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 ملخص

ي �ور
بعة مستخلصات عضویة (میثانول وإیثانول وأسيتون وثنائئ ر

ئ
کسدة �

ئ
میثان)، و یتعلق هذا العمل بدراسة مضادات ا�

شنة (
�
�Lobaria pulmonaria مراض. إن

�
ي تستخدم عادة لع�ج العدید من ا�

 124,97 ± 3,16( polyphenols �یة) والي�

mg EAG/g extrait secو (flavonoïdes  )111.29 ± 2.82 mg QR/g extrait sec ي مستخلص
خ

)، مرتفع بش� ملحوظ �

ا القدرة ع� ا�د من یع ا�ستخلصات لد�ي خرى. �ج
�
�ستخلصات ا� یئة  ا�سيتون مقارنة �ج ا�رة مع نشاط جید  DPPHجز

سيتون الذي قیمته 
�
کد من أن مستخلصات  µg/ml ±56,31 0,61هو  50EC�ستخلص ا� لتأ ج هذا العمل �ج

ئ
. �حت لنا نتا�

کسدة جیدة جدا.
ئ
سيتون وا�یثانول �ا خصائص مضادة ل�

ئ
 ا�

، Flavonoïde ،(Test DPPHالف�فونوید ()، Polyphénolsمضادات ا�کسدة، متعدد الفینول ( ال�ات ا�فتاحیة:

Lobaria pulmonaria. 

Résumé 

Le présent travail porte sur une étude antioxydante de quatre extraits organiques (méthanol, 

éthanol, acétone et dichlorométhane), d’un lichen (Lobaria pulmonaria) traditionnellement 

utilisé pour traiter plusieurs maladies. Le taux des polyphénols totaux (124,97 ± 3,16 mg 

EAG/g extrait sec) et les flavonoïdes (111.29 ± 2.82 mg QR/g extrait sec), sont 

remarquablement très élevé dans l’extrait acétone par rapport à les autres extraits. Tous les 

extraits ont la capacité de réduire le radical libre DPPH avec une bonne activité a été révélé 

pour l’extrait acétone dont la valeur EC50 est de 56,31 ± 0,61 µg/ml. Les résultats de ce 

travail nous ont permis d’affirmer que les extraits acétone et méthanol présentent des très 

bonnes propriétés antioxydantes. 

Mots-clés : Antioxydant, Polyphénols, Flavonoïde Test DPPH, Lobaria pulmonaria 

Abstract 

The present work concerns an antioxidant study of four organic extracts (methanol, ethanol, 

acetone and dichloromethane), of lichen (Lobaria pulmonaria) traditionally used to treat 

several diseases. The amount of total polyphenols (124.97 ± 3.16 mg EAG/g dry extract) 

and flavonoids (111.29 ± 2.82 mg QR/g dry extract), are shown very high in acetone extract 

compared to the other extracts. All extracts have the ability to reduce the free radical DPPH 

with good activity was revealed for acetone extract whose EC50 value is 56.31 ± 0.61 μg/ml. 

The results of this work allowed us to affirm that acetone and methanol extracts have very 

good antioxidant properties. 

Key words: Antioxidant, Polyphenols, Flavonoids Test DPPH, Lobaria pulmonaria 
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Introduction 

La médecine traditionnelle demeure le recours principal d’une grande majorité des 

populations pour résoudre leurs problèmes de santé, non seulement du fait qu’elle constitue 

un élément important du patrimoine culturel, mais aussi pour les moyens financiers limités 

face aux produits conventionnels (Koné, 2009). 

Selon l’organisation mondiale de la santé, près de 80% des populations dépendent de 

la médecine traditionnelle pour des soins de santé primaire (OMS, 2002). 

Les plantes médicinales sont considérées comme source de matière première 

essentielle pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires à la mise au point de futurs 

médicaments (Nicole, 1997). 

L’espèce de Lobaria pulmonaria est l’une des rares espèces de lichen connues du 

grand public grâce à son aspect spectaculaire et surtout à son utilisation dans la pharmacopée 

traditionnelle (Roux, 2014). 

Ce lichen était commun dans toutes les forêts avant le début de l’ère industrielle, 

depuis cette époque il est en régression et a même disparu dans de nombreuses forêts 

(Signoret J., 2001). 

Le stress oxydatif est impliqué dans un large spectre de maladies qui ont un impact 

énorme sur la santé des populations. Dans des conditions normales, le métabolisme 

aérobique chez les mammifères génère des substances appelées espèces réactives de 

l’oxygène (ERO) qui sont impliquées à faibles quantités dans des processus physiologiques 

(Favier, 2003). 

Cependant l’excès de production des ERO peut devenir toxique pour les composants 

majeurs de la cellule, les lipides, les protéines et les acides nucléiques et par conséquent 

donné lieu au stress oxydatif (Valko et al., 2006). 

Ce dernier est impliqué dans diverses pathologies telles que les maladies 

cardiovasculaires, les cancers, le diabète, les maladies neurodégénératives (Alzheimer, 

Parkinson) et le processus de vieillissement (Aruoma, 2003). 

Un antioxydant peut être défini comme toute substance capable, à concentration 

relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi 

retarder ou empêcher l’oxydation de ces substrats (Berger, 2006). 
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Le développement de nouveaux antioxydants d’une capacité antioxydant de meilleure 

qualité et de moindre toxicité s’avère indispensable pour lutter contre les phénomènes 

d’oxydation. Dans ce but, l’investigation des plantes représente un potentiel inestimable pour 

la découverte de nouvelles substances à caractère antioxydant, si l’on considère que ces 

plantes peuvent contenir des centaines, voire des milliers de métabolites secondaires. Ces 

derniers représentés actuellement par 100.000 substances identifiées, pourraient être utilisés 

dans la prévention de certaines maladies ou pour une meilleure conservation des aliments 

(Cowan, 1999). 

De nombreuses études ont montré que les plantes possèdent des propriétés 

antioxydantes dues en grande partie à leurs composés phénoliques (Pietta, 2000). 

Les composés phénoliques jouent un rôle important dans la santé humaine en raison 

de leurs activités pharmacologiques diverses comme anti-inflammatoires, antiallergiques, 

antimicrobiens, antiviral, anticancéreux, cardioprotectives et vasodilateurs (Middleton et 

al., 2000; Ksouri et al., 2007). 

En outre, ils peuvent prévenir la modification oxydative par neutralisation des radicaux 

libres, piégeage de l’oxygène ou décomposition des peroxydes par l'intermédiaire de leurs 

activités antioxydantes (Nijveldt et al., 2001). 

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail dont le but principal est d’étudier l’activité 

antioxydante de lichen Lobaria pulmonaria. La présente étude a été scindée en trois parties : 

 La première partie, est consacrée à l’étude bibliographique, relative à la plante 

étudiée, aux composés phénoliques et à l’activité antioxydante. 

 La deuxième partie du travail est expérimentale, elle est consacrée à l’évaluation de 

l’activité antioxydante de l’espèce Lobaria pulmonaria, est basée sur : 

 L’extraction des composés phénoliques de la plante. 

 Dosage des composés phénoliques et des flavonoïdes. 

 Evaluation de l’effet anti-radicalaire par le DPPH. 

 Dans la troisième partie, nous discutons les résultats obtenus, on termine notre étude 

par une conclusion et des perspectives. 

  



 

 

 

  

PARTIE 

BIBLIOGRAPHIQUE 
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1. Les Lichens 

Un lichen est un champignon supérieur en symbiose avec une algue, le terme d'algue 

étant pris au sens le plus large. Le champignon est presque toujours un ascomycète et le 

lichen est nommé ascolichen. L'algue, le plus souvent, est un Chlorophyte (algue verte) : 

Chlorococcale, avec contenu cellulaire très vert, avec cytoplasme contenant des gouttelettes 

d'huile, riches en caroténoïdes. Mais ce peut être aussi une Cyanophycée (algue bleue) avec 

contenu cellulaire vert bleuâtre ou vert brunâtre, entouré d'une enveloppe incolore, jaune 

brunâtre ou violet pourpre (Clauzade et al., 1985). 

2. L’espèce Lobaria pulmonaria 

Le Lobaria pulmonaria (ou lichen pulmonaire) est une espèce de lichen épiphyte 

foliacé non protégée en France excepté en Basse et Haute Normandie car aucune liste de 

protection nationale n’a encore été dressée. Il possède néanmoins un statut de protection 

dans la majeure partie de l’Europe (Signoret, 2001). En plus d’être facile à reconnaitre au 

vu de ses caractéristiques morphologiques particulières, ce lichen est considéré comme étant 

une espèce parapluie, c’est-à-dire que ses contraintes écologiques sont les mêmes que de 

nombreux lichens plus rares et plus difficiles à déterminer, la protection de son habitat 

revient à la protection d’autres espèces en dangers. Le nom de lichen pulmonaire lui a été 

donné à cause de son aspect, sa surface supérieure étant constituée de saillies marquées 

formant un réseau rappelant les réticulations du poumon (figure 1). Le Lobaria pulmonaria 

est le fruit de la symbiose entre un champignon (Ascomycètes) qui assure une protection vis-

à-vis de la déshydratation, une algue verte (Dictyochloropsis reticulata) qui produit les 

glucides nécessaire à l’organisme et une cyanobactérie (Nostoc) qui permet le captage 

d’azote atmosphérique nécessaire à la croissance (Carlsson & Nilsson, 2009). 

 
Figure 1 : Photos de l’espèce Lobaria pulmonaria séché 

(face supérieur et inférieur) 
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3. Description botanique 

Lobaria pulmonaria est un Lichen épiphyte gris ou vert pâle à lobes fourchus et 

irréguliers, on le trouve presque essentiellement sur des troncs d’arbres. Sa présence sur 

roche est anecdotique et ne peut avoir lieu que si le milieu est très favorable. Est fortement 

divisé finissant en plusieurs lobes, caractéristique qui lui donna le nom de genre Lobaria. 

Lorsqu’il est sec, ce dernier arbore une couleur brunâtre tandis qu’il devient progressivement 

vert au fur et à mesure de sa réhydratation. Sa face inférieure quant à elle est très claire voir 

blanchâtre et est non photosynthétique. Le relief de la face supérieure se répercute sur celle 

inférieure, on remarque donc des zones quelques peu bombées en dessous pour la zone de 

dépression de la face du dessus .Le mode de reproduction de ce lichen est principalement 

asexué, celui-ci se caractérise par l’apparition de masses pulvérulentes sur les bords et crêtes 

du thalle, ce sont les soralies (Wolseley & James, 2000; Werth et al., 2006; Carlsson & 

Nilsson, 2009). 

4. Classification 

o Règne : Fungi 

o Phylum : Ascomycotina 

o Classe : Ascomycètes 

o Ordre : Lecanorales 

o Sous-ordre : Peltigerinae 

o Famille : Lobariaceae 

o Genre : Lobaria 

o Espèce : pulmonaria 

o Nom en arabe :  شیبة الشیخ ،  الشیبة 

5. Habitat 

La combinaison de la température, du degré d’éclairement et de l’humidité du milieu 

régissent les périodes d’activités du lichen, ces variables sont d’autant plus importantes et 

changeantes dans les forêts caducifoliées (l’éclairement changeant drastiquement entre le 

feuillage estival et l’absence de celui-ci à l’arrivé de l’automne). 

C’est uniquement lorsque ces paramètres sont favorables en même temps que le lichen 

croît (le printemps est la période la plus propice), ces conditions permettent aussi au lichen 

de réparer les parties cassées ou abimées durant la période de sécheresse du thalle 

(MacKenzie et al., 2001). 
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En plus de ces contraintes, s’ajoute un paramètre essentiel à la survie de ce lichen. 

Bien qu’il soit héliophile, il supporte mal la lumière directe, mais demande néanmoins un 

éclairement assez élevé (Edman et al., 2008; Asplund et al., 2010). 

Le Lobaria se trouve généralement sur des arbres à l’écorce crevassée car ces derniers 

favoriseraient l’établissement des propagules par rapport aux troncs lisses. De plus, il est 

majoritairement observé sur des troncs aux diamètres importants, ceci peut s’expliquer par 

la croissance lente du lichen. En effet, avant que le thalle devienne visible (Hilmo & Ott, 

2002), l’arbre sur lequel il s’est établit peut se développer. De ce fait, les diamètres des troncs 

sur où le Lobaria peut se trouver ont une limite inférieure où il sera très peu probable de les 

observer (Carlsson & Nilsson, 2009; Hilmo et al., 2011). 

6. Effets et usages médicinaux 

Remède efficace mais sous-employé, la pulmonaire recèle des propriétés 

expectorantes et toniques. Sous forme de décoction édulcorée au miel, elle convient à toutes 

les affections qui augmentent les sécrétions bronchiques (toux et bronchites). Elle contribue 

à soigner l'asthme, la pleurésie et l'emphysème. Décongestionnante, elle est également 

purgative et apéritive. On la prescrit en cas d'ulcères pulmonaires et de troubles digestifs. La 

pulmonaire convient particulièrement aux enfants (Iserin et al., 2001). 
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1. Stress oxydant 

L'oxygène est un élément essentiel pour les organismes multicellulaires par ce qu'il 

permet de produire de l'énergie en oxydant de la matière organique. Mais nos cellules 

convertissent une partie de cet oxygène en métabolites toxiques : Les radicaux libres 

organiques (Desceemaeker, 2004). 

Le stress oxydatif apparait dans une cellule quand l'équilibre entre les espèces pro-

oxydantes et antioxydantes est rompu en faveur de l'état pro-oxydant. La rupture de cet 

équilibre est due à la promotion d'espèces activées de l'oxygène, ou radicaux libres oxygénés 

Dans les systèmes vivants, la production des radicaux libres oxygénés se fait de manière 

continue. Toutes les molécules biologiques possédant des doubles liaisons sont 

particulièrement affectées par les radicaux libres, entrainant la très grande réactivité de ces 

espèces chimiques vis-à-vis des lipides, des protéines et de I'ADN. C'est pourquoi les effets 

des radicaux libres sont retrouvés dans tout l'organisme et dans des pathologies très variées. 

2. Système oxydant 

2.1. Les radicaux libres 

Un radical libre est une espèce chimique, molécule, morceau de molécule ou simple 

atome, capable d’avoir une existence indépendante (libre) en contenant un ou plusieurs 

électrons célibataire (électron non apparié sur une orbitale). Cela lui confère une grande 

réactivité donc une demi-vie très courte (figure 2). En effet, ce radical libre aura toujours 

tendance à remplir son orbitale en captant un électron pour devenir plus stable : il va donc 

se réduire en oxydant un autre composé (Système redox) (Halliwell, 1996). 

 
Figure 2 : Intermédiaires réduits de l’oxygène. Les quatre étapes de réduction mono-électronique 

de l’oxygène (Gardès-Albert et al., 2003) 

2.2. Les types des radicaux libres 

La réactivité d’un radical libre varie d’un radical à un autre et dépend de 

l’environnement où ils se trouvent. Leurs constantes de vitesse réactionnelle sont très élevées 

(105 à 1010mol-1. L. s-1) (Delattre et al., 2005). 
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2.2.1. Les espèces réactives de l’oxygène(ERO) 

• L’anion superoxyde 

Il est considéré comme le type le moins réactif des ERO et le radical le plus 

fréquemment produit dans l’organisme (Scheibmeir et al., 2005). Le radical superoxyde est 

produit à partir de L’oxygène moléculaire, principalement par les cellules phagocytaires 

(neutrophiles, monocytes, macrophages, éosinophiles), et il participe à l'inactivation des 

virus et bactéries (Nohl, 1994). Il est chargé négativement et généré par la réduction 

monovalente de l’oxygène moléculaire (Lacolley et al., 2008). 

𝑂𝑂2 + 𝑒𝑒− → 𝑂𝑂2 − 

Le radical superoxyde ne traverse pas rapidement la membrane plasmique et se 

dismute spontanément au pH physiologique en produisant du peroxyde d’hydrogène : 

2𝑂𝑂2 − + 2𝐻𝐻+ → 𝑂𝑂2 + 𝐻𝐻2𝑂𝑂2 

L’𝑂𝑂2 − est régulé par des enzymes, les superoxydes dismutases qui catalysent sa 

dismutation (Halliwell, 1989) 

• Le peroxyde d’hydrogène ou eau oxygénée H2O2 

Il est produit en grande partie à partir du radical superoxyde en présence de superoxyde 

dismutase qui catalyse la réaction. Le peroxyde d'hydrogène (H2O2) est un produit plus stable 

que les radicaux superoxydes, c'est pourquoi il diffuse très facilement à l'intérieur et à 

l'extérieur de la cellule. C'est un oxydant très puissant capable d'accepter deux électrons 

supplémentaires. Il est potentiellement toxique pour la cellule (Halliwell, 1996). L’H2O2 

n’est pas un radical libre mais a la capacité de générer des radicaux hautement réactifs. La 

réduction mono-électronique du peroxyde d’hydrogène H2O2 donne naissance au radical 

hydroxyle HO• et à l’anion basique non radicalaire OH– en présence d’un catalyseur (réaction 

de Fenton) : 

𝐻𝐻2𝑂𝑂2 + 𝐹𝐹𝐹𝐹2+ → 𝑂𝑂𝑂𝑂 + 𝐹𝐹𝐹𝐹3+ + 𝑂𝑂𝑂𝑂− 

Cette espèce chimique particulièrement réactive joue un rôle majeur dans la 

peroxydation lipidique et la destruction du matériel génétique. 
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• Le radical hydroxyle HO• 

Le radical hydroxyle est l’oxydant le plus réactif et le plus puissant (Marusawa et al., 

2002). Le peroxysome grâce à des oxydases spécifique représente l’une des sources les plus 

importantes productrices de ce radical (Poortmans & Boisseau, 2017). 

Parmi les voies conduisant à la formation de ce radical on peut citer celle qui implique 

les métaux de transition, le cuivre et le fer sous leur forme réduit par une réaction appelée 

réaction de fenton (Favier, 2003). L’H2O2 peut aussi réagir avec le radical superoxyde, 

aboutissant à la production du HO•, ce mécanisme réactionnel est appelé réaction d’Haber et 

Weiss : 

𝐻𝐻2𝑂𝑂2 + 𝑂𝑂2− → 𝑂𝑂𝑂𝑂 + 𝑂𝑂𝑂𝑂− + 𝑂𝑂2 

Le HO• est capable de réagir avec la plupart des molécules biologiques comme l’ADN, 

les protéines, les sucres et les lipides membranaire. Parmi les ERO le radical hydroxyle est 

de loin le plus réactif. 

• Radicaux alkyles R•et peroxyl ROO• 

Les radicaux peroxyles sont des radicaux secondaires issus de l’addition de l’oxygène 

sur les radicaux centré sur le carbone R•. 

𝑅𝑅 + 𝑂𝑂2 → 𝑅𝑅𝑅𝑅𝑂𝑂 

Les radicaux R• sont généralement issus de l’action des radicaux hydroxyles sur les 

substrats biologiques (par arrachement d’atome d’hydrogène ou addition sur les doubles 

liaisons). 

𝑂𝑂𝑂𝑂 + 𝑅𝑅𝑅𝑅 → 𝑅𝑅 + 𝐻𝐻2𝑂𝑂 

• L’oxygène singulet (1O2) 

Il correspond à une forme excitée de l’oxygène O2, il possède la même structure 

électronique que l’oxygène, mais (agencée) différemment, à savoir que les électrons de la 

couche externe initialement non appariés se sont appariés. Il n’est donc pas radicalaire. Son 

état (excité) lui confère un potentiel oxydant supérieur à celui de l’oxygène (Delattre et al., 

2005). 
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2.2.2. Les espèces réactives azotées (ERN) 

• Le monoxyde d’azote NO 

Le monoxyde d’azote (ou oxyde nitrique) est un radical libre ubiquitaire synthétisé 

dans la cellules endothéliale à partir de l’arginine et l’O2 grâce à l’action d’enzymes appelées 

NO synthase (Delattre et al., 2003). 

𝑂𝑂2 + 𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 + 𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁 → 𝑁𝑁𝑁𝑁 + 𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶 + 𝐻𝐻2𝑂𝑂 + 𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁𝑁+ 

Il se caractérisé par sa grande faculté de diffusion dans les membranes cellulaires et sa 

réactivité moyenne (de l’ordre de quelques secondes in vivo), le monoxyde d’azote 

radicalaire peut aisément réagir avec la plupart des espèces oxygénées et se transformer en 

dioxyde d’azote (NO2), lequel peut donner du trioxyde d’azote (N2O3) ; pour enfin aboutir à 

un ion nitrate stable (NO2
–). De plus, le monoxyde d’azote forme avec l’anion superoxyde 

le peroxynitrite (ONOO–). Ce dernier est moins réactif que son précurseur azoté, mais 

responsable de l’oxydation de nombreuses biomolécules (figure 3) (Rezaire, 2012). 

 
Figure 3 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et espèces réactives de l’oxygène 

impliqué en biologie (Favier ,2003) 
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3. Intérêts biologiques des radicaux libres dans la physiologie cellulaire 

Le rôle de l’espèce oxygénée activées (EOA) est très complexe car elles peuvent avoir 

un rôle physiologique ou un effet toxique en fonction de leur concentration. Dans des 

conditions normales, elles sont générées en faible quantité et jouent un rôle de messagers 

secondaires capables, notamment, de réguler le phénomène de l’apoptose ou d’activer des 

facteurs de transcription. Citons aussi le processus de fécondation, au cours duquel les 

spermatozoïdes sécrètent de grandes quantités d’EOA pour percer la paroi membranaire de 

l’ovule (Haleng et al., 2007). 

3.1. La phagocytose 

Les radicaux libres jouent un rôle essentiel dans le bon déroulement de la réaction 

immunitaire. La phagocytose des bactéries et des parasites par les macrophages ou les 

polynucléaires s’accompagne d’une production d’espèces réactives de l’oxygène si brutale 

et intense qu’elle est connue sous le nom «Bouffée respiratoire » puis qu’elle s’accompagne 

d’une augmentation transitoire de la consommation d’oxygène. Au sein de phagosome, 

l'activation de la NADPH oxydase, l'action des superoxydes dismutases (SOD) et la NO 

synthase (NOS) aboutissent à un mélange très corrosif de O2
•–, H2O2, HO•, ONOOH. L’eau 

oxygénée (H2O2) en présence de chlore et sous l’effet de la myelo-peroxydase donnera 

naissance à l’acide hypochlorique HOCl, c’est l’oxydant microbicide le plus puissant 

(Favier, 2003). 

3.2. La signalisation cellulaire 

En dehors de leurs actions délétères, les ERO peuvent agir en tant que molécule de 

signal et intervenir dans la communication intracellulaire et intercellulaire. Ils participent à 

l’expression de certains gènes et à leur régulation. Cela leur confère un rôle important dans 

les phénomènes de croissance et de mort cellulaire. Les mécanismes de communication 

cellulaire faisant intervenir les radicaux libres ne sont pas encore élucidés. En résumé : 

• Les radicaux libres joueraient un rôle dans la régulation de l’expression des gènes. 

La présence de radicaux libres dans le milieu extracellulaire est à l’origine de 

l’activation de certains facteurs de transcription par des mécanismes encore mal 

compris. Il en résulte ensuite l’expression des gènes correspondants (Delattre et al., 

2005). 

• Les radicaux libres peuvent intervenir dans la prolifération, la différenciation, 

l’adhésion et la migration (Robert, 2011)(Jacques, 2010). 
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• Les radicaux libres participent au fonctionnement de certaines enzymes, à la 

transduction de signaux cellulaires (Favier, 2003). 

• Les radicaux libres jouent un rôle dans la régulation de la dilatation capillaire, au 

fonctionnement de certains neurones et notamment ceux de la mémoire (Favier, 

2003). 

4. Systèmes de défenses antioxydants 

Un antioxydant peut être défini comme tout substance qui est capable, à concentration 

relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi 

retarder ou empêcher l’oxydation de ces substrats (Droge, 2002). 

Les systèmes antioxydants peuvent être classés selon leur mode d’action, leur 

localisation cellulaire et leur origine (figure 4) (Delattre et al., 2005). 

 
Figure 4 : Les antioxydants enzymatiques et non enzymatiques (Menvielle-Bourg, 2005) 

4.1. Le système antioxydant enzymatique 

Les protéines enzymatiques antioxydantes constituent la première barrière de cette 

défense antioxydante, qui est constituée de trois métallo-enzymes essentielles : les 

superoxydes dismutases, la catalase et les glutathions peroxydases. 
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• Les superoxydes dismutases 

Les superoxydes dismutases ou SOD (EC 1.15.1.1) sont des antioxydants 

enzymatiques ubiquitaires. Ces métalloprotéines représentent l’une des premières lignes de 

défense contre le stress oxydant en assurant l’élimination de l’anion superoxyde O2•– par 

une réaction de dismutation en le transformant en peroxyde d’hydrogène et en oxygène 

moléculaire selon la réaction suivant (Haleng et al., 2007) : 

2𝑂𝑂2 − + 2𝐻𝐻+ 𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆
�⎯� 𝑂𝑂2 + 𝐻𝐻2𝑂𝑂2 

Ces enzymes accélèrent la vitesse de cette réaction spontanée rendant très rapide la 

disparition du superoxyde mais en générant le peroxyde d’hydrogène. Celui-ci est un 

composé oxydant diffusible et dangereux à distance (Goudable & Favier, 1997). 

• Catalase 

Elles réduisent le peroxyde d'hydrogène H2O2 en libérant de l'oxygène et de l'eau. Elles 

sont localisées surtout dans les peroxysomes. Elles n'éliminent pas la totalité du peroxyde 

d'hydrogène, mais leur rôle est très important surtout en présence d'ions ferreux en 

permettant d'éliminer l'excès de peroxyde d'hydrogène afin que la réaction de Fenton ne 

puisse pas s'amplifier (Lindau-Shepard & Shaffer, 1993). 

• Glutathions peroxydase (GPX) 

Les GSHPX réduisent le peroxyde d'hydrogène H2O2 et les hydroperoxydes lipidiques. 

Pour leur fonctionnement, elles utilisent le glutathion réduit (GSH) comme cofacteur sur 

lequel elles transfèrent l'oxygène, le transformant en glutathion oxydé (GSSG) (Figure 5). 

Dans la cellule, dans les conditions physiologiques, la forme glutathion réduit est 

prédominante (95%). Les GSHPX connues sont des enzymes à sélénium. Le sélénium est 

intégré dans la protéine sous forme de sélénocystéine. Le facteur limitant de la synthèse des 

sélénoprotéines, et donc des GSHPX, est la teneur intracellulaire en sélénium (Vitoux et al., 

1996). 

 
Figure 5 : Cycle oxydo-réducteur du glutathion (Hagen et al., 1990) 
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Elles permettent également de limiter la propagation des réactions radicalaires en 

chaine, en réduisant les peroxydes instables en acide gras hydroxylés. Ce système ne 

fonctionne que si le GSSG formé est continuellement réduit en GSH, ce qui est assuré par la 

glutathion réductase en présence de NADPH, ce dernier pouvant être lui -même régénéré 

par l’intermédiaire d’un couplage métabolique avec la voie des pentoses phosphates 

(Lacolley et al., 2008). 

4.2. Le système antioxydant non enzymatique 

L’organisme possède une seconde ligne de défense « les piégeurs de radicaux libres » 

qui sont des composés pour la plupart apportés par l’alimentation et dont le rôle essentiel est 

de neutraliser les effets toxiques des ERO (figure 6), limitant ainsi toute atteinte de l’intégrité 

cellulaire (Koechlin-Ramonatxo, 2006). 

• Vitamine E (α tocophérol) 

La vitamine E fait partie de la famille des tocophérols, cette famille comprend 4 

substances (α, β, γ, δ), α-tocophérols est la forme la plus active (Cuvelier et al., 2003). Cette 

vitamine est décrite comme étant le principal antioxydant liposoluble dans le plasma et les 

érythrocytes chez l’homme, situé dans les lipoprotéines et dans les membranes, il est capable 

d’une part, de piéger chimiquement l’oxygène singulet en s’oxydant en quinone, et d’autre 

part, de réagir avec le radical hydroxyle HO•. Mais son principal rôle biologique est de réagir 

avec les radicaux peroxyles ROO• pour former un radical tocophéryle (Delattre et al., 2005). 

La vitamine E permet de diminuer la peroxydation lipidique dans la membrane 

cellulaire et au sein des LDL. Elle est très active dans la résistance à l'oxydation des LDL 

(Azzi et al., 1995). 

• Vitamine C (Acide ascorbique) 

C’est un antioxydant hydrosoluble, qui se trouve dans le cytosol et dans le fluide 

extracellulaire. Elle peut piéger directement l’anion superoxyde O2
•–, le radical hydroxyle 

HO•, l’oxygène singulet et réduit le peroxyde d’hydrogène en eau via l’ascorbate peroxydase 

(Evans, 2000). En plus, elle permet la régénération de la forme non radicalaire de la vitamine 

E. La vitamine C a notamment un rôle antioxydant au niveau des tissus oculaires, en 

particulier la rétine, où elle participe à la dégradation du l’H2O2 (Ohia et al., 2005). L’acide 

ascorbique peut agir en tant qu’un antioxydant seulement en absence de métaux de 

transitions sous forme libre (Evans, 2000). 
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• β carotène 

Le β carotène appartient à la grande famille des caroténoïdes, constituée de plus de 

600 pigments identifiés dans de nombreux fruits et légumes, qui possèdent des propriétés 

anti oxydantes. Le β-carotène est notamment capable de piéger les radicaux hydroxyles HO• 

et peroxyles ROO• et ainsi d’inhiber les chaines de peroxydations lipidiques, il neutralise 

également l’oxygène singulet 1O2. En outre le β-carotène, tout comme l’α-carotène et β-

cryptoxanthine, sont des caroténoïdes précurseurs de la vitamine A (ou rétinal) chez 

l’homme, de sorte que le β-carotène est une provitamine A (Durand & Beaudeux, 2011). 

• Les Polyphénols  

Les polyphénols sont des pigments végétaux dont les propriétés antioxydantes, les plus 

importants sont les flavonoïdes (Médart, 2009). Ils sont naturellement capables de piéger 

l’oxygène singulet 1O2 et le radical anion superoxyde O2
•– en le dismutant en H2O2 (Chen et 

al., 2003). Leur effet protecteur est notamment connu dans le système cardiovasculaire où 

ils préviennent l’oxydation des protéines. Ils sont particulièrement présents dans certaines 

boissons (thé, vin rouge, bière…) ou les fruits et légumes (agrumes, carottes…) (Lehucher-

Michel et al., 2001). 

 
Figure 6 : Antioxydants d’origine alimentaire : α-tocophérol (vitamine E), acide ascorbique 
(vitamine C), β-carotène (famille des caroténoïdes), acide caféique et quercétine (famille des 

polyphénols) 
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5. Les cibles des radicaux libres 

5.1. Oxydation de l’ADN 

La molécule de l’ADN constitue une cible cellulaire importante pour les attaques 

radicalaires (figure 7). Les modifications observées après l’action du radical HO• sont très 

nombreuses : conversion des résidus thymines en thymine glycol et 5-hydroxy 

méthyluracile, de la guanine en 8-hydroxy guanine, oxydation du désoxyribose entrainent 

une coupure des brins de la double hélice. Ces dénaturation peuvent avoir de grave 

conséquences sur la réplication du génome et conduisant ainsi à la mutagénèse, la 

carcinogénèse et la mort cellulaire (Leverve et al., 2001). 

 
Figure 7 : Lésions de l’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des cellules 

5.2. Oxydation des protéines 

L’électron non apparié des radicaux libres peut s’attaquer à la structure de certaines 

protéines, en particulier les protéines porteuses d’un groupement sulfhydryle (-SH), c’est le 

cas de nombreuses enzymes cellulaires et protéines de transport qui vont ainsi être oxydées 

et entrainer la formation de ponts entre protéines, une fragmentation ou une dénaturation de 

la protéine (Lacolley et al., 2008). Les protéines sont sensibles à l’action du radical HO• 

(figure 8), celui-ci peut, en effet, réagir avec différents acides aminés des chaines de 

protéines, les plus sensibles à son action sont les acides aminés aromatiques comme le 

tryptophane, la tyrosine, ou celui ayant un noyau imidazole comme l'histidine, sur lesquels 

le radical HO• s'additionne et provoque un changement de conformation de la molécule de 

protéine (Pasquier, 1995). 
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Figure 8 : Nature de quelques modifications des chaînes latérales d’acides aminés des protéines 

après attaque radicalaire 

 
5.3. Peroxydation des lipides 

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée 

de l'attaque par le radical hydroxyle HO• (figure 9), qui est capable d'arracher un hydrogène 

sur les carbones situés entre deux doubles liaisons pour former un radical diène conjugué, et 

qu’il sera oxydé en radical peroxyle. Cette réaction appelée peroxydation lipidique forme 

une réaction en chaîne, car le radical peroxyle formé se transforme en peroxyde au contact 

d'un autre acide gras qui forme un nouveau radical diène conjugué (Esterbauer et al., 1992). 

Les produits de dégradation des lipides sont des aldéhydes tels que le malondialdéhyde 

(MDA) et des hydrocarbures tels que l’éthane et l’éthylène (Gutteridge & Halliwell, 1990). 

La peroxydation lipidique dans les mitochondries entraîne des dysfonctionnements de 

la production d’ATP mais peut également induire l’apoptose (Green & Reed, 1998). Cette 

attaque des lipides peut concerner les lipoprotéines circulantes ou les phospholipides 

membranaires. Les conséquences seront différentes : l'attaque des lipides circulants 

aboutissant à la formation de LDL (lipoprotéines de densité légère) oxydées qui captées par 

des macrophages, formeront le dépôt lipidique de la plaque d'athérome des maladies 

cardiovasculaires, l'attaque des phospholipides membranaires modifiant la fluidité de la 

membrane et donc le fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et la 

transduction des signaux (Favier, 2003). 
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Figure 9 : Mécanisme en chaîne de la peroxydation des acides gras polyinsaturés et nature de 

produits terminaux formés 

5.4. Hyperglycémie et stress oxydant 

Plusieurs mécanismes peuvent être impliqués dans la genèse d’un stress oxydant dans 

des conditions d’hyperglycémie chronique : auto-oxydation du glucose, surproduction de 

radicaux superoxyde par la chaîne respiratoire mitochondriale et par activation de la 

NAD(P)H oxydase vasculaire, voie des polyols, et formation de produits de glycation 

avancée (figure 10) . 

 
Figure 10 : Relations entre hyperglycémie et stress oxydant 
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Selon Bonnefont-Rousselot et al., (2004), le gradient de protons généré par la chaîne 

mitochondriale de transport des électrons conduit à une production intracellulaire de 

radicaux superoxide (O2
•–), au niveau de deux sites principaux : la NADH déshydrogénase 

du complexe I, et l’interface entre l’ubiquinone et le complexe III. Cette surproduction de 

superoxyde est accrue en présence de fortes concentrations de glucose. 

Le gradient de protons généré par la chaîne mitochondriale de transport des électrons 

conduit à une production intracellulaire de radicaux superoxide (O2
•–), au niveau de deux 

sites principaux : la NADH déshydrogénase du complexe I, et l’interface entre l’ubiquinone 

et le complexe III. Cette surproduction de superoxyde est accrue en présence de fortes 

concentrations de glucose qui sont susceptibles d’induire la synthèse de diacylglycérol ou 

l’hydrolyse des phosphatidylcholines, activant ainsi la protéine kinase C (PKC). Par ailleurs, 

les cellules vasculaires telles que les cellules endothéliales ou les cellules musculaires lisses 

sont capables de produire des ERO via l’activation des NAD(P)H oxydases. 

De fortes concentrations de glucose peuvent stimuler la production d’ERO en activant 

la NAD(P)H oxydase par une voie dépendante de la PKC. 

Une production accrue de sorbitol par la voie des polyols a lieu en présence de 

concentrations élevées de glucose. Cette voie est importante à noter car elle conduit à une 

déplétion intra-cellulaire de NADPH puisque le NADPH est nécessaire à l’activité de 

l’aldose réductase (figure 11). 

 

Figure 11 : Voie des polyols et stress oxydant 
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1. Définition 

Les composés phénoliques forment un très vaste ensemble de substance qu’il est 

difficile de définir. L’élément structural fondamental qui les caractérise est la présence d’au 

moins un noyau benzénique auquel est directement lié un ou plusieurs groupes hydroxyles, 

libre ou engagé (Bruneton, 2009). 

Les polyphénols peuvent être conjugués, avec un ou plusieurs résidu(s) glucidique(s), 

ou être liés à d’autres composés chimiques tels que des acides carboxyliques, des amines, 

des lipides ou avec d’autres phénols (Martin & Andriantsitohaina, 2002). 

2. Les classes des polyphénols 

Les polyphénols forment un très vaste ensemble de substances chimiques, ils peuvent 

être classifiés selon le nombre et l’arrangement de leurs atomes de carbones (Tableau 1). 

Ces molécules sont généralement trouvés conjuguées aux sucres et les acides organiques. 

Tableau 1 : Structure des squelettes des polyphénols (Crozier et al., 2008) 

Nombre de 

carbone 
Squelette Clarification Exemple Structure de base 

7 C6-C1C Acide phénoe Acide gallique  

8 C6-C2 Acétophénone Gallactophénone 
 

8 C6-C2 Acide phénylacétique 
Acide hydroxyphényl-

acitiqe  

9 C6-C3 
Acide 

hydroxycinamiqe 
Acide p-coumariqe 

 

9 C6-C3 coumarine Esculitine 
 

10 C6-C4 Naphthoquinones Juglone 
 

13 C6-C1-C6 Xanthones Mangiferine 
 

14 C6-C2-C6 Stilbènes Resvératrol 
 

15 C6-C3-C6 Flavonoïdes Naringénine 
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2.1. Phénols simples et les acides phénoliques 

Le terme d’acide phénol peut s’appliquer à tous les composés organiques possédant au 

moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En phytochimie, l’emploi de 

cette dénomination est réservé aux seuls dérivés des acides benzoïque et cinnamique. 

• Acide phénols dérivés de l’acide benzoïque 

Les acides phénols en C6-C1, dérivéshydroxylés de l’acide benzoïque, sont très 

communs, aussi bien sous forme libre quecombinés à l’état d’ester ou d’hétéroside.  L’acide 

gallique et son dimère (l’acide hexahydroxydiphénique) sont les éléments constitutifs des 

tannins hydrolysables. 

D’autres aldéhydes correspondants à ces acides, comme la vanilline, est très utilisé 

dans le secteur pharmaceutique (Bruneton, 2009). 

• Acide phénols dérivés de l’acide cinnamique 

La plupart des acides phénols en C6-C3 (acides coumarique, caféique, férulique, 

sinapique) ont une distribution très large ; les autres sont peu fréquents. Les acides 

cinnamique et caféique sont des représentants communs du groupe de dérivés 

phénylpropaniques qui diffère par son degré d’hydroxylation et de méthoxylation (Cowan, 

1999). 

• Phénols simples 

Tels que le catéchol, phloroglucinol…etc, sont plutôt rares dans la nature à l’exception 

de l’hydroquinone qui existe dans plusieurs familles (Ericaceae, Rosaceae,…). Les deux 

phénols hydroxylés, le catéchol avec deux groupes OH et le pyrogallol avec trois, ont été 

montré pour sa toxicité vis-à-vis des microorganismes (Cowan, 1999). 

2.2. Quinones 

Ce sont des composés oxygénés qui correspondent à l’oxydation de dérivés 

aromatiques avec deux substitutions cétoniques. Elles sont caractérisés par un motif 1,4-

dicéto cylohexa-2,5-diénique (para-quinones) ou, éventuellement, par un motif 1,2-dicéto 

cyclohexa-3,5-diénique (ortho-quinones) (Bruneton, 2009).  

Elles sont ubiquitaire dans la nature, principalement dans le règne végétal et sont 

fortement réactifs (Cowan, 1999). 
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2.3. Stilbène 

Les membres de cette famille possèdent la structure C6-C2-C6 comme les flavonoïdes, 

ce sont des phytoalexines, composés produits par les plantes en réponse à l'attaque par les 

microbes pathogènes fongiques, bactériens et viraux. Les sources principales des stilbènes 

sont les raisins, les vins, le soja et les arachides (Crozier et al., 2008). 

2.4. Lignanes 

Ce sont des composés dont la formation implique la condensation d’unités 

phénylpropaniques (C6-C3). Leur distribution botanique est large, plusieurs centaines de 

composés ont été isolées dans environ soixante-dix familles. 

2.5. Flavonoïdes 

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ces molécules ont des 

structures chimiques variées et des caractéristiques propres. Elles sont omniprésentes dans 

les fruits, les légumes, les graines, les boissons tels le thé et le vin rouge et d’autres parties 

de la plante. Elles sont considérées comme des pigments quasi universels des végétaux qui 

peuvent participer dans les processus photosynthétiques dans la régulation de gêne et dans 

le métabolisme de croissance (Havsteen, 2002). 

Actuellement, environ de 4000 composés flavoniques sont connus (Edenharder & 

Grünhage, 2003) et ont tous le même squelette de base à quinze atomes de carbones qui 

sont arrangés à une configuration C6-C3-C6 de type phényl-2-benzopyrane ce qui est 

synonyme avec la structure 2-phényle chromane (figure 12) (Yao et al., 2004). 

 
Figure 12 : Structure générale des flavonoïdes 

La nature chimique des flavonoïdes (figure 13) dépend de leur classe structurale, de 

degré d'hydroxylation et de méthoxylation, de degré de polymérisation, des substitutions et 

des conjugaisons sur le cycle C c'est-à-dire la présence : de double liaison C2-C3, du groupe 

3-Oetla fonction 4-oxo (Yao et al., 2004). 
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En basant sur leur squelette, les flavonoïdes peuvent être divisés en différentes classes : 

anthocyanidines ; flavonoles ; isoflavonoles ; flavones ; isoflavones ; flavanes ; isoflavanes ; 

flavanols ; isoflavanols ; flavanones ; isoflavanones ; aurones (Havsteen, 2002; 

Edenharder & Grünhage, 2003). 

 

 

Figure 13 : Structures des squelettes de base des flavonoïdes (Havsteen, 2002) 

2.6. Anthocyanosides 

Ce sont des pigments vacuolaires rouges, roses, mauves, pourpres, bleus ou violets de 

la plupart des fleurs et des fruits (Bruneton, 2009). Ils sont caractérisés par l’engagement 

de l’hydroxyle en position 3 dans une liaison hétérosidique (les anthocyanosides). 
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Leurs génines (les anthocyanidols) sont des dérivés du cation 2-phényl-benzopyrylium 

(figure 14) plus communément appelé cation flavylium. Ces pigments représentent des 

signaux visuels qui attirent les animaux pollinisateurs (insectes, oiseaux). 

 
Figure 14 : Structure des anthocyanosides 

2.7. Tannins 

Cette classe désigne le nom général descriptif du groupe des substances phénoliques 

polymériques, ayant une masse moléculaire compris entre 500 et 3000 qui présente, à côté 

des réactions classiques des phénols, la propriété de précipiter les alcaloïdes, la gélatine et 

d’autres protéines (Haslam, 1996; Cowan, 1999). 

On distingue deux groupes de tannins différents par leur structure et par leur origine 

biogénétique : 

• Tannins hydrolysables  

Ils sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’un nombre variable d’acide phénol 

(figure 15). Le sucre est très généralement le D-glucose et l’acide phénol est soit l’acide 

gallique dans le cas des gallotannins soit l’acide ellagique dans le cas des tannins 

classiquement dénommés ellagitannins (Cowan, 1999; Bruneton, 2009). 

 

Figure 15 : Structure chimique des acides gallique (A) et ellagique (B) 
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• Tannins condensés 

Les tannins condensés ou tannins catéchiques ou proanthocyanidols qui se différent 

fondamentalement des tannins hydrolysables car ils ne possèdent pas de sucre dans leur 

molécule et leur structure est voisine de celle des flavonoïdes. Il s’agit des polymères 

flavaniques constitués d’unité de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons carbone-

carbone. Les proanthocyanidols ont été isolés ou identifiés dans tous les groupes végétaux, 

Gymnospermes et Fougères (Bruneton, 2009). 

2.8. Coumarines 

Les coumarines qui sont aussi les dérivés de C6-C3 (figure 16), appartiennent au 

groupe des composés connus par des benzopyrone (Keating & O’kennedy, 1997) et toutes 

sont substituées en 7 par un hydroxyle. Elles se trouvent dans la nature soit à l’état libre ou 

bien combiné avec des sucres. Elles sont responsables de l'odeur caractéristique du foin 

(Cowan, 1999). 

 

Figure 16 : Structure générale de coumarine 
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1. Objectif 

Nous avons réalisé notre travail de fin d’étude au sein de le laboratoire de biochimie 

de département de biologie de l’université Amar Télidji – Laghouat. 

Le présent travail a pour objectif d’évaluer l’activité antioxydante des composés 

phénoliques de l’espèce Lobaria pulmonaria par la méthode de DPPH•. Le matériel et les 

méthodes utilisés dans ce travail sont décrits ci-dessous. 

2. Matériel végétal 

Le matériel végétal : Lobaria pulmonaria est acheté chez un herboriste qui est-il 

récoltée sur des troncs d’arbres. Au laboratoire, le matériel végétal est lavé puis séché à l’abri 

de la lumière pendant quelques semaines. Après séchage, la plante est broyée en poudre fine. 

3. Matériel techniques et produits 

3.1. Produits chimique 

Les produits chimiques sont cités dans le tableau ci-dessous. 

Tableau 2 : Les produits chimiques et les réactifs utilisé 

Produits chimiques Fabricant 

Solvant organiques  

Méthanol :(CH3OH) Sigma-Aldrich Germany 

Ethanol (C2H5OH) Riedel-de-Haën Germany 

Acétone Sigma-Aldrich Germany 

Dichlorométhane Sigma-Aldrich Germany 

Composés pure  

Acide gallique monohydrate Sigma-Aldrich Germany 

Quercétine Sigma-Aldrich Germany 

Acide ascorbique Honeywell Fluka Germany 

Réactifs  

DPPH Sigma-Aldrich Germany 

Solution de Folin ciocalteau Riedel-de Haën Germany 

Sels  

Carbonate de sodium Honeywell Fluka Germany 

Trichlorure d’aluminium Honeywell Fluka Germany 
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3.2. Appareils et instruments 

Appareils et instruments Caractéristiques 
Rota vapeur R220 BUCHI 

Spectrophotomètre UV/Visible SHIMADZU UV 1601 

Balance électronique de précision OHAUS 10-4g 
Agitateur magnétique plaque 
chauffante Stuart max 300°C 

Agitateur vortex Ficher scientifique (40 Hertz) 

Micropipettes (variable) 100 et 1000 µl 

4. Méthode d’extraction 

La méthode d’extraction que nous avons adoptée est la macération par quatre solvants 

organiques de polarité différente (Méthanol, Ethanol, Acétone, Dichlorométhane) décrire 

par Djeridane et al. (2006). 

Ce type d’extraction est un simple contact entre le support solide et le solvant ; 10g de 

poudre ont été mélangé avec 100 ml de chaque solvant d’extraction (méthanol, éthanol, 

acétone, dichlorométhane) ; le mélange a été mis sous l’agitateur (shakeur) à température 

ambiante et à l’obscurité pendant 24h, l’opération est répétée deux fois avec renouvellement 

du solvant. Après la macération (48h), le mélange a été filtré à l’aide d’un papier wattman. 

Les deux fractions filtrées sont regroupées et évaporées à sec sous pression réduite 

dans un rota-vapeur (figure 17) ; apes l’évaporation l’extrait a été récupéré, et mélangé la 

matière sec de chaque solvant avec 10ml de méthanol. 

 

Figure 17 : Photo illustre l’évaporation d’un échantillon par le Rota-vapeur (Original)  
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4.1. Détermination du rendement d’extraction 

Le rendement de l’extraction est déterminé à l’aide de l’équation suivante (Mahmoudi 

et al., 2013). 

𝑹𝑹% =
𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀 𝑟𝑟é𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠 sec (𝒈𝒈)
𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝 (𝒈𝒈)

× 100 

 

 

Figure 18 : Schéma simplifié des étapes du procédé d’extraction des polyphénols 

Matière Végétale 

Méthanol 
(100ml) 

Broyage 

10g de poudre fine a été macéré à froid (24h) x2 

DCM 
(100 ml) 

Ethanol 
(100 ml) 

Acétone 
(100 ml) 

Filtration 

Evaporation 

Extrait sec 
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5. Dosage de composés phénoliques 

Cette analyse permet d’avoir une estimation sur la teneur en phénol totaux de 

l’échantillon. Le dosage des phénols totaux a été effectué par une méthode adapte de 

Slinkard & Singleton (1977) en utilisant le réactif de Folin ciocalteau, tandis que les 

flavonoïdes ont été quantifies par le dosage direct par le trichlorure d’aluminium (AlCl3). 

5.1. Dosage des polyphénols totaux 

Principe 

Tout le contenu phénolique dans l'extrait brut a été déterminé par spectrophotomètre 

au biais de la méthode Foline-Ciocalteu, rapportée dans Slinkard et Singleton 1977, le 

réactif est formé d’acide phosphotungestique H3PW12O40 et d’acide phosphomolybdique 

H3PM12O40, qui sont réduits lors de l’oxydation des phénols en oxydes bleus de tungstène 

(W8O23) et de molybdène. 

Mode opératoire 

250 µl de réactif de Folin (10 fois dilué) est ajouté à 50μl d’échantillon ou standard 

(préparés dans le méthanol) avec des dilutions convenables. 

Après 2 min, 1 ml d’une solution de carbonate de sodium 4% (m/v), sont additionnés 

au milieu réactionnel. Après 30 minutes d’incubation à température ambiante l’absorbance 

est mesurée à 760 nm. 

La concentration des polyphénols totaux est calculée à partir de l’équation de 

régression de la gamme d’étalonnage établie avec l’acide gallique et elle est exprimée en mg 

d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait sec de la plante (mg EAG/g d’extrait 

sec). 

La courbe d’étalonnage : 

Une courbe d’étalonnage standard a été obtenue à partir des solutions d’acide gallique 

de concentrations allant de 0.1 à 0.5 g/l (même Protocol des échantillons). 
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5.2. Dosage des flavonoïdes 

Principe 

La quantification des flavonoïdes a été effectuée par une méthode cité par Djeridane 

et al. (2006) en utilisant le trichlorure d’aluminium comme réactif. 

Le trichlorure d’aluminium forme un complexe acide stable avec le groupement 

carbonyle C-4 et aussi les groupements hydroxyles C-3 et C-5 des flavones et flavonols, en 

plus il forme des complexes acides labiles avec les groupements di-hydroxyles en ortho du 

cycle A ou B des flavonoïdes (Mabry et al., 2012), ce complexe est de coloration jaune 

absorbe fortement à une longueur d’onde de 430 nm. 

Mode opératoire 

Un ml de chaque solution diluée dans le méthanol ou de l’extrait végétal dilué est 

mélangé avec 1 ml du trichlorure d’aluminium 2 % (m/v), ces solutions ont été maintenues 

à l’obscurité pendant 30 minutes à température ambiante. L’absorbance est mesurée à 

430nm. 

La courbe d’étalonnage 

La quercétine a été utilisée comme étalon pour tracer la courbe d’étalonnage. Une 

solution mère de concentration 0,5g/l préparé dans le MeOH a été diluée pour obtenir des 

solutions filles de concentrations différentes varient entre 0,1g/l et 0,5g/l. 

6. Evaluation de l’activité antioxydante par le piégeage de radical libre DPPH• 

L’évaluation de l’activité antioxydante de l’huile essentielle et les composés 

phénoliques font généralement intervenir à la décoloration d’un réactif spécifique en 

présence d’un antioxydant. Parmi ces technique d’analyse on a utilisé le test DPPH• (2,2 

diphenyle-1-pikryl-hydrazyle), joue sur le transfert d’électron singulet pour déférentes 

concentration de l’extrait et une comparaison avec des antioxydants de références (Trolox ; 

Vitamine C). 

Principe 

La méthode est basée sur la réduction de la solution alcoolique de DPPH• en présence 

d'un donneur d'hydrogène H• (le cas d’un antioxydant). La solution de DPPH• montre une 

forte bande d'absorption à 515 ~ 517 nm, avec une couleur violet foncé et qui se décolore 

lorsque l'électron célibataire s'apparie (Figure 19). 
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La décoloration qui en résulte est stœchiométrique ; elle concerne le degré de 

réduction. Le DPPH• restant, mesuré après un certain temps, correspond inversement à 

l'activité de piégeage des radicaux libres par l'antioxydant (Brand-Williams et al., 1995; 

Molyneux, 2004). 

 

Figure 19 : Réduction du radical libre DPPH• (Molyneux, 2004) 

Mode opératoire 

Un volume de 1 ml, de chaque solution fille (Extrait brut de chaque solvant), 

récemment préparée dans le MeOH, est ajouté à 1 ml de solution de DPPH• (100μM) 

fraichement préparée. Après 30 min d’incubation, à température ambiante et à l’obscurité, 

l’absorbance est lu contre le blanc A0 (1ml de la solution de DPPH et de 1ml de méthanol) 

à 517 nm par spectrophotomètre (UV/Vis). 

Le pourcentage (%) d’inhibition des radicaux libres de DPPH• a été calculé par la 

relation suivante : 

𝐼𝐼% = �1 −
𝐴𝐴
𝐴𝐴0
� × 100 

A : Absorbance de la solution de DPPH• en présence de l’échantillon 

A0 : Absorbance de la solution de DPPH• en absence de l’échantillon 

 

A partir de la courbe du pourcentage d’inhibition en fonction des concentrations des 

échantillons, les valeurs EC50 ont été déterminées en (µg/ml), qui représentent les 

concentrations des échantillons à 50% de neutralisation des radicaux libres (DPPH•). 

Les résultats sont souvent portés par rapport à un antioxydant de référence, comme 

l’acide ascorbique (vitamine C) et le Trolox. 
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1. Résultats de l’extraction des composés phénoliques 

La préparation des extraits a été effectuée selon la méthode modifié de Djeridane et 

al. (2006). Cette méthode est basée sur l’utilisation des solvants à polarité croissante. En 

utilisant Le méthanol, l’éthanol, l’acétone et dichlorométhane comme des solvants 

d’extraction par macération. 

 

 

Figure 20 : Photos des extraits bruts obtenus après filtration puis évaporation (Prise le 21/02/2018) 

La couleur, l’aspect (figure 20) ainsi que le rendement de chaque extrait par rapport 

au poids sec de plante, sont représentés dans le tableau ci-dessous. 

Tableau 3 : Aspect, couleur, la masse et le rendement de chaque extrait végétal 

Solvants Masse 
de résidu sec (g) Rendement % Couleur 

de résidu sec 
Aspect 

de résidu sec 

Méthanol 1.329 13.29 Jaune/marron visqueux 

Ethanol 1.069 10.69 Vert foncé pate 

Acétone 0.461 4.61 Vert olive poudre 

DCM 0.385 3.85 vert poudre 
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Les rendements des fractions organiques varient de 3.85% à 13.29 % dans des 

différents extraits des solvants organiques (Méthanol, Ethanol, Acétone, DCM) de la plante 

étudiée. 

Nous remarquons que le rendement le plus faible a été observé pour le solvant 

dichlorométhane et l’acétone avec un pourcentage de 3.85% et 4.61%, respectivement. 

Alors que le rendement le plus élevé a été observé pour le solvant méthanol avec (13.29 

%) et l’éthanol (10.69%). Nous pouvons dire que nos extraits présentent des teneurs élevés 

par rapport aux masses macérées. 

Donc, l’extraction des composés phénoliques à partir de la matière végétale dépend de 

plusieurs facteurs qui contribuent à son efficacité : la méthode d’extraction, la granulométrie 

des particules, la durée d’extraction, la nature et le volume des solvants utilisés. 

2. Résultat du dosage des phénols totaux et des flavonoïdes 

Le dosage de polyphénols totaux et de flavonoïdes a été effectué par la méthode 

spectrophotométrique en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu et le trichlorure d'aluminium 

(AlCl3), respectivement. 

La teneur en composés phénoliques de chaque extrait de plante a été calculée à partir 

de la courbe d’étalonnage (figure 21) (l’équation de la courbe : y = 2.468x ; R2=0.9995) qui 

est exprimée en mg d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait sec de la plante (mg 

EAG/g d’extrait sec). 

 
Figure 21 : Courbe d'étalonnage de l'acide gallique dans le dosage des polyphénols 

La quantification des flavonoïdes dans nos extraits a été déterminée en utilisant la 

courbe d’étalonnage (figure 22) et les résultats sont exprimés en équivalent de la quercétine. 
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Figure 22 : Courbe d'étalonnage de la quercétine dans le dosage des flavonoïdes 

D’après les résultats, on peut constater que tous les extraits de la plante étudiés, sont 

riches en polyphénols mais avec des quantités différentes. 

 
Figure 23 : Histogrammes montre les teneurs en polyphénol totaux et les flavonoïdes 

Le figure ci-dessus, montre que l’extrait d’acétone possède la plus haute teneur en 

polyphénols totaux (124,97 ± 3,16 mgEAG/g extrait sec), suivi par l’extrait dichlorométhane 

et le méthanol avec une teneur de 75,66 ± 0,95 mg EAG/g extrait sec et 73,29 ± 1,59 mg 

EAG/g extrait sec ; tandis que l’extrait éthanol présente le plus faible teneur par rapport les 

autres solvants (58,06 ± 1,06 mg EAG/g extrait sec). 

La même chose pour les flavonoïdes donc l’extrait l’acétone possède la plus haute 

teneur en flavonoïdes totaux (111,29 ± 2,82 mg EQ/g extrait sec), suivi par l’extrait 
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dichlorométhane et l’extrait méthanol de 67,38 ± 0,84 et 65,26 ± 1,41 mg EQ/g extrait sec, 

respectivement. Enfin l’extrait éthanol de faible teneur (51,71 ± 0,95 mg EQ/g extrait sec). 

Les résultats de la teneur en polyphénol totaux (124,97 ± 3,16 mgEAG/g extrait sec) 

sont différentes avec ceux obtenu par Fehmi et al. (2004), ce dernier ont trouvé des valeurs 

en polyphénol totaux de 39,2 mEAG/g extrait sec pour l’espèce Lobaria pulmonaria.  

En effet, la plante étudiée est montre une richesse importante en phénols totaux et 

flavonoïdes, qui sont doués sans doute d’une activité antioxydant en plus des autres activités 

biologiques. 

2.1. Discussion 

Vue la différence dans les teneuses en polyphénol totaux entre les différents solvants 

utilisés dans cette étude, on peut dire que la faible spécificité du réactif de Folin-Ciocalteu 

est l'inconvénient principal du dosage colorimétrique. Le réactif est extrêmement sensible à 

la réduction de tous les groupes d’hydroxyles non seulement celles des composés 

phénoliques, mais également de certains sucres et de protéines …etc. (Vuorela, 2005; 

Gómez-Caravaca et al., 2006). 

Le solvant d'extraction emporte des substances non phénoliques comme les sucres, les 

protéines et les colorants qui peuvent interférer pendant toute évaluation phénolique 

(Djeridane et al., 2006). Le dosage par ce réactif donne donc une évaluation brute de tous 

les composés phénoliques d’un extrait. Il n'est pas spécifique aux polyphénols, mais 

beaucoup de composés peuvent réagir avec le réactif, donnant un taux phénolique apparent 

élevé (Tawaha et al., 2007). La distribution des métabolites secondaires peut changer 

pendant le développement de la plante. Ceci peut être lié aux conditions climatiques dures 

(la température élevée, exposition solaire, sécheresse, salinité), qui stimulent la biosynthèse 

des métabolites secondaires tels que les polyphénols. En effet, la teneur phénolique d'une 

plante dépend d'un certain nombre de facteurs intrinsèques (génétique) et extrinsèques 

(conditions climatiques, les pratiques culturelles, la maturité à la récolte et les conditions de 

stockage) (Falleh et al., 2008). Même, l’'influence des conditions environnementales et des 

variations saisonnières dans la production de composés phénoliques dans diverses espèces 

de lichen a été signalée dans plusieurs études (BeGora & Fahselt, 2001; Bjerke et al., 

2005). 
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3. Résultats de l’activité antioxydante (Test DPPH) 

Cette méthode est basée sur la réduction d’une solution alcoolique de DPPH en 

présence d’un antioxydant qui donne un hydrogène ou un électron. La forme non radicalaire 

DPPH-H est formée. La figure ci-dessous représente la variation du pourcentage du pouvoir 

inhibiteur en fonction de la concentration de chaque extrait. 

 

 

Figure 24 : Pourcentage d’inhibition du radicale DPPH• en fonction de concentrations (mg/ml) des 
extraits testés et (µg/ml) la Vit C 

Ces pourcentages correspondent à une inhibition du radical DPPH reflétée par la 

décoloration du DPPH de couleur violet en couleur jaune pâle. 
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La capacité antioxydant des différents extraits a été déterminée à partir de l’EC50, c’est 

la concentration nécessaire pour réduire 50% du radicale DPPH. Plus la valeur d’EC50 est 

basse, plus l'activité antioxydant d'un composé est grande (Hebi & Eddouks, 2016). Les 

valeurs d’EC50 des quatre extraits sont figurées dans le tableau ci-dessous. 

Tableau 3 : Les valeurs d’EC50 des quatre extraits de l’espèce Lobaria pulmonaria 

Extraits EC50 (µg/ml) 

Méthanol 161,22 ± 1,61 

Ethanol 200,02 ± 7,10 

Acétone 56,31 ± 0,61 

DCM 1689,76 ± 32,2 

Vitamine C 3,77 ± 0,17 

Toutes les extraits testées (Acétone, Méthanol, Ethanol et DCM) ont été provoqué une 

diminution importante de l’absorbance à 517 selon leur concentrations. 

L’extrait de l’acétone a présenté l’activité antioxydante la plus élevée (EC50 : 56,31 ± 

0,61 µg/ml), suivie par l’extrait méthanol et l’éthanol (161,22 ± 1,61 µg/ml) et (200,02 ± 

7,10 µg/ml) respectivement. Ces deux derniers ne présentent pas une différence significative 

dans leur activité. L’extrait DCM se trouve en dernier position avec de valeur d’EC50 est de 

1689,76 ± 32,2 µg/ml. 

Nous constatons que l’extrait d’acétone a présenté une activité plus élevé que celles 

des autres extraits avec de valeur d’EC50 de 56,31 ± 0,61 µg/ml. Cette activité pourrait être 

liée à sa richesse en polyphénols totaux (124,97 ± 3,16 mg EAG/g extrait sec) et en 

flavonoïdes (111,29 ± 2,82 mg EQ/g extrait sec). 

3.1. Discussion 

De manière générale, il ressort que les valeurs de l’EC50 des extraits Acétone, 

Méthanol, Ethanol et DCM et l’antioxydant de référence (vitamine C) se présentent dans 

l’ordre suivant : 

Vitamine C < Acétone < Méthanol < Ethanol < DCM 
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Tableau 4 : Test de corrélation entre les polyphénols totaux, les flavonoïdes et les valeurs inverse 
d’EC50 

Corrélation (R) Polyphénol totaux Flavonoïdes 1/EC50 

Polyphénol totaux 1   

Flavonoïdes 1 1  

1/EC50 0,872 0,872 1 

La teneur des polyphénols totaux des différentes extraits s’est corrélée 

significativement (R = 0.872) avec leurs activité antioxydante. De même pour les 

flavonoïdes un coefficient de corrélation égale à 0.872. 

Cette corrélation a été montré par Fehmi et al. (2004), dont la plus grande quantité de 

polyphénol totaux et l'activité antioxydante a été démontrée par l'extrait méthanolique de L. 

pulmonaria. Il existe de fortes relations entre les valeurs de polyphénol totaux et l’activité 

antioxydante des extraits de méthanol de cette espèce. 

La solubilité d'un composé dans l'environnement réactionnel peut affecter son activité. 

En général, la solubilité des aglycones dans la phase émulsion est supérieure à celle des 

glycosides (Huang et al., 1996). La majorité des composés phénoliques, synthétisés par les 

espèces de lichens, sont des aglycones, qui ont une plus grande solubilité dans le méthanol 

que dans l'eau (Culberson, 1969; Zeybek & Yildiz, 2000). 

Par conséquent, les polyphénols totaux et l'activité antioxydante élevés de l'extrait 

acétone de L. pulmonaria peuvent être attribués à la forte solubilité dans ce dernier des 

composés phénoliques antioxydants. 

Ces résultats s’expliquerait non seulement par la richesse des extraits en polyphénols, 

mais aussi par la nature de leurs composés phénoliques hydrosolubles (flavonoïdes) qui sont 

caractérisés par des groupements hydroxyles fortement impliqués dans l’activité anti-

radicalaire (Robards et al., 1999). 

Selon Turkmen et al. (2007), les polyphénols semblent être des donateurs efficaces 

d'hydrogène au radical DPPH, en raison de leur structure chimique idéale.  

Les autres composés phénoliques mineurs ne devraient pas être négligés, par ce que la 

synergie entre les différents produits chimiques devrait être prise en considération dans 

l'activité biologique (Bourgou et al., 2008). 
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Conclusion 

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus 

par leurs propriétés thérapeutiques. La majorité des médicaments actuels sont des copies 

concentrées de remèdes végétaux, notamment les polyphénols qu’ils sont les composés les 

plus intéressants et les plus étudiés de nos jours. 

L’évaluation quantitative des polyphénols totaux par la méthode de Folin-ciocalteu a 

révélé la présence des quantités importantes en polyphénols dans les quatre extraits 

(Méthanol, Ethanol, Acétone, Dichlorométhane) de la plante étudiée. 

Globalement, la plante sélectionnée dans ce travail contient probablement des 

molécules très intéressantes qui peuvent être considérées comme des agents antioxydants de 

première classe et peuvent être employées pour des applications thérapeutiques, sachant que 

les antioxydants contribuent de manière très efficace à la prévention des maladies telles que 

le cancer, et les maladies cardiovasculaires. 

L’ensemble des résultats obtenus au cours des analyses quantitatives par 

spectrophotométrie UV/visible, nous a permis de trouver des teneurs en polyphénols totaux 

et en flavonoïdes très variables entre les différents extraits, dont l’extrait acétone possède la 

plus haute teneur en phénols totaux (124,97 ± 3,16 mg EAG/g extrait sec) et en flavonoïdes 

(111,29 ± 2,82 mg EQ/g extrait sec). 

L’étude de l’activité antioxydante par le test DPPH a montré que le pourcentage 

d’inhibition du radical libre DPPH par l’extrait acétone dépasse 80% dont la valeur d’EC50 

est de 56,31 ± 0,61 µg/ml. La comparaison des valeurs des EC50 obtenus avec la vitamine C 

(acide ascorbique), nous a permis de déduire que l’activité antioxydante de l’ensemble des 

extraits testés est plus faible par rapport à celle des standards. 

En perspectives, dans le but de compléter ce travail, on propose : 

 D’étudier l’activité antioxydante des huiles essentielles de cette plante.  

 De tester l’effet antimicrobien des polyphénols et des huiles essentielles de 

Lobaria pulmonaria. 

 D’identifier les principes actifs de cette espèce avec des méthodes 
chromatographiques.  
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