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I ntroduction

I ntroduction

Les lichens sont des organismes issus de la syml@onse un partenaire fongique
appelé mycosymbiote et une algue (chlorophycéecyamophycée) appelé phycosymbiote.
Cette association permet aux lichens I'élaboratlersubstances lichéniques ou métabolites
secondaires synthétisés par le mycobionte. Ces a®d#sp hydrophobes et posseédent
généralement un noyau aromatique, sont localisés tacortex, dans la médulle et sont

spécifiques aux lichens.

Parmi ces substances lichéniques, I'acide usnigpiesente le composé le plus étudié
et le plus commercialisé. C'est un composé codicdé couleur jaune possédant des
propriétés médicales et pharmacologiques certains.

L’objectif de notre étude est I'identification dadide usnique a partir de trois espéeces
lichéniquesEvernia prunastri, Ramalina farinacea et Cladonia rangiformis qui sont des
espeéces de morphologie différentes et récoltés sa pfgiodes et altitudes différentes
(INGOLFSDOTTIR, 2002).

Ainsi ce manuscrit est scindé en deux parties :

Partie bibliographique: généralités sur les lichegénéralités sur l'acide usnique,

effets biologiques et usage de 'acide usnique.
Partie expérimentale :

» Identification des espéeces lichéniques.
e Extraction de l'acide usnique.
» Chromatographie des substances lichéniques suheanince.

* La microcristallisation.
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Chapitre | @ealités sur les lichens

[.1. Définition des lichens

Le terme actuel lichen est d’origine grecque, dsalprononciation liken. Il servait
autrefois a désigner des plantes croissant suarlees auxquelles on attribuait des vertus
médicinales (VAN HALUWYN et LEROND, 1993).

Un lichen résulte de I'union harmonieuse d’'une ahpdycée ou d’'une cyanophycée
avec un champignon. Les cyanophycées des lichartsgéméralement des Noctocs, mais
aussi desRivularia chez lesLichina. Les algues sont toujours des chlorophycées, Us pl

souvent des chlorococcalég ¢bouxia) ou des trentepohliale$rentepohlia)

Si la tres grande majorité des Lichens appartiextAsco-Lichens, le champignon est
tres rarement un Basidiomycéte (les Basidio-Liclearg a cyanophycées, tropicaux et rares)
(GORENFLOT, 1975).

l.2. La symbiose lichénique
Le terme symbiose emprunté au grec «symbiosigrifg : vie ensemble.

Ce terme a été crée par le botaniste allemand deeBal879 pour caractériser I'association

entre l'algue et le champignon dans un organisnsdideens.

La symbiose chez les lichens implique un échangeutbstances chimiques entre les deux
partenaires, ce qui permet de comprendre I'existel®s relations anatomiques entre l'algue
autotrophe et le champignon hétérotrophe (VAN HALYM/et LEROND ,1993).
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1.2.1. Les rapports cytologiques

Chez les lichens a chlorophycées, chaque gonidiee®urée par des rameaux
d’hyphe a articles courts s’appliquant sur eller &mtre chez les lichens a cyanobactéries
deux possibilités de rapports : sont par simpldapasition comme dans le cas précédent
apres traversée de la gaine mucilagineuse, softgrgtration d’un sucoir de I'hyphe dans la
cellule gonidiale. La microscopie électroniquapmporté de nouvelles précisions : presque
tous les lichens qui ont été examinés ont mong@edque degré une pénétration de sucoirs
fongiqgue dans l'algue. Chez les crustacés, et mé@melques formes plus hautement
structurées, les pénétrations sont celles des sautyphes des lichens. La membrane
cellulosique de l'algue est perforée completemeré esucoir se trouve encastré dans cette
membrane comme dans un collier. La membrane plagngq revanche, s’invagine et forme
une poche autour du sucgoir (OZENDA, 2000).

1.2.2. Les rapports physiologiques

Une symbiose est considérée comme étant une a$soala deux organismes dans
laquelle les deux partenaires trouvent un bénéfogproque : c'est-a-dire I'algue céde au
champignon I'excédent des matieres organiqueslguebduit par photosynthése, tandis que
le champignon l'alimente en eau et en sels minégaxenant du milieu extérieur (par
capillarité, imbibition ou diffusion) et qu’il luioffre une protection vis-a-vis de la

dessiccation et des fortes intensités lumine(@2&£NDA, 2000).
1.3. Appareil végétatif

Les lichens sont des thallophytes qui ne présemtefauilles, ni tige, ni racine, ni
appareil conducteur. Le thalle constitue I'esséntie lichen et porte les organes de
reproduction (DERUELLE et LALLEMANT, 1983).

La morphologie et l'anatomie interne de I'appareégétatif sont extrémement
variables (OZENDA et CLAUZADE, 1970).

1.3.1.Morphologie du thalle

Le thalle ou appareil végétatif présente une mdguie originale par apport a celle
des algues et des champignons qui le composeexkidte six types de thalles : crustaces,
squamuleux, foliacés, fruticuleux, complexes ou posites et gélatineux
(VAN HALUWYN et LEROND, 1993).
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[.3.1.1.Les thalles fruticuleux ou buissonnants

lIs se présentent sous forme de touffes pendantesiressées d’assez grande
dimension, pouvant atteindre plusieurs décimeteclong. Ils sont constitués soit de «tiges»
cylindriques ou subcylindriques plus ou moins ré@ei$ (Jsnea), soit de lames ou de lanieres
entieres ou divisée&émalina, Anaptychia...) (fig.01) (SOUCHON, 1971).

[.3.1.2.Les thalles foliacés

lIs forment des lames le plus souvent lobées,damht séparables du substrat plus ou
moins appliquées sur celui-ci ou bien plus ou moausessées, avec la face inférieure le plus

souvent garnie de fausses radicelles (rhizineg)nble réle de moyen de fixation (fig.02).

» Thalles foliacés ombiliqués

En forme de lames non lobées ou de squames, agitel a I'état sec, ils adhérent au
substrat par une trés petite surface (crampon)ug gouvent pres du centre. L'ombilic se

présente sous forme d’'une petite dépression &tesgur la face inférieure.

* Thalles foliacés non ombiliqués

lIs sont formés de lames a lobes généralementsaa@c la face inférieure fixée par
de nombreux points ou méme par toute la surfacejgge parfois sans rhizines. Les
extrémités des lobes sont en général arrondiesPaerelia borreri, mais parfois tronquées :
ex. Parmelia omphalodes (CLAUZADE et ROUX, 1987).

1.3.1.3.Les thalles squamuleux
lIs sont constitués par de petites écailles adbéseau substrat par toute leur face

inférieure, sauf sur le bord. Ces écailles sontajpasées ou imbriquéeBsbpra, Toninia...)
(fig. 03) (SOUCHON, 1971).
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|.3.1.4.Les thalles crustacés

lIs sont trés étroitement appliqués au substrdtest impossible de les en détacher,
guelle que soit la nature de celui-ci (bois, roate,). Le thalle est plus ou moins bien limitée,
plus ou moins fragmenté (dans ce cas il s’agit dhafle aréolé), plus ou moins enfoncé dans
le substrat (ce sont des thalles endolithiqueg)04i) (DERUELLE et LALLEMANT ,1983).

1.3.1.5.Les thalles gélatineux

lIs forment, lorsqu’ils sont hydratés, des lamekatiigeuses plus ou moins découpées
gui sont souvent confondues avec des algues oaydesbactéries a I'état sec ils perdent cet
aspect gélatineux, noircissent nettement, et deemn tres friables (fig.05)
(DERUELLE et LALLEMANT, 1983).

1.3.1.6.Les thalles complexes ou composites
lIs sont formés de 2 parties distinctes

-un thalle primaire plus au moins adhérent au sabsCe thalle peut étre de type crustace,

squamuleux ou méme foliacé. E€ladonia

-un thalle secondaire, de type fruticuleux et tawgo dressé, qui s’est développé
secondairement sur le thalle primaire (fig.0BIEVANT, 2001).
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Figure 05 thalle gélatineux Figure O6thalle complexe
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|.3.2.La structure du thalle

Il existe deux types de structure de thalle déteésiipar I'organisation interne des
«algues» et des «hyphes» (TIEVANT, 2001).

[.3.2.1.Structure homéomeére

Les cellules algales et les hyphes sont méléeépeatrties dans toute I'épaisseur du
thalle. Ex :Collema (TIEVANT ,2001).

Figure 07 :structure homéomere coupe transversale du tfE/ANT ,2001).
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[.3.2.2.Structure hétéromere

Les cellules algales et/ou les hyphes constituestabuches spécifiques observables

au microscope optique en coupe transversale (TIEVAN001).
Il existe deux types des structures hétéromeres.
» La structure stratifiée

C’est la structure de la plupart des lichens fé@gale beaucoup de lichens crustacés
et de quelques lichens fruticuleuXevérniaprunastri, Pseudeverniafurfuracea). Cette

structure est organisée en :
-un cortex supérieur constitué d’hyphes tres serigmte d’enveloppe protectrice externe ;

-une couche algale qui abrite des hyphes, maiscbegaumoins denses, formant un réseau

contenant les cellules algales ;
-une médulle constituée généralement d’hyphedaockes ;

-un cortex inferieur seulement constitué d’hyphess denses, pouvant donner naissance a
des rhizinegTIEVANT ,2001).
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Figure 08 : structure hétéromere stratifiée coupe transvetkatballe(TIEVANT ,2001).
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e La structure radiée

C’est la structure de la plupart des lichens fuléox. Cette structure est constituée de
mémes couches que la couche précédente, mais ékssgesacon concentrique.
Cortex et médulle peuvent constituer deux couchstindtesRamalina) ou plus ou moins
méléesRoccella). La partie interne de la médulle peut étre ateg@hdctoria) ou formée d’'un
réseau d’hyphes tres serrées, paralleles a l'axéhalle ; elle constitue un cordon rigide
(cordon axial detJsnea) (TIEVANT ,2001).

Figure 09 :structure hétéromere radiée coupe transversaleatle (TIEVANT ,2001).
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|.4.La reproduction des lichens

La reproduction du lichen se fait ; soit par muitigtion végétative du lichen, soit par

reproduction sexué du champignon.
l.4.1.Multiplication végétative

Elle se fait soit par dissémination de fragmentscdomplexe lichénique ou par

émission de sorédies ou d'isidies.
» Fragmentation du thalle

Entre les périodes de pluie ou d’humidité, les erthse dessechent trés vite et a I'état
sec ils sont extrémement cassants. Le piétinemestatiimaux et de I'homme, puis la
dispersion des débris par le vent joue un réleicildgf a apprécier, mais certainement
considérable dans leur dispersion (OZENDA et CLAUDEA 1970).

> Emission des sorédies et isidies

+ Sorédies

Sont des propagules de dissémination composées udéugs filaments du
mycosyumbiote enserrant quelques cellules gonglidfergane constitué par 'ensemble des
sorédies porte le nom de soralie. Les insectes edrit jouent un réle actif dans leur récolte
et leur transport, mais le lichen lui-méme partcigrace a la différenciation de certains
hyphes médullaires, a I'expulsion des sorédies (DERLE et LALLEMANT, 1983).

+ |[sidies

C’est une sorte de bourgeonnement du thalle, pi@sehyphes et gonidies avec
cortex, caractéristique de certaines especes.leai@st pas encore parfaitement connu, mais
comme ces isidies se détachent facilement et g@g’qltésentent les deux constituants du

lichen, ils sont considérés comme des organes delhimation. (OZENDA, 2000).

11



Chapitre | @ealités sur les lichens

| .4.2. Reproduction sexuée

L’appareil reproducteur des lichens est en faituicele mycosyumbiote ; le
phytosymbiote, lui ne se multiplie que de facon  atagve
(DERUELLE et LALLEMANT ,1983).

Elle se réalise par deux types d’organes :
¢ Apothécie

C’est la fructification des discomycetes, en forde coupe, garnie intérieurement
d’'un hyminium nu constitué d’asques et de paraphyle présente une grande variabilité de
taille, de couleur, de structure et dans la loatib®és sur le thalle
(VAN HALUWYN et LEROND ,1993).

+ Péritheces

Ce sont des fructifications en forme de sphérulesses, s’ouvrant au sommet par un
port ou ostiole a travers lequel sont émises desesp Leur structure peut étre relativement
tres simple. Elles sont toujours plus ou moins eoées dans le thalle
(OZENDA et CLAUZADE, 1970).

|.5.La biochimie des lichens

L’étude des lichens sous l'angle biochimique conhduila mise en évidence des
substances fondamentales qui sont communes aet®ésres vivant. Elle fait aussi apparaitre
certains traits originaux notamment en ce qui coredes constituants des membranes, les
substances biotiques, et surtout les produits dractation, dont certains trés particulier
n'appartiennent qu’aux lichens (SOUCHON, 1971).

|.5.1.Les substances contenues dans les cellules

» Constituants du protoplasme :ce sont comme chez tous les étres vivants :

» Des constituants minéraux eau et sels minéraux.

* Des constituants organiques : représentés principalement par des protéines, des
acides nucléiques, des lipides complexes, auxgsiajputent : des glucides, des
enzymes, des vitamines, des pigments chlorophygllendes pigments caroténoides
(OZENDA et CLAUZADE, 1970).

12
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» Produits d’accumulation : ce sont principalement des substances de card&net
des substances de réserves (lipides, glucidesdstasices voisines, protides et acides
nucléique) (OZENDA et CLAUZADE, 1970).

|.5.2.Les substances contenues dans les membranes

La composition des membranes gonidiales est mahworet elle varie avec les

especes.

Elles sont constituées principalement de la callilassociée a des sels de calcium et
a des composés pectiques. Par contre les substgacentrent dans la constitution des
membranes des hyphes sont mieux connues, ellenvaiune espéce a l'autre et elles sont
constituées essentiellement de : substances meségilicides, composés pectiques, chitines
et pigment§OZENDA et CLAUZADE, 1970).

1.5.3.Les substances rejetées a I'extérieure dedlates :
» Oxalate de calcium
C’est une substance rejeté sous forme de minuscrigsux a I'extérieur des hyphes.

Principalement localisé dans la médulle, plus ramndans le cortex supérieur ou a la
surface du thalle, assez souvent dans I'hyméniurauedessous de I'épithélium. D’une
maniere générale, il est plus abondant chez Iesrg crustacés que chez les macrolichens et
la quantité d’oxalate est d’autant plus élevée lgselichens sont plus ageées. L'oxalate de
calcium est considéré comme un simple déchet.dtrpd favoriser la nutrition minérale des
lichens et réduit I'évaporation de I'eau et parfegsai utilisée par les gonidies comme source
de carbonéOZENDA et CLAUZADE, 1970).

> Les lipides

Ce sont des gouttelettes d’huile situées a la sirfe la paraphyse et sont utilisées
dans la distinction des especes (SOUCHON, 1971).

13
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» Substances lichéniques

Les Substances lichéniquest été trouvées dans toutes les parties saufldamstex
inferieur et la couche gonidiale. Elles se présanteus forme de minuscules cristaux ou de
granulations disposées a la surface des hyphesNDZt CLAUZADE, 1970).

|.6. Usage des lichens
|.6.1.Usage alimentaires

Un petit nombre d’espéces seulement sont utilidaas la pratique. Elles doivent leur
pouvoir nutritif a la lichénine, qui par hydroly$ibére du glucose au cours de la digestion
chez les Ruminants (OZENDA, 2000).

> Dans 'alimentation humaine

SeulCetraria islandica, dite mousse d’Islande, a été utilisée autrefaise maniére
assez réguliére, dans les pays nordiques, soug fdenfiarine mélangée a la farine panifiable
ou préparée en bouillie. Cette farine est parfaipleyée comme ingrédient en chocolaterie
et en patisserie, et la fabrication du pain posrdabétiques (OZENDA et CLAUZADE,
1970).

Diverses especes Wimbilicaria ont été occasionnellement consommées au Canada
par les trappeurs sous le nom de «trippes de soclkee 'une d’elle est utilisée au Japon,

enfin, Lecarona esculentaa été utilisé dans les déserts asiatiques (OZENIDAOD).
» Dans l'alimentation des animaux

La place exacte des lichens dans I'alimentationagi@®aux est assez mal connue : |l
est possible gu’ils jouent un réle important daas nutrition des mammiféres alpins.
Notamment dans la nutrition du Renne et de son hmgue nord-américain, le Caribou
(OZENDA, 2000).
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1.6.2.Usages médicinaux

Le principal intérét des Lichens en médecine sergbie actuellement la possibilité
d’en extraire des antibiotiques. L’acide usnique denées semble actif contre une vingtaine
de Bactérie, dont le Colibacille et divers agengsla tuberculose. Une autre substance
antibactérienne a été obtenue a I'état cristadlipartir deRamalina reticulata ; elle est active
contre divers Pneumocoques, Streptocoques et $taplqyes, mais toujours a des doses

beaucoup plus fortes (de I'ordre de 1/20 000) cplies des antibiotiques habituels

D’autre part Cetraria islandica est encore utilisé en pharmacie dans la fabricatesn

pates pectorales en raison des propriétés émekietst la lichénine.

Letharia vulpina est toxique et a été utilisée autrefois pour tpier des appats

empoisonnés contre les Loups et les Renards (OZED@0).
1.6.3.Usage industriels
* Matieres colorantes

Il s’agit des substances du groupe des depsiddsrabtes en rouge par les
hypochlorites, susceptibles de donner aprés disdraasformations des couleurs pourpre ou
bleu que l'on a désignées sous le nom d’ «orseillg elles sont extraits surtout des
Roccelles, qui croissent sur les rochers littorangtamment en Afrique occidentale.
Actuellement les lichens, en tant que fournisselgrsnatiéres colorantes ne sont plus guére
utilisés en raison de I'emploi de colorants synthus (OZENDA, 2000).

* Mucilages

Différents lichens peuvent donner par extractidie@au chaude et éventuellement par
hydrolyse partielle, des substances mucilagineggiesnt été utilisées comme succédanés de
gomme arabique notamment pour I'encollage desgi@dENDA et CLAUZADE, 1970).

15
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e Parfums

C'est la seule utilisation industrielle des lichegai conserve aujourd’hui une
importance notable ; c’est aussi I'une des pluseames. L'espéc&vernia prunastri est la
plus utilisée, elle est connue universellement $eusom de « Mousse de chéne » et donne
les parfums a odeur de « Chypre », d’ « Orientex fougere », de « cuire de Russie », pour
la plupart dérivés de I'acide usnique a la suitestdrification par les alcools des solvants
(OZENDA, 2000).

1.7. Ecologie des lichens

Les lichens sont présents dans le monde entierle®©itrouve sur les écorces des
arbres, sur le bois, les rochers, les murs, lebésnet les toits, sur le sol de foréts claires,
dans les landes, les marais (KIRSCHBAUM et WIRTBO7).

Parmi les facteurs influencant la localisation tlekens, on distingue des facteurs
eédaphiques liés a la nature et aux propriétés thsti, des facteurs climatiques et des
facteurs biologiques (SOUCHON, 1971).

1.7.1. Facteurs édaphiques
Selon la nature du substrat on distingue :

» Espéces corticoles croissant sur I'écorce des arbres.: Graphis scripta.
» Espéces saxicolescouvrant les rocher&x : Parmelia conspersa.
» Espéces terricoles vivant sur I'humus et la terré&x : Cladonia.

Le pH du support détermine aussi plusieurs grougiespeces ; certaines sont
acidophiles Platysma glaucum), certaines préférent un pH voisin de la neutralit

(Parmelia ocetabulum), d’autres lichens sont basophil€ollema).

Pour les especes qui se développent sur les ramhes terre, on note, selon la
composition chimique du substrat, la présence éesp calcicoles Qollema),
calcifuges Umbilicaria) ou humicolesCladonia) (SOUCHON, 1971).
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1.7.2. Facteurs climatiques

Les facteurs physiques et leurs variations quintrigeclimat commandent la présence

ou I'absence de certaines especes de lichens.
» L’humidité

Il existe des espéces requérant une forte humiditthosphérique dites
aerohygrophiles, comme le sont beaucoup de liclieniguleux Usnea), et des especes
exigeant un substrat fortement ou fréquemment néodites substratohygrophile§ticta),
plusieurs especes tolérent ou recherchent une ssimméemporaire ou constante ce sont les
especes hygrophiles et aquatiques comme ceNamscaria. Les autres especes qui sont la
majorité vivent dans des milieux peu humides et méets (mésophiles et hypohygrophiles)
(SOUCHON, 1971).

» Latempérature

La températurantervient plutét en commandant la répartition gaphique et ne

constitue un facteur du microclimat que dans lauresu elle influence I'lhumidité.
» Lalumiére

Les lichens se rencontrent aussi bien, selon lpéces, dans les stations vivement

éclairées que dans les milieux ombrageés :

Il faut remarquer que les conditions lumineusesanssi une grande influence sur les

facteurs hydriques, et qu’il est parfois difficde distinguer leurs actions respectives.
» Levent

En favorisant I'évaporation, agit aussi directemsat I'humidité. Par son action
meécanique, plus sensible sur les lichens fruticyléai vent peut briser les thalles, surtout a
l'état sec; dans les stations tres exposees, it gaovoquer des modifications
morphologiques du thalle : les lichens y prennerst fdrmes plus courtes, plus ramasseées et

leurs peuplements deviennent plus diverses SOUCHON, 1971).
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1.7.3. Facteurs biologiques
> La veégétation

La concurrence vitale se traduit entre les espéichéniques eux méme et avec
d’autres plantes telles que les mousses et lesépigames qui modifient les conditions
climatigues et substratiques en créant des mionatd et des micro stations
(VAN HALLUWYN et LEROND, 1993).

> Les animaux

Peuvent étre a l'origine des modifications locat#s I'environnement par leur

décomposition.
» L’homme

Beaucoup d’especes de lichens sont devenues rares que leur espace vital est
réduit par les activités humaines, notamment I&sis agricoles d’'une part (en particulier
'épondage d’engrais sur les pelouses seches)pmtnhisation de I'exploitation forestiere
d’autre part ( les coupes a blanc, les courtesluéwos et I'enrésinement) en outre, la
pollution atmosphérique induite par 'homme estaséf pour la flore lichénique d’ou leur
utilisation comme bio indicateur de pollution (KIREBAUM et WIRTH, 1997).
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11.1.1.Définition

L'acide usnique (AU) est un composé chimique pallfgue complexe produit
naturellement comme métabolite secondaire parioegaspeces de lichen ; il a été isolé la
premiere fois par Knop en 1844 (VASILIOS et FRANKOZ005). L'espéceUsnea
(Usneaceae) est la source principale mais il est présentiatiss d'autres espéces de lichen
(INGOLFSTTODIR, 2002).

L’Acide Usnique est un composé phénolique. C'estdanveé optiquement actif du
dibenzofurane. C'est le constituant de beaucougetees, par exempléJsnea,Cladonia,
Ramalina, ouAlectoria.

Cet acide de lichen a une gamme étendue d’'actibid@egiques. Il possede des activités
antibactériennes, antifongiques, anti-mycobactégen antiparasitaires, et activités
antinéoplastiques (LUKC etal., 2012).

L'acide usnique, est un pigment jaunatre prodaitgdusieurs espéces de lichen. C'est

un produit du métabolisme secondaire de l'assodigidue et il existe en deux énantiomeres,

qui different dans Il'orientation du groupe méthyécitué en position 9b (fig.7)
(COCCHIETTO, 2002).

H,G OH

Figure 10 :structure des deux énantiomeres de I'acide usfiQ@ECCHIETTO, 2002).
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11.1.2.Distribution de I'acide usnique

L’acide usnique est largement répandu chez lescespdeCladonia (Cladoneacea),
Usnea (Usneaceae),ecanora (LecanoraceaeRamalina (Ramalinaceaekvernia, Parmelia
(Parmeliaceae). Parfois les especedladtoria (Alectoriaceae) sont des sources riches en
acide usnique, et présentent un rendement de 6%0ids sec du thalle
(INGOLFSDOTTIR, 2002).

Bien que l'acide usnique ait été seulement idéntfans les lichens, les composés
apparentés ont été trouves dans les moisissuresx@aple :
- La phytotoxine mycousnine et des composés similaires davigcosphaerella nawae.
- Cercosporamide et Amide de l'acide usnique dans Cercosporidium henningsii
(INGOLFSDOTTIR, 2002).

11.1.3.Chimie et biosynthése de I'acide usnique
11.1.3.1.Chimie

L'acide usnique est un dérivé du dibenzofuranesellproduit sous deux formes
énantiomeres acide D-usnique et acide L-usniquiedépend de la projection angulaire du
groupement méthyle (-Gj{a la position chirale 9b. En outre, deux autsesnéeres naturels,

acides D et L isousniques, sont aussi produit pas llichens (fig.8)
(VASILIOS et FRANCOS, 2005).

20



Chapitre Il : partie | Généralités sur I'acideusnique

Figure 11 :structure des acides D-(9b-R) usnique et L-(9bsB)que(1) et structure des
acides D-(9b-R) et L-(9b-S) isousniq(® (INGOLFSDOTTIR, 2002).

[1.1.3.2. Biosynthese

Il existe trois voies de synthéses a la base derenathimique et la biogenése de

substances lichéniques :
* Lavoie acétate-malonate
Elle est a I'origine du plus grand nombre d’acitielséniques parmi celles-ci, citons :

- L’acide usnique et ses dérivés. L'acide usnique urst des substances les plus
répandues.

- Les depsides qui dérivent soit de I'orcinol soitfdorcinol. Comme depside dérivé de
I'orcinol, I'acide I1écanorique ; comme depside @érdup orcinol, I'atranorine.

- Les depsidones dérivent biogénétiquement des depgidr une phénol- oxydation,

donnons 'exemple de I'acide norstictique.
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* La voie mévalonate

Elle conduit essentiellement aux di- et triterpéraesx stéroides et aux caroténoides. Le plus

connu des triterpénes est la zéorine.
* la voie de I'acide shikimique
Elle donne naissance a trois substances non spésfaux lichens :

- I'acide polyporique.
- l'acide théléphorique.
- L'acide pulvinique et ses dérivés (VAN HALUWYN eEROND, 1993).

PHOTOSYNTHESE
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Figure 12 :biogenese des substances lichéniques (VAN HALUWYNEROND, 1993).
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II.1.4.Localisation de I'acide usnique chez les Irens

Certains composes tels que les dibenzofuranese(asitique), depsides, depsidones,
ou dérivés de shikimate sont trouvés dans lesrigHa plupart de ces composés secondaires
sont accumulés comme cristaux sur les surfacesnesteles hyphes dans le cortex supérieur
ou dans la médulle interne du thalle (BOUSTIE, 2011

I1.1.5.Concentration de I'acide usnique dans le thie lichénique

La concentration de L’acide usnique varie a lieigr et entre les thalles individuels,

selon les facteurs suivants :

A Espece
La concentration de L’acide usnique dans le thidleénique varie d’'une espece a

'autre et méme entre les populations de la mémpeces(BJERKE e&dl., 2004).

A Age du thalle
L'acide usnique est généralement trouvé avec dentrations plus élevées dans les
plus jeunes zones du thalle (BJERKEakt 2004), une corrélation négative entre I'age de
thalle et la concentration de l'acide usnique aégglement trouvée, probablement da a
I'activité métabolique plus élevée du jeune tha{leOCCHEITTO etl., 2002).

Dans certains cas, la concentration en acide usrdans les jeunes zones du thalle
montre une variation élevée dans la méme populatigfiorme, tandis que dans d'autres cas,
la variabilité intra-population est basse en coragan avec la variabilité entre populations
qui grandissent sous différentes conditions cliqus (BJERKE eil., 2004).
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11.1.6. Effet écologique de I'acide usnique

De nombreuses études ont accentué l'importancemdd¢abolites secondaires des
lichens dans la chimie écologique démontrée parirgsactions lichen-microbe, lichen-

plante, lichen-animal.

A part ces significations écologiques, ces rediesoont été également considérées
du point de vue commercial, par exemple le dévedlopmt d’'agents antimicrobiens de
I'agriculture, les herbicides et les insecticid®d$GOLFSDOTTIR, 2002).

> Phytotoxicité de I'acide usnique
Il a été suggéré que l'acide usnique possede tis aflélopathiques sur les plantes
vasculaires mais les modes d'actions sont relagBmémmoins connu, par contre les effets
phytotoxiques de l'acide usnique sur quelques peusephysiologiques dans la plante ont été
décrit par plusieurs auteurs (LECHOWSKBkt 2005).

> Effet insecticides de I'acide usnique

- Dans une étude chez les larves d'un insecte heehiVacide L-usnique (-) s'est avéré
étre dix fois plus toxiqgue que son isomere  D-usmiqu(+)
(VASILIOS et FRANKOS, 2005).

- Les deux énantiomeres L et D- usnigue ont causéaatigté antifédente et toxicité
significative envers les larves d’insectes herl@g&podoptera littoralis, en effet des
travaux ont montré que l'isomére L-usnique a uetgffus dramatique dans le retard
de la croissance et dans le taux de mortalitéinsekte INGOLFSDOTTIR, 2002).

[1.1.7. Toxicité de I'acide usnique
» Sur ’lhomme
Les données concernant la toxicité de I'acide usnichez 'homme sont rares, les
seuls effets adverses sont l'irritation locale etndiatite du contact allergique, quelques fois
accompagnées par une conjonctivite (INGOLFSDOTTAB)2), comme rapporté dans la
littérature, la dermatite de contact peut étre pguée par les ovules vaginaux et par le
parfum de mousse de chéiiwernia) (COCCHIETTO etl., 2002).

24



Chapitre Il : partie | Généralités sur l'acidausnique

» Sur les animaux

- l'acide usnique est toxique sur les herbivoraacpalement les invertébrés
(CAVIGLIA et al., 2001).

- Au début de 2004, les fonctionnaires de I'Etat dyowing ont signalé que le lichen
(Parmelia sp) a été responsable de la mort de pres de 300 veapiison de la fonte
musculaire. Le lichen est abondant dans les sdsrtigues autour de I'état, ces
lichens ne sont pas normalement un aliment majeais sont devenus la principale
source de nourriture en raison des conditions dééles
(VASILIOS et FRANKOS, 2005).

11.1.8. Facteurs stimulants la biosynthése de I'ade usnique

» Variations saisonniéeres
Elles ont été détectées chez le lichgmnea aurantiaca-atra, ou des mesures
mensuelles pendant trois années ont montré qumientrations en acide usnique sont plus
élevées en hiver et en printemps et faibles eptéé automne (COCCHIETTO at, 2002),
ainsi les changements saisonniers ont une influengeificative sur I'accumulation de
I'acide usnique dans le thalle dtievalis flavocetraria (en haut entre 4 et 8% du poids sec du
thalle) (BOUSTIE etl., 2011).

» Variations altitudinales
La concentration en acide usnique varie considénadht entre les sites, le long de
local longitudinale et altitudinal, ou les sites [dus froids et humides ont le plus haut niveau
de concentration, ou les grandes concentrationkadiele usnique dans les milieux froids
rendent les lichens plus résistants et tolérantgeed(BJERKE etl., 2004).

> Radiations solaires
Des expériences avec de diverses bandes de rayennhdsv ont prouvé que le
rayonnement d'UV-A et/ou d'UV-B peut dans certaias induire la synthése de l'acide
usnique (BJERKE el., 2004).
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> Agents toxiques
Ajoutons a tous ces facteurs, la concentration’a@gde usnique dans les lichens
augmente en présence d'agent toxique (CARDARELLlaet 1997 ; VASILIOS et
FRANKOS, 2005), notamment I'Ozone {O et autres polluants atmosphériques
(LECHOWSKI etal., 2005).

» Stress oxydant
Le stress oxydant chez les lichens peut étre prgv@ar plusieurs agents tels que les
niveaux élevés de la lumiere dans I'habitat, lebibEles comme |garaquat qui agit en
produisant de l'oxygene actif dans le chloroplagté va déclencher la synthese des
composés antioxydant en réponse avec le stressatifiyditons comme exemple
laugmentation de l'acide usnique dans le thallelidhen P. soredians jusqu'a 36,3% du
poids sec du thalle (CAVIGLIA etl., 2001).

[1.1.9. Facteurs favorisants la dégradation de I'aicle usnique

» Photosynthese
Les expériences ont montré que l'acide usniquewsiade quand la disponibilité
nutritive est basse, et se dégrade sous une actiphotosynthétigue élevée

(BJERKE etal., 2004).

» Radiations courtes
L’acide usnique se dégrade aussi sous l'influereserddiations de longueur d’ondes
courtes (BJERKE ddl., 2004).
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[1.1.10. Réles biologiques de I'acide usnique dare lichen
Au cours de la longue période d’évolution, les dick ont développé une grande
capacité de survivre dans les conditions enviroramgales extrémes et dures, cette capacité
est obtenue pour atteindre un état de dorman@vars un métabolisme lent, et surtout par
la production de métabolites bioactifs excrétewle tque I'acide usnique, qui offre la
protection chimique contre les parasites bactérres protozoaires, et contre les animaux
prédateurs tels que les insectes et les nématadespntre les plantes concurrentes
(VASILIOS et FRANKOS, 2005).
<) Ces métabolites secondaires montrent égalemerdiede défense contre les rayons
ultra-violets et la sécheresse excessive, Pouw pattection, ces phytoorganiques
sont déposés sur la surface des hyphes, paséaidintdu thalle.
< Par la nature de leurs fonctions défensives, destanices sont toxiques et secrétés a
I'extérieur du lichen ou I'acide usnique présentesjgurs propriétés anti- croissance,
antimicrobiennes, anti-herbivores, anti-germinatemti-prédateurs, ajoutons a tout ca le
role de régulateur du photobior®¢ASILIOS et FRANKOS, 2005).
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Chapitre Il partie Il Effets biologiques et usages de l'aaidnique

L'acide usnique est bien connu comme antibiotiqimge de plusieurs activités
biologique et physiologique comprenant I'antiviréigntibiotique et I'anti-inflammatoire.
(HUANG etal., 2011)

L'acide usnique est une caractéristique de pratibubiosynthése de plusieurs lichens
épiphytiques tels quéerniade E 6 Cladonia et Parmelia. L'acide usnique a plusieurs
propriétés biologiques intéressantes. C'est urbiatitjue et lui semble également exercer
une action antimitotique. Elle a méme postulé damde usnique peut jouer un réle en tant
gue indicateur environnemental, puisque sa coratmtrchange selon la présence des agents
toxiqgues (CARDARRLLI etl., 1997).

[1.2.1.Activité antibactérienne :

Des études sur les effets de différentes concemgt d'acide usnique sur la
croissance des cultures de quelques espéces banisiles bactéries gram positives, c.-a-d.,
bacille subtilis etStaphylococcus aureusont sensibles, et leur croissance est empédarée p
I'acide usnique, d' autre part, les bactériesngnggatives tels que E. coli en général, sont
considérés comme insensible & I'acide usnique (M@EDORSZYNSKA etal., 2014).

La susceptibilité in vitro des bactéries pathogegram positives et anaérobiques vers

I'acide usnique (+) et (-) a été confirmé en wilisdes analyses normalisées.

Les deux isomeres ont montrés une activité cones Isolats cliniques
dEnterococcusfaecalist deE. faecium et isolats cliniques de Staphylococcus aureus, y
compris des contraintes résistantes au methidilmugpirocin.

les isomeres montrent aussi une activité signifieacontre les espéces anaérobiques
pathogenes gram négatives, de bacHadteroide¥ et les bactéries anaérobiques gram
positif, c.a.d. Clostridium epropionibacterium Dans la plupart des cas les isomeres ont
montrés une activité comparable, mais I'acide weni{g) était plus actifs contrg..faccalis
et quelques especBsacteroideINGOLFSDOTTIR, 2002).
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[1.2.2.Activité anti-inflammatoire :

L’activité anti-inflammatoire de I'acide usniqué esise en évidence sur I'cedeme de
patte induite par la carrgeenine sur un rat dertgbwoe, les résultats obtenus dépendent de la
concentration de I'acide usnique et son efficaeisé comparable a celle de I'ibuproféne
(médicament tres utilisé pour le traitement deecetaladie) (VIJAYAKUMAR etal., 2000).

[1.2.3. Activité antiviral :

L’acide usnique montre des propriétés anti-tumgtadgii inhibent la réplication du
virus VIH (VAN HALLUWYN et LEROND, 1993).

Dans une étude clinique récente réalisée en lale; la participation de 100 malades
féminines (agés entre 18 et 45 ans), infectéedepairus génital humain papillomavirus
(HPV).

Les effets d'une formulation intra-vaginale contenacide usnique additionné au zinc ont
montrés des résultats favorables significatifs cleszpatients ayant recues la formulation
vaginale Zn-acide usnique et guérison de linfactiaprées 6 mois de traitement, en
comparaison avec le groupe témoin qui na pas tactormulation de I'acide usnique
(INGOLFSDOTTIR, 2002).

11.2.4. Activité analgésique et antipyrétique :

L'acide usnique et l'acide diffractique sont idiéési en tant que composants actifs
d'un extrait de méthanol 'Wsnea diffrach présentent des activités analgésiques et
antipyrétiques chez les souris.

La prise par voie orale de l'acide usnique de 3Q0&mg/kg a montré des effets
analgésiques significatifs, et la prise de 1000€t Big/kg montrent des effets antipyrétiques
considérables (INGOLFSDOTTIR, 2002).
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[1.2.5. Activité antiproliférative et cytotoxique :

L'acide usnique a montré une activité antiprolifi@eamodérée dans un essai sur des
cellules leucémiques P388 et l'activité cytotoxiqueitro contre les cellules L1210 cultivées
(INGOLFSDOTTIR, 2002).

L'acide usnique (50upg/ml) a réduit le nombre déuted leucémique (K-562) et les
lignées cellulaires de carcinome (VASILIOS et FRADK, 2005).

[1.2.6. Activité anti-tumorale :

Les activités anti-tumorales de l'acide usniquest@tétablies par plusieurs chercheurs
(MULLER, 2001). Kupchan et Kopperman (1975) ontmdétrés pour la premiere
foisl'activité inhibitrice d'acide usnique contre tarcinome de Lewislung chez les souris
(LLC) (COCCHIETTO etl., 2002).

L’acide L-usnique isolé a partir de I'espe€dadonia est rapporté pour étre actif
contre le carcinome des poumons, et le D-usniquatmaine trés grande activité dans
l'inhibition d’'une promotion tumorale induite pag Virus Esptein-barr (EBV), et son activité

inhibitrice semble étre plus efficace que son isenhbeusniqgue (MULLER, 2001).

[1.2.7. Activité anti-cancer :

Des études récentes ont suggérées que l'acideuasamjt comme inhibiteur de
transcription de I'ARN (Campanella et autres, 203yer et autres (2005), ont montrés des
effets antiprolifératifs contre des cellules deamnde sein MCF7 et les lignées cancéreuses
H1299 des poumons.

Les auteurs ont constatés que l'activité anti-taheode l'acide usnique n'a pas
impliqué des dommages d'ADN ou l'activation p53s @espositifs non-génotoxiques et de
p53-Independent font a acide usnique un candidangel pour la thérapie systémique ou
topique pour le traitement des tumeurs (O’'NE#iLal.,2010)

11.2.8. Effet anti-protozoaire

L'acide usnigue (-) a montré l'effet inhibiteurgrsficatif contre Trichomonas

vaginalisqui est un protozoaire pathogéene (FOURNE®@¢t1997)
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[1.2.9. Protection contre les UV :

Beaucoup de substances de lichen sont des pigaiehtsabsorbent accumulés dans
la couche corticale supérieure dans l'ordre paouerir les cellules d’algues. Spécimens des
verticillaris de Cladonia,par exempleQOCCHIETTO etl., 2002).

L”acide usnique fourni également la défense comé® rayons ultra-violets et la
sécheresse excessive (VASILIOS et FRANKOS, 2005).

Les ultra-violets (UV), sont considérés comme élamhajeur facteur étiologique qui
provoque le cancer de peau. Chez les humain les dgB (280-320 nm) et UV-A (320-
400 nm) peuvent causer une mutation génique etraesgipn de I'immunité, ces événements
biologiques pourrait mener au cancer de peau y denmp mélanome malin, qui est

pratiquement grave et peut entrainer des métastassSO etl., 2008).

[1.2.10. Activité anti-transpiration :

L’acide usnique a été étudié sur des tournesolsLpaceve et Gaugain (1990). Il
diminue la perte d'eau sans affectation de Co prise

Cet effet sur des usines ouvre une nouvelle petispec!’utilisation de l'acide
usnique dans le domaine agricole, en particuliesdkes secteurs arides. Carbonnier (1991)
suggere la possibilité d'utilisation de I'acide itgre sur des arbres pour empécher le séchage
excessif, de ce fait prolongeant son utilisatioomge anti-transpirant a la sylviculture
(COCCHIETTO etal., 2002).
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[1.2.11. Disponibilité et utilisation commerciale ¢ I'acide usnique :

Une forme fortement purifiée d'acide usnique isalépartir du genre Usnea est
disponible dans le commerce. Sous sa forme purifégde usnique a été formulé dans des
cremes, dentifrice, collutoire, désodorisants stgteduits solaires.

En Allemagne, les extraits des lichens utiliséssddes produits pharmaceutiques et
de beauté ils sont lancés sur le marché sous legusgOmnigran A, Granobil, et Usnagren
AetT.

En ltalie, I'acide usnique a été employé dans témes vaginal, cremes pour les
pieds, les poudres, et les shampoings des cheveux.

En ArgentinelUsnea densirosti@été vendu pour traiter beaucoup de maux.

Dans les années récentes, l'acide usnique eséutilimme supplément alimentaires pour la
réduction du poids (VASILIOS et FRANKOS, 2005).
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[11.1.Matériel
[1l.1.1.Matériel végétale

Les récoltes des trois espéces lichénidgaesrnia prunastri, Ramalina farinacest
Cladonia rangiformisont été effectuées dans la forét de TIKIDA (DERNAJ, est une zone

montagneuse dépassant les 1200 m d’altitude, asi eieguin 2015 et au mois de mai 2016.

Les lichens sont séparés de leur substrat natufald@ d'un couteau ou bien a la
main, les échantillons sont recueillis dans deshetgscen papier, par la suite ils sont
transportés au laboratoire et déposés soigneusesuerttes feuilles du papier a fin d’étre

séchés sans étre détériorés.
[11.2. Description des stations d’étude
111.2.1. Tikjda

Tikjda est un site touristique situé a I'est devitaya de Bouira, a 1 478 m d'altitude

au cceur de la chaine montagneuse du Djurdjura,uavelimat neigeux.
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Figure 13 : Situation géographique de la station d’étude TiKf@aogle maps).
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111.2.2. Taksebt

Le barrage TAKSEBT se situe sur la riviere de Taldmh, entre Ait Iraten et Ait
Aissi dans la wilaya de Tizi-Ouzou en Kabylie, auee altitude d’environ 200m.

Figure 14 : Situation géographique de la station d’étude Tak&abogle maps).
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[11.3. Méthodes
[11.3.1. Identification des échantillons lichéniques

L’identification de nos espéces lichéniques a é@lisée a l'aide d’'une loupe, par
observation des caractéeres morphologiques, telsleqiype du thalle, la couleur, la forme
(KIRSCHBAUM et WIRTH, 1997).

Les critéres de détermination précités, nous omhjsed’identifier trois espéces lichenique :
[11.3.1.1.Approche de lidentification d’ Evernia prunastri

Caracteres morphologiques

C’est un lichen corticole a thalle fruticuleux, pant, se fixant au substrat par un crampon.
Thalle a couleur grise claire ou blanchétre, toegke.

Non isidié, et généralement sorédié, présente emendes apothécies marginales et
brievement pédicellées a teinte brune.

Figure 15 : Evernia prunastria thalle fruticuleuXDERNA, 2015)
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[11.3.1.2.Approche de l'identification de Ramalina ferinacea

Caracteres morphologiques

Ramalina farinaceast un lichen corticole a thalle fruticuleux ass&zandu sur le tronc des
arbres, assez sensible a la pollution, Son thaitted des touffes pendantes longues de 3 a 10
cm, il est fixé par un seul point au tronc, Sesaanx aplatis sont larges de 1 a 9 mm et
présentent une méme couleur sur leur deux facezi{éee permet de le différencier aisément

d’Evernia prunastij.

Figure 16 : Ramalina farinacea thalle fruticuleuDERNA, 2015)

36



Chapitre Il Matériel et méthodes

[11.3.1.3.Approche de lidentification de Cladonia rangiformis

Caracteres morphologiques

C’est un lichen terricole a thalle primaire crusta@s fugace et le plus souvent inexistant. Et
un thalle secondaire en petit buisson pouvantraltei1l0 cm de hauteur et plus, formant de
grands "coussins" avec ses voisins, formé de raxgaarfois perforés aux aisselles, tres
ramifiés et se divisant de maniére trichotome (parflichotome pour la derniére division),

avec des rameaux terminaux courts et dirigés daned les directions, surface lisse, gris-
verdatre pale, creme, blanchatre toujours tres sideimide et & I'ombre, plus jaunatre dans

les zones séches et ensoleillées.

Figure 17 : Cladonia rangiformis &halle composité TAKSEBT, 2016)
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[11.3.2. Classification des trois especes étudiées

[11.3.2.1.Classification deRamalina farinacea (L.)Ach. 1810

Regne :Fungi
Division : Ascomycota
Classe Lecanoromycetes
Ordre : Lecanorales
Famille :Ramalinaceae
Genre Ramalina

EspeceRamalina farinacea

[11.3.2.2.Classification d’Evernia prunastri (L.)Ach., 1810

Regne :Fungi
Division : Ascomycota
Sous-division Pezizomycotina
Classe Lecanoromycetes

Ordre :Lecanorales

Sous-ordre Lecanorineae
Famille parmeliaceae
Genre Evernia

EspeceEvernia prunastri
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[11.3.2.3.Classification deCladonia rangiformis (Hoffm, 1796)
Regne :Fungi
Division : Ascomycota
Classe Lecanoromycetes
Ordre : Lecanorales
Famille :Cladoniaceae
Genre Cladonia

EspeceCladonia rangiformis

[1l.4. Extraction des substances lichéniques

Aprés macération de la poudre de chagpécesdans I'acétone pendant trois heures,
nous avons introduit au fond du tube un peu dencetde surnageant est transféré dans un

autre tube en verre

Figure 18: thalle broyé dEvernia prunastrrécolté a 1260 m
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Figure 19 :thalle broyé dEvernia prunastrrécolté a 1280 m

Figure 20 :thalle broyé d€ladonia rangiformigécolté a 200 m
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Figure 22 :thalle broyé d&kamalinafarinacearécolté a 1360m
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Figure 23 : macération pendant 3 heures dans I'acétone
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Deux extractions ont éteé faites sur les trois espeéécoltées :

a- L’extraction des composés majoritaires
- Broyer les lichens a I'aide d’un mortier.
- Peser 300 mg de poudre de chaque espéce.
- Introduire pour chaque espéce 300mg de poudrecdenlidans des tubes a essais
auxquels sont rajoutés 10ml d’acétone, le mélarsjdagssé macérer au moins
3 heures en agitant de temps en temps.
- Disposer un morceau de coton a l'intérieur desgube
- Aspirer avec des pipettes pasteur I'extrait, erligpant celle-ci contre le coton
- Transvaser |'extrait dans un nouveau tube a essai.
b- L’extraction de I'extrait lichénique
- L’extraction a été réalisée par macération : nousna introduit pour chaque
espéce 100mg de poudre de lichen dans des tuls=aid auxquels sont rajoutés
1ml d’acétone, le mélange est laissé macérer amsr®iheures en agitant de
temps en temps.
- Disposer a l'intérieur des tubes un morceau dencoto

- Aspirer I'extrait et le transvaser dans un authetu
[11.2.3. Chromatographie

Cette technique a été réalisée avec les deux Bxttas trois espéces lichéniques on utilisant

comme profil chromatographique le gel de silice.

a- Préparation de la cuve de la chromatographie

- Nous avons utilisé deux types de solvant :

Le premier solvant constitué de : 130ml d’'HexaranBde Diethylether et 20ml

d’Acide formique.

Le second est constitué de : 200 ml de Toluén® etl3'Acide acétique.
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b- Calcul du Rf

L1:la

L2 :la

11.2.4.

R L1
f_LZ

distance parcourue par la substance.
distance parcourue par le solvant.
Microcristallisation

- Régler la plaque chauffante a environ 40°c-50°c.

- Poser une lame et une lamelle sur la plaque.

- Déposer I'extrait lichénique goutte aprés goutteusie lame

- Déposer sur le dépbt le réactif de cristallisation

- Poser sur cette goutte délicatement la lamellegisisanent chauffé.

- Fixer avec de vernis a ongle transparent les gaaigies de la lamelle pour que le
réactif cristallogene ne dépasse pas les borda tiarielle, laisser sécher pendant
10mn.

- Observation de la lame au microscope équipé d'wstesye de polarisation

grossissement 40 X 10.
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Chapitre IV : dnprétation des résultats

IV.1. Résultats de la Chromatographie

Tableau | : Résultats d’'une CCM avec comme phase mobile (130Hexane, 20 ml
d’A.Formique, 80ml de Diethylether) révélee aveSB, al10%

. Ramalina | Evernia Cladonia Ramalina Evernia
Especes . . . . . .
farinacea | prunastri | rangiformis farinacea prunastri
Rf 1360 m 1280 m 200 m 1280 m 1260 m
(2016) (2015) (2016) (2015) (2015)
/ 0.45562 / / 0.46154
Composé / / / / /
majoritaire en / / / / /
solution / 0.73373 / / 0.73373
/ / 0.73964 / /
0.31953 0.27219 / / 0.30178
/ 0.3787 / / 0.38462
Extraits / 0.44379 / 0.45562 0.45562
lichéniques / 0.56805 / / 0.57988
/ 0.72781 0.73373 / 0.74556

D’aprés les résultats obtenus par la techniquehdentatographie sur couche mince, nous

constatons que :

L’especeRamalina farinacea 1360 m et 1280 m ne présente pas de migration s@ams
composé majoritaire alors que dans I'extrait lighéa il napparait qu’'une substance dont

les Rf est différent.

Par contre cheEvernia prunastri a différentes altitudes nous remarquons qu’eleess@dent
deux substances dans son composé majoritaire av@@mne Rf et dans I'extrait lichénique |l
y a apparition de 5 substances lichéniques aveRHapproximativement les mémes.

Enfin, nous remarquons q@adonia rangiformis possede une substance dans son composé

majoritaire et une substance lichénique dans Bitdichénique avec le méme Rf.

Pour conclure, I'espedeamalina farinacea a 1360 m récolté en 2016 et a 1280 m récolté en
2015ne posséde pas la méme substance dans les deaikseadtirs quekvernia prunastri a
différentes altitudeposseédent les mémes substances puisque qu'elleesombiémes Rf,

tandis queCladonia rangiformis a la méme substance dans les deux extraits.
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Le composé majoritaire deamalina farinacea récolté a différentes altitudes ne présente pas
de migration. Nous pouvons déduire que le compog@ritaire n'est ni un terpéne ni une
saponine, ni une stéroide car le révélatesB@® a 10% a la propriété de mettre en évidence
ces Composes

Par contre, I'extrait lichénique damalina farinacea contiendraitun des composé puisque le

révelateur HSQO, a mis en évidence la présence de ces composes.

Figure 24 : Profil chromatographique avec comme phase mob#é (il d’'Hexane, 20 ml
d’A.Formique, 80 ml de Diethylether) et révéléeaveb,S0Oa10%
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Chapitre IV : dnprétation des résultats

1 : Composé majoritaire deamlina farinacea récolté a 1360 m.
1’ : Extrait lichénique d&®amalina farinacea récolté a 1360 m.
2 : Composé majoritaire Bvernia prunastri récolté a 1280 m.
2’ : Extrait lichénique dEvernia prunastri récolté a 1280 m.

3 : Composé majoritaire déladonia rangiformisrécolté &200 m.
3’ : Extrait lichéniqueCladonia rangiformisrécolté a200 m.

4 : Composé majoritaire deamlina farinacea récolté a 1280 m.
4’ : Extrait lichéniqgueramlina farinacea récolté a 1280 m.

5 : Composé majoritaire Bvernia prunastri récolté a 1260 m.

5’ : Extrait lichénique dEvernia prunastri récolté al260 m.

Tableau Il : Résultats d'une CCM avec comme phase mobile (13DHhexane, 20 ml
d’A.Formique et 80 ml de Diethylether) et révéleeaFeCla 1%

. Ramalina | Evarnia Cladonia Ramalina Evernia
Especes . . . . . .
farinacea | prunastri | rangiformis farinacea prunastri
Rf 1360 m 1280 m 200 m 1280 m 1260 m
(2016) (2015) (2016) (2015) (2015)
/ 0.46746 / / 0.46746
Composé / / / / /
majoritaire en / / / / /
solution / / / / /
/ / / / /
0.23669 0.23077 0.23077 0.21302 0.218938
/ 0.40828 / / 0.3787
Extraits / / / / 0.42604
lichéniques / 0.52663 / / 0.46154
/ 0.5858 0.5858 / 0.59763
/ 0.71598 0.71598 / 0.72781

Le tableau ci-dessous nous montre que :

L’espéceRamalina farinacea récoltée a différentes altitudes ne présente pasiigeation
dans son composé majoritaire alors que dans liextichénique il n'apparait qu’'une

substance dont les Rf différent.
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Chapitre IV : dnprétation des résultats

Ensuite cheZvernia prunastri a différentes altitudes nous constatons qu’elles@ds deux
substances dans son composé majoritaire avec ure net dans I'extrait lichénique
apparait 5 substances ch@zrnia prunastri 1280 m et 6 substances chgzrnia prunastri

1260 m avec des Rf approximativement les mémes.

Enfin chezCladonia rangiformis nous remarquons qu’elle ne posséde aucune substanse
son composé majoritaire alors qu’elle possede 8tanbes dans I'extrait lichénique avec des
Rf différents.

Donc nous concluons quBamalina farinacea 1360 m récoltée en 2016 &amalina
farinacea 1280 m récoltée en 20losseéde deux substances différentes alorBvauiia
prunastri a différentes altitudegossede les mémes substances puisqu’elles ontnhe RE

tandis queCladonia rangiformis posséde des substances différentes dont lesfBifedtifs.

Le composé majoritaire deamalina farinacea a différentes altitudes et celui @adonia
rangiformis ne présente pas de migration, nous pouvons déguade composé majoritaire
n’est ni un depside, ni un depsidone car le régétaFeC{ 1% a la propriété de mettre en

évidence ces composés.

Par contre I'extrait lichénigue dRamalina farinacea a différentes altitude e€Cladonia
rangiformis contiendraient un des composés puisque le révélBsDk a mis en évidence la

présence de ces composeés (depsides et depsidones).
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Chapitre IV : dnprétation des résultats

Figure 25 : profil chromatographique avec comme phase mob86 (il d’ Hexane, 20 ml
d’A.Formique et 80 ml de Diethylether) et révéléeaFeCia 1%.
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Chapitre IV : dnprétation des résultats

Tableau Il : Résultats d'une CCM avec comme phase mobile (AGferioluéne et 30 mi
d’A. Acétique) et révelée avec FgGl1%.

. Ramalina | Evarnia Cladonia Ramalina Evernia
Especes . . . . . .
farinacea | prunastri | rangiformis farinacea prunastri
Rf 1360 m 1280 m 200 m 1280 m 1260 m
(2016) (2015) (2016) (2015) (2015)
/ / / / /
Composé / / / / /
majoritaire en / 0.52663 / 0.52663 0.52663
solution / / / / /
/ / 0.8284 / /
/ 0.30178 / / 0.30178
/ 0.49704 0.49704 / 0.49704
Extraits / 0.52663 / / 0.52663
lichéniques / 0.59172 / / 0.59172
/ 0.8284 0.8284 / 0.83432

Dans ce tableau nous remarquons que :

L’espece Ramalina farinacea 1360 m récolté en 2016 ne contienne aucune sulestan
lichénique ni dans le composé majoritaire ni daegtrait lichénique, par contre chez
Ramalina farinacea 1280 m il ya apparition d’'une substance qui eshé&mne chez les deux

especes ¢Bvernia prunastri et Cladonia rangiformis puisqu’elles possedent méme Rf.

Alors qu’Evernia prunastri a différentes altitudes contient des substanob&hiques avec

mémes Rf dans le composé majoritaire et I'extiaitdnique.

Enfin chezCladonia rangiformis nous remarquons qu’elle contienne deux substarmes d

son extrait lichénique et une seule dans son coénp@agoritaire.

Nous concluons que la substance existante Ekemia prunastri a différentes altitudes et

Ramalina farinacea 1280 m est la méme pour ces deux especes.

Le composé majoritaire et I'extrait lichénique Rmalina ferinacea 1360 m ne présente pas
de spots de migration, donc nous pouvons déduigecgs composes ne sont ni des depsides,

ni des depsidones car le révélateur Fad4 propriété de mettre en évidence ces composeés.

Alors que Ramalina farinacea 1280 m présente de spots de migration dans sonas#Enp

majoritaire cela signifie la présence des depsitieles depsidones.
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Chapitre IV : dnprétation des résultats

Par contreEvernia prunastri a différentes altitudes €lladonia rangiformis présentent des
spots de migration dans leur composé majoritaitiaes I'extrait lichénique cela signifie que

ces composés peuvent étre des depsides ou dedalegssi

Figure 26 : profil chromatographique avec comme phase mobf@ (8l de Toluéne et 30
ml d’A. Acétique) révélée avec Fe@G1%.
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Chapitre IV : dnprétation des résultats

IV.2. Résultats de la microcristallisation

Les descriptions sont basées supéeisde ces substances lichéniques cristallisées
selon le réactif de cristallisation utilisé. Lessebvations sont réalisées au microscope en

lumiére polarisée et au microscope photonique.
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Chapitre IV :

dnprétation des résultats

IV.2.1. observation au microscope en lumiére polasée

A. Observation avec I'extrait lichénique

Espéces Réactif cristallogene utilisé : GE| Réactif cristallogéne utilisé :
GAAnNn

Ramalina

farinacea Non observé Non observé

1360 m (2016)

Evernia prunastri
1280 m (2015)

Non observé

Cladonia
rangiformis
200 m (2016)

Non observé

Evernia prunastri
1260 m (2015)

Non observé

Ramalina
farinacea
1280 m (2015)

Non observé

Non observé
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Chapitre IV :

dnprétation des résultats

Sous microscope a lumiere polarisé nous avons téesaec le réactif cristallogene GAAN

I'acide usnique cheEvernia prunastri récolté a 1260 m et 1280 m ainsi que cB&adonia

rangiformis, mais absent cheRamalina farinace récolté a 1280 m en 2015 et a 1360 m en

2016; contrairement au réactif cristallogene GEpaa montré ce composé.

B. Observation avec I'extrait des composés majoriaire

Espéces

Réactif cristallogéne utilisé : GE

Réactif cristallogéne utilisé : GAAn

Ramalina
farinacea
1360 m (2016

Non observé

Non observé

Evernia
prunastri
1280 m (2015

Non observé

Cladonia
rangiformis
200 m (2016)

Evernia
prunastri
1260 m (2015

Ramalina

Non observé

Non observé

fariacea
1280 m (2015

Non observé

Non observé
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Chapitre IV : dnprétation des résultats

L’application des réactifs cristallogénes sur lrextdes composés majoritaires nous a permis
d’observer 'acide usnique visiblement en formetailés chezEvernia prunastri 1260 m
avec les deux réactifs GE et GAAn ainsi que c@adonia rangiformis avec le GAANn
seulement ; par contre chez les autres especeédel’asnique n'a pas été montré avec ces

deux réactifs.

« Avec les réactifs GE et GAAn il y a formation déstaiux transparents polychromes
au microscope en lumiere polarisée. Cristaux enilldg, souvent groupés en étoiles
a branches irrégulieres.

% D’apres (LAGABRIELLE ,2014) certaines substancegspntent en forte teneur

masqueraient la présence de I'acide usnique
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Conclusion

Conclusion

Cette étude a eu comme objectif I'extraction etdftification de I'acide usnique par
deux méthodes : la chromatographie sur couche neinigemicrocristallisation afin de mettre

en évidence l'acide usnique.

En effet, la chromatographie nous a permis de mettr évidence la présence des
depsides et des depsidones grace a un révélategeifigpe de ces composés
(Trichlorofirique). Nous pouvons déduire qu’il sieggt de I'acide usnique qui est également

un depside.

Mais vu le manque de la chloramine T révélateucifipée de I'acide usnique, nous

ne pouvons pas conclure gu'’il s'agit de ce composé

Le réactif cristallogéne GAAn a montré la présedeel’acide usnique au sein de
'espéceCladonia rangiformis et Evernia prunastri récoltée a 1280 m, respectivement en
2016 et 2015.

D’aprés (LAGABRIELLE ,2014) certaines substancegspntent en forte teneur

masqueraient la présence de I'acide usnique.

Par contre chez I'espé&amalina farinacea récoltée a 1360 m en 2016 et 1280 m en
2015 nous n‘avons pas observé sur chromatographtiecaiche mince les depsides vu
'absence de spots de couleur pourpre chez cepieces Ce résultat a été confirmé par la

microcristallisation.

En perspectives de recherche, il serait intéreskapbursuivre cette étude sur d’autres
especes récoltées dans d’'autres régions de I'&Algérivue d’'une étude chimiotaxonomique et
eégalement de doser l'acide usnique afin d’estinaeteheur de ce composé dans chaque

espéece par une méthode spectroscopique.
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Résumé

Depuis sa premiére isolation en 1844, I'acide usnig est devenu le métabolite
lichénique le plus étudié et le plus commercialiséL’acide usnique et présent
uniquement chez les lichens et particulierement almglant chez certaines especes de

genre,Alectoria, Cladonia, Usnea, Lecanora, Ramalina et Evernia.

Notre étude a porté sur l'isolation et I'identification de se composé grace a deux
techniques, la chromatographie sur couche mince ¢ microcristallisation a partir de
deux especes corticoleBvernia prunastri et Ramalina farinacea et une espece terricole
Cladonia rangiformis. A l'aide de réactifs cristallogénes nous avons pte Imettre en

évidence surtout cheZEvernia prunastri récolté 41260 m.

Mots clés : Lichens ; Acide usniqueEvernia prunastri ;Ramalina farinacea ;Cladonia

rangiformis ;Réactifs cristallogenes.

Abstract

Since its first isolation in 1844, usnic acid has dzome the most extensively
studied lichen metabolite and one of the few thasicommercialy available. Usnic acid is
uniquely found in lichens, and is especially abundd in genera such asAlectoria,

Cladonia, Usnea, Lecanora, Ramalina and Evernia.

Our study related to the insolation and the identifcation of this compound made
up of two technics, chromatography and the microcstallisation starting from two
corticols species Evernia prunastri and Ramalina farinacea and a terricol species
Cladonia rangiformis .By using cristallogenes reagents, we could highligth it dEvernia

prunastri collected at 1260 m.

Keys words: lichens; usnic acid; Evernia prunastri ;Ramalina farinacea ;Cladonia

rangiformis; cristallogenes reagents.



