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Résumé

Les plantes médicinales sont utilisées depuis des siecles pour leurs vertus thérapeutiques.
Riches en principes actifs, elles permettent de traiter naturellement divers pathologies. Notre
¢tude a pour objectif de valoriser 1’espéce de Calendula officinalis L., de ce faite, nous avons
procédé a la caractérisation des composés phénoliques et 1’évaluation in vitro de I’activité
antioxydante des parties aériennes de cette plante. Deux extractions ont été réalisées par
macération en utilisant I’eau et 1’éthanol comme différents solvants. Des analyses
phytochimiques qualitatives ont été effectuées par réactions colorimétriques et la
détermination des teneurs en polyphénols totaux et des tanins condenses et hydrolysables a été
¢galement entreprise. De plus 1’évaluation in vitro de I’activité antioxydante a fait objet de
différente méthodes telles que : DPPH, ABTS, FRAP et CAT. Les résultats obtenus ont
montrés des teneurs significativement élevées des phénols totaux et les tanins catéchiques
dans D’extrait hydro-éthanoliqgue de C.officinalis (3,293 mgEAG/g Lyophilisat et
0,082 mgEQU/g Lyophilisat respectivement) comparativement a I’extrait aqueux
(0,26 mgEAG/g Lyophilisat et 0,014 mgEQU/g Lyophilisat). Cependant les tanins
hydrolysables ont révélés des valeurs significativement élevées dans 1’extrait aqueux (1,203
MQEAT/g Lyophilisat) en comparaison a I’extrait alcoolique (0,121 mgEAT/g Lyophilisat).
Concernant I’activité antioxydante, le lyophilisat aqueux de C.officinalis a enregistré des
concentrations faibles des IC50 pour les radicaux libres DPPH et ABTS (2,921mg/ml et
2,835mg/ml respectivement) par rapport au lyophilisat hydro-éthanolique (5,942mg/ml et
3,139mg/ml respectivement). Tandis que la capacité antioxydante totale (FRAP et CAT) a été
pratiquement comparable pour les deux extraits étudiés. Les données requises lors de cette
étude ont confirmées que Calendula officinalis L. pourrait éventuellement représenter une
source de composés phénoliques exploitée comme un agent antioxydant. Cette capacité serait

la clé pour développer différentes thérapeutiques.

Mots clés : Calendula officinalis L., composes phénoliques, analyses phytochimiques, activité

antioxydante, in vitro.



Abstract:

Medicinal plants have been used for centuries for their therapeutic properties. Rich in
bioactive compounds, they offer natural treatment options for various pathologies. This study
aims to valorize Calendula officinalis L. by characterizing its phenolic compounds and
evaluating the in vitro antioxidant activity of its aerial parts. Two extraction methods were
performed using maceration with different solvents: water and ethanol. Qualitative
phytochemical analyses were conducted using colorimetric reactions, and the total phenolic
content, condensed tannins, and hydrolysable tannins were quantified. Additionally, in
vitro antioxidant activity was assessed using multiple methods: DPPH, ABTS, FRAP, and
CAT. The results revealed significantly higher levels of total phenolics and catechic tannins in
the hydroethanolic extract (3.293 mg GAE/g lyophilizate and 0.082 mg CE/g lyophilizate,
respectively) compared to the aqueous extract (0.26 mg GAE/g lyophilizate and 0.014 mg
CE/g lyophilizate). However, hydrolysable tannins were more abundant in the aqueous extract
(1.203 mg TAE/g lyophilizate) than in the hydroethanolic extract (0.121 mg TAE/g
Iyophilizate). Regarding antioxidant activity, the aqueous lyophilizate of C.
officinalis exhibited lower 1C50 values for DPPH and ABTS radicals (2.921 mg/mL and
2.835 mg/mL, respectively) compared to the hydroethanolic lyophilizate (5.942 mg/mL and
3.139 mg/mL, respectively). Meanwhile, the total antioxidant capacity (FRAP and CAT) was
nearly comparable for both extracts. The findings confirm that Calendula officinalis L. could
serve as a valuable source of phenolic compounds with potential applications as

an antioxidant agent. This capacity may be key to developing novel therapeutic strategies.

Keywords: Calendula officinalis L., phenolic compounds, phytochemical analysis,

antioxidant activity, in vitro.
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Introduction



Introduction générale

Le Stress oxydant est définit comme l'incapacité de l'organisme a se défendre contre les
especes réactives de I'oxygeéne, en raison de la perturbation d'équilibre endogéne entre ces
derniers et les agents oxydants. Ce deséquilibre conduit potentiellement a des dégats
structuraux et fonctionnels (Bensakhria, 2018).

Les antioxydants synthétiques, tels que le BHA (butylhydroxyanisol), le BHT
(butylhydroxytoluene) et le TBHQ (tert-butylhydroquinone), sont largement utilisés dans les
produits alimentaires et cosmétiques pour prévenir ’oxydation. Bien qu’efficaces, ces
composé€s peuvent présenter des risques pour la santé¢ humaine. Des études ont montré qu’une
exposition chronique au BHA et au BHT pourrait induire des perturbations endocriniennes,
une hépatotoxicité et méme des effets cancérigenes chez I’animal (Williams et al., 1999).
Pour éviter les risques liés aux antioxydants synthétiques, la phytothérapie offre une
alternative naturelle et souvent mieux tolérée. De nombreuses plantes sont riches en composés
antioxydants puissants, tels que les polyphénols, les flavonoides et les vitamines naturelles.
Par exemple, le thé vert (Camellia sinensis), le curcuma (Curcuma longa), le gingembre, le
romarin et les baies d’acai et bien d’autres plantes sont reconnues pour leurs effets
antioxydants supérieurs a ceux des molécules de synthese, sans effets secondaires notables
aux doses usuelles (Menon & Sudheer, 2007 ; Khan & Mukhtar, 2018)

Calendula officinalis L. (Souci officinal) est une plante médicinale reconnue pour ses vertus
thérapeutiques trés diversifiées. Appartenant a la famille des Astéracées et originaire du
bassin méditerranéen, cette plante est riche en composés phytochimiques actifs, tels que les
flavonoides (quercétine, rutine), les caroténoides (lutéine, béta-carotene) et les triterpénoides,
qui lui conférent ses remarquables activités biologiques (Fonseca et al., 2010). Des études
scientifiques ont démontré que le C.officinalis posséde des propriétés anti-inflammatoires,
cicatrisantes et antibactériennes. Son efficacité dans le traitement des plaies cutanées et son
potentiel dans la prévention du vieillissement cellulaire en font une plante particulierement
intéressante en phytothérapie moderne (Preethi & Kuttan, 2009).

Dans ce contexte, nous avons entrepris I'évaluation in vitro du potentiel antioxydant de
Calendula officinalis L. Notre approche méthodologique a combiné plusieurs techniques
analytiques validées, incluant le pouvoir du piégeage des radicaux libres (DPPH, ABTS),
ainsi que la capacité antioxydante totale (FRAP et CAT). Cette démarche a été complétée par
des analyses phytochimiques comprenant a la fois des caractérisations qualitatives et la

détermination des teneurs en composés phénoliques.



Introduction générale

Notre travail a été divisé en deux partie distinctes ; revue bibliographique, incluant des
généralités sur le stress oxydatif, les antioxydants, ainsi que la description de
Calendula officinalis L. Une étude expérimentale déterminant les différents protocoles

expérimentaux, dénouée par une discussion et une conclusion générale.
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Chapitre |
Stress oxydatif



Stress oxydatif

I.1. Définition

Le stress oxydatif résulte d'un déséquilibre entre la production d'espéces réactives de I'oxygene
(ROS) et la capacité des systemes antioxydants a les neutraliser, entrainant des dommages aux
macromolécules (lipides, protéines, ADN) et contribuant au vieillissement et a diverses
pathologies (maladies cardiovasculaires, neurodégénératives, cancer) (Sies et Jones, 2020)
(Fig 01).
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Figure 01 : Le déséquilibre entre les systemes oxydants et les capacités antioxydantes d'un
organisme, d'une cellule ou d'un compartiment cellulaire (Eddhima, 2019).

I.2. Radicaux libres

Les radicaux superoxydes (O2--), le peroxyde d'hydrogéne (H202), les radicaux hydroxyles
(-OH) et I'oxygéne singulet (102) sont des especes réactives de I'oxygéne (ROS) communément
définies (Sato et al., 2013).

Des processus tels que la phosphorylation des protéines, I'activation de plusieurs facteurs de
transcription, l'apoptose, I'immunité et la différenciation dépendent tous d'une production et
d'une présence adéquates de ROS a l'intérieur des cellules, qui doivent étre maintenues a un
faible niveau (Rajendran et al., 2014). Lorsque la production de ROS augmente, elle
commence a avoir des effets néfastes sur des structures cellulaires importantes telles que les
proteines, les lipides et les acides nucléiques (Wu j et al., 2013). Le tableau 1 récapitule les

principaux radicaux libres.
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Tableau 01 : Différents exemples des radicaux libres (Mohammedi, 2012).

Nomenclature

Structure

Principales réactions

Superoxyde

«0=0-

Catalyseur de la réaction de Haber-WeiB par
recyclage de Fe2+ et Cu+ ; formation du peroxyde

d’hydrogéne et peroxynitrite

Peroxyde d’hydrogene

HO=OH

Formation du radical hydroxyle; inactivation

d’enzymes; oxydation de biomolécules

Radical hydroxyle

Abstraction de d'hydrogéne, production de
radicaux libres et peroxydes lipidiques, oxydation
des thiols

Ozone

-0=0+ =0

Oxydation de biomolécules, spécialement celles
contenant des doubles liaisons, formations des

ozonides et des aldéhydes cytotoxiques

Oxygen singulet

Réaction avec les doubles liaisons, formation de
peroxydes, décomposition des aminoacides et

nucléotides

Oxide nitrique

Formation de peroxynitrite, réaction avec autres

radicaux

Peroxynitrite

Formation du radical hydroxyle, oxydation des
groupements thiols et aromatiques, conversion de
la xanthine déshydrogénase en xanthine oxydase,

oxydation des biomolécules

Hypochlorite

ClO -

Oxydation des groupements amine et sulfure,

formation de chlore

Radical

Abstraction d'hydrogene, formation des radicaux
peroxyls et autres radicaux, décomposition des

lipides et autres biomolécules

Radical peroxyl

R=0=0-

Abstraction d'hydrogene, formation des radicaux,

décomposition des lipides et autres biomolécules

Hydroperoxyde

R=0=0H

Oxydation des biomolécules, destruction des

membranes biologiques
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1.3. Origine des radicaux libres
I1'y a deux origines de radicaux libres auxquelles nous sommes continuellement confrontés :
une source interne, ou nos cellules en générent, et une source externe, ou ils proviennent de

notre environnement (Tacchini, 2014).

1.3.1. Sources endogénes

1.3.1.1. Chaine respiratoire mitochondriale

La production de ROS par les mitochondries est un processus physiologique résultant
principalement de la fuite d'électrons au niveau des complexes | et Il de la chaine respiratoire,
conduisant a la formation de superoxyde (O,¢7). Ce radical peut ensuite é&tre converti en d'autres
espéces réactives comme le peroxyde d'hydrogene (H,0,) et le radical hydroxyle (¢OH).

Bien que ces ROS jouent un rble dans la signalisation cellulaire, leur accumulation excessive
peut endommager les lipides, les protéines et 'ADN, contribuant au stress oxydatif et a diverses
pathologies. Les mitochondries sont ainsi une source majeure de ROS dans la cellule,
notamment lors de dysfonctionnements métaboliques ou sous l'effet de stress cellulaires
(Murphy, 2009 ).

1.3.1.2. Inflammation

L'inflammation constitue une source majeure de production endogene de radicaux libres,
principalement via l'activation des cellules immunitaires. Les neutrophiles et macrophages
génerent d'importantes quantités d'especes réactives de I'oxygéne (ROS) grace au systeme
enzymatique NADPH oxydase (NOX2) et a la myéloperoxydase (MPO) lors du
"burst oxydatif" phagocytaire.

Parallélement, la synthése induite de monoxyde d'azote (NOe) par la NO-synthase inductible
(INOS) conduit a la formation de peroxynitrite (ONOO-), un puissant oxydant. Ces dérives
réactifs, bien qu'utiles pour éliminer les pathogénes, deviennent délétéres lorsqu'ils sont
produits en exces, contribuant a la peroxydation lipidique, a la fragmentation protéique et aux

Iésions de I'ADN observées dans les pathologies inflammatoires chroniques (Droge, 2002).

1.3.1.3. Métaux de transition

Les métaux de transition, notamment le fer (Fe) et le cuivre (Cu), constituent une source
endogene importante de radicaux libres via la réaction de Fenton et la réaction de Haber-Weiss.
Ces métaux, présents sous forme libre ou liée dans l'organisme, catalysent la conversion du
peroxyde d'hydrogene (H,O,) en radical hydroxyle (*OH), une espéce extrémement réactive

responsable de dommages oxydatifs aux lipides, protéines et ADN.
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Le fer labile, en particulier, joue un rble central dans le stress oxydatif en favorisant la
peroxydation lipidique et en amplifiant les dommages cellulaires. Une dysrégulation du
métabolisme de ces métaux, comme dans I'hémochromatose ou la maladie de Wilson, entraine
une accumulation toxique contribuant a diverses pathologies neurodégénératives,

cardiovasculaires et cancéreuses (Kell, 2009).

1.3.1.4. Xanthine oxydase

La xanthine oxydase (XO) est une enzyme clé du métabolisme des purines qui catalyse
l'oxydation de I'nypo-xanthine en xanthine, puis de la xanthine en acide urique, tout en générant
des espéces réactives de l'oxygéne (ROS) comme l'anion superoxyde (O,*7) et le peroxyde
d'hydrogene (H,O,). Cette production de radicaux libres, normalement contrélée, peut devenir
pathologique dans des conditions d'ischémie-reperfusion, d'inflammation ou d'hyperuricémie,
contribuant au stress oxydatif tissulaire.

La XO est particulierement active dans le foie, les vaisseaux sanguins et les tissus
inflammatoires, ou son activité exacerbee participe a la dysfonction endothéliale, a la
peroxydation lipidique et a la progression de maladies cardiovasculaires et métaboliques.
L'inhibition pharmacologique de la xanthine oxydase (par exemple par I'allopurinol) représente
donc une stratégie thérapeutique pour réduire le stress oxydatif dans ces pathologies
(Battelli et al., 2014).

1.3.1.5. Métabolisme de I’acide arachidonique

Le métabolisme de I'acide arachidonique, libéré des membranes phospholipidiques par l'action
des phospholipases A2, constitue une importante source endogéne de radicaux libres via les
voies des cyclooxygénases (COX) et des lipoxygénases (LOX). Ces enzymes genérent non
seulement des eicosanoides pro-inflammatoires (prostaglandines, leucotriénes) mais produisent
également des espéces reactives de l'oxygene (ROS) comme sous-produit de leurs réactions
enzymatiques.

La voie de la COX, en particulier, génere des radicaux libres lors de la conversion de l'acide
arachidonique en prostaglandine G2 (PGG2) et sa réduction ultérieure en PGH2. De méme, la
voie de la 5-LOX produit des radicaux péroxydes lors de la synthése des leucotrienes. Ces ROS
contribuent a lI'amplification du stress oxydatif dans divers processus inflammatoires et sont
impliqgués dans la pathogenese de maladies cardiovasculaires, neurodégénératives et

cancéreuses (Kukrejia et al., 1986).
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1.3.1.6. Cytochrome P450

Le systeme enzymatique du cytochrome P450 (CYP), particulierement abondant dans le foie,
joue un role clé dans le métabolisme des xénobiotiques et des composés endogenes, mais
représente également une source importante de radicaux libres. Lors du cycle catalytique des
CYP, une fuite d'électrons peut survenir au niveau du complexe CYP-réductase a NADPH,
conduisant a la production d'anions superoxyde (O,¢") et de peroxyde d'hydrogene (H,O5,).
Ces espéces réactives de lI'oxygene (ROS) sont générées notamment lors du découplage du cycle
catalytique, phénomeéne fréquent lors du métabolisme de certains substrats. Cette production de
radicaux libres contribue au stress oxydatif hépatique et systémique, impliqué dans la toxicité
médicamenteuse, les lésions d'ischémie-reperfusion et le développement de certaines
pathologies métaboliques. L'induction chronique des CYP, comme lors de la consommation
d'alcool ou de certains médicaments, peut ainsi exacerber les dommages oxydatifs cellulaires
(Zangar et al., 2004).

1.3.2. Sources exogenes
Les radicaux libres et les espéces réactives de I’oxygene (ROS) peuvent provenir de facteurs

externes a ’organisme.

1.3.2.1. Pollution et Toxines Environnementales

Les polluants environnementaux et les toxines exogenes constituent une source majeure de
radicaux libres, contribuant au stress oxydatif systémique. Les particules fines (PM2.5), les
hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), les métaux lourds (plomb, cadmium,
mercure) et les pesticides organochlorés favorisent la production d'espéces reactives de
l'oxygéne (ROS) via plusieurs mécanismes, notamment [l'activation des enzymes de
détoxification (comme les cytochromes P450), la perturbation des chaines respiratoires
mitochondriales et la réduction directe d'O, en superoxyde.

La fumée de cigarette, riches en radicaux libres et en composés pro-oxydants (comme le
benzo[a]pyréne), aggravent également ce phénoméne. Cet agent exogéne endommage les
lipides membranaires, les protéines et 'ADN, favorisant ainsi le vieillissement prématuré et le
développement de pathologies chroniques (cancers, maladies respiratoires et

neurodégénératives) (Valko et al., 2006).

1.3.2.2. Rayonnements lonisants et UV
Les rayonnements ionisants (rayons X, gamma) et ultraviolets (UV-A/UV-B) constituent des
sources exogenes majeures de radicaux libres, générant des espéces réactives de l'oxygene

(ROS) par interaction directe avec les molécules biologiques.
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Les rayonnements ionisants induisent la radiolyse de I'eau, produisant des radicaux hydroxyles
(*OH), hydrogéne (He) et des électrons hydratés (e~aq), tandis que les UV provoquent la
formation de superoxyde (O,+”) et de peroxyde d'hydrogene (H,O,) via l'excitation des
chromophores cellulaires (NADH, flavines).

Ces ROS endommagent I'ADN (cassures simple/double brin, diméres de thymine), les protéines
et les membranes lipidiques, contribuant au vieillissement cutané, a la carcinogenese et aux
syndromes de radiation aigué. Les mécanismes de défense antioxydants (superoxyde dismutase,
glutathion) sont souvent dépassés lors d'expositions intenses ou chroniques a ces rayonnements
(Cadetet et Wagner, 2013).

1.3.2.3. Médicaments et Produits Chimiques

De nombreux médicaments et produits chimiques industriels agissent comme des sources
exogenes de radicaux libres par différents mécanismes. Certains agents chimiothérapeutiques
(comme la doxorubicine et la bléomycine) génerent des espéces réactives de I'oxygene (ROS)
via des réactions redox cycliques, tandis que des toxiques environnementaux comme le
paraquat (herbicide) produisent du superoxyde (O,¢7) en acceptant des électrons de la NADPH
oxydase.

Les anesthésiques volatils (halothane), les antibiotiques (nitrofurantoine) et les
anti-inflammatoires non stéroidiens peuvent également induire un stress oxydatif en perturbant
les fonctions mitochondriales ou en activant les enzymes du cytochrome P450. Ces composés
exogenes contribuent a la peroxydation lipidique, aux dommages a 'ADN et a la nécrose
cellulaire, expliquant en partie leurs effets secondaires toxiques sur le foie, les reins et le

systéme cardiovasculaire (kalyanaraman, 2020).

I.4. Types des radicaux libres

Dans les systemes biologiques, les radicaux libres les plus importants sont les especes réactives
de l'oxygene (ROS, de l'anglais Reactive Oxygen Species) et les especes réactives de l'azote
(RNS, de l'anglais Reactive Nitrogen Species) (Ré et al., 2005).

1.4.1. Espéces réactives de I’oxygene (ERO)

Les Espéces Réactives de I'Oxygene (ERO, ou ROS en anglais pour Reactive Oxygen Species)
sont des molécules dérivées de l'oxygene moléculaire (O,), caractérisées par une grande
réactivité chimique due a la présence d'électrons non appariés. Parmi les principales ERO
figurent l'anion superoxyde (O,¢7), le peroxyde d'hydrogene (H,O,) et le radical hydroxyle
(*OH).
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Ces espéces sont produites naturellement lors de processus cellulaires tels que la
phosphorylation oxydative mitochondriale, les réactions d'oxydo-réduction enzymatiques
(cytochrome P450, NADPH oxydase) ou encore I'activation des phagocytes lors de la réponse
immunitaire (Sies et Jones, 2020). Bien qu'elles jouent un rdle crucial dans la signalisation
cellulaire et la défense contre les pathogénes, un excés d'ERO peut provoquer un stress oxydatif,
entrainant des dommages a I'ADN, aux protéines et aux lipides membranaires.

Ce déséquilibre est impliqué dans diverses pathologies, dont les maladies neurodégénératives,

le diabete et le vieillissement prématuré (Liguori et al., 2018).

1.4.2.Espéces réactives de L‘azote (ERN)

Les Especes Réactives de I'Azote (ERN ou RNS en anglais pour Reactive Nitrogen
Species) sont des molécules dérivées du monoxyde d’azote (*NO) et de ses dérivés, jouant un
role crucial dans la signalisation cellulaire, la défense immunitaire et I’inflammation. Parmi les
principales ERN figurent le monoxyde d’azote (*NO), produit par les enzymes NO-synthases
(NOS), et le peroxynitrite (ONOQ?), formé par la réaction entre *NO et le superoxyde (O¢").
Ces espéces sont impliquées dans des processus physiologiques tels que la vasodilatation, la
neurotransmission et la réponse aux pathogenes (Forstermann et Sessa, 2012).

Cependant, un excés d’ERN peut entrainer une nitrosylation des protéines, des lésions de
I’ADN et unstress nitrosatif, contribuant a des pathologies comme les maladies
cardiovasculaires, les désordres neurodégeneratifs (Alzheimer, Parkinson) et le cancer
(Pacher et al., 2007).
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I1.1. Définition

Les antioxydants sont des molécules capables de prévenir ou de ralentir l'oxydation d'autres
molécules en neutralisant les radicaux libres et les espéces réactives de l'oxygéne (ROS).
Ils jouent unréle crucial dans la protection des cellules contre le stress oxydatif, qui est impliqué
dans le vieillissement et diverses maladies (comme les cancers, les maladies cardiovasculaires
et les maladies neurodégénératives). Les antioxydants peuvent étre d'origine endogeéne
(produits par Il'organisme, comme le glutathion) ou exogéne (apportés par l'alimentation,
comme les vitamines C et E, les polyphénols et les caroténoides) (Lobo et al., 2010).

I1.2. Différents types d’antioxydant

11.2.1. Antioxydants endogénes

L’organisme posséde un systéme antioxydant complexe pour neutraliser les radicaux libres et
limiter le stress oxydatif. Ces défenses incluent des enzymes antioxydantes, des molécules

piégeuses de radicaux, et des systémes de réparation.

11.2.1.1. Antioxydants enzymatiques
Les antioxydants enzymatiques sont des enzymes produites par l'organisme qui jouent un rdle
essentiel dans la neutralisation des espéces réactives de I'oxygene (ROS) et la protection contre
le stress oxydatif. Parmi les principales enzymes antioxydantes figurent le superoxyde
dismutase (SOD), qui convertit le superoxyde en peroxyde d'hydrogéne, la catalase (CAT), qui
décompose le peroxyde d'hydrogéne en eau et oxygéne, et la glutathion peroxydase (GPx), qui
réduit les hydroperoxydes lipidiques en utilisant le glutathion comme cofacteur.
Ces enzymes agissent en synergie pour maintenir I'équilibre redox cellulaire et prévenir les
dommages oxydatifs a I'ADN, aux lipides et aux protéines. Leur dérégulation est associée a
diverses pathologies, notamment les maladies neurodégénératives et le vieillissement acceléré
(Birben et al., 2012).

» Superoxyde dismutase (SOD) (Fukai et Ushio-Fukai ,2011)

+ SOD

20,° " + 2H H,0; + O,

» Catalase (CAT) (Chelikani et al., 2004)

catalase
2H,0, » 2H,0 + 0,
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» Glutathion peroxydase (GPx) (Brigelius-Flohé et Maiorino ,2013)
(A) 2 GSH + H,0,— GSSG +2 H,0

(B) 2 GSH + ROOH —GSSG + ROH + H20

11.2.1.2. Antioxydants non enzymatique

Les antioxydants non enzymatiques endogénes sont des molécules naturellement synthétisées
par I’organisme pour neutraliser les espéces réactives de I’oxygene (ROS) et limiter le stress
oxydatif. Parmi les plus importants figurent le glutathion (GSH), un tri-peptide thiol jouant un
role central dans la détoxification des radicaux libres et la régénération d’autres antioxydants
comme les vitamines C et E. L’acide urique, un produit du métabolisme des purines, agit
également comme un puissant antioxydant plasmatique en piégeant les radicaux libres. D’autres
molécules, comme la bilirubine et la coenzyme Q10 (ubiquinol), contribuent a la protection des
membranes cellulaires contre la peroxydation lipidique. Contrairement aux antioxydants
enzymatiques, ces composes agissent principalement par des mécanismes de piégeage direct
des radicaux ou de régénération des systemes antioxydants. Leur déficit peut favoriser des
pathologies liées au stress oxydatif, telles que les maladies cardiovasculaires et

neurodégénératives (Sies, 2015).

11.2.2. Antioxydantes exogéenes
Les antioxydants exogenes sont des composes non produits par I'organisme, mais apportés par
I'alimentation ou des suppléments, qui aident a neutraliser les radicaux libres et a prévenir le

stress oxydatif. 1ls completent les défenses antioxydantes endogenes.

11.2.2.1. Vitamines Antioxydantes

Les vitamines antioxydantes comprennent principalement la vitamine C (acide ascorbique),
la vitamine E (tocophérols et tocotriénols) et les précurseurs de la vitamine A (caroténoides
comme le béta-caroténe). Ces micronutriments jouent un réle crucial dans la neutralisation des
radicaux libres et la protection des cellules contre le stress oxydatif.

- La vitamine C, hydrosoluble, agit principalement dans le milieu intracellulaire et
plasmatique en régénérant la vitamine E oxydée et en piégeant directement les ROS.

- La vitamine E, liposoluble, protége les membranes cellulaires en inhibant la peroxydation
lipidique.

- Les caroténoides, agissent comme des piégeurs de singulet d’oxygéne et potentialisent

I’effet d’autres antioxydants.
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Ces vitamines sont essentiellement apportées par I’alimentation (fruits, légumes, huiles
végétales) et leur déficit peut favoriser des pathologies liées au stress oxydatif, telles que les

maladies cardiovasculaires et le vieillissement prématuré (Tarber et Stevens, 2011).

11.2.2.2. Minéraux Antioxydants (Cofacteurs Enzymatiques)

Les minéraux antioxydants exogénes, principalement le sélénium (Se), le zinc (Zn), le cuivre
(Cu) et le manganése (Mn), jouent un réle crucial dans la défense contre le stress oxydatif, bien
qu’ils ne soient pas des antioxydants directs. Ces oligo-¢éléments, apportés par 1’alimentation
(noix, fruits de mer, céréales complétes), agissent comme des cofacteurs essentiels pour les
enzymes antioxydantes endogeénes.

Par exemple, le sélénium est un composant clé de la glutathion peroxydase (GPx), tandis que
le zinc et le cuivre sont indispensables a 1’activité dela superoxyde dismutase (SOD). Le
manganése, quant a lui, participe a la fonction de la SOD mitochondriale.

Ces minéraux aident ainsi a neutraliser les espéces réactives de 1I’oxygeéne (ROS) et a maintenir
I’intégrité cellulaire. Une carence en ces minéraux peut compromettre les systémes de défense
antioxydante, augmentant le risque de maladies inflammatoires et dégénératives
(Rayman, 2012).

11.2.2.3. Polyphénols (Composés Phytochimiques)

Les polyphénols constituent une famille majeure d'antioxydants exogénes d'origine végetale,
comprenant plus de 8000 composés répartis en plusieurs classes telles que les flavonoides
(quercetine, catéchines), les acides phénoliques, les stilbénes (resvératrol) et les lignanes.

Ces composes phytochimiques, abondants dans les fruits, légumes, thé, café et vin rouge,
exercent leurs effets antioxydants par divers mécanismes : piégeage direct des radicaux libres,
chélation des métaux pro-oxydants.

Leur capacité a moduler les voies de signalisation cellulaire leur confére également des
propriétés anti-inflammatoires, anti-cancéreuses et cardioprotectrices. Cependant, leur
biodisponibilité relativement faible et leur métabolisme complexe influencent significativement
leur activité biologique dans I’organisme vivant (Scalbert et Saltmarsh, 2005).

Le tableau 02 résume quelques composés phénoliques et leur source alimentaire
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Tableau 02 : Classification des polyphénols (Manach et al., 2004).

Antioxydants

Classe Sous-classe Exemples Sources
Principale Alimentaires
Flavonoides Flavonols Quercétine,  Kaempférol, | Oignon, pomme, thé,
Myricétine brocoli
Flavones Lutéoline, Apigénine Persil, céleri,
camomille
Flavanones Hespéridine, Naringénine | Agrumes
Flavanols Epigallocatéchine, Thé vert, cacao,
(Catéchines) Epicatéchine raisin
Anthocyanidines Cyanidine, Delphinidine Baies, cerises,
aubergine
Isoflavones Genistéine, Daidzéine Soja, legumineuses
Acides Acides benzoiques | Acide  gallique, acide | Baies, noix
Phénoliques ellagique
Acides Acide  caféique, acide | Cafe, ceréales
cinnamiques férulique completes
Stilbenes - Resveératrol, Ptérostilbéne Raisin, vin rouge,
baies
Lignanes - Sécoisolaricirésinol, Graines de lin,
Matairésinol sésame
Autres Tanins condensés | Proanthocyanidines Pomme, raisin,
chocolat

11.2.2.3.1. Effet Thérapeutique des Polyphénols via leur Activité Antioxydante

Les polyphénols exercent un effet thérapeutique majeur grace a leur puissante activité

antioxydante, qui leur permet de neutraliser les espéces réactives de I’oxygéne (ERO) et de

I’azote (ERN), réduisant ainsi le stress oxydatif impliqué dans de nombreuses pathologies.

En piégeant directement les radicaux libres (scavenging), en inhibant les enzymes

pro-oxydantes (comme la NADPH oxydase) et en activant les voies de défense antioxydantes,

les polyphénols protegent les cellules contre les dommages oxydatifs (Pandey & Rizvi, 2009).

Leur capacité a chélater les métaux transitionnels (Fe2*, Cu*), limite également la formation de

radicaux hydroxyle (*OH) via la réaction de Fenton.
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Ces mécanismes expliquent leur role bénéfique dans la prévention et I’atténuation des maladies
cardiovasculaires (en inhibant ’oxydation des LDL), des maladies neurodégénératives (en
réduisant la neuroinflammation) et du vieillissement prématuré (en protégeant I’ADN et les
mitochondries) (Scalbert et al., 2005). De plus, certains polyphénols, comme le resvératrol et
la curcumine, agissent en synergie avec les antioxydants endogénes (SOD, glutathion),
renforcant ainsi les défenses cellulaires. (Pandey et Rizvi, 2009).

11.3. Plantes médicinales antioxydantes

Les plantes médicinales constituent une ressource thérapeutique majeure depuis des
millénaires, utilisées dans diverses médecines traditionnelles et validées par la science moderne
pour leurs principes actifs. Environ 80 % de la population mondiale dépend des plantes pour
des soins de santé primaires, selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS, 2023).

Les composés bioactifs, tels que les alcaloides, les flavonoides et les terpenes, expliquent leurs
effets pharmacologiques (Heinrich et al., 2023). Cependant, leur usage requiert une évaluation
rigoureuse des bénéfices/risques, notamment concernant les interactions médicamenteuses
(EMA, 2022). Les plantes restent ainsi un pont entre médecine ancestrale et innovation
thérapeutique. (Fabricant et farnsworth , 2001)

Les plantes médicinales a activité antioxydante contiennent des composés antioxydants qui
protegent les cellules contre les dommages oxydatifs. Le romarin (Rosmarinus officinalis) et le
thym (Thymus vulgaris) renferment des polyphénols tels que l'acide rosmarinique et le
carvacrol, dont l'activité antioxydante a éte démontrée. De méme, les catéchines du thé vert
(Camellia sinensis), en particulier I'épigallocatéchine gallate (EGCG), présentent une capacité
significative a piéger les radicaux libres. Ces propriétés pourraient contribuer a la prévention

des maladies chroniques associées au stress oxydatif (Ghorbani et Esmaeilizadeh, 2020).
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I11.1. Généralités
Calendula officinalis L. appartient au genre calendula de la famille des Asteraceae, qui
comprend 15 especes. Originaire du sud-ouest de la région méditerranéenne
(Gongalves et al., 2018). Elle est annuelle ou vivace avec une base ligneuse et peut atteindre
70 cm de hauteur (Tutin et al ., 1964).

L'utilisation traditionnelle du C.officinalis L comme plante médicinale remonte au 12e siécle.
Cultivée par les Egyptiens, les Grecs, les Hindous et les Arabes. Elle doit son nom au mot latin
« Calends », qui signifie le premier jour de chague mois, en raison de sa longue période de
floraison (Kemper, 1999).

Dans la région méditerranéenne, elle est traditionnellement utilisée comme plante médicinale
contre les brilures, les troubles cardiovasculaires, la nervosité et I'insomnie, les problémes de
foie et de jaunisse, les inflammations oculaires, les ulceres et les problemes digestifs, les
callosités cutanées et les verrues (Salhi et al., 2019).

Le principal constituant chimique de l'huile essentielle de calendula est l'a-cadinol

(Raal et al., 2019). Plusieurs études phytochimiques ont révélé la présence de divers groupes
chimiques dans C. officinalis, tels que des lipides (Chisholm et Hopkins, 1967) des terpénoides
(Vecherko et al., 1969) des caroténoides (Goowin, 1954) des flavonoides des coumarines
(Olennikov, 2013) et des quinones ( Janiszowska et Michalski et Kasprzyk ,1976).
Plusieurs études ont eté menées sur les effets biologiques du calendula, notamment les effets
anti-inflammatoires (Loggia et al., 1994), cicatrisants et régénérateurs (Fronza et al., 2009),
antimicrobiens (Efstratiou et al., 2012), anticancéreux (Ukiya et al., 2006), antigénotoxiques
et genotoxiquesv (Franki¢, et Salobir et Salobir, 2009), hépatoprotecteurs (Cordova et al
2002), neuroprotecteur (Shivasharan et al., 2013), cardioprotecteur (Ray et al., 2010)
gastroprotecteur, (Chandra rt Kishore et Ghosh, 2015), antioxydant (Preethi et Kuttan
et Kuttan, 2006), spasmogene et spasmolytique (Bachir et al., 2006), anti-protozoaire
(Nikmehr et al., 2014), anthelminthique (Szakiel et al., 2008), acaricide (Godara et al.,
2015), antiviral (Kalvatchev et Walder et Garzaro., 1997), antivieillissement (Ahmad et
Khan et Wahid.,2012), photoprotecteur (Mishra et Chattopadhyay, 2012) et
immunostimulant (Varljen et Liptak et Wagner., 1989)
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111.2.Ecologie et répartition géographique

C.officinalis L est originaire des régions méditerranéennes, ou elle pousse naturellement dans
le sud de I'Europe (Portugal, Espagne, Italie, Grece et Balkans), en Afrique du Nord (Maroc,
Tunisie, Libye) et au Proche-Orient (Turquie, Liban, Chypre).

L'espece s'est largement naturalisée en Asie, notamment dans le sous-continent indien (Inde,
Pakistan, Népal, Assam), en Asie centrale (Kazakhstan, Ouzbékistan, Tadjikistan), ainsi qu'en
Chine (des régions du nord au sud-est, incluant le Tibet et le Xinjiang) et en Asie du Sud-Est
(Vietnam, Philippines, Malaisie, Indonésie).

Dans les Amériques, elle a été introduite et se rencontre désormais aussi bien en Amérique du
Nord (Etats-Unis, Canada, Mexique) qu'en Amérique du Sud (Argentine, Chili, Colombie,
Pérou, Brésil). On la trouve également, bien que de maniére plus localisée, dans certaines
régions d'Afrique de I'Est (Ethiopie), en Australie et Nouvelle-Zélande, ainsi que sur plusieurs
Tles océaniques (Maurice, iles Juan Fernandez). Cette large distribution témoigne de la grande
adaptabilité écologique de l'espece (Ldpez et al., 2010) (Fig 02).

n B Native B Introduced

B 4 'v

A "‘

Figure 02 : Répartition mondiale de Calendula officinalis L. (L6pez et al., 2010)

111.3. Taxonomie

Le genre Calendula comprend 15 especes, dont C. officinalis et C. arvensis sont connues depuis

longtemps. Avant 1753, les espéces de Calendula étaient répertoriées sous le nom de "Caltha"
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(Gongalves et al., 2018). La classification taxonomique actuelle de C. officinalis figure sur le
tableau 03 par la classification botanique phylogénétique 111 (2009)

Tableau 03: Classification taxonomique de C. officinalis. (Classification
botanique phylogénétique 111 (2009)

Régne Plantae

Clade Angiospermes

Clade Dicotylédones vraies

Clade Noyau des Dicotylédones vraies
Clade Astéridées

Clade Composees

Ordre Asterales

Famille Asteraceae

Sous-famille Asteroideae

Tribu Calenduleae

Genre Calendula

Espece Calendula officinalis L., 1753

I11.4. Description botanique

C.officinalis peut étre annuelle ou vivace avec une base ligneuse. Les tiges mesurent 20-50 cm
de long, sont dressées, diffuses ou étalées, tres ramifiées et généralement feuillues presque
jusqu'a l'apex (tutin et al., 1964).

Ces caractéristiques dépendent de I'endroit ou la plante pousse, les plantes qui vivent a
I'intérieur des terres et qui sont protégées des vents étant plus droites que celles qui poussent
sur la cote et qui ont tendance a dépasser (Gongalves et al., 2018). Les feuilles sont 7-14 cm,
oblongues, étroitement obovales, oblongues ou globuleuses, brievement acuminées ou obtuses,
L'épaisseur des feuilles semble dépendre des conditions environnementales, les plantes
poussant sur la cote ayant des feuilles plus courtes et plus épaisses que celles poussant a

I'intérieur des terres, ou les feuilles sont plus longues et plus fines (Gongalves et al., 2018) .
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Les capitules ont généralement un diametre de 4 a 7 cm. Ligules souvent longues de 2 cm, au
moins deux fois plus longues que les bractées, jaunes ou orange ; fleurs tubulaires généralement
plus ou moins de la méme couleur que les ligules, parfois brunatres. Capitules en fruits avec ou
sans rangeée extérieure d'akenes courbés (ou rarement ouverts), a bec étroit, de 2-2,5 cm de long,
alternant avec des akenes beaucoup plus courts, cylindriques (rarement trifoliolés)
(Tutin et al., 1964) (Fig 03).

Figure. 03 : Caractéristiques morphologiques de C.officinalis L.
Feuilles (A), inflorescence (B), akenes (C, D) (Tutin et al., 1964).

I11.5. Composition phytochimique

111.5.1. Composition nutritionnelle

Les études sur la valeur nutritionnelle et la composition des fleurs de C.officinalis L. on
rapportées que les teneurs en matiéres grasses, en protéines et en cendres étaient respectivement
de 5,33 %, 6,43 % et 8,93 %, tandis que la teneur totale en glucides était de 81,32 %. Le
pourcentage d'acides organiques était de 3,98 % et la teneur en sucres solubles, de 3,61 %, se
composait principalement de saccharose et de fructose, suivis de glucose.

La teneur en acides gras saturés, en acides gras monoinsaturés et en acides gras polyinsaturés
était respectivement de 40,70 %, 1,79 % et 57,51 %, tandis que la teneur en tocophérols était

de 60,88 %, principalement constituée d'a-tocophérol (Pires et al., 2016) (Tab 04).
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Tableau 04 : Contenu nutritionnel de C.officinalis L. (Pires et al., 2016)

matiéres grasses 5.33 %
protéines 6.43%
cendres 8.93%
Glucides 81.32%
Sucres solubles 3.61%
acides gras saturés 40.70%
acides gras monoinsaturés 1.79%
acides gras polyinsaturés 57.51%
tocophérols 60.88%
111.5.2. Lipides

Plusieurs acides gras présents dans les plantes de C.officinalis ont été identifiés et décrits dans
des études. Chisholm et Hopkins,1960 ont isolé un acide triénoique conjugué a partir de I'huile
de graine de C.officinalis extraite avec de I'éther de pétrole dans un Soxhlet. L'acide isolé a été
identifie comme étant l'acide trans, 8 : trans, 10 : cis, 12-octadecatriénoique et a été nommé
acide calendique. L'acide calendique est I'un des principaux acides gras de I'huile de graine de
C.officinalis L de 17 especes étudiees, allant de 38,9 % a 58,4 %, et il est synthétise en

permanence, atteignant une concentration maximale a la maturité de la graine.

111.5.3. Huiles essentielles

Il existe plusieurs études sur l'isolement et la caractérisation de I'huile essentielle de
C.officinalis L a partir de plantes provenant de différentes régions et utilisant différentes
techniques. (Raal et al.,2016) ont isolé I'huile essentielle a partir d'inflorescences séchées de
8 cultivars de C.officinalis L poussant en Estonie par la méthode d'hydrodistillation. La duréee
de distillation était de 4 heures et le rendement en huile variait de 0,10 % a 0,43 %.

L'huile essentielle a été analysée par chromatographie en phase gazeuse et spectrométrie de
masse (GC-MS), et les principaux constituants chimiques des huiles ont été déterminés comme
étant l'a-cadinol (18,4-32,0 %), le y-cadineéne (9,7-18. 9 %), viridiflorol (2,0-10,0 %), t-cadinol
(4,7-7,9 %), d-cadinol (3,3-5,6 %) et y-muurolene (0,8-5,1 %). L'a-cadinol a également été

identifié précédemment comme un constituant majeur de I'huile essentielle de C.officinalis L.
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111.5.4. Composants phytochimiques

Plusieurs études phytochimiques portant sur la composition chimique du C.officinalis ont été
réalisees au fil des ans, révélant plusieurs classes chimiques d'une grande importance
pharmacologique, telles que les terpénoides, les caroténoides, les flavonoides, les coumarines

et les quinones.

111.5.4.1. Terpénoides

La calendula est riche en terpénoides qui ont été isolés et identifiés dans le cadre de plusieurs
études. Vecherko et al. (1969) ont isolé 8 glycosides triterpéniques de C.officinalis L, qui ont
été nommeés calendulosides A, B, C, D, E, F, G et H, par ordre croissant de polarité. Un nouvel
ester de glycoside sesquiterpénique nommé viridiflorol-10-O-B-quinovopyranoside-2-O-(3-
méthyl-2-pentenoate) avec des propriétés anti-protozoaires a été récemment isolé a partir de
fleurs de calendula.

111.5.4.2. Caroténoides

La teneur en caroténoides des fleurs de C.officinalis L varie de 0,20 % a 3,51 % et dépend de
la variété de la plante, de la couleur des fleurs ligulées et tubulaires, de la société importatrice
des graines et de facteurs environnementaux tels que I'époque et le lieu de culture
(Raal et al., 2009). Goodwin, (1954) a identifié 6 caroténoides dans les pétales de C.officinalis,
a savoir le phytofluéne, le B-caroténe, le y-caroténe, le pigment X, le {-carotene et le lycopéne,
et les xanthophylles : flavochrome, mutatochrome, lutéine, flavoxanthine et maxanthine de

chrysanthéme.

111.5.4.3. Flavonoides

La teneur en flavonoides du C.officinalis L varie de 0,21 % a 0,68 % et dépend du cultivar
utilisé ainsi que de la période et du lieu de culture (Raal et Kirsipuu, 2011).
Komissarenko et Chernobai et Derkach (1988) ont examiné la composition en flavonoides
du C. officinalis et ont isolé la quercétine, I'isorhamnétine, la quercitrine, l'isorhamnétine
3-glucoside et la narcissine, ainsi que trois nouveaux flavonoides nommés calendoflaside,
calendoflavoside et calendoflavobioside. Plusieurs autres flavonoides isolés du souci
comprennent la manghasline, la rutine, l'isoquercitrine, la quercétine-3-O-(2"'-ramnosyl)-
rhamnoside, quercétine-3-O-(6""-acetyl)-glucoside, typhaneosidem, isorhamnétine-3-O-(6"'-

acetyl)-glucoside, calendoflaside
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111.5.4.4. Coumarines
Un certain nombre de coumarines ont été isolées a partir de C.officinalis L, notamment
l'ombelliférone, I'aesculetin, I'aesculine, la cichoriine, la scopolétine

(Olennikov et Kashchenko, 2013) et le scopolétine-7-O-glucoside (Rigane et al., 2013).

111 .5.4.5. Quinones

Certaines des quinones présentes dans le C.officinalis ont été identifiées comme étant la
plastoquinone, la phylloquinone, l'a-tocophérol, l'ubiquinone (Janiszowska et Michalski
et Kasprzyk, 1976), l'ubiquinone-9, 1'y-tocophérol, le 7-méthyltocol, le 8-méthyltocol, 1'a-
tocophérolquinone, la y-tocophérolquinone, la 5-phytyltoluquinone et la 6- phytyltoluguinone
(Janiszowska et Rygier ,1985)

I11.6. Activités biologiques
L'utilisation traditionnelle du C.officinalis L contre divers troubles de la santé et maladies a
donne lieu a des études approfondies et a des essais cliniques sur ses activités pharmacologiques

et son mode d'action.

I11.6.1. Activité anti-inflammatoire

L'administration orale de 250 et 500 mg/kg de poids corporel a des souris a entrainé une
inhibition de 50,6 % et 65,9 % de 'eedeme de la patte induit par la carragénine et une inhibition
de 41,9 % et 42,4 % de l'inflammation provoquée par le dextrane, respectivement. Cet effet
anti-inflammatoire est probablement da a I'inhibition des cytokines pro-inflammatoires et de la

cyclooxygénase-2 (Preethi et Kuttan, 2009).

111.6.2. Activité de guérison et de régenération

Les fibroblastes sont importants dans le processus de cicatrisation car ils sont impliqués dans
plusieurs processus, tels que la dégradation du caillot de fibrine et son remplacement par la
matrice extracellulaire (MEC) et la formation de structures de collagéne (Bainbridge, 2013).
Dans une étude portant sur l'effet cicatrisant du C.officinalis L sur les fibroblastes de souris, il
a eté rapporté que les extraits hexaniques des fleurs de la plante a des concentrations de
1 et 10 pg/ml augmentaient le nombre de fibroblastes de 50,76 % et 64,35 %, tandis que les
extraits éthanoliques les augmentaient de 60,80 % et 70,53 %, respectivement
(Fronza et al., 2009 ; Hormozi et al .,2019).

111.6.3. Activité antimicrobienne
L'application d'extraits méthanoliques et éthanoliques de fleurs de C.officinalis a montré une

activité antifongique contre certaines especes du genre Aspergillus et Candida, ainsi qu'une
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activité antibactérienne, l'extrait méthanolique ayant un effet plus important contre les bactéries
testées (Efstratiou et al., 2012). Une activité antibactérienne similaire a également été
rapportée pour les extraits de feuilles de C. officinalis contre Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Sarcina lutea et Bacillus subtilis (Shahen et al .,2019). Des extraits méthanoliques
de fleurs de C. officinalis ont inhibé la croissance de certaines bactéries parodontales anaérobies
et aérobies facultatives isolées chez des patients atteints de parodontite (lauk et al.,2003).

111.6.4. Activité anticancéreuse

Ukiya et al., 2006 ont rapporté que deux des glycosides triterpéniques isolés des fleurs de
C. officinalis , a savoir le calenduloside F 6’-O-n-butyl ester et le calenduloside G 6’-O-méthyl
ester, ont montré une puissante activité cytotoxique contre le cancer du c6lon humain, la
leucémie et les cellules cancéreuses de melanome in vitro. Dans une étude, I'effet du souci sur
la métastase des cellules de mélanome B16F-10 chez la souris a été examing, et il a été rapporté
que ses extraits réduisaient les nodules tumoraux du poumon de 74 % et augmentaient
I'espérance de vie des souris de 43. 3 % (Preethi et al., 2010), tandis qu'un effet similaire contre
les lignées cellulaires de mélanome a été observé a partir de la fraction d'acetate d'éthyle des
extraits éthanoliques en raison de l'inhibition de I'expression de la métalloprotéinase matricielle
2 (MMP-2) due a la suppression de la voie de signalisation de la protéine kinase activée par les
mitogénes (MAPK) ( Xuan et Park, 2019).

111.6.5. Activité hépatoprotectrice

La fraction butanolique des extraits de fleurs de C.officinalis a montré une activité antioxydante
en réduisant les concentrations de radicaux superoxyde et hydroxyle, tandis que I'application
de la fraction a une concentration de 0,5 mg/ml a montré une activité hépatoprotectrice en
inhibant la peroxydation lipidique des microsomes de foie de rat (Cordova et al .,2002). Des
propriétés similaires ont été observées pour les extraits éthanoliques et aqueux liant les radicaux
2,2-diphényl-1"-picrylhydrazide (DPPH), le premier montrant une meilleure activité

antioxydante et hépatoprotectrice (Hamzawy et al .,2013).

111.6.6. Activité neuroprotectrice

Les extraits floraux méthanoliques de C.officinalis ont montré une activité neuroprotectrice
contre la neurotoxicité induite par le glutamate monosodique chez les rats en réduisant de
maniére significative les changements comportementaux, le stress oxydatif et les dommages a
I'hippocampe (Shivasharan et al., 2013). Une activité similaire contre la neurotoxicité induite
par l'acide 3-nitropropionique chez les rats a été rapportée pour les extraits floraux

méthanoliques, qui ont réduit de maniére significative les changements comportementaux,
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les dommages oxydatifs et la perte de neurones striataux lorsqu'ils sont administrés par voie
orale a des doses de 100 et 200 mg/kg par jour (Shivasharan et al .,2013). Des doses de 100,
200 et 300 mg/kg d'extraits de fleurs de C.officinalis L ont montré une activité neuroprotectrice
contre la maladie d'Alzheimer induite par le chlorure d'aluminium chez des rats Wistar, la dose

la plus élevée étant la plus puissante (Jasoria et al., 2024 ; Zhang et al., 2024).

111.6.7. Activité gastroprotectrice

Les extraits éthanoliques de C.officinalis ont montré des effets gastroprotecteurs lors de tests
sur des rats en augmentant les niveaux de mucus et de glutathion (GSH) tout en diminuant les
concentrations de pepsine (Chandra et Kishore et Ghosh, 2015). Des extraits méthanoliques
de fleurs de C.officinalis ont inhibé les lésions gastriques induites par I'éthanol chez des souris
apres administration orale de 100 et 200 mg/kg, tandis que la fraction soluble dans le 1-butanol
a produit une inhibition compléte. Les deux inhibent également complétement les lésions
gastriques induites par I'indométhacine (Yoshikawa et al., 2001).

111.6.8. Activité immunostimulante

Trois polysaccharides isolés des fleurs de C.officinalis ont montré une activité immunologique
dans des essais in vitro avec des granulocytes. A des concentrations de 10-5 et 10-6 PS -I, la
phagocytose a atteint 40 et 57 %, PS-11 20-30 %, tandis que PS-111 a eu une phagocytose de 54
et 100 % (Varljen et Liptak et Wagne., 1989) .

I11.7. Toxicité

L'utilisation de Calendula .officinalis L est généralement considérée comme slre. Les études
in vitro n'ont pas révélé d'effets toxicologiques graves. L'huile essentielle de C. officinalis n'a
montré aucun effet toxique ou indésirable lors de tests de toxicité cutanée aigué et subchronique
pour des doses de 20 ml/kg et jusqua 10 ml/kg pendant 90 jours, respectivement
(Mishra et Chattopadhyay., 2018)

Les extraits hydroxylés de C. officinalis n‘'ont pas montré de toxicité dans les tests de toxicité
aigué a des doses allant jusqu'a 5 g/kg et subaigué a des doses allant jusqu'a 1 g/kg pendant 30
jours respectivement, mais on a observé une augmentation des taux d'azote uréique sanguin et

d'alanine transaminase (Silva et al., 2002).
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Matériel & méthodes

L’étude expérimentale a ¢été effectuée au niveau du laboratoire de recherche

« Pharmacognosie & Api-Phytothérapie » de "université de Mostaganem.

IV.1. Matériel végétal
Le mateériel biologique a porté sur les fleurs de Calendula officinalis L. Cette plante a été
cultivée sur le territoire de l'université de Presov en Slovaquie, sans utilisation de pesticides ni

d'énergie industrielle (Fig 04).

Figure 04 : (A) C. officinalis conditionnée (B). Les fleurs de C. officinalis

IV.2. Préparation des extraits

La méthode d'extraction employée repose sur une macération utilisant deux solvants de
polarités distinctes : I'eau et I'éthanol 96°C a 70%. Dans un premier temps, la matiére végétale
séchée est macérée dans de l'eau distillée pendant 24 heures sous agitation orbitale a
température ambiante et dans 1’obscurité, permettant I'extraction des composes hydrosolubles.
Suivie d’une filtration a 1’aide de papier Whatman N°4 et une lyophilisation afin de conerver
I'extrait aqueux obtenu.

Une autre macération est ensuite soumise a une seconde macération dans de I'¢thanol 96°C a
70% (30%/70%, V/V), un solvant hydroalcoolique offrant une meilleure solubilisation des
composés de polarité intermédiaire (alcaloides, flavonoides, terpénoides). Cette étape,
également suivie de filtration (Whatman N°4) et d'évaporation sous pression réduite a 40°C,
fournit I'extrait hydroéthanolique. Cette approche bipolaire permet une extraction plus
exhaustive des métabolites secondaires en exploitant la complémentarité des solvants, tout en

limitant les interactions indésirables entre molécules de polarités différentes (Fig 05).
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Matiere végétale : Les
fleurs de C. officinalis

Macération pendent 24h a
une température ambiante

Concentration par Filtration avec papier

évaporateur rotatif a 40°C Whatman N°4

Lyophilisation

Figure 05 : Schéma récapitulatif de 1’extraction aqueuse et hydro-éthanolique

25



Matériel & méthodes

IVV.3. Analyses phytochimiques
IV.3.1. Analyses qualitatives (Screenning phytochimique)

1V.3.1.1. Polyphénols

Le teste de chlorure de fer permet la détection des composés phénoliques présents dans 1’extrait
étudié. Il consiste a mélanger 1 ml d’extrait avec 1 ml d’acide chlorhydrique (HCL) a 2% puis
ajouté quelques gouttes de (FeCls) a 3%. Une coloration verdatre indique la présence des

polyphénols (Nguessan et al., 2009).

IV.3.1.1.Tanins

Deux tests ont été retenus

a)  Test de Chlorure de fer : mélanger 1 ml de chaque extrait, avec 1 ml de solution de FeCls
a 3%. L’apparition d’une coloration verdatre indique la présence des tanins catéchiques.
L’apparition d’une coloration bleue noir indique la présence des tanins galliques (Diallo, 2005).
b) Teste de Stiasny : mélanger 10 ml d’extrait avec 5 ml de réactif de Stiasny (10 ml de
formol et 5 ml de HCL ) suivi d’un chauffage au bain marié a 90°C pendant 15min. La présence
d’un précipité rouge indique la présence des catéchiques, suive d’une neutralisation du
surnageant avec 1’hydroxyde de sodium (NaOH) et quelques gouttes de FeCls. L’apparition

d’une coloration bleue noiratre confirme la présence des tanins galliques (Diallo, 2005).
IVV.3.2. Caractérisation quantitative des polyphénols

IVV.3.2.1. Dosage des phénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux par la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu a été
décrit en 1965 par Singleton et Rossi. Depuis, son utilisation s'est largement répandue pour
caractériser les extraits végétaux d'origines plus diverses.

»  Principe

Principe Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange
d'acide phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PM012040). Il
est réduit lors de l'oxydation des phénols, en un mélange d'oxydes bleu de tungstene et de
molybdéne (Ribéreau, 1968). La coloration produite, dont l'absorption maximum a environ
760-765 nm est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux
(Boizot & Charpentier, 2006).
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»  Méthode

20 pL de chaque extrait est induit dans les tubes a essai et ajouté 680 uL d’eau distillée, ensuite
400 pL de réactif Folin-Ciacalteu a 0,5 N (10%) et 400 pL de solution de carbonate de sodium
(10%) ont été additionnés au mélange, le tout est agité par un vortex.

Le mélange obtenu est laissé incubée dans 1’obscurité a température ambiant pendant 120

minutes, 1’absorbance est mesuré a 760nm contre le blanc a 1’aide d’un spectrophotométre UV.

IV.3.2.2. Dosage des tanins condensés

La teneur en tanins condensés a €té déterminée par la méthode de vanilline (Julkunen-Tito,
1985)

»  Principe

Dans cette méthode les tanins condensé se dépolymérisent en présence d’acide concentré (HCL)
et se transforment en anthocyanidols de couleur rouge par réaction avec la vanilline

»  Méthode

Une prise de 50 pL d’extrait est ajoutée a 750 pL de vanilline a 4% et 375 puL d’acide
chlorhydrique concentré (HCL) est additionnés par la suite apreés une homogeénéisation, le
mélange est mis en incubation a température ambiant pendant 20 minute, 1’absorbance est
mesurée contre un blanc a 550 nm

La teneur en tanins condensés, déterminées en se référant a une gamme étalon de catéchine sont

exprimees en milligramme équivalent catéchine par gramme de lyophilisat (mg EC/g).

1V.3.2.3. Dosage des tanins hydrolysables

La teneur en tanin hydrolysable des extraits etudiés a été déterminée selon la méthode de
(Bouss et al., 2006)

»  Principe

La réaction entre 1’iodate de potassium (KIO3) et les tanins hydrolisables est une réaction
d’oxydoréduction KIO3 en 12 (iode moléculaire), forme un complexe coloré rose visible

»  Méthode

Un volume de Iml d’extrait est ajouté a 5ml d’une solution aqueuse de KIO3 (2,5%),
I’absorbance a été mesurée a 550nm apres une incubation de 4mn a température ambiante. La
concentration des tanins hydrolysable est exprimée en milligramme d’équivalent d’acide

tannique par gramme de lyophilisat a partir de la courbe d’étalonnage
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IV.4. Evaluation in vitro de I'activité antioxydante

IV.4.1. Piégeage des radicaux libres DPPH

»  Principe

Le test DPPH (diphenylpicrylhydrazyl) est une méthode largement utilisée dans I’analyse de
I’activité antioxydante.

En effet, le DPPH se caractérise par sa capacité a produire des radicaux libres stables. Cette
stabilité est due a la délocalisation des électrons libres au sein de la molécule. La présence de
ces radicaux DPPHe donne lieu a une coloration violette foncée de la solution. La réduction des
radicaux DPPHe par un agent antioxydant entraine une décoloration de la solution
(Molyneux, 2004). Le changement de couleur peut étre suivie par spectrophotométrie a 517nm
et de cette facon le potentiel antioxydant d'une substance ou un extrait de plante peut étre
déterminée (Popovici et al., 2010 ; Molyneux, 2004) (Fig 06).

— . \
| |

= ‘ =
N N
I + Antioxydant -OH > I + Antioxydant-O,
N NH

NO, NO, NO, NO,
DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure 06 : Equation du radical DPPH transformé en DPPH (Talbi et al., 2015).

>  Meéthode

Un volume de 50 pl de différentes concentrations de chaque extrait est ajouté a 1950 ul de la
solution méthanolique du DPPH (0,024 g/l) fraichement préparée. En ce qui concerne le
contrdle négatif, ce dernier est préparé en parallele en mélangeant 50 pl du méthanol avec 1950
ul d’une solution méthanolique de DPPH a la méme concentration utilisée. Aprés incubation a
I’obscurité pendant 30 min et a la température ambiante la lecture des absorbances est effectuée

a 515 nm a I’aide d’un spectrophotométre

IV.4.2. Pouvoir réducteur FRAP (Ferric reducing antioxidant power)
»  Principe
La méthode FRAP est basée sur la réduction de 1’ion ferrique (Fe3+) en ion ferreux (Fe2+).

Cette méthode évalue le pouvoir réducteur des composés (Ou et al., 2001).
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La présence des réducteurs (AH) dans les extraits des plantes provoque la réduction de Fe3+/
complexe ferricyanide & la forme ferreux. Par conséquent, le Fe2+ peut étre évalué en mesurant
et en surveillant ’augmentation de la densité de la couleur bleu cyanée dans le milieu
réactionnel a 700 nm (Chung et al., 2002). En effet, le systéeme FeCI3/K3Fe(CN)6 confére a la
meéthode la sensibilité pour la détermination «semi quantitative» des concentrations des
antioxydants, qui participent a la réaction redox (Amarowicz et al., 2004) (Fig 07).

N/ N/
/N

Fe(Il) Fe(ll)

+A'

AN
r
A

Figure 07 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe

ferricyanide ferrique Fe (I11) et un antioxydant (AH)

»  Meéthode

Préparation des réactifs : Commencez par préparer un tampon acétate (300 mM, pH 3,6) en
dissolvant 3,1 g d'acétate de sodium dans 500 ml d'eau distillée, en ajoutant 16 ml d'acide
acetique, en ajustant a 1 litre et en vérifiant le pH. Préparez ensuite la solution de HCI (40 mM)
en diluant 1 ml de HCI 1 M dans 25 ml d'eau distillée. Préparez ensuite la solution de TPTZ (10
mM dans 40 mM HCI) en dissolvant 32 mg de TPTZ dans 10 ml de 40 mM HCI. Préparez
ensuite la solution de FeCl;-6H,O (20 mM) en dissolvant 54 mg de FeCl;-6H,0 dans 10 ml
d'eau distillée. Préparez ensuite le réactif FRAP en mélangeant 25 ml de tampon acétate, 2,5 ml
de TPTZ et 2,5 ml de FeCl3-6H,0 (ratio 10:1:1), puis chauffez a 37 °C avant utilisation.

Pour la gamme standard (FeSO,-7H,0), préparer une solution mere (2200 pumol/L) en
dissolvant 0,61 g de FeSO,-7H,O dans 1 L deau distillée, puis diluer pour obtenir des
concentrations de 1100, 440, 330, 220 et 165 pumol/L.

Incuber 1,5 mL de réactif FRAP avec 50 L d'extrait a 37 °C pendant 5 minutes et mesurer
immédiatement l'absorbance a 594 nm par rapport a un blanc (réactif FRAP + solvant) a l'aide

d'un spectrophotometre.
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1V.4.3. Test de PABTS (’acide 2, 2’-azinobis-3 éthylbenzothiazoline-6 sulphonique)

»  Principe

Ce teste est basé sur la capacité d’un antioxydant a stabiliser le radical cationique ABTS «+ (sel
d’ammonium de I’acide 2, 2° — azino bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique)) de coloration
bleu verdatre.

Ce radical cationique est formé suite a I’oxydation de I’ABTS initialement incolore avec les
différents composés comme le phosphate de potassium (KH2PO4) et le 2, 2’-azo-bis (2-
amidinopropane) dihydrochloride (AAPH)

Ainsi, la réaction se déroule en deux €tapes : au cours de la premiére étape le radical ABTS <+
est formé par arrachement d’un électron e- a un atome d’azote de I’ABTS.

La deuxieme se déroule en présence d’antioxydant donneur de He , le radical d’azote concerné
piege un He , conduisant a TABTSH+ , ce qui entraine la décoloration de la solution

(Ghnimi., 2015) (Fig 08).

NH,', SOy - NH,

' N = [ 505
Co—<

CaMHy
AnTst

Trolox (ou denncur de 11°)

NI,*, SOy SOy, NH,*
S S o
>_N=,._< .
b N
CaHg Gl

ABTSH'

Trelox"

Figure 08 : Formation et piégeage du radical ABTSe+ par un antioxydant donneur de H o
(Techer., 2013).

»  Méthode

La solution ABTS*+ est préparée en dissolvant ABTS a 7 mM dans 100 mL d'eau distillée,
suivie de I'addition de 6,6 mg de persulfate de potassium (K,S,0g) pour générer le radical
cationique ABTS*+. Le mélange est incubé a I’obscurité a 26°C pendant 16 h pour permettre

une oxydation compléte. La solution oxydée est ensuite diluée avec de 1’éthanol (EtOH) jusqu'a
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obtenir une absorbance de 0,70 £ 0,02 & 734 nm. Pour le test, 2 970 L de la solution ABTS*+
diluée sont mélangés avec 30 uL de ’extrait de plante a la concentration souhaitée. Apres 6
min d’incubation, 1’absorbance est mesurée a 734 nm. Les résultats sont exprimés en
équivalents Trolox (TEAC) en se référant a une courbe d’étalonnage établie avec des solutions

de Trolox de concentrations connues.

1V.4.4. Capacité antioxydante totale (CAT)

» Principe
La capacité¢ antioxydante totale (CAT) ou lactivité réductrice du molybdate des extraits est
évaluée par la méthode de phosphomolybdéne proposée par Prieto et al. (1999) avec de légéres
modifications
Le principe de cette méthode est basé sur la réduction de molybdéne présent sous la forme
d’ions molybdate MoO4 -2 a molybdéne MoO+2 en présence de 1’antioxydant pour former un

complexe vert de phosphate dans un milieu acide (Prieto et al., 1999).

»  Meéthode

Le protocole expérimental consiste & mélanger 300 pL d'extrait dilué avec 3 mL de solution
réactive contenant de l'acide sulfurique 0.6 M, du phosphate de sodium 28 mM et du molybdate
d'ammonium 4 mM. Les tubes scellés sont ensuite incubés a 95°C pendant 90 minutes. Apres
refroidissement, l'absorbance est mesurée a 695 nm en utilisant comme blanc un mélange de 3
mL de solution CAT et 300 pL d'eau distillée ayant subi le méme traitement. Parallelement,
une courbe d'étalonnage est établie dans des conditions identiques en utilisant de I'acide
ascorbique comme standard. Les résultats sont exprimes en milligrammes d'équivalents d'acide
ascorbique par gramme de lyophilisat (mg EAA/Q), permettant ainsi de quantifier le pouvoir

antioxydant total des échantillons testés.
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Résultats

V.1. Analyses phytochimiques qualitatives (screening phytochimique)

Dans le but de mettre en évidence la présence ou I’absence de certains métabolites
secondaires, des tests physico-chimiques qualitatifs spécifiques fondés sur des réactions de
coloration et de précipitation ont été effectués.

Les résultats affichés sur la figure et le tableau ci-dessous (Fig 09, Tab 05) ont montrés
globalement la tres forte présence des phénols totaux dans les deux extraits aqueux et
hydro-éthanolique de C.officinalis. Toutefois, les tanins catéchiques ont révélés une tres forte
présence dans I’extrait alcoolique, avec la réaction de Stiany et le FeCls. Tandis que I’extrait
aqueux a montré une forte présence avec la réaction Stiasny. Cependant, ce dernier s’est
imposé avec une tres forte présence des tanins hydrolysables avec la réaction de FeCls, qui

n’a révélé qu’une forte présence avec I’extrait hydro-éthanolique.

Figure 09 : Analyses phytochimiques qualitatives pour les extraits (A) aqueux et
(B) hydro-éthanolique obtenus par macération de la plante Calendula officinalis L.
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Tableau 05

Analyses phytochimiques qualitatives pour

Résultats

les extraits aqueux et

hydro-éthanolique obtenus par macération de la plante Calendula officinalis L.

(+++) : Tres forte présence, (++) : Forte présence, (-) : Absence

Les extraits

Hydro-
éthanolique

Agueux

observation

Polyphénols  Tanins
totaux (fecl3)
catéchiques
+++ +++
+++ +++
Couleur Verdatre
Verdatre

Tanins
(fecl3)

hydrolysables

++

+++

noiratre

V.2. Analyses phytochimiques quantitatives

V.2.1. Détermination de la teneur en phénols totaux

Tanins Tanins
(Stiasny) (stiasny)
Catéchiques Hydrolysables
+++ +
++ +
précipité rouge Surnageant

Bleu-noiratre

La courbe d’étalonnage de 1’acide gallique obtenue est illustrée sur la figure 10. L'équation

linaire de régression utilisée est y=1,6151x-0,0103, avec un coefficient de détermination de

R2=0,995.
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Figure 10 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique
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Les concentrations obtenues a partir des lyophilisats aqueux et hydro-éthanolique de
C. officinalis ont révélés des valeurs de I’ordre de 0,26 mgEAG/g Lyophilisat et 3,293
mgEAG/g Lyophilisat respectivement (Tab 06).

Tableau 06 : Teneurs en phénols totaux dans les extraits aqueux et hydro-éthanolique obtenus
par macération de la plante Calendula officinalis L.

Extraits Agqueux Hydro éthanolique

Teneur en phénols

totaux 0,26+0,02 3,293+0,262

mMgEAG/g Lyophilisat

Les valeurs ont été représentées par les moyennes + SD (n=3).

L’extrait éthanolique de C. officinalis a enregistré une concentration des polyphénols

significativement ¢élevée par rapport a I’extrait aqueux (Fig 11)

3,5

2,5

1,5

TPT(MgEAG/gMS)

0,5 a
o L NS
Aqueux Ethanolique

Echantillons

Figure 11 : Teneurs en phénols totaux dans les extraits Aqueux et hydro-éthanolique
obtenus par macération de la plante Calendula officinalis L. Les P < 0,05 ont été
considérés comme statistiquement significatifs
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V.2.2. Détermination de la teneur en tanins condensés

Résultats

La teneur en tanins condensés est exprimée en milligrammes équivalents catéchine par

gramme de la matiére séche (mg EC/gMS). L’équation de la courbe de régression linéaire est

la suivante : y =2,5039x, avec un coefficient de détermination de R?=0,9908 (Fig 12).
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Figure 12 : Courbe d’étalonnage de la catéchine

Les teneurs des tanins condensés obtenues de 0,014 mgEQU/g Lyophilisat et 0,082 mgEQU/g

Lyophilisat sont attribuées respectivement aux extraits aqueux et hydro-éthanoliques de la

plante Calendula officinalis L. (Tab 07).

Tableau 07 : Teneurs en tanins condensés dans les extraits Aqueux et hydro-éthanolique
obtenus par macération de la plante Calendula officinalis L.

Extraits

Teneur en Tanins

condenseés

mgEQU/g Lyophilisat

Aqueux Hydro-éthanolique

0,014+0,008 0,082+0,02

Les valeurs ont été représentées par les moyennes + SD (n=3).
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Le macérat hydro-éthanolique a enregistré a affiché une valeur significativement élevee

comparativement a ’extrait aqueux de C.officinalis L (Fig 13).
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Figure 13 : Teneurs tanins condensés dans les extraits Aqueux et hydro-éthanolique
obtenus par macération de la plante Calendula officinalis L. Les P < 0,05 ont été
considérés comme statistiquement significatifs

V.2.3. Détermination de la teneur en tanins hydrolysables
La teneur en tanins hydrolysable a été exprimée en milligrammes équivalents d’acide
tannique par gramme de matiere seche (mgEAT /g Lyophilisat). L’équation obtenue de la

courbe de régression linéaire est comme suite : y =0,1673x+0,0384, avec un coefficient de

détermination R?=0,9978 (Fig 14).
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Figure 14 : Courbe d’étalonnage de I’acide tannique
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Les valeurs notées pour les teneurs en tanins hydrolysables sont affichées sur le tableau
suivant (Tab 08). 1,203 mgEAT/g Lyophilisat pour I’extrait aqueux et 0,121 mgEAT/g

Lyophilisat pour I’extrait hydro-éthanolique de Calendula officinalis L.

Tableau 08 : Teneurs en tanins hydrolysables dans les extraits aqueux et hydro-éthanolique
obtenus par macération de la plante Calendula officinalis L.

Extraits Agueux Hydro-éthanolique
Teneur en Tanins

hydrolysables 1.203+0,087 0,121+0,012

mgEAT/g Lyophilisat
Les valeurs ont été représentées par les moyennes + SD (n=3).
Les resultats obtenus ont montrés une teneur significativement élevée des tanins

hydrolysables dans I’extrait aqueux de C.officinalis, alors que I’extrait alcoolique a enregistré

une valeur beaucoup plus faible (Fig 15).
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Figure 15 : Teneurs tanins hydrolysables dans les extraits aqueux et hydro-éthanolique
obtenus par macération de la plante Calendula officinalis L. Les P < 0,05 ont été
considérés comme statistiquement significatifs
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V.3. Evaluation in vitro de I’activité antioxydante de Calendula officinalis L.

V.3.1. Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil)

La capacité de piégeage du radical DPPH a été mesurée selon le calcul de la ICso
(Concentration inhibitrice a 50%) en fonction de 1’équation de la courbe de régression linaire
y=ax+b. La courbe des résultats du captage du DPPH par I’acide ascorbique a été utilisée pour
I’appréciation des résultats obtenus. L’équation de la courbe d’étalonnage est la suivante : y=

510,98x+44,135, avec un coefficient de détermination de R? de 0.994 (Fig 16).
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Figure 16 : Capacite de piégeage du radical libre DPPH par I’acide

AnanvhiniiA

Les résultats obtenus par mesure du captage du radicale libre DPPH a 50% ont révélé une
concentration ¢levée de I'IC50 de D’extrait hydro-éthanolique de I’ordre de 5,942 mg/ml.
Alors que I’extrait aqueux a présenté¢ une IC50 de 2,921mg/ml. Quant a la référence, sa

concentration inhibitrice était de 0,0114mg/ml (Tab 09).

Tableau 09 : Capacité du piégeage de 50% du radical libore DPPH des extraits aqueux et
hydro-éthanolique de Calendula officinalis L., ainsi que I’acide ascorbique

Extraits DPPH 1Cso (mg/ml)
Extrait agqueux 2,921
Extrait hydro-éthanolique 5,942
Acide ascorbique 0,0114
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V.3.2. piégeage du radical libre ABTS L'acide 2,2'-azino- bis (3éthylbenzothiazoline-6-
sulphonique)

La capacité de piégeage du radical libre ABTS a éte mesurée selon le calcul de la ICso
(Concentration inhibitrice a 50%) en fonction de 1’équation de la courbe de régression linaire
y=ax+b. La courbe des résultats du captage de ’ABTS par la référence, le Trolox a été
utilisée pour 1’appréciation des résultats obtenus. L’équation de la courbe d’étalonnage est la

suivante : y=510,98x+44,135, avec un coefficient de détermination de R2 de 0.994 (Fig 17).

120
100 y = 168,26x
R?=0,9766"®
80
c
°
E =
z 90 .
< o
X
40 o
[ ]
20
o lo”
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Concentration (mg/ml)

Figure 17 : Capacité de piegeage du radical libre ABTS par le Trolox

La valeur de I’'IC50 obtenu par I’extrait aqueux de C.officinalis, correspondant a la
concentration d’inhibition de 50 % le radical libre ABTS est de ’ordre de 2,835 mg/ml, cette
denrniére est plus faible que celle affichée par I’extrait hydro-éthanolique. Cepandant, le

trolox a enregistré une 1C50 beaucoup plus faible que nos extraits étudiés (Tab 10).

Tableau 10 : Capacité du piégeage de 50% du radical libore ABTS des extraits aqueux et
hydro-éthanolique de Calendula officinalis L., ainsi que le Trolox

Extraits ABTS ICso (mg/ml)
Extrait agqueux 2,835
Extrait hydro-éthanolique 3,139
Trolox 0,29
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V.3.3. Pouvoir antioxydant de la réduction ferrique (FRAP)
La capacité antioxydante totale des extraits aqueux et hydro-éthanolique de C.officinalia été
déterminée selon 1’équation de la régression linéaire (y = ax+b) établie par la courbe

d’étalonnage du sulfate ferreux heptahydraté (FeSO4.7H20) (Fig 18).
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Figure 18 : Courbe d’étalonnage du sulfate ferreux heptahydraté (FeSO4.7H20)

L’activité antioxydante évaluée par la méthode FRAP correspond a la capacité totale a réduire
le complexe Felll-TPTZ. Ce qui a été traduit par un pouvoir réducteur pratiqguement
semblable pour les extraits aqueux et hydro-éthanolique de C.officinalis de ’ordre de 23,144
et 20,481 umol FeSO4.7H,0/100g lyophilisat (Tab 11).

Tableau 11: Potentiel antioxydant de la réduction ferrique (FRAP) des extraits aqueux et
hydro-éthanolique de Calendula officinalis L.

FRAP (umol FeSO4.7H20/100g

Extraits lyophilisat)
Extrait agqueux 23,144 + 0,736
Extrait hydro-éthanolique 20,481 + 0,735

40



Résultats

V.3.4. Capacité antioxydante totale (CAT)

La capacité antioxydante totale a été est exprimée en milligrammes équivalents acide
ascorbique par 100gramme de lyophilisat (mgEAA/100g lyophilisat). L’équation de la courbe
de régression linéaire est la suivante : y =0,694x+0,0775, avec un coefficient de détermination
de R?=0,9982 (Fig 19).
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Figure 19 : courbe d’¢étalonnage de I’acide ascorbique

Le pouvoir antioxydant enregistré des extraits aqueux et hydro-éthanolique de Calendula
officinalis L. a été estimé a 67,723 et 63,184 respectivement (Tab 12) ce deux valeur sont trés

proches et reflete une capacité anti radicalaire importante.

Tableau 12: Capacité antioxydante totale (CAT) des extraits aqueux et hydro-éthanolique de
Calendula officinalis L.

Extraits mg EAA/100g lyophilisat)
Extrait aqueux 67,723 £ 0,720
Extrait hydro-éthanolique 63,184 + 2,593
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L'étude phytochimique qualitative menée sur les extraits aqueux et hydro-éthanolique de
Calendula officinalis L. a mis en évidence une composition remarquablement riche en
métabolites secondaires bioactifs, tout en révélant des variations significatives liées a la nature
du solvant d'extraction. Les tests de coloration et de précipitation ont confirmeé une
concentration trés élevée de polyphénols totaux (+++) dans les deux extraits. Nos résultats
qualitatifs confirment que Calendula officinalis L. est une plante riche en polyphénols totaux
(+++ dans les deux extraits), ce qui est en parfait accord avec les travaux de Efstratiou et al.
(2012) qui ont identifié cette espece comme une source importante de composés phénoliques,
notamment des flavonoides et des tanins. De méme, Muley et al. (2009) ont rapporté une
forte réactivité aux tests de coloration pour les polyphénols dans les extraits hydro-

alcooliques, corroborant nos observations.

L'analyse des tanins a mis en evidence des profils d'extraction distincts selon la nature du
solvant employé. Pour les tanins catéchiques, les deux extraits ont présenté une trés forte
réactivité (+++) au test au FeClz, se manifestant par une coloration verdatre caracteristique,
tandis que la réaction de Stiasny a revélé une prédominance significativement plus marquée
dans I'extrait hydro-éthanolique (+++) comparé a I'extrait aqueux (++), comme en témoigne
I'intensité du précipité rouge formé. Concernant les tanins hydrolysables, I'extrait aqueux a
démontré une concentration particulierement élevée (+++) lors du test au FeCls, caractérisée
par une intense coloration noiratre, alors que I'extrait hydro-éthanolique n'a montré qu'une
teneur notable (++). La réaction de Stiasny quant a elle a indiqué une présence modérée mais
systématique (+) de ces composés dans les deux extraits, se traduisant par un surnageant bleu-
noiratre, confirmant ainsi la nature mixte des tanins présents dans Calendula officinalis L. Ces
variations d'extraction pourraient s'expliquer par les différences de polarité entre les solvants
et les propriétés chimiques distinctes des deux classes de tanins.

Concernant les tanins hydrolysables, nos analyses ont révélé une teneur tres élevée (+++) dans
I'extrait agueux contre une concentration notable (++) dans I'extrait hydro-éthanolique lors du
test au FeCl3, tandis que la réaction de Stiasny a indiqué une présence modérée (+) dans les
deux extraits. Ces observations s'expliquent par les travaux de Costa et al. (2015), qui ont
démontré que I'éthanol peut limiter I'extraction des tanins hydrolysables en favorisant la
formation de complexes insolubles. Nos résultats confirment ainsi la meilleure efficacité des
solvants aqueux pour l'extraction de cette classe de composés phénoliques, en accord avec

leur nature chimique plus polaire.
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En ce qui concerne les tanins catéchiques (condensés), nos résultats ont révélé une forte
réactivité (+++) au test au FeCI3 (coloration verdatre caractéristique) dans les deux extraits,
avec une prédominance plus marquée dans l'extrait hydro-éthanolique (+++) comparé a
I'extrait aqueux (++) lors de la réaction de Stiasny. Ces observations corroborent les travaux
de Jiménez-Medina et al. (2006), qui ont également démontré une meilleure extraction des
tanins condensés par I'éthanol a 70%, attribuant ce résultat a la capacité du solvant a rompre
efficacement les liaisons hydrophobes des proanthocyanidines. Cette similarité dans les
profils d'extraction selon la nature du solvant confirme l'importance de la polarité dans

I'isolement des tanins condensés.

La détermination spectrophotométrique des phénols totaux par la méthode Folin-Ciocalteu a
révélé des variations significatives (p < 0,05) entre les extraits aqueux et hydro-éthanoliques
de Calendula officinalis L. (exprimées en mg EAG/g lyophilisat). La courbe d'étalonnage de
I'acide gallique (y=1,6151x -0,0103) a démontré une excellente linéarité (R? = 0,995), validant
la robustesse de la méthode analytiqgue employée. Les analyses ont montré une concentration
phénolique significativement plus élevée dans l'extrait hydro-éthanolique (3,293 £ 0,262 mg
EAG/g) compare a l'extrait aqueux (0,26 + 0,02 mg EAG/g), avec un facteur de différence
supérieur a 12%. Cette disparité prononcée pourrait étre attribuée a la capacité supeérieure du
mélange hydro-éthanolique a extraire simultanément les composés phénoliques polaires et
non polaires, la dégradation potentielle des polyphénols thermosensibles lors de I'extraction
aqueuse, et les interactions différentielles solvant-paroi cellulaire végétale affectant la
libération des métabolites secondaires. Ces observations sont cohérentes avec les mécanismes
connus d'extraction des composés phénoliques, ou les solvants hydro-alcooliques présentent
généralement une meilleure efficacité d'extraction que I'eau pure. Nos résultats s'averent
Iégerement inférieures mais comparables a celles rapportées par Khalid et al. (2018) pour des
extraits similaires (4,02 mg EAG/g pour I'éthanolique 80% et 0,42 mg EAG/g pour l'aqueux),

avec des écarts relatifs modérés de 18-22%.

La quantification des tanins condensés a été réalisée par une méthode spectrophotométrique
basée sur une courbe d’étalonnage utilisant la catéchine comme standard. La courbe de
régression linéaire (y=2,5039x) présente un coefficient de détermination élevé (R?=0,9908),
indiquant une bonne corrélation entre ’absorbance et la concentration des tanins condensés.

Cette linéarité confirme la fiabilité de la méthode pour la gamme de concentrations testées.
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Les résultats montrent une teneur significativement plus ¢élevée dans I’extrait hydro-
éthanolique (0,082 + 0,02 mg EC/g Lyophilisat) comparée a I’extrait aqueux (0,014 + 0,008
mg EC/g Lyophilisat). Ces observations sont en accord avec les travaux menés par
Efstratiou et al. (2012) qui ont également rapporté que les extraits hydro-alcooliques
(70% éthanol) de Calendula présentaient une concentration supérieure en polyphénols, y

compris les tanins condensés, par rapport aux extraits aqueux.

La quantification des tanins hydrolysables a été réalisee par une méthode
spectrophotométrique basée sur une courbe d'étalonnage utilisant l'acide tannique comme
standard. La courbe de régression linéaire obtenue (y = 0,1673x + 0,0384) présente
un coefficient de détermination tres élevé (R? = 0,9978), ce qui indique une excellente
linéarité et une forte corrélation entre l'absorbance et la concentration des tanins
hydrolysables. Ce résultat confirme la fiabilité et la précision de la méthode utilisee pour la
gamme de concentrations testées. Contrairement aux résultats observés pour les tanins
condenses, les tanins hydrolysables présentent une teneur significativement plus élevée dans
I'extrait aqueux (1,203 = 0,087 mg EAT/g MS) par rapport a l'extrait hydro-éthanolique
(0,121 + 0,012 mg EAT/g MS). Nos résultats sont en accord avec les travaux de Mari et al.
(2013), qui ont également rapporté une teneur plus élevée en tanins hydrolysables dans les

extraits aqueux de Calendula officinalis par rapport aux extraits hydro-alcooliques.

L'évaluation in vitro du potentiel antioxydant de Calendula officinalis L. a combiné plusieurs
techniques analytiques validées, incluant le pouvoir du piégeage des radicaux libres (DPPH,
ABTS), ainsi que la capacité antioxydante totale (FRAP et CAT).

D’apres le teste de DPPH, L’extrait aqueux montre une activité antioxydante deux fois plus
élevée que I’extrait hydro-éthanolique, ce qui suggere que les composés actifs de Calendula
officinalis (flavonoides, polyphénols) sont mieux extraits par 1’eau que par I’éthanol. Cette
observation est surprenante car les solvants hydro-éthanoliques sont généralement plus
efficaces pour extraire les antioxydants polaires et non polaires Ces résultats sont inférieurs a
ceux obtenus par Fonseca et al. (2020), qui a rapporté une forte activité antioxydante Notre
extrait agqueux (2,921 mg/ml) est deux fois moins actif que celui de Fonseca. (1,50 mg/mL). et
I'extrait hydro-éthanolique (5,942 mg/ml) est sept fois moins actif que celui de I'étude (0,85

mg/mL).

44



Discussion

Dans le test ABTS, on remarque que : L’extrait aqueux est plus actif que I’hydro-éthanolique,
ce qui corrobore avec les résultats du DPPH. Par contre les deux extraits sont moins actifs que

le Trolox,

Ces résultats sont inférieurs a ceux obtenus par Jiménez-Medina et al. (2006) qui a rapporté
une forte activité antioxydante. Notre extrait aqueux (2,835 mg/mL) est moins actif que celui
dans I'étude. (1,20 mg/mL) et I'extrait hydro-éthanolique (3,139 mg/mL) est moins actif que
dans I'étude (0,45 mg/mL).

Les résultats du test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) révelent que les extraits
aqueux et hydro-éthanolique de Calendula officinalis L. présentent une activité antioxydante
comparable, avec une 1égére supériorité de I’extrait aqueux (23,144 umol FeSO-7H, O/100 g)
par rapport a Iextrait hydro-éthanolique (20,481umol FeSO, -7H, O/100g). Cette
observation suggere que les composés réducteurs du fer (Fe¥* — Fe?* ) sont similairement
biodisponibles dans les deux solvants, bien que 1’eau semble extraire une fraction Iégérement
plus active. Les résultats obtenus dans notre étude montrent des valeurs d'activité FRAP
significativement inférieures (de 19 a 65%) a celles rapportees par Mishra et al. (2010) pour
des extraits de Calendula officinalis L. En effet, tandis que cette étude référence mesure une
activité de 58,1 + 3,5 umol FeSO, -7H, O/100 g pour l'extrait méthanolique et 28,5 + 1,8

umol/100 g pour I'extrait aqueux

Les résultats du test CAT, exprimes en milligrammes équivalents acide ascorbique (mg
EAA/100 g de lyophilisat), révelent une capacité antioxydante elevée et comparable pour les
extraits aqueux (67,723mg EAA/100 g) et hydro-éthanolique (63,184 mg EAA/100 @)
de Calendula officinalis L. La similarité des valeurs suggere que les composés antioxydants
majeurs (polyphénols, flavonoides, caroténoides) sont similairement extraits par les deux
solvants, bien que I'eau semble légérement plus efficace. En comparaison de nos résultats
avec ceux de Mishra et al. (2010), cela révele une excellente concordance pour l'extrait
aqueux, avec des valeurs de 67,723 mg EAA/100 g dans notre étude contre 68,3 + 3,0 mg
EAA/100 g dans I'étude de Mishra et al. (2010), soit une différence non significative de
seulement 0,8%. Cette remarquable similarité confirme la reproductibilité des méthodes
d'évaluation de la capacité antioxydante totale pour les extraits aqueux de

Calendula officinalis L
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Conclusion & perspectives

Cette présente étude sur Calendula officinalisL. a mis en eévidence des variations
significatives dans la composition phytochimique et le potentiel antioxydant en fonction des
solvants d'extraction employés, révélant des mécanismes d'extraction différentiels

particulierement intéressants d'un point de vue pharmacognosique.

Les analyses systématiques ont démontré que I'extrait hydro-éthanolique (70%) présente une
affinité marquée pour les composés de nature intermédiairement polaire, avec des teneurs
significativement plus élevées en polyphénols totaux (3,293 + 0,262 mg EAG/g Lyophilisat)
et en tanins condensés (0,082 + 0,02 mg EC/g Lyophilisat). Ce profil s'explique par la
capacité du mélange hydro-alcoolique a perturber efficacement les structures pariétales
végetales tout en solubilisant une large gamme de métabolites secondaires

A linverse, l'extrait aqueux a révélé une efficacité d'extraction supérieure pour les tanins
hydrolysables (1,203 + 0,087 mg EAT/g Lyophilisat), probablement en raison de la plus
grande polarité de ces esters d'acides phénoliques.

La performance inattendue de I’extrait hydraulique dans les tests de piégeage des radicaux
libres (DPPH, ABTS), malgré sa teneur globale plus faible en polyphénols, suggere fortement
la présence de composés antioxydants specifiques a haute biodisponibilité aqueuse,
potentiellement des dérivés glycosylés ou des complexes tanniques hydrosolubles présentant

une activité radicalaire particulierement efficace.

Les analyses comparatives des différents tests antioxydants (DPPH, ABTS, FRAP, CAT) ont
révélé des profils dactivité distincts mettant en évidence des mécanismes d'action
complémentaires et hiérarchisés selon la nature du solvant d'extraction. La supériorité
significative de I'extrait aqueux dans certains tests, particulierement le DPPH et I'ABTS,
pourrait s'expliquer par trois mécanismes synergiques : premiérement, la présence
préférentielle dans cet extrait de métabolites spécialisés a fort potentiel réducteur, notamment
des tanins hydrolysables et des flavonoides glycosylés présentant une densité élevée de
groupements phénoliques libres ; deuxiemement, des interactions synergiques complexes
entre différents groupes phénoliques (effet dit "d'entourage” phytochimique) qui potentialisent
l'activité antioxydante globale ; et troisiemement, une meilleure accessibilité
conformationnelle des sites actifs dans le milieu aqueux, favorisant les réactions de transfert

d'électrons et de piégeage radicalaire.
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Ces observations suggérent que l'efficacité antioxydante ne dépend pas uniquement de la
concentration totale en polyphénols, mais également de facteurs structuraux et

environnementaux influengant la réactivité des molécules bioactives.

Les résultats de cette étude ouvrent des perspectives de recherche multidimensionnelles
pour Calendula officinalis L., articulées autour de quatre axes majeurs. Le premier axe
concerne I'élucidation des mécanismes d'action moléculaire, incluant I'étude approfondie des
voies de signalisation cellulaire modulées par les extraits, l'analyse des interactions
specifiques tanins hydrolysables/espéces réactives de l'oxygeéne, et la caractérisation des
relations structure-activité des antioxydants identifiés. Le deuxiéme axe porte sur
l'optimisation des procédés d'extraction via I'évaluation de technologies émergentes
(ultrasons, micro-ondes, fluides supercritiques), l'optimisation systémique des parameétres
opératoires par methodologie des surfaces de réponse, et le développement d'extraits
standardisés. Le troisieme axe s'oriente vers la valorisation thérapeutique, avec des
évaluations in vivo des effets sur le stress oxydatif, des études translationnelles en médecine
intégrative, et le développement de formulations galéniques innovantes (nanovecteurs,
systéemes a libération contrélée). Enfin, le quatrieme axe propose des approches intégratives

combinant synergies phytochimiques et modélisation in silico.

Ces orientations stratégiques permettront non seulement de décrypter les mécanismes
bioactifs sous-jacents, mais aussi de développer des applications ciblées en nutraceutique,
dermo-cosmétique et phytomédecine, tout en assurant une valorisation durable et

scientifiguement fondée de cette ressource végétale prometteuse.
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	EGCG : Épigallocatéchine Gallate.
	GSH  : Glutathion.
	iNOS  : Inducible Nitric Oxide Synthase.
	HAP : Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques.
	LDL : Low-Density Lipoprotein.
	LOX : Lipoxygénase.
	NADPH : Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate
	OMS : Organisation Mondiale de la Santé
	PM2.5 : Particules fines ≤ 2.5 µm.
	XO : Xanthine Oxydase.
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