mini — 1240).

Etuve.

Agitateur magnétique.
Vortex.

Micropipettes.

Balance de précision.
Centrifugeuse de laboratoire.
La loupe (OPTIKA 2X)

Matérial et méthode

Différents verreries (ballon, tube, bécher, entonnoirs, erlenmeyer...etc).

2. Méthodes :

2.1 Identification des lichens récoltés :

L’identification des especes est d’abord effectuée par observation des caractéristiques

morphologiques générales, telles que la forme, la couleur, la hauteur, 1’orientation des extrémités
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Matérial et méthode
et le type de ramification sous loupe binoculaire (Gx2). Ces observations sont comparées avec la
description des espéces signalée par la littérature (Clauzade et Rondon, 1966 ; Clauzade et al.,
1987 ; Radoslaw et Akira, 2020).

Puis I’identification est confirmée par des réactions colorimétriques en utilisant les réactifs
habituellement employés en lichénologie: la potasse (solution a 10%), I'eau de javel du commerce
(Bouchenak et al., 2020).

2.2 Séchage et broyage :

Les lichens récoltés sont débarrassés d’éventuels contaminants. Ils sont séchés a 1’air libre
pendant environ 72 heures, et sont réduits en poudre par broyage manuelle. Puis tamisée a 1’aide

d’un tamiseur.

Figure 2 : les étapes de séchage et broyage pour obtenir une poudre.

2.3 Préparation des extraits :

Les extraits méthanolique et aqueux sont préparés par la méthode de macération a froid. Le
materiel végétal broyé est mise a macérer dans le méthanol ou eau (V/V) a un rapport de 1/10
(P/V), sous agitation douce pendant 24 H. Les extrait sont récupérées apres filtration du mélange
a I’aide d’un papier filtre (filtration deux fois), les filtrats obtenus sont ensuite concentrés

avec un évaporateur rotatif a 40°C. Les extraits sont séchés dans I'étuve a pendant 2 a 4 jours.
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<

Matier végétale

(lichen réduit en poudre)

—

50g de lichen réduit en poudre

35 g de lichen réduit en poudre

\

A4

500 ml de ’eau distillé

350 ml de méthanol

%

Agitation pendant 24 h

A%

¢

Agitation pendant 24 h

Filtration sous vide

\V

Filtration sous vide

¢

Evaporation a t=40 °C

%

<

Extrait aqueux (4.573 g)

Evaporation a t=40 °C

\%

Extrait méthanolique (3.1566 Q)

Figure 3 : procédures des extractions.

Calcul de rendement :

Le rendement en pourcentage (%), est défini comme étant le rapport entre la masse d’extrait

brute et celle de lichen seche (MS) en poudre.

Il est calculé par la formule suivante :

PB : poids d’extrait brut

Rdt = (Pb / PA) x 100

PA : poids de lichen séche en poudre en lever.
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2.4 Analyse des extraits de Xanthoria parietina :

2.4.1 Dosage des composes phénoliques :

Le dosage des polyphénols totaux est realisé par la méthode utilisant le réactif de

FolinCiocalteu selon (Skerget et al., 2005), avec quelques modifications.
Principe :

Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange d'acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PM012040). Il est réduit,
lors de l'oxydation des phénols, en un mélange d'oxydes bleus de tungsténe et de molybdene
(Ribereau, 1968). La coloration produite, dont I’absorption maximum est tolérée entre 725 et
750 nm est relatif a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux (Boizot et
Charpentier,2006 ).

Mode opératoire :

Un volume de 1 ml de réactif de Folin (10 % : 10 fois dilué) est ajouté a 200 ul d’échantillon
ou standard (préparés dans le méthanol pour I’extrait méthanolique et dans E.D pour 1’extrait
aqueux) avec des dilutions convenables, aprés 4 min, 800 pl d’une solution de carbonate de
sodium (75 mg/ml) sont additionnés au milieu réactionnel. Aprés 1.5 heure d’incubation a
température ambiante et a I’obscurité, 1’absorbance est mesurée a 765 nm par un
spectrophotometre. La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de
régression de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (5-200 pg/ml) et est exprimee

en ug d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).
2.4.2 Dosage des flavonoides :

L'estimation de la teneur en flavonoides totaux contenus dans les extraits est réalisée par la

méthode du trichlorure d’aluminium selon le protocol décrit par Bouyahya et al (2017).



Matérial et méthode

Principe :

Les flavonoides possedent 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'oxygene de

la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons ( Mbaebie.,2012).

oD

Figure 4 : Réaction entre AICI3+ et les flavonoides

Mode opératoire :

1 ml d’échantillon (préparé dans le méthanol) est ajouté 1 ml de la solution d’AICI3 (2 % dans
le méthanol). Aprés 10 minutes de réaction, 1’absorbance est lue a 430 nm. La concentration des
flavonoides est déduite a partir d’'une gamme d’étalonnage établie avec la quercetine (1,5-40
pg/ml) et est exprimée en microgramme d’équivalent de quercetine par milligramme d’extrait
(ng EQ/mg d’extrait).

2.5 Etude de P’activité antioxydante :
2.5.1 Activité antiradicalaire :

La détermination de 1’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.
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Principe :

Le radical 2,2-diphényl-2- picrylhydrazyl est un radical libre stable. L’activité antiradicalaire
des deux extraits de I’espéce a été étudée 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 et Bendimerad, 2013).

NO, NO,
. H

O.N N—N + A-H - O,N N—N + A"
NO, NO,

VIOLET JAUNE

Figure 5: Réduction de radical DPPH
(http://chimactiv.agroparistech.fr/fr/aliments/antioxydant-dpph/principe).

Mode opératoire :

La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100 ml de
méthanol. 50 puL des solutions d’extraits ou standards (acide ascorbique) sont ajoutés a 1950 puL.
DPPH, les concentrations des extraits dans le milieu réactionnel sont comprises entre (0-200
mg/ml) pour les extrait méthanolique et aqueux. Alors que celles de 1’acide ascorbique sont
comprises entre (0-1 mg/ml). Le mélange est laissé a I’obscurité pendant 30 min et la
décoloration par rapport au contrdle négatif contenant uniquement la solution de DPPH est

mesurée a 517 nm. L’activité antiradicalaire est estimée selon 1’équation ci-dessous :

%d’activité antiradicalaire = [(Abs517 controle—Abs échantillon517) / Abs 517controle] x 100
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Matérial et méthode
2.5.2 Test de blanchissement de f3-caroténe:
Dans ce test, la capacité antioxydante des extraits est determinée selon la méthode de Kartal

et al (2007) avec quelques modifications.
Principe :

L’oxydation de I’acide linoléique géneére des radicaux peroxydes, ces radicaux libres vont par la
suite oxyder le B caroténe entrainant ainsi la disparition de sa couleur jaune oranger, qui est
mesurée a 490 nm. Cependant la présence d’un antioxydante pourrait neutraliser les radicaux libres
dérivés de I’acide linoléique et donc prévenir 1’oxydation et le blanchissement du  caroténe. (Tepe

et al., 2006 ; Deba et al., 2008).
Mode opératoire :

L’émulsion de B-caroténe /acide linoléique est préparée par solubilisation de 4 mg de B-
caroténe dans 1 ml du chloroforme, 25 pl de 1’acide linoléique et 200 mg de Tween 40 sont
additionnés, le chloroforme est complétement évaporé au rotavapeur, par la suite 100 ml d’eau
distillée saturée en oxygeéne sont ajoutés, I’émulsion résultante est agitée vigoureusement. 350 pL
des solutions d’extraits ou d’antioxydants de référence (Acide ascorbique) solubilisé dans du

méthanol (2 mg/ml) sont additionnés a 2,5 ml de I’émulsion précédente.

La cinetique de décoloration de 1’émulsion en présence et en absence d’antioxydante (controle
négatif dans lequel 1’échantillon est remplacé par 350ul de méthanol) est suivie a 490 nm a des

intervalles de temps réguliers pendant les 4 premiéres heures, puis apres 24 heures et 48 heures.
L’activité anti-oxydante relative aprés 48 heures est calculée selon la relation suivant :
AAR= ( AbSechantilion/AbSgHT) %100
ou:
AAR : Activité anti-oxydante relative ;
Abs Echantillon : Absorbance de 1’échantillon aprés 48 heures ;

Abs BHT : Absorbance du BHT apres 48 heures ;
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Matérial et méthode

3. Analyses statistiques :

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne = SD. Les valeurs d’IC50
(concentration inhibitrice a 50 %) sont calculées par la méthode de régression linéaire a partir de
la courbe [% inhibition = f (Concentration)]. Les analyses statistiques sont effectuées par le
logiciel (Graph Pad. Prism. V 5.00). La différence entre le contréle et les différents tests, est
déterminée par le test de ANOVA uni variée suivie du test de Dunnett/Tukey pour les
comparaisons multiples et la détermination des taux de signification. Les valeurs de p<0.05 sont

considérées statistiquement significatives.
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Résultats et discussion
1. Identification de ’espeéce:
1.1 Identification macroscopique:

Le lichen récolté a un couleur jaune avec des structures apothicaires, appartient a la classe des
lichens foliacés a I’espece Xanthoria parietina (Figure 12).

apothécies
v A S Thalle jaune

foliacé

Figure 6: Xanthoria parietina sous loupe binoculaire (Gx2).

1.2 Identification par des réactions colorimétriques:

Les résultats des réactions colorimétriques ont montré la présence de la pariétine (coloration
rouge tres foncée), et de ’acide barbatique par coloration rouge (tableau 1). En effet, la pariétine
et I’acide pariétique sont des métabolites secandaires caractéristique de 1’espéce Xanthoria

parietina. Ces résultats sont en concordance avec les travaux de Bouchenak et son équipe
(2020).
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Tableau 1: résultats des réactions colorimétriques réalisés sur le lichen Xanthoria parietina.

Test appliqué

Réaction colorimétrique

Coloration

Hypochlorate de sodium

Jaune

Solution de potasse

Rouge trés foncés

Solution de potasse

+

Hypochlorate de sodium

Rouge
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Résultats et discussion

En se basant sur les caractéristique morphologiques et les résultats des réactions

colorimétrique,on a confirme, I’espéce étudiée est Xanthoria parietina. Sa position systématique
est la suivante, ADJIRI Fatima, 2020 :

Régne: Fungi

Embranchement: Ascomycota

Classe: Lecanoromycetideae
Ordre: Teloschistales
Famille: Teloschistaceae

Genre: Xanthoria

Espéce: Xanthoria parietina.

2. Preéparation des extraits méthanoliques et aqueux de Xanthoria parietina:

La préparation des extraits bruts a partir de lichen X.parietina a été effectuée par macération.

En utilisant deux solvants différents, le méthanol et I’eau distillée. Deux différents extraits ont été

obtenus : I’extrait méthanolique et I’extrait aqueux. Les résultats obtenus montrent que le

rendement des extraits de 1’espéce étudie varie en fonction du solvant utilisé (Tableau 2).

Tableau 2: rendement des extrait aqueux et méthanolique de lichen Xanthoria parietina

Extrait méthanolique de lichen

Extrait aqueux de lichen

RET%

9.02

9.17
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Résultats et discussion
Ainsi, Dextrait aqueux présente un rendement plus élevé (9,17%) par rapport a 1’extrait
methanolique (9.02%). Cette différence de rendement s’explique par la solubilité différentiells

des molécule du materiel végétal dans 1’eau et le méthanol.

Le méthanol peut solubiliser les composés polaires avec un indice de polarité de 5,1. Tandis
que I’eau a un indice de polarit¢ double d’environ 10,22,ca veut dire qu’il peut extraire les

composés extrememen polaire (Algahtani et al., 2020).

3. L’analyse quantitative des composés phénoliques des extraits aqueux et

méthanolique de Xanthoria parietina:

La détermination des teneurs en phénols totaux et en flavonoides dans les deux extraits de
X.parietina a été faite en utilisant respectivement les méthodes colorimétriques (Folin-Ciocalteux
et trichlorure d’aluminium (AICI3)). La raison principale pour le choix de ces métabolite
secondaires réside dans le fait que la majorité des propriétés antioxydants des plantes sont

attribuées a ces composés

Les résultats sont représentés dans le tableau 3 Les gammes d’étalonnage dans les figures (7et8).

12 -
y =0.0073x+0.0777
1 - R2=0.956
€
c ¢
3 0.8
~ 3
7, i
4 0.6
1=
=
© 0.4 -
2
o
v 0.2 -
o
T
I G * T T T T T T 1
20 0 20 40 60 80 100 120 140
concentration pg/mil

Figure 7: Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (moyenne = SD de deux essais).
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1.2 +

absorbance 430 nm

y =0.0166x+ 0.1197
R? =0.9981

10 20 30 40
concentration pg/mil

50 60

Figure 8: Courbe d’étalonnage de la quercétine (moyenne + SD de deux essais).

Tableau 3: La teneur en composés phénoliques et en flavonoides des extraits de Xanthoria

parietina.

Flavonoides®™

Extrait Polyphénol®
E ME de Xanthoria parietina | 15,36+6,34 12.68+9.49
E AQ de Xanthoria parietina | 28.21+13.37 32.44+16.51

@ ug d’équivalent
(b) ug d’équivalent

d’acide gallique par

de quercétine par

Les valeurs représentent la moyenne de 2 mesures + SD.
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Résultats et discussion

Les résultats obtenus révélent que les extraits méthanolique et aqueux du lichen contient des
teneurs différentes en polyphénols (15,36 + 6,34ug EAG/mg et 28.21 + 13.37 ug EAG/mg pour
EME et EAQ respectivement) et des teneurs différente en flavonoides (12.68 + 9.49 ug EQ/mg et
32.44+16.51ug EQ/mg pour DI’extrait EME et EAQ respectivement). Mais statistiquement

n’existe pas une différence significative ente les deux extraits (P<0.05).

L’étude faite par Bouchenak et ses colléegue (2020) sur le dosage des polyphénols totaux de
X.parietina montre que D’extrait méthanolique (0.139 pgEAG/mg) et D’extrait acétonique
(0.126pgEAG/mg ), ces teneurs sont trés faible par rapport aux teneurs obtenue dans notre étude.

En outre, I’étude réalisée par Mukemre et son équipe (2021) sur I’extrait méthanolique de la

méme espéce montre des teneurs plus élevés en composés phénoliques (39£1 pgEAG/mg).

4. L’activité antioxydante:

4.1 Effet scavenger du radical DPPH:

La méthode de piégeage du radical DPPH offre la premiére approche utilisée pour évaluer le
potentiel antioxydante de n’importe quel composé, c’est une méthode simple,rapide et
repreductible (Kedare et Singh, 2011). Les profils de I’activité anti radicalairesont présentés

dans la figure 9

D’apres ces résultats, le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec
I’augmentation de la concentration. Le taux d’inhibition du DPPH enregistré en présence des

deux extraits de la plante est inférieur a celui de I’acide ascorbique.
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Figure 9: Activité antiradicalaire de I’extrait aqueux, méthanolique et acide ascorbique.
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Pour mieux caractériser le pouvoir antioxydante, le parametre IC50 est introduit. I’'IC50 est
inversement li¢ a la capacité antioxydante d'un composé, car il exprime la quantitéd’antioxydants
nécessaires pour diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus-la valeur d’IC50 est

basse, plus I'activité antioxydante est élevée (Bougandoura et Bendimerad, 2012).

La concentration de 1’échantillon essentiel pour inhiber 50% du DPPH radicalaire, a été
calculée par la méthode de régression linéaire a partir de la courbe [% inhibition = f

(concentrations)].

Les valeurs d’IC50 trouveées pour les extraits étudiés sont représentées dans la figure 10.

ts IC 50:
~ ] a E ME:2,92+0.47 mg/ml
3 | E AQ:1,56+0.94 mg/ml
A ASC:0,62+0.15 mg/ml
2.5 A
(=]
LM
O 2

extrait extrait Aqueux acide ascorbique
méthanolique

Figure 10: Les concentrations efficaces a piéger 50% (1C50) du radical DPPH par les extraits
étudiés et I’acide ascorbique. Les barrres avec des lettres différentes indiquent des activités

significativement différentes (P<0.05).

Les résultats obtenus montrent que les deux extrait de Xanthoria parietina possédes une
activité antiradicalaire avec des IC50 faible de 1’ordre de 2.92+0.47 mg/ml et1.56+0.94 mg/ml
pour I’extrait méthanolique et aqueux respectivement, ces deux valeurs sont statistiquement
similaires (P<0.05).

A des fins comparatives, un antioxydante standard a été utilisé ( 1’acide ascorbique). Il a
montré une activité antiradicalaire trés puissante statistiquement supérieur a celle des extraits
étudiés avec une IC50 trés faible 0.62+0.15 mg/ml . I’activité de 1’acide ascorbique est presque 5

fois superieur que I’extrait méthanolique et 2.5 fois que 1’extrait aqueux de Xanthoria parietina.
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Les résultats obtenus dans notre étude sont en accord avec les travaux de Mukemre et ses
collaborateurs (2021) qui ont étudié I’effet antioxydante de I’extrait méthanolique de lichen

X.parietina sur le radical DPPH et ils ont trouvé 1C50 similaire (2.7+0.6 mg/ml).

La forte activité antioxydante montrée par certains extraits de lichens peut étre attribuée a leur
teneur élevée en polyphénols totaux. En effet, une corrélation positive a été observée entre la
composition phénolique et l'activité antioxydante. Ces résultats suggérent que les polyphénols
pourraient étre les principaux composes antioxydantes présents dans les lichens (Fernandez-
Moriano, 2016).

4.2 Test de blanchissement du p-carotéene:

Dans la méthode de blanchissement au -carotene, le degré de I'oxydation de I'acide linoléique
est déterminé en mesurant les produites d'oxydation (hydroperoxydes lipidiques et sous-produits
volatiles) d'acide linoléique qui simultanément attaque le [-caroténe, entrainant un

blanchissement de sa caractéristique de couleur jaune (Deba et al., 2008).

Dans ce test, l'inhibition de I’oxydation de ’acide linoléique est mesurée en présence du [3-
caroténe, qui est employé comme marqueur. La cinétique de blanchissement du B caroténe en
absence et en présence des extraits de Xanthoria parietina, de I’antioxydante standard (acide

ascorbique) et les activités antioxydantes relative sont représentées dans les figures 11 et 12.

1.8
£
c 1.6
(=]
S i—‘\j\"
o 12 -~ g —*—BHT
-
b —m—E ME
g 0.8
S 06 - EAQ
204 A —
=< Controle-
0.2 -
0 T T T T 1
0 10 20 20 40 50

temps (h)

Figure 11: Cinétique de blanchissement du -caroténe a 490 nm en absence et en présence des

extraits de Xanthoria parietina, et de BHT (chaque valeur représente la moyenne de deux essais).
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120

100

80

60

40

20

% Activité antioxydante relative

BHT

EME

—
% AAR:

BHT: 100%

E ME: 70.27%+1.04

b E AQ: 75.74%+14.41
Controle-:
24.84%+0.73

(o
E AQ Controle -

Figure 12 : Activité antioxydante relative des extraits de Xantoria parietina, de BHT dans le

systeme B-carotene/acide linoléique (les valeurs sont la moyenne de deux mesures + SD). Les

barres avec des lettres différentes indiquent des activités significativement différentes (P<0.05).

D’aprés ces resultats, il est évident que les deux extraits testés inhibent d’une maniére efficace

et significative (p<0.05) 1’oxydation couplée de I’acide linoléique et du B-caroténe par rapport au

contréle négatif qui représente 100% de la peroxydation.

Les deux extraits aqueux et méthanolique de X.parietina montrent une grande activité

antioxydante relative 75.74 £ 14.41% et 70.27 + 1.04% respectivement. I’activité de ces deux

extraits . est significativement inferieur a celle du control positif BHT.

Kumar et son équipe (2014) ont étudié la capacité antioxydante des extrait méthanolique et

aqueux de lichen de genre Xanthoria et ont montré que la capacité antioxydant la plus élevée en

dans le test blanchissement de 1'acide B-caroténe a été observé dans I'extrait aqueux par rapport au

extrait méthanolique avec des IC50 (0.08+0.01 mg/ml; 0.88+0.1 mg/ml respectivement). Le

BHT a été utilisé comme témoin positif et il a montré une capacité antioxydante

significativement plus élevée (p<0.05) (IC50 0.04+0.01 mg/ml) par rapport aux extraits.
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Selon Deba et ses collaborateurs (2008), le test d’inhibition de 1’oxydation de 1’acide
linoléique couplée a celle du B-caroténe, parait tres utile comme un modéle mimétique de la

peroxydation des lipides dans les membranes biologiques.
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Conclusion

Dans le but d'identifier et de caractériser le lichen Xanthoria parietina riche en métabolites
secondaires bioactifs, nous avons procédé a sa récolte a partir de troncs d'arbres, ensuite
I’extraction en utilisant deux solvants méthanol et eau, puis nous avons effectu¢ plusieurs
analyses quantitatives afin de répondre a notre objectif. Ces analyses comprenaient le dosage des
composés phénoliques, le dosage des flavonoides, le test DPPH et le test de blanchissement du [3-

caroténe.

L'identification de Xanthoria parietina a été réalisée par des réactions colorimétriques et une
identification morphologique. La quantification par la méthode de spectrophotométrie nous a
permis de déterminer les teneurs en phénols totaux a I'aide du réactif du Folin-Ciocalteu, révélant
des quantités importantes de polyphénols dans les deux extraits. De méme, le dosage des
flavonoides par la méthode de trichlorure d’aluminium a montré la présence de quantité

considérable de flavonoides dans les deux extraits de Xanthoria parietina.

Dans la deuxiéme partie de notre étude, nous nous sommes intéressés aux propriétés
antioxydantes des deux extraits testés. L'activité antioxydante a été évaluée a l'aide de deux tests :
I'activité antiradicalaire contre le DPPH, qui est un radical libre relativement stable, et le test de
blanchissement du B-caroténe. Les résultats obtenus ont montré une activité antiradicalaire elevée
des extraits aqueux et méthanolique. De plus, lors du test de blanchissement du B-carotene, les
deux extraits ont présenté une forte activité antioxydante relative. Celle-ci est liée a I’inhibition

couplée de B-carotene et acide linoleique.
Pour améliorer I'efficacité de notre étude, plusieurs perspectives peuvent étre envisagées :
«Elargir le panel des activités antioxydantes en incluant d'autres tests biologiques in vivo

«Caractériser et isoler les principes actifs responsables de ces propriétés en utilisant des
techniques d'analyse avancées telles que la chromatographie liquide a haute performance

(HPLC), afin d'identifier les molécules a [l'origine des effets antioxydants.
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Résumé:

Les lichens sont des organismes présents dans le monde entier, ils sont considérés comme
des especes bio-indicatrices de la qualité de leurs écosystemes, et sont devenus récemment

des sources potentielles de substances pharmacologiquement actives.

Nous avons axé notre travail sur Xanthoria parietina. L’extraction des polyphénoles et des
flavonoides est effectuée par le méthanol et I’eau distillée suivie d’une quantification des
teneurs de ces composés par la méthode de Folin-Ciocalteu et trichlorure d’aluminium. Les
résultats montrent que les extraits méthanolique et aqueux de Xanthoria parietina sont riche
en polyphénols et flavonoides.

Dans I’étude de I’activité anti-oxydante, on a utilisé deux tests : le piégeage du radical
DPPH et le test de blanchissement du B-caroténe. Les résultats obtenus montrent une lactivité
antiradicalaire considérable dans les deux extrait de Xanthoria parietina avec des IC 50 de
I’ordre de 2,92 +0,47 mg/ml et 1,56 +£0,94 mg/ml pour I’extrait méthanolique et aqueux
respectivement ,1’activité¢ de ces deux extraits est statistiquement inferieur a celle d’acide
ascorbique (0,62 £0,15 mg/ml). Par ailleurs, dans le test de blanchissement du -caroténe les
deux extraits aqueux et méthanoliqgue montrent une grande activité inhibitrice, 75.74 % et

70.27% respectivement.

Mots-clés : lichen, Xanthoria parietina, polyphénols, flavonoides, DPPH, test de

blanchissement du -caroténe.



Abstract :

Lichens are organisms present all over the world, they are considered as Bio-indicator
species of the quality of their ecosystems, and have recently become potential sources of
pharmacologically active substances.

The present study is focused on Xanthoria parietina. The extraction of the polyphenols and
the flavonoids is carried out with methanol and distilled water followed by a quantification of
the contents of these compounds using the Folin-Ciocalteu and aluminum trichloride methods
The results show that the methanolic and aqueous extracts of Xanthoria parietina are rich in

polyphenols and flavonoids.

In the study of the antioxidant activity, two tests were used: the scavenging of the DPPH
radical and the B-carotene bleaching assay. The results obtained demonstrate significant
antiradical activity in both extracts of Xanthoria parietina with IC 50 values of the order of
2.92 £0.47 mg/ml and 1.56 £0.94 mg/ml for the methanolic and aqueous extract respectively.
The activity of these two extracts is statistically lower than that of ascorbic acid (0.62 £ 0.15
mg/ml). Furthermore, in the B-carotene bleaching test, both the aqueous and methanol extracts
show high inhibitory activity, with percentages of 75.74% and 70.27%, respectively.

Keywords: lichens, Xanthoria parietina, polyphenols, flavonoids, DPPH, [-carotene

bleaching assay.



e

g5l eyt s alladall 5 el yhadll oy Bl p¥) e dailic allal) eladl an 35253 50 s LIS o ciluddy)
Al 5l Aelivall 8 Allad 528 Joniusd 153 50 Canpeal 5 ¢ il Leallai 33 gal & gual) <l i 5al)

Jsdd sl padiinl e Ule &us, Xanthoria parietina s s ol o2y (0 g 68 Jsa 4l o Lid

& Al e all pand 5 i i we el elaly Jgilial) A g Sl g gl 3 2 g sal) 255 @

d’aluminium s : Folin-Ciocalteu il ol sSI alasinly o / aalally lgie T yma ¢ lggle Jsuanl)

Jsuid ol Jlie Xanthoria parietina & Sl 5 Jsilisd) palaiud) of il @ elal Cus, trichloride
5 5800l

Bromuill sl s DPPH_al Zal3¥1 L) 1o bial ahadiuly ¢ 3SY1 calibine Ll s Lia LS
< Xanthoria parietina aliive 8 33080 slaall Lladll of Lede Uliass ) milill < elal caroténe
Sl e Gy sl Galdiedll e/ aae 1.5620.94 5 e / aae 2.924 0.47 i IC 50
Sle sdle Jo/ ane 0,624 0.154%e8 &l o3 ey L) Gaeny 4 jlie Gast Caznan (815 Lilias) 4lliieg
Sle B1SY) s o Lt Legd Ll 5 sl laliioal) o) (i 38 oB-caroténe cawd) Hlsal i ol

s e 77027 577574 adi

ol ) ¢ a3V Ll ¢ 5800 ¢ Jsuid sl <Xanthorai parieting ¢ 4aY) s ) cilalst)



