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Introduction

Les plantes médicinales occupent une place centrale dans les pratiques de santé et de
bien-étre depuis des millénaires. Utilisées par diverses civilisations a travers I'histoire, elles
constituent une source précieuse de remedes naturels pour traiter une multitude de maladies et
de conditions de santé. En raison de leur accessibilité, de leur diversité et de leurs propriétes
thérapeutiques, les plantes médicinales continuent d'étre un pilier fondamental dans la médecine

traditionnelle et moderne (Hoslettnann et al,1982).

Avec l'avénement de la médecine moderne, I'intérét pour les plantes médicinales a été
ravivé, notamment en raison de la recherche scientifique visant a isoler et a comprendre les
principes actifs des plantes (Fabricant et al., 2001). De nombreux médicaments modernes sont
dérivés de plantes médicinales ou inspirés par elles. Par exemple, I'aspirine a été développée a
partir de I'acide salicylique, un composé trouvé dans I'écorce de saule (Vane et al., 2003).

Les plantes meédicinales représentent une immense source de métabolites et
particulierement les composés phénoliques (flavonoides, acide phénoliques, tanins...) qui
possede des multiples activités biologiques et pharmacologique (antioxydant, anti-
inflammatoire, antimicrobienne...), (Karmakar,2011) pour cela I’industrie pharmaceutique
moderne s’appuie essentiellement sur la diversit¢ des métabolites secondaires d’origine
végétale pour trouver des nouvelle molécule qui ont des propriétés biologique et
pharmacologique inédites et qui ne possede pas des effets secondaires pour I’étre humain
(Hoslettnann et al,1982). En pratique les plantes sont considérées en quelque sorte comme une
usine chimique miniaturé qui synthétise et accumule dans ces tissus un ensemble de composées

d’une grande diversité.

La famille des astéracées est bien connue pour les propriétés médicinales de plusieurs
de ces genres (Boussada et Al,2008) dont Calendula arvensis ne fait pas exception (Arora,
Rani et Sharma,2013). Elle communément appelée souci des champs, est une plante herbacée
annuelle. Elle est largement répandue dans les régions méditerranéennes et est connue pour ses
propriétés médicinales et ornementales. Utilisée depuis des siecles dans la médecine
traditionnelle, Calendula arvensis possede de nombreuses applications thérapeutiques grace a
ses composes bioactifs (Arora, Rani et Sharma,2013). En effet, Calendula arvensis est
reconnue pour ses propriétés anti-inflammatoires, antiseptiques, cicatrisantes et antifongiques.

Ces propriétés thérapeutiques sont principalement attribuées a ses composés bioactifs,
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notamment les flavonoides, les triterpénes, les caroténoides et les huiles essentielles (Aya
Khouchlaa et Al, 2023).

Notre travail, a pour objectif d’optimiser quelques conditions d’extraction par micro-
onde, puis d’évaluer le profile phytochimique en compose phénolique des extraits du de feuilles
et de fleurs de Calendula arvensis, et pour deuxiéme objectif d’étudier les activités antioxydant,

anti-inflammatoire de ces extraits.

Face a la diversité des composés phénoliques présents dans le Calendula arvensis et a
leur sensibilité aux conditions d’extractions. Quelle approche d’optimisation expérimentale
permettrait de déterminé de maniére efficace les parametres clés (comme le solvant, la
température, le temps d’extraction et le rapport solide/liquide) pour maximiser a la fois le
rendement global en composés phénoliques et la concentration en composés spécifiques a les
activités biologiques, tout en préservant leur intégrité structurale et leurs propriétés
antioxydants et antiinflammatoires pour des applications thérapeutiques et cosmétiques de

haute qualité et reproductibles ?
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Chapitre I : Généralité sur Calendula Arvensis

1. Historique :

Les vertus thérapeutiques du genre Calendula sont documentées depuis de nombreux
siecles. Au Xlle siécle, Hildegarde de Bingen I'employait pour traiter la teigne du cuir chevelu,
tandis qu'Albert le Grand le préconisait comme cicatrisant, pour soulager les troubles
intestinaux, les piqlres d'insectes et de serpents (Albert le Grand, 2004). En Italie, au XVle
siecle Pietro Andrea Mattioli en 1554, recommandait son utilisation dans la préparation d'un

collyre pour soigner les affections oculaires.

Le Souci était déja utilisé en cuisine, en médecine et en cosmétique par les civilisations
indiennes, arabes et grecques de I’antiquité. On tirait des fleurs une teinture jaune pour les
textiles. Les fleurs de Souci étaient aussi employées en cuisine sous le nom Safran des pauvres,

pour ajouter de la couleur et du gout a certains plats (Arora et al, 2013).
2. L’espéce Calendula Arvensis :

Le mot Calendula, provenant du latin "Kalenda", qui signifie premier jour du mois. Cela
fait référence a la floraison constante de certaines espeéces de calendula tous au long de I’année,
C’est également li¢ a ’ancienne pratique de planter certaines especes de calendula a chaque
nouvelle lune (Rignanese et al, 1763). Calendula arvensis, également connu sous le nom de
souci des champs ou souci du jardin, est une plante annuelle qui appartient a la famille des
astéracées (Heyn et Joel, 1983).

Le Calendula arvensis, est une plante médicinale notable. Elle est abondante dans les
régions printaniéres. On la trouve principalement en groupe dans des espaces ouverts, des
terrains vagues, le long des routes, dans les cimetieres et aux abords des champs (Ivan A. Ross,
2003). Selon (Keville, 1991), les fleurs de Calendula étaient utilisées comme symbole du
souvenir et on croyait qu’elles donnaient de grandes forces, de chaleur et de compassion
bienveillante a I’4me humaine, aidant particuliecrement a équilibrer les modes de

communication actifs et réceptifs.
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Figurel : Calendula Arvensis (prise personnelle)

3. Classification hiérarchique :

La classification de Calendula arvensis est résumée dans le tableau |.

Tableau I : Classification de Calendula arvensis

Appellation Reference
Domaine BiotaEndl Don, 1834
Regne Plantae Haeckel, 1866
Sous-Régne Viridaeplantae /
Infra-Regne Streptophyta John, Williamson &Guiry, 2011
Classe Equisetopsida C.Agardh, 1825
Clade Tracheophyta Sinnott ex Cavalier-Smith, 1998
Clade Spermatophyta /
Sous-classe Magnoliidae Novak ex Takht., 1967
Super-Ordre Asteranae Takht., 1967
Ordre Asterales Link, 1829
Famille Asteraceae Bercht. &J.Presl, 1820
Sous-famille Asteroideae Lindl., 1829
Tribu Calenduleae Cass., 1819
Genre Calendula L. Cass., 1819
Espéce Calendula arvensis L. | Cass., 1819
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4. Description botanique :

C’est une plante dressée ou ascendante, herbacée annuelle atteignant 15 a 30 cm de hauteur
(Heyn and Joel, 1983) a forte odeur, avec des rameaux étalés et pubescents qui peuvent étre
collants. Les feuilles sur la tige sont oblongues-lancéolées et possedent des trichomes
tinctoriaux et sécrétoires, les fleurs sont synthétisées tout au long de 1’année, mais les pics de
floraison se situent entre mars et juillet (Ruiz De Clavijo, 2005 et Paolini et al, 2010). Les
fleurs, solitaires et inclinées apres la floraison, forment des capitules d'environ 1 a 2 centimetres
de diametre, situés a I'extrémité des rameaux (Figure 2). L'involucre entourant les fleurs est
composé de bractées presque identiques, oblongues-lancéolées, pointues et parfois teintées de
rouge. Les akénes externes sont arqués et épineux sur le dos, tandis que les internes sont
enroulés en anneau et peuvent étre lisses ou épineux. Calendula arvensis se distingue des autres
especes de Calendula par la présence de rostrales/bialates (Goncgalves, 2018). Bien que la plante
soit tres variable, elle présente une grande diversité morphologique (Coste 1998 et Des
Abbayes et al. 1971). Sur la base du polymorphisme des tiges, des ailes et des akenes, plusieurs
sous-especes ont été attribuées a Calendula arvensis (Paolini et al, 2010). A savoir Calendula
arvensis var. Parvifora, Calendula arvensis subsp. Hydruntina, Calendula arvensis subsp.

macroptera et Calendula arvensis subsp. Arvensis (S. Pignati, 1982).

\( capitule en coupe

capitule d'akénes

PLA7A. Souci des champs. Calendula arvensis L.

Jber.- Flora Helvetica - Haupt Verl

Figure 2 : Illustration de Calendula arvensis (Souci de champ)
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5. Composition chimique de Calendula arvensis :
D’aprés les études de Maria et al (2017) Calendula arvensis, contient des glucides (30,7
%), des terpénoides (27,9 %) et des dérivés de 1’acide carboxylique (27,4 %). L’identification

et la teneur de chaque composé de Calendula arvensis sont présentés dans le tableau I :

Tableau Il : Composition chimique des extraits d’hexane de Calendula arvensis (Maria et al,

2017)

Acides Carboxylique

- Acide citrique 0.08 £0.01
- Acide quinigue 0.08 £0.01
- Acide palmitique 0.47 £0.03
- Acide linoléique 0.41+£0.02
- a-Acide linoléique 0.78 £ 0.06
- Acide stéarique 0.08 £0.01
- Acide tetracosanoique 0.07+£0.01
Carbohydrates (Glucides)
- Acide L-threonique 0.07 £0.00
- D-(—)-tagatofuranose 0.17 £0.02
- D-(—)-fructofuranose 0.38 £0.02
- D-(-)-Fructopyranose 0.15+0.02
- D-(—)-Psicopyranose 0.23+£0.01
- D-(+)-Mannopyranose 0.25+£0.01
- D-(+)-Galactopyranose 0.06 £0.00
- B-D-Glucopyranose 0.35+£0.02
- Acide D-gluconique 0.06 £0.00
- Acide galactique 0.06 £ 0.00
- Saccharose 0.21+0.01
- Cellobiose 0.21+0.01
Terpénoides
- Néophytadiene 0.18+0.01
- Phytol 0.12+0.01
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- a-bisabolol 0.14 £0.02
- 8,14-cédranoxyde 0.70 £0.05
- Stigmastérol 0.15+£0.01
- Les stigmates-5 0.11+0.00
- L’amyrine 0.10+£0.00
- Lup-20(29)-dans-28-AL 0.10 +0.00
- Acide 3-ox0-ursan-28-oique 0.36 £0.01

Alcaloides de I’yrrolizidine

- Isomére du composé 43 ([M]+% m/z 343) 0.57 £0.05

Alcools
- myo-inositol 0.08 £0.00
- 1H-benzocyclohepéne-9-ol 0.05+£0.01
- 1-Hexacosanol 0.06 £0.01
Alcanes
- Untriacontane 0.14+0.01
Acide Amine
- Acide 4-aminobutanoique 0.230.01

6. Domaines d’application et intérét phytothérapie Calendula arvensis :

Traditionnellement, Calendula arvensis est utilisée comme colorant alimentaire, comme
épice et pour la préparation des tisanes, ainsi que comme ingrédient dans des teintures, des

pommades ou des créemes cosmétiques. (Abudunia.2018).

Les espéces de Calendula sont utilisées comme reméde antipyrétique et anti-
inflammatoire dans la médecine populaire italienne et européenne, les espéces de Calendula
sont considérées comme un tonique immunitaire qui aide a prévenir les maladies en hiver.
Calendula arvensis est connu en turque sous le nom de « Portakalnergisi » et est utilisée a usage
extérieur pour traiter les varices, 1’eczéma, les champignons, les verrues et les plaies. En outre,
I’huile essentielle de calendula a été signalée comme étant utilisée dans les soins aux personnes
agées (Buckle, 2003). Calendula arvensis a des activités sédatives, antibactériennes,
analgésiques, lymphagogues, émollientes, choléréetiques, vulnéraires, anti-inflammatoires
anodines légeres, antioxydantes, antiparasitaires, antivirales et antiseptiques (HUseyin Servi et
al, 2020).
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7. Composition phytochimique du Calendula arvensis :

Depuis 1971, des investigations phytochimiques menées sur le genre Calendula et qui sont
effectuer sur les deux especes Calendula officinalis et Calendula arvensis plus précisément, les
recherches ont conduit a la détermination des métabolites secondaires principales présenté dans

ce genre (Lehbili, 2018). Parmi ces substances bioactives on trouve :

e Les composés phénoliques :
- Les flavonoides.
- Les tannins.
- Les acides phénoliques.
e Lesterpenoides:
- Les huiles essentielles.
- Les saponines.
- Les sesquiterpenes.
- Les caroténoides.

- Les anthocyanes.

6. Les activités biologiques de Calendula arvensis :

Activité antimicrobienne

Activité antioxydant Activité antifongique
Activiic SOEIN0 ——— Activites de : —» Activité antiinflammatoire
modulatrice Calendula arvensis
Activité inhibitrice enzymatique Activité anticancéreuse

Activité antimutagéne

Figure 3 : Schéma présentative des différentes activités biologiques de Calendula arvensis.
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1. Stress oxydatif :

Le stress oxydatif résulte d'un déséquilibre entre la production d'espéces réactives de
I'oxygéne et la capacité du corps a les neutraliser et a réparer les dommages qu'elles causent.
L'impact des dommages dépend de la cible moléculaire, de la sévérité du stress, et du
mécanisme en jeu. Le stress oxydatif est impliqué dans de nombreuses pathologies, souvent
comme facteur déclenchant ou aggravant, et particulierement associé aux maladies liées au
vieillissement, car ce dernier réduit les défenses antioxydants et augmente la production de

radicaux libres par les mitochondries (O. I. Aruoma, 1999).
2. Les types des antioxydants :

Un antioxydant est toute molécule, endogene ou exogéne, présente en faible concentration,
capable de prévenir, retarder ou réduire l'ampleur des dommages oxydatifs subis par les
biomolécules. Ces antioxydants peuvent avoir diverses origines : ils peuvent étre produits par

I'organisme, apportés par I'alimentation, ou synthétisés chimiquement (Packer et al., 2000).

e Les antioxydants endogénes :

Les antioxydants endogenes, produits par les cellules, incluent des antioxydants
enzymatiques et non enzymatiques. Les principaux antioxydants enzymatiques sont la super
oxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GPX) et la catalase (CAT). Ces enzymes
préviennent le stress oxydatif en neutralisant les radicaux libres et les espéces réactives avant
gu'ils n'endommagent les cellules. Le glutathion (GSH) est le principal antioxydant non
enzymatique, capable d'agir indépendamment pour piéger les oxydants et de collaborer avec le
glutathion peroxydase pour éliminer le peroxyde d'hydrogene des cellules (S. K. Powers et M.
J. Jackson, 2008).

e Les antioxydants exogénes :

Les oligo-éléments interviennent comme cofacteurs d’enzymes indispensables dans la lutte
contre les radicaux libres. Parmi ces oligo-éléments on cite ; le zinc, le selénium et le manganese
(Pastre, J.0.C, 2005).

e Les anti-oxydants d’origine végétale :

Les antioxydants d'origine végétale sont des composes présents dans les plantes qui
protégent les cellules contre les dommages causés par les radicaux libres (Scalbert et al.
2005).
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IIs existent sous diverses formes, avec les polyphénols et les Caroténoides, les minéraux,

les lignanes, les vitamines et les phytostérol (Krinsky et al., 2005).
2.1. Mécanisme d’action des antioxydants :

Les antioxydants agissent par divers mécanismes, en capturant 1’oxygene singulet, la
désactivation des radicaux par réaction d'addition, la réduction de radicaux ou de peroxydes, et
la chélation des métaux de transition (A. Favier, 2006). En général, un antioxydant empéche
I'oxydation d'un substrat en s'oxydant lui-méme plus rapidement. Ce processus est souvent di
a des structures qui peuvent donner des atomes d’hydrogéne ou des électrons, comme les dérivés
du phénol. Les antioxydants sont des agents préventifs : ils bloquent I'initiation en complexant
les catalyseurs ou en réagissant avec l'oxygene, et ils terminent les réactions en piégeant les
radicaux libres. Certains interrompent la peroxydation en réagissant rapidement avec les
radicaux d'acides gras, tandis que d'autres absorbent I'énergie excédentaire de I'oxygéne singulet

pour la convertir en chaleur (Z. Hellal, 2011).

ANTIOXYDANT
e

JUJ

Don ;/ 9

Jd’ELECTRON

t

Electron non
appaireée S
RADICAL LIBRE

Figure 4 : Mécanisme d’action des antioxydants.
3. Inflammation :

L'inflammation est un processus physiologique qui constitue la réponse normale du corps
face a une agression pathogéne, qu'elle soit causée par des éléments physiques, solides,
exogenes ou endogenes. De plus, I'inflammation est généralement bénéfique pour I'organisme,

car elle permet la reparation des tissus endommages (Schwartz, 2010).

Il'y a alors deux types d’inflammation : L'inflammation aigué est la réponse immédiate de
I'organisme a un agent agresseur, elle dure de quelques jours a quelques semaines et se divise
en trois grandes phases : une phase vasculaire immédiate, une phase cellulaire consécutive et
une phase de résolution et de cicatrisation (Weill et al., 2003 ; Charles et al., 2010).

L’inflammation chronique est une inflammation prolongée, définie par la présence de cellules
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immunitaires. Elle peut durer plusieurs semaines voire plusieurs années (lwalewa et al., 2007
; Charles et al., 2010).

3.1. Les antiinflammatoires :
e Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) :

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont des médicaments utilisés pour leurs
propriétés antipyrétiques et anti-inflammatoires. Ils sont également couramment prescrits
comme antalgiques, notamment lorsque la douleur est liée & une inflammation (Burian et
Geisslinger, 2005 ; Bacchi et al., 2012). Les AINS agissent en bloguant la dégradation de
I'acide arachidonique par la cyclo-oxygénase, ce qui inhibe la production de prostaglandines et
de thromboxane A2. De plus, ils réduisent la mobilité des cellules inflammatoires, comme les
macrophages. Cependant, leur action est moins puissante que celle des anti-inflammatoires
stéroidiens (AIS) (Souaga et al., 1998).

e Les anti-inflammatoires stéroidiens (A.1.S) ou corticoides :

Ces stéroides analogues ou précurseurs de la cortisone, naturellement sécrétés par les
glandes surrénales, ont tous une activité hormonale sur les régulations métaboliques glucidique,

protidique et lipidique (Muster, 2005).
e Les antiinflammatoires naturels :

Face aux effets secondaires graves des anti-inflammatoires stéroidiens et non stéroidiens,
des recherches ont été menées pour trouver des alternatives moins nocives. Les chercheurs se
sont tournés vers la médecine traditionnelle et les plantes médicinales, riches en composés
phytochimiques, offrant une vaste gamme d'activités anti-inflammatoires naturelles (Barnes,
1998).

Sites d’action des Al
A —— ]

rPhosphohpidcs membranaires ‘
[Aing] ( Phosphoipase Az ) <P

i
[ AciDE ARACHIDONIQUE |

x L3
[ENDOPEROXYDES CYCLIQUES [ eENpoPEROXYDES LINEAIRES |
T :

x L3
I Prostacyclines [ | Prostaglandines I Thromboxanes l l Leucotriénes I

Figure 5 : Mécanisme d’action des antiinflammatoires
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1. Matériel végétale :

Les travaux de la présente étude ont été effectués sur les feuilles et les fleurs de Calendula
arvensis qui ont été recoltées durant le mois de février 2024, ces échantillons proviennent du

village de Sidi-Ayad wilaya de Bejaia, Nord-Est d’ Algérie.
1.1.Préparation et conservation du matériel végétal :

Les feuilles et fleurs de calendula arvensis ont été séparées a la main en deux groupes.
Débarrassé des débris, lavé a I’eau et séché a I’étuve a 40°C pendant 4 jours. Ensuite, broyés
I’aide d’un broyeur électrique. La poudre a été tamisée pour obtenir des particules de taille
homogene. La poudre obtenue est conservée dans des flacons en verre a 1’abri de la lumiere

pour éviter toute altération de 1’échantillon.

Figure 06 : Poudre des fleurs Figure 07 : Poudre des feuilles

2. Extraction des composés phénoliques :
Nous avons utilisé pour cette étude une méthode d’extraction par Micro-onde.
2.1.Principe de la méthode d’extraction par micro-onde :

Les microondes sont des ondes électromagnétiques non ionisantes, sont capable de
pénétrer dans les biomatériaux et de générer de la chaleur en interagissant avec les molécules
polaires comme I’eau, I’interaction entre les microondes et les molécules polaires conduit a un
sur chauffage interne et une perturbation de la structure cellulaire facilitant ainsi la diffusion

des composés bioactifs a partir de la matrice végétale (Cheok et al, 2014).
Avantage :
- Réduction du temps d’extraction.

- Faible utilisation des solvants et la sélectivité (Chemat, 2009).

12
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Inconvénient :

- Augmentation de la température ce qui induit la dégradation des composés

bioactifs thermostable.
3. Filtration :

Les extraits sont filtrés en utilisant du papier Whatman a I’aide d’entonnoirs, les extraits

filtrés a la fin sont conservés au réfrigérateur.

Figure 08 : filtration des extraits des fleurs Figure 09 : filtration des extraits des feuilles
4. Etude préliminaire :

L'extraction est une étape cruciale dans la recherche et I'étude des métabolites secondaires
des plantes. En général, l'efficacité de I'extraction des composés phénoliques dépend de

nombreux parametres.

Avant d'entamer I'optimisation, une étude préliminaire a été menée pour sélectionner les
parameétres a optimiser et déterminer les niveaux des facteurs. Cette étude a systématiquement
examiné l'effet de plusieurs parametres influents, tels que le temps, la fréquence, le ratio (le

rapport solide/liquide), afin d'obtenir un rendement maximal en composés phénoliques totaux.

L'optimisation des paramétres d'extraction des composés phénoliques est une méthode dans
laquelle les paramétres initiaux sont fixés et modifiés I'un aprés I'autre suivant une succession
bien déterminée pour qu'on puisse définir au finale les conditions optimales qui permettent

d'obtenir le meilleur rendement d'extraction et d'activité antioxydant et anti-inflammatoire.

Les conditions d’extraction optimisée dans cette étude préliminaire sont présentées dans le

tableau Il :

Tableau 111 : Conditions d’extraction utilisées dans 1’étude préliminaire
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Extrait Ratio (%) Volume de solvant Masse en Le temps () puissance (Hz)
(ml) poudre (g)
Fleur 5 100 5 60 300
7,5 7,5 90 500
10 10 120 700
Feuille 5 100 5 60 300
7,5 7,5 90 500
10 10 120 700

Le solvant d’extraction utilisé dans cette étude est I’eau distillée
5. Plan d’expérience :

Le plan d'expérience repose sur des méthodes mathématiques et statistiques appliquées a
I'expérimentation. 1l s'agit d'une série d'essais planifiés a I'avance, visant a déterminer avec une
précision maximale et un nombre minimal d'essais I'influence de plusieurs paramétres sur une

ou plusieurs réponses (Ferreira et al, 2019).

La technique des plans d'expériences répond parfaitement a nos exigences. Le principe
consiste a faire varier simultanément les niveaux de plusieurs facteurs lors de chaque essai. Cela
permet de réduire considérablement le nombre d'expériences nécessaires tout en augmentant le
nombre de facteurs étudiés, en détectant les interactions entre ces facteurs et en identifiant les

conditions optimales pour une réponse donnée (Faucher, 2006).

Les trois types de plans de surface de réponse couramment utilisés sont les plans de
Box-Behnken, les plans de Doehlert et les plans composites centrés. Dans le présent travail le

Box-Behnken est le plan qui a été appliqué.
5.1.Plan Box BenKen :

Le plan Box-Behnken est un type de plan de surface de réponse (MSR) utilisé pour étudier
la relation entre une ou plusieurs variables de réponse et un ensemble de parameétres
expérimentaux quantitatifs. Les conceptions Box-Behnken ont été appliquées a I'optimisation
des processus en technologie alimentaire, aux études microbiologiques et au développement de

formulations pharmaceutiques (Ragonese et al, 2002).
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5.2.Application de plan d’expérience :

L’optimisation des conditions d’extraction a été réalisée en employant le plan de Box-
Behnken a trois niveaux, pour évaluer I'effet combiné de trois variables indépendantes : le ratio,

le temps et la fréquence d’extraction désignés par X1, X2, X3 respectivement.

L’étude préliminaire préalablement effectuée, a permis de déterminer les niveaux bas et haut

pour les variables influengant I’expérimentation. Ces derniers sont illustrés dans le tableau 1V :

Tableau IV : Les niveaux des facteurs choisis pour la construction du plan d’expérience

Niveau des facteurs
Variables indépendantes -1 0 1
X1 : Ratio (%) 5 7,5 10
X2 : Temps (S) 60 90 120
X3 : Fréquence (w) 300 500 700

6. Dosage de composés phénoliques totaux :

a. Principe:

La teneur en polyphénols totaux des extraits de Calendula arvensis a été déterminé en
utilisant le réactif de folin Ciocalteau. Le réactif folin est un acide jaune composé d’un mélange
d’acide phosphotungstique H3PW12040 et d’acide phosphonolybdique H3PM12040, lors de
I’oxydation des substances phénoliques, le réactif est réduit en mélange d’oxyde bleu de
tungstene et de molybdéne, la coloration obtenue aprés la réaction est proportionnelle a la

concentration des polyphénols présent dans (Bessals 2008).
b. Mode opératoire :

La teneur totale en composés phénoliques a été déterminée suivant la méthode de (Skerget
et al, 2005). Un volume de 200ul de chaque extrait a éte mélangé avec 1 ml du réactif folin
ciocalteu (IN), apres 5 min d’incubation a température ambiante, 800ul de carbonate de sodium
NaCOs (7,5%) ont été additionnée au mélange suivi d’une simple agitation du mélange
réactionnelle, et d’une incubation au bain marie a 50°C pendant 5 a 15 min. I’absorbance a été

mesurée a 760 nm.
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Les concentrations en phénols totaux solubles sont déterminées par référence a une courbe

d’étalonnage obtenue avec 1’acide gallique (figurel, annexe I1). Les résultats sont exprimés en

mg équivalent d’Acide Gallique/100g d’échantillon.
7. Dosage des flavonoides :
a. Principe :

Le dosage des flavonoides repose sur la formation d'un complexe jaune par chélation de
I'ion AP* lors de la réaction du chlorure d'aluminium (AICI3) avec les flavonoides ayant un
groupement hydroxyle (OH) libre. L'intensité de la coloration jaune produite est proportionnelle

a la quantité de flavonoides présente dans I'extrait (Ribéreau-Gayon, 1968).
b. Mode opératoire :

Pour estimer la teneur en flavonoides on a suivi la méthode décrite par (Ribéreau-Gayon,
1968), 1ml de chaque extrait (fleur ou feuille) est mélangé avec 1ml de chlorure d’aluminium
AIClz a 2%. Aprés homogénéisation, le mélange a été incube a température ambiante pendant
10min, puis les absorbances sont lues a 430nm. Les résultats sont exprimés en mg équivalent
de quercitrine par g d’échantillon (mg EQ /100g d’E), en se référant a une courbe d’étalonnage
(figure2, annexe I11).

8. Dosage des flavonols :

La teneur en flavonols a été quantifiée selon la méthode décrite par Kumaran et
Karunakaran (2007). Un volume de 0,5ml du chlorure d’aluminium (2%) et de 1,5 ml
d’acétate de sodium est ajouté a 0,5 ml d’extrait. Ensuite une incubation pendant 30 min a
température ambiante, 1’absorbance est lue a 440 nm. Les résultats sont exprimés en mg
équivalent de quercétine par g de matiere séche (mg Eq Q/g MS), en se référant a une courbe
d’étalonnage réalisé en utilisant la quercétine a différentes concentrations (figure 4, annexe
).

9. Dosage des tanins condenses :

a. Principe :

Les concentrations des tanins condenseés des fleurs et feuilles de calendula arvensis sont
évaluées a l'aide du dosage a la vanilline. En milieu acide, les tanins condensés se
dépolymérisent et, en réagissant avec la vanilline, se transforment en anthocyanidols de couleur

rouge, qui peuvent étre mesures par spectrophotométrie a 500 nm (Sun et al., 1998)
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b. Mode opératoire :

La teneur en tanins condensés a été quantifiee selon la méthode de Sun et al., 1998.
250uL de chaque extrait a été mélangé avec 1500uLl de la solution vanilline. Les tubes sont
agités, ensuite 750uL d‘acide chlorhydrique concentré (HCI) est additionné au mélange
réactionnel. Le mélange est laissé réagir a température ambiante pendant 15 min. La lecture des

absorbances est réalisée a 550 nm.

Une courbe d‘étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en
utilisant la catéchine a différentes concentrations (figure 5, annexe I1). Les résultats sont

exprimés en milligramme équivalent catéchine par grammes d‘échantillons (mg Eq C/g E).
10. Activités antioxydants :

10.1. Activité anti radicalaire acide 2,2-azinobis-3-éthylbenzothiazoline-6
sulfonique (ABTYS) :

a. Principe :

Le test TEAC ou test de décoloration de ABTS est basé sur la capacité d’un antioxydant
a stabiliser le radical cationique ABTS (sel d’ammonium d’acide 2,2-azinobis-3-
éthylbenzothiazoline-6 sulfonique) de couleur bleu vert en le transformant en ABTS+ incolore,
par piégeage d’un proton de I’antioxydant (Re, R et al, 1999). Le radical ABTS+ se forme par

arrachement d’un électron a un atome d’azote d’ABTS.
b. Mode opératoire :

Le test ABTS est effectué selon la méthode décrite par (Memarpoor-Yazdi et al, 2012).
La solution d'ABTS a 7 mM a été obtenue en dissolvant 38,4 mg d'ABTS, 6,62 mg de persulfate
de potassium dans 10 ml d'eau distillée. Le mélange a ensuite été agité pendant 5 minutes et
incubé pendant une nuit a température ambiante et a l'abri de la lumiére. Pour obtenir une
densité optique de 0,7+0,02 a 734 nm, la solution a éte diluée avec de I’éthanol.150ul d’extrait
(feuilles ou fleurs) est additionné avec 1500ul de solution ABTS. Plus un contréle ou on
remplace I’extrait par un volume de 150ul de solvant d’extraction, suivi d’une incubation 6 min

a température ambiante, enfin on a mesuré les absorbances a 734 nm.

Les résultats sont exprimés de deux maniéres :
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1) Les résultats sont exprimés en mg équivalent trolox par gamme d’échantillon (mg Eq

T/g E) par référence a une courbe d’étalonnage (figure 3, annexe Il). (Pour les résultats de

I’étude préliminaire utilisé pour avoir les optimums).

2) Le pouvoir anti radicalaire des extraits a été exprimé en pourcentage (%) d’inhibition

du radical ABTS+ par la formule suivante :

[ %D’inhibition de radical ABTS = [(At-Ae) /At] x 100 ]

e At: absorbance du témoin.
e Aec: absorbance de I’extrait
Les résultats seront interprétés par comparaison a 1’activité anti-radicale ABTS de deux

standards, le BHT et Acide ascorbique, dans les mémes conditions. Les valeurs des Clso des

deux extraits ainsi des deux molécules de référence étudiées ont été déterminé.
10.2. Activité anti radicalaire 2,2-diphényl-1-picryhydrazyl (DPPH) :
a. Principe :

Le DPPH (2,2-diphényl-1-picryhydrazyl) est un radical libre de couleur violet, lorsque le
DPPH est réduit en diphényl-1-picryhydrazyl par un composé anti radicalaire la couleur violette
disparait entrainant une décoloration, I’intensité de la couleur est proportionnelle a la capacité

des antioxydants présent dans le milieu a céder des protons (Talbi et al, 2015).
b. Mode opératoire :

Ce test est réalisé selon le protocole rapporté par Milardovic et al. (2006), un
volume de 1900ul de solution DPPH préalablement préparé, dilué dans le méthanol est
additionné a 100ul d’extrait a différentes concentrations, les mélanges réactionnels sont incubés
15 min a température ambiante, les absorbances sont mesurées a 515nm. Les résultats seront
interprétés par comparaison a I’activité anti-radicalaire des standards, acide ascorbique et BHT
réalisées dans les mémes conditions. La valeur d’IC50 a été déterminée et le pourcentage

d’activité antiradicalaire DPPH a été calculé selon 1’équation suivante :

% d’inhibition DPPH = [(Ac- Ae) / Ac] x 100

e Ac = absorbance du contréle
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e Ae = absorbance de |’extrait.

10.3. Activité anti-radicalaire du OH :
a. Principe :

Le pouvoir scavanger du radical hydroxyle repose sur la capacité d’une molécule a
neutraliser ce radical OH libre (exemple les composes phénolique) en lui fournissant un électron
supplémentaire ce qui réduit sa réactivité et protégé les cellules contre les dommages oxydatifs
ce qui veut dire que ce test implique un systéme redox, réaction d’oxydoréduction entre le OH
qui est une substance oxydante et un antioxydant qui sont les CPT (Rajamanikandan et al.
2011).

Le principe de ce test repose sur :

v" Formation des radicaux hydroxyles : les radicaux hydroxyles OH sont générés par la

réaction entre le peroxyde d’hydrogéne (H20,) et les ions ferreux (Fe?").
FeSO4 + H O === Fe3* + OH

v Hydroxylation du Salicylate : le salicylate est utilisé comme sonde pour détecter les
radicaux hydroxyles, les radicaux hydroxyles attaquent le salicylate et provoque son

hydroxylation.
b. Mode opératoire :

L’activité anti radicalaire OH par I’extrait phénolique des fleurs et feuilles de calendula
arvensis a été évaluer selon la méthode de Rajamanikandan et al. (2011), pour cela un
mélange contenant 0,5ml de FeSO4 (1,5mM) et 0,35ml de H>O2 (6mM) et 0,5ml de salicylate
de sodium (20mM) a été préparé, auquel 0,5ml de chaque extrait a différentes concentrations a
été additionné. Apres agitation au vortex les échantillons ont été incubé pendant 1h au bain
marie a 37°C. Les absorbances ont été mesurés a 562nm. Les résultats seront interprétés par
comparaison a 1’activité anti-radicalaire des standards, Vit C et BHT réalisées dans les mémes
conditions. La valeur d’IC50 a été déterminée et le pourcentage d’inhibition d’oxydation des

radicaux OH indiquant I’activité scavanger des extraits, a été calculé selon 1’équation suivante :

[ % Inhibition OH = (At - Ae) / At x 100 ]

At : absorbance de témoin
Ae : absorbance de I’extrait (Abs (extrait)- Abs (blanc échantillon)
19



Chapitre 111 : Matériel et méthodes Partie expérimentale

11. Activités anti-inflammatoires :

11.1. Mesure de P’activité anti-dénaturation de la BSA (sérum-albumine

bovin) :
a. Principe :

L’activité anti inflammatoire a été évalué par un test de dénaturation des protéines, un
phénomene qui peut provoquer une réaction inflammatoire, ce test consiste & mesurer la
capacité d’un extrait a inhiber cette dénaturation en stabilisant la structure native des protéines

et les protéger de la dénaturation. La méthode suivie est celle décrite par (Kaw et al, 2012).
b. Mode opératoire :

Un volume de 500ul de BSA a 0,5% est additionné a un volume de 500ul de chaque
concentration des deux extraits étudiés. Les mélanges ont été incubé dans un bain marie a 37°C
pendant 20 min, ont été mise a 70°C pendant 5 min (choque thermique), apreés refroidissement
un volume de 500ul de la solution tampon Tris-Hcl a ph=6,6 a été ajoute. Les absorbances ont
été mesurés a 660nm. Le diclofenac a été utilisé comme une molécule de référence et le

pourcentage d’inhibition de la dénaturation protéique a été calculé comme suite :

[ % d’inhibition = ((At-Ae) /At) *100

At : absorbance de témoin negative
Ae : absorbance extrait (abs d’extrait — abs de blanc échantillon)

Les valeurs de concentration inhibitrice a 50% (ICso) des deux extraits et du diclofenac ont été

évaluées.
11.2. Test ovalbumine :
a. Principe :

La plupart des protéines perdent leur fonction biologique lorsqu'elles sont dénaturees.
Sous I’action d’un traitement thermique, 1’ovalbumine peut subir des changements de
conformation associés a un mauvais repliement de la structure tridimensionnelle. La
dénaturation des protéines est I’'une des causes bien documentées de 1I’inflammation et conduit

a diverses maladies inflammatoires. Par conséquent, la capacit¢ d’une substance a inhiber la
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dénaturation des protéines signifie un potenticl apparent d’activité anti-inflammatoire

(Militello et al, 2003).

b. Protocole :

L’activité anti-inflammatoire est effectuée selon la méthode d’inhibition de la
dénaturation de la protéine albumine décrite par Kandikattu et al. (2013). Un volume de 0,5
ml de chaque concentration est additionné a 0,5 ml de solution de BSA préparée dans le Tris-
HCI. Apres incubation & 37° C pendant 20 min puis a 70° pendant 5 min et apres refroidissement
un volume de 0,5ml de solution tampon Tris-HCI a été ajouté au mélange réactionnel.
L’absorbance est lue a 660 nm. Le contrdle contient 1ml de BSA avec 1ml de Tris-HCI. Dans
ce test, la molécule de référence utilisée est le celebrex. L’évaluation de son activité anti-
inflammatoire a été effectuée dans les mémes conditions opératoires que celles appliquées aux

différents extraits.

Les résultats enregistrés sont exprimés en pourcentage d’inhibition de la

dénaturation thermique d’ovalbumine (Ova) et calculés selon 1’équation suivante :

[ % d’inhibition de denaturation d’ovalbumine= [(Ae —Ac) /Ac] % 100 ]

Ae : I’absorbance de 1’échantillon.
Ac : I’absorbance du controle.
Les valeurs de concentration inhibitrice & 50% (ICso) des deux extraits et du Celebrex ont
été eévaluées.
12. Traitement statistique des résultats :

Toutes les données obtenues représentent la moyenne de trois essais. Les
parameétres de la statistique descriptive (moyenne et écart-type) ont été calculés a l'aide du
programme Excel Microsoft Office 2016. Les résultats ont fait I’objet d’une analyse de la
variance a un seul facteur, suivie d’une comparaison multiple des moyennes (Test LSD) au

moyen du logiciel Statistica version 7.12. Les différences sont significatives a p < 0,05. Les

concentrations inhibitrices a 50% (IC50) ont été calculées en utilisant Excel.
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La présente étude est consacrée a I’optimisation des conditions d’extraction des composes

phénoliques a partir de feuilles et fleurs de Calendula arvensis, avec I’extraction assistée par

microonde et par la méthodologie de surface de réponse.

1. Extraction assiste par microondes :

Les résultats de la détermination des teneurs en composés phénoliques et de ’activité

ABTS sont présenté dans le tableau V et V1 :

Tableau V : valeurs expérimentales et prédite des TPC et de I’activité ABTS des feuilles de

Calendula arvensis du plan Box Bhenken

Configuration | Ratio | Temps | Fréquence | Valeurs réelles | Valeurs réelles | Valeurs prédites | Valeurs prédites
(%) (s) (w) TPC(mgEAG | ABTS (mgeET | TPC (mgEGA /g | ABTS (mgET /g
X1 X2 X3 /g E) /g E) E) E)
—0 5 60 500 15,15305671 | 542,18107 15,230590049 539,46159126
—+0 5 120 500 15,07397067 | 653,7037037 14,814899501 624,66392319
+—0 10 60 500 10,5400982 251,2962963 10,799169369 285,27434841
++0 10 120 500 14,70156638 421,2962963 14,667038391 424,01577504
0— 7,5 60 300 11,39050416 272,345679 11,023194059 271,9084362
0— 7,5 60 700 10,05787148 272,345679 10,111557713 243,08813443
0+ 7,5 120 300 14,79798466 473,7860082 14,744298428 492,00102878
0++ 7,5 120 700 9,40637977 246,5020576 9,842631817 246,9393004
—0— 5 90 300 15,14457174 561,9341564 15,457329142 565,09087794
+0— 10 90 300 10,74708771 | 204,6296296 11,186846812 209,85425239
—0+ 5 90 700 11,17807516 | 269,2592593 10,569836228 300,33093281
+0+ 10 90 700 10,57379417 | 203,8888889 10,261036768 200,73216736
000 75 90 500 15,73505343 | 489,3004115 15,58101473 494,23868313
000 7,5 90 500 15,48474054 495,8847737 15,58101473 494,23868313
000 7,5 90 500 15,52325022 497,5308642 15,58101473 494,23868313
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Tableau VI : valeurs expérimentales et prédite des TCP et de 1’activité ABTS des fleurs de Calendula

arvensis du plan Box Bhenken

Configuration | Ratio | Temps | Fréquence | Valeurs réelles | Valeurs réelles | Valeurs prédites | Valeurs prédites
(%) (s) (w) TPC(mgEAG | ABTS (mgeET | TPC (mgEGA ABTS (mgET
il e o /g MS) /gMS) /gMS) /gMS)
—0 5 60 500 44,58650236 | 886,8312757 44,352636309 903,10013714
—+0 5 120 500 47,60951189 | 825,1028807 48,534145246 868,17558301
+-0 10 60 500 16,92115144 | 666,8312757 15,996518084 623,75857339
++0 10 120 500 16,13170309 | 674,0740741 16,365569141 657,80521266
0— 7,5 60 300 9,416899329 327,7914952 10,105660922 368,50823045
0— 7,5 60 700 8,967619781 246,5843621 9,4373575958 232,67146773
0+ 7,5 120 300 11,26536376 259,5336077 10,795625945 273,44650207
0++ 7,5 120 700 13,98671416 367,5720165 13,297952567 326,85528125
—0— 5 90 300 43,20015404 | 807,81893 42,745258499 750,83333331
+0— 10 90 300 13,91739675 489,2592593 14,153268514 491,61522636
—0+ 5 90 700 45,56849909 | 697,6131687 45,332627327 695,25720164
+0+ 10 90 700 12,94502744 4077777778 13,399922982 464,76337449
000 7,5 90 500 11,32954655 307,1604938 10,045890697 299,478738
000 7,5 90 500 9,635120824 278,1893004 10,045890697 299,478738
000 7,5 90 500 9,173004717 313,0864198 10,045890697 299,478738

L’analyse des résultats obtenues, révele que les teneurs en composés phénoliques et les

résultats de 1’activité ABTS, ont présentés des différences selon les parametres d’extraction
testés. Les teneurs en composeés phénoliques obtenues varient de 9,4 mgeAG/g MS jusqu’a
15,73 mgEAG/g MS pour les feuilles, et pour les fleurs varient entre 8,96 mgEAG/g MS et
47,60 mgEAG/g MS. Concernant I’ABTS les valeurs obtenues pour les feuilles sont comprises
entre 203,88 mg Eq Trolox/g E et 653,70 mg Eq Trolox/g E et pour les fleurs sont entre 256,58
mg Eq Trolox/g E et 886,83 mg Eq Trolox/g E.

2. Evaluation de la corrélation :

Le RZ est un indicateur statistique qui évalue la qualité de I'ajustement d'un modele de
régression. Dans la méthode Box-Behnken, il permet d'estimer la pertinence de I'ajustement du
modele de réponse par rapport aux données expérimentales. Cet indice mesure la proportion de

la variation des données expliquée par le modele de réponse. Plus la valeur de R2 est proche de
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1, plus le modele empirique offre une explication solide des données (Goupy, 2013 ; Jumbri
et al., 2015). Le modeéle présenté dans notre étude est hautement corrélé pour les deux extraits
(feuilles et fleurs) avec un R?=0,999 R?=1,00 respectivement.
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Figure 10 : Plans de prédiction pour I'extraction des polyphénols de feuille du
Calendula arvensis
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Figure 11 : Plans de prédiction pour I'extraction des polyphénols de fleur du
Calendula arvensis
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Le modele est satisfaisant grace a la forte significativité de I’analyse statistique ANOVA qui

a donné un P = 0,0003 pour les feuilles et P<0,001 pour les fleurs.
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3. Estimation des coefficients :

Les valeurs P ont été utilisees comme mesure pour vérifier la signification de chaque
coefficient. Lorsque P est faible le coefficient correspondant est plus significatif et 1’effet

d’interaction est grand (Bey et al., 2013).

Les tableaux ci-dessous récapitulent les coefficients de régression du model de

prédiction des extraits de Calendula arvensis.

Tableau V11 : Les principaux coefficients de régression appliqués dans I’analyse statistique

du modeéle Box-Behnken pour les feuilles de Calendula arvensis

Terme Estimation Erreur standard T ratio Prob. > /t/

Constante 15,581015 0,269716 57,77 <0,001"
Linéarité

X1 : Ratio -1,248391 0,165167 -7,56 0,0006*

X2 : temps 0,8547964 0,165167 5,18 0,0035*

X3 : fréquence |-1,358003 0,165167 -8,22 0,0004*
Interaction

X1*X2 1,0601386 0,233581 4,54 0,0062*

X1*X3 0,9483008 0,233581 4,06 0,0097*

X2*X3 -1,014743 0,233581 -4,34 0,0074*

Quadratique

X1*X1 -0,608072 0,243119 -2,5 0,0544

X2*X2 -1,105769 0,243119 -4,55 0,0061*

X3*X3 -3,06206 0,243119 -12,59 <0,0001*
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Tableau VIII : Les principaux coefficients de régression appliqués dans ’analyse statistique

du modéle Box-Behnken pour les fleurs du Calendula arvensis

Terme Estimation Erreur standard |T ratio Prob. > /t/

Constante 10,045891 0,648739 15,49 <0,0001*
Linéarité

X1 : Ratio -15,13117 0,39727 15,49 <0,0001*

X2 : temps 1,13764 0,39727 2,86 0,0353*

X3 : fréquence |0,4585058 0,39727 1,15 0,3006
Interaction

X1*X2 -0,953114 0,561825 -1,7 0,1506

X1*X3 -0,835179 0,561825 -1,49 0,1973

X2*X3 0,7926575 0,561825 141 0,2174

Quadratique

X1*X1 19,632473 0,584766 33,57 <0,0001*

X2*X2 1,6338532 0,584766 2,79 0,0383*

X3*X3 -0,77095 0,584766 -1,32 0,2447

3.1.Effet linéarité :

Les données présentées dans les tableaux VII et VIII mettent en évidence que pour les
feuilles les trois facteurs (ration, temps et puissance) sont important dans 1’extraction des
polyphénols de Calendula arvensis avec un impact significatif et des probabilités de 0,0006 ;
0,0035 ; 0,0004, tandis que pour les fleurs le ratio (X1) et le temps (X2) sont des facteurs
majeurs dans I’extraction des polyphénols, par contre le troisiéme facteur qui est la puissance

ne semble pas avoir d’effet significatif sur cette extraction.
3.2.Effet d’interaction :

D’apres I’analyse des résultats, il ressort que les interactions entre les trois facteurs X1*X2,

X1*X3 et X2*X3 des feuilles influencent significativement sur les teneurs en polyphénols, avec
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des probabilités de 0,0062 ; 0,0097 et 0,0074 respectivement. Tandis que pour les fleurs les

interactions entre les 3 facteurs ne sont pas statistiquement significatives.
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Figure 12 : Graphiques de surface de réponse présentant les interactions entre les facteurs étudiés A, B

et C et sur ’activité ABTS D, E et F pour les feuille de Calendula arvensis
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DI EI FI

Figure 13 : Graphiques de surface de réponse présentant les interactions entre les facteurs étudiés A’

B’ et C’ et I’activité ABTS D’ E’ et F’ pour les fleurs de Calendula arvensis

Les figures 15 et 16 illustrent la représentation en trois dimensions des effets de la
concentration du solvant et du temps sur I’extraction des PTC et I’ABTS des feuilles et fleurs
de Calendula arvensis.

3.3.Effet quadratique :

Les résultats obtenus pour les feuilles révélent que 1’effet quadratique (temps*temps) et
(fréquence*fréquence) sont hautement significative avec un P=0,0061 et P<0,0001
respectivement. D’autre part les fleurs affichent que les effets quadratiques (Ratio*Ratio) et
(Temps*Temps) sont significative avec des P<0,0001 et p=0,0383 contrairement a I’effet

quadratique (Fréguence*Fréquence) qui ne présente pas de différence significative.
4. Conditions optimales :

Les conditions optimales de I’extraction des polyphénols par microondes, ont été obtenues
en utilisant la méthodologie de surface de réponse. Figure 19 et 20 montrent les profileurs de

prédiction pour les conditions optimales obtenues par le modeéles Box Bhenken.

Aprés avoir défini les conditions optimales et prédit de la réponse correspondante, une
nouvelle série d'expériences a été planifiée et réalisée en utilisant ces conditions optimales des
parametres de processus. L'objectif était de prédire et de vérifier la précision du modele. Les
résultats, présentés dans le tableau 1X, montrent une forte corrélation entre les résultats réels
(expérimentaux) et les résultats prédits, ce qui confirme I'efficacité des modeles de surface de

réponse pour refléter I'optimisation attendue.
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Figure 14 : Profileur de prédiction pour les conditions optimales obtenues des feuilles du
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Figure 15 : Profileur de prédiction pour les conditions optimales obtenues des fleurs du
Calendula arvensis

Les paramétres d’extraction optimisés et les valeurs prévues et expérimentales des

composés phénoliques et de I’activité anti-radicalaire ABTS sont présentés dans Le tableau X :
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Tableau IX : Valeurs prévues et expérimentales des teneurs en composés phénoliques et de

I’activité ABTS obtenus pour les feuilles et fleurs de Calendula arvensis.

Echantillons Parametres optimiseés Reéponses

Facteurs Conditions Valeurs prédites Valeurs expérimentales

optimales
PTS(mgE | ABTS (mg | PTS(mgE | ABTS (mgE
AG/gE) ET/gE) AG/gE) T/g E)

Feuilles Ratio (%) 5 16,02646 676.,8885 19,030 449,57

Temps (S) 116.24

Puissance (Hz) |400,95
Fleurs Ratio (%) 5 48.98208 868.2956 46,878 826,78

Temps (s) 120

Puissance (Hz) | 547,02

Les résultats obtenus ont permis d'optimiser les conditions d'extraction pour maximiser
les composes phéenoliques et 'activité anti-radicalaire ABTS en maximisant la désirabilité des
valeurs prévues. Pour vérifier I'efficacité du modele, trois expériences de validation ont été

réalisées en utilisant les conditions optimales déterminées.

Les valeurs optimales en composés phénoliques, et I’activité ABTS sont obtenues sous
les conditions suivantes : un ratio de 5%, une durée d’extraction de 116,24s et une puissance de
400,95 Hz pour les feuilles, pour les fleurs, elles sont d’un ratio de 5%, une durée de 120s et
une fréquence de 547,02w. le tableau ci-dessus montre que les valeurs expérimentales obtenues
apres I’optimisation sont trés proches des valeurs prévues, que ¢a soit pour les phénols totaux
solubles ou bien pour I’activité anti oxydante (ABTS). Ce qui confirme la validité du plan

d’expérience utilisé.
5. Teneur de quelques composés phénoliques des extraits obtenus apres optimisation :

Dans le but d’évaluer les teneurs en substance bioactives des extraits préparés a partir
des feuilles et de fleurs de Calendula arvensis, un dosage des différents composés phénoliques

(phénols totaux, flavonoides, flavonols, Tanin condensés) a été effectué.

Les resultats des teneurs des différentes classes de composés phénoliques déterminées

sont présentés dans le tableau X :
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Tableau X : les teneurs en composés phénoliques des extraits de feuilles et fleur de Calendula

arvensis
Composés | Composés  phénolique | Flavonoides Flavonols Tanin condensés
Extrait totaux
Feuille 19,030 + 0,278 46,408 + 0,4242 3,602 + 0,080 7,327 +£0,391°
Fleur 46,878 +0,233° 104,772 £ 1,514 | 6,687 + 0,206° 1,714 + 0,108?

Les moyennes avec des lettres différentes dans la méme colonne sont significativement différentes (p < 0,05).
5.1.Les teneurs en composés phénoliques totaux :

Les résultats statistiques des teneurs en composés phénoliques (figurel, Annexe I11)
montrent des différences significatives (p < 0,05) entre les deux extraits des échantillons
étudiés. Les feuilles ont montré une teneur plus faible de19,030 + 0,278 mg EQ d’Acide
Gallique/100g d’échantillon, par rapport a la teneur enregistré sur 1’extrait de fleur qui est de
46,878 + 0,233 mg EQ d’Acide Gallique/100g d’échantillon.

Les teneurs en composés phénoliques des feuilles et des fleurs dans notre étude sont
Iégerement inférieures a celles rapportées par Tugba Ercetin et al. (2012) (118,18 + 10,29 mg
EQ d’Acide Gallique/100g d’échantillon) ou ils ont évalué la teneur en composés phénolique
des extraits de fleurs et de feuilles obtenue aprés 48h de macération simple (agitation manuelle)
a température ambiante dans de 1’eau distillé. Cette différence pourrait étre due a plusieurs
facteurs, notamment les conditions de culture, les techniques de récolte, et les méthodes
d'extraction utilisées. Les conditions environnementales telles que le type de sol, la disponibilité
en eau, et I'exposition au soleil, peuvent également influencer la concentration en composés

phénoligues dans les échantillons (Cheynier, v. 2012).

D’autre part, dans la méme étude, les teneurs trouvés dans notre étude sont similaires,
ou ils ont utilisé I’hexane et le dichlorométhane comme solvant d’extraction (entre 40 et 45 mg
EQ d’Acide Gallique/100g d’échantillon). En effet les travaux menés par (Bourgou et al, 2016)
montrant que 1’eau est le solvant qui permet d’extraire une teneur élevée en polyphénols grace

a sa polarité élevée et sa capacité a ne pas endommager les produits d’extraction.
5.2.Teneurs en flavonoides :

Notre analyse statistique sur les dosages des flavonoides (figure 2, Annexe I11) indique que
la teneur en flavonoides est significativement différente (p<0,05) entre les feuilles et fleurs du

Calendula arvensis. La teneur en flavonoides dans les fleurs (104,772 + 1,514 mg EQ de
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quercitrine/100g d’E) est beaucoup plus élevée que dans les feuilles (46,408 + 0,424 mg EQ de
quercitrine/100g d’E ) avec une différence d’environ 58,37 unités, cette différence est due a

plusieurs facteurs.

La différence significative des teneurs e flavonoide entre les extraits aqueux de feuilles
et fleurs, peut étre lie a leur réle biologique dans les fleurs, en tant qu’organe reproducteur, il
pourrait nécessiter une concentration plus élevée de ces composés pour se protéger contre les
UV et les pathogénes (Harborne, J. B., & Williams, C. A. 2000), d’autre part ces déférences
statistiquement significative suggere que les fleurs de Calendula arvensis pourrait étre plus
riche en composes phénoliques bénéfique pour la sante que les feuilles. En comparant nos
résultats a une étude sur Calendula oficinalis, leur extrait méthanoique obtenue par macération
ont donné des valeurs inferieurs a nos résultats, la teneur en flavonoides des feuilles est marquée
de 28,33+0,14 mg EQ rutin/g d’extrait, et la teneur des flavonoides pour les fleurs est de
28,38+0,40 mg EQ rutin/g d’extrait (Gunes AK et al, 2020). Dans la méme étude des extraits
méthanoique obtenue par une méthode d’extraction différente qu’est le soxhlet, les teneurs sont
données comme suite : teneur en flavonoides des feuilles est de 34,61+0,29 mg EQ rutin/g
d’extrait et la teneur des fleurs est de 32,50+0,67 mg EQ rutin/g d’extrait (Gunes AK et al,
2020), ces résultats sont largement faibles comparé a nos résultats, ce qui prouve que la méthode
d’extraction a un impact direct sur les teneurs obtenu des flavonoides ainsi que le solvant

d’extraction qui influence aussi.

Ercetin et ces collaborateurs (2008) ont trouvé une teneur en flavonoides égale a
74,14+3,09 mg EQ de quercitrine/g d’E, a partir des extraits méthanoiques des fleurs de
Calendula arvensis collectées a Bodrum a Meugla (Ercetin et al, 2008), cette valeur est
inferieur a la valeur trouvée dans notre étude (104,77+1,514 mg EQ de quercitrine/1g d’E) cette
large différence peut s’expliquer par I’impact de I’atmosphére et I’environnement et la

distribution géographique.

Une autre étude réalisée par Abudunia et son groupe de chercheurs (2017) sur des extraits
aqueux des fleurs de Calendula arvensis collecté a la région de Rebat (Khemisset au Maroc),
leur valeur en flavonoides trouvée était de 1’ordre de 74,93+1,50 mg EQ rutin/g d’extrait qui
est aussi inferieur a la valeur marquée dans nos résultats. Dans la méme étude une autre teneur
en flavonoides de 1’ordre de 174,9345,21 mg EQ rutin/g d’extrait obtenue a partir des extraits

meéthanoliques de fleur de Calendula arvensis, une valeur significativement supérieure a nos
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résultats, ce que on peut déduire ici ¢’est I'importance du choix du solvant sur les teneurs

d’extraction.

5.3.Teneur en flavonols :

Les données de I’analyse statistique (figure 3, Annexe I11) révelent que la teneur en
flavonols est également différente entre les feuilles et les fleurs du Calendula arvensis mais
avec des valeurs absolues plus faible que celles des flavonoides et une teneur plus élevée de
flavonols dans les fleurs (6,68+0,2 mg Eq Q/g MS) par rapport aux feuilles (3,602+0,008 mg
Eq Q/g MS), ces données renforcent I’idée que les fleurs de Calendula arvensis sont plus riche
en composés phénoliques que les feuilles, les teneurs en flavonols des deux extraits est affecté
par le prétraitement de 1’échantillon (taille des particules, Ratio solvant mati¢re/seche...) la
taille des particules augmente la surface disponible pour le transfert de masse, améliorant ainsi

les teneurs d’extraction (Spingo et al, 2007).

Dans une étude HPLC réalisé par Abudunia et son équipe (2017) sur Calendula arvensis,
la teneur (dans les feuilles) en flavonols était d’une valeur de 9,8 mg EQ rutin/g d’extrait,
d’autre part dans une autre recherche basée sur une méthode spectrale (spectrophotométrie UV-

Visible), ils ont trouvé une teneur de 10,5 mg EQ rutin/g d’extrait (dans les feuilles).

En résumé nos résultats sont cohérents avec les valeurs rapportées dans les études de
(Abuduniaetal, 2017), ils contribuent a une meilleure compréhension de la teneur en flavonols
de Calendula arvensis (Abudunia et, 2017 ; Abutaha et al, 2019).

5.4. Teneur en tanins condensés :

L’analyse statistique des résultats des teneurs en tanins condensés (figure4, Annexe I11)
consignés dans le tableau X révelent que la meilleure teneur est celle trouvés dans les feuilles
(7,327 £ 0,391 mg Eq Catéchine /g E ) par contre dans les fleurs on a enregistré une faible

teneur (1,714+0,108 mg Eq Catéchine /g E) avec une différence significative (p<0,05).

Cette variation peut indiquer des différences dans les fonctions biologiques des tanins, par
exemple les feuilles étant plus exposées aux attaques des herbivores que les fleurs, peuvent
accumuler des niveaux plus élevés de tanins comme mécanisme de défense (Herms et al,
1992). Dans I’étude realisé par HAMOUDI Souhila et ces collaborateurs (2012), ils ont évalué
les teneurs en composés phénoliques de différentes parties de la fleur d’artichaut
(CynaraScolymus L.), par deux méthodes d’extraction différents, la décoction et la macération

avec I’utilisation de quatre solvants d’extraction (eau, méthanol, éthanol, acétone). Ils ont
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enregistré une teneur de 10,28+0,26 mg Eq Catéchine /g E pour la méthode de décoction et
avec utilisation de 1’eau comme solvant d’extraction, et pour la macération une teneur de
3,53+0,34 mg EQ Catéchol/g de MS était enregistrer. En comparant ces résultats avec nos
résultats, on remarque que les teneurs trouvées dans notre étude qui concernent les fleurs (1,714

+ 0,108 mg EQ Catéchol/g de MS) est plus faible par rapport aux résultats de cette étude.

Dans une étude menée par BOUCHNAK Fatima et al, 2018, ils ont étudié I’extrait
méthanoique des feuilles d’Artenisiaabsinithuim L obtenues par la méthode soxhlet, ils ont
trouvé une teneur plus faible (2,9+0,8 mg EQ I’acide tannique/g d’extrait) par rapport a celle
trouvé dans notre étude pour I’extrait aqueux de feuilles (7,327+0,391 mg EQ I’acide tannique/g

d’extrait).

D’autre part, Rosales, 1999 et Joki¢ et al, 2010. Soulignent que I'eau, particulierement a
des températures élevées, extraient également des substances indésirables telles que les
protéines, les lipides et les colorants non phénoliques. Ces substances peuvent interférer avec
le dosage des tanins. L’extraction des tanins condensés dépend de leur nature chimique, du

solvant utilisé et des conditions opératoires (U.D. Chavan et al, 2001).

6. Résultats des activités anti-oxydantes des extraits obtenus apreés optimisation :
6.1.Effet anti-radicalaire vis a vis du radical DPPH :
Les pourcentages d’inhibition du radical DPPH en fonction des concentrations des deux
extraits issus des feuilles et fleurs de Calendula arvensis et deux standard BHT et acide

ascorbique sont présentés dans la figure 16 :
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Figure 16 : Effet scavenger contre le DPPH des extraits de feuilles et fleurs Calendula arvensis et de
deux standard

Les valeurs désignées avec des lettres différentes indiquent que la différence est significative (P<0,05)

Les extraits aqueux des feuilles et des fleurs de Calendula arvensis ont montré une forte
activité de piégeage du radical DPPH a diverses concentrations (1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250
pg/ml, 125 pg/ml et 62,5 pug/ml). Le pourcentage d'inhibition pour les deux types d'extraits est
proportionnel & leur concentration. A la concentration la plus basse (62,5 pg/ml), aucune
différence significative n'a été observée entre les feuilles et les fleurs, avec un pourcentage
d'inhibition faible (14%). En revanche, pour les concentrations plus élevées (125 pg/ml, 250
pg/ml, 500 pg/ml), une différence significative a été notée entre les deux extraits, avec des
pourcentages d'inhibition variant de 29% a 76%. La plus forte activité de piégeage a été
observée a la concentration la plus élevée (1 mg/ml), atteignant 80,9% pour les feuilles et
83,57% pour les fleurs.

L'évaluation comparative des extraits de fleurs et de feuilles de Calendula arvensis par
rapport aux standards BHT et acide ascorbique (figure 19) a révélé des activités anti oxydantes
significatives. Les extraits de Calendula arvensis ont montré une capacité antioxydant notable,
legérement inférieure a celle de I'acide ascorbique standard, mais supérieure a celle du BHT.
Ces résultats suggérent que Calendula arvensis pourrait constituer une source prometteuse de

composes antioxydants naturels (Miller et al, 2022).

L’effet scavenger des extraits vis-a-vis du radical DPPH est exprimé par I’IC50 qui
correspond a la concentration nécessaire en extraits pour inhiber 50% de la concentration

initiale de radicaux libres.

Les résultats des IC50 sont présentés dans la figure suivante :
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Figure 17 : Les Clso des feuilles et fleurs de Calendula arvensis, acide ascorbique et BHT.

L'analyse des valeurs d'ICso des extraits de feuilles et de fleurs de Calendula arvensis a
montré des résultats pertinents en comparaison avec les standards acide ascorbique et BHT,
I’extrait des feuilles et fleurs de Calendula arvensis sont doté d’un faible pouvoir antioxydant
avec une valeur d’ICso de 237,14ug/ml et 232,05ug/ml respectivement par rapport a 1’acide
ascorbique avec une valeur d’IC50 de 155,02ug/ml. Cette valeur en IC50 de 1’acide ascorbique
est nettement plus élevée a celle trouvée par (Mgama et al., 2023) qui est de 95ug/ml. Nos
résultats des IC50 de nos deux extraits aqueux révelent un tres fort effet scavenger contre DPPH
en le comparant & la molécule de synthése BHT avec une valeur d’ICso de (300,365113 ug/ml).
Nos résultats d’ICso de la BHT ne sont pas en accord avec la valeur trouvée par (Hebi et al,
2017), d’ou l'antioxydant synthétique butylhydroxytoluéne (BHT) a montré une IC50 égale a
13,71 pg/ml.

Ces résultats mettent en évidence le potentiel des extraits de Calendula arvensis comme
sources naturelles d'antioxydants, avec une efficacité notable par rapport aux standards utilises.
Ainsi, bien que l'acide ascorbique demeure le standard d'activité antioxydant le plus efficace,
Calendula arvensis présente un profil prometteur qui pourrait étre exploité dans diverses
applications pharmaceutiques et cosmétiques (Miller et al., 2022). TugbaErcetin et al, 2012.

Ont enregistrés une activité anti radicalaire DPPH faible par rapport aux résultats de notre étude.
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6.2.Activité antioxydant ABTS :

Les résultats de 1’analyse statistique (figure 7, Annexe Ill) montrent que 1’extrait
aqueux des feuilles et des fleurs a la concentration la plus faible (62,5ug/ml) , I’inhibition de
I’ABTS est relativement bas, cela indique que la capacité antioxydant a ce niveau est limitée, a
mesure que la concentration augmente (125ug/ml a 500ug/ml) il y a une augmentation
significative du pourcentage d’inhibition d’ABTS, cela suggere une corrélation positive entre
la concentration des extraits testées et son 1’efficacité antioxydant. Aux concentrations les plus
élevées (1Img/ml) I’histogramme atteint un plateau et montrent une activité inhibitrice trés fort
d’ABTS, de plus il semble que I’extrait de fleur ait un effet inhibiteur plus puissant que 1’extrait
de feuille pour la plupart des concentrations testées.

Les résultats des pourcentages d’inhibition d’activit¢ ABTS sont présentés dans la figure 18:
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Les valeurs désignées avec des lettres différentes indiquent que la différence est significative (P<0,05)

Figure 18 : Pourcentage d’inhibition d’ABTS des feuilles et fleurs du Calendula arvensis et
les deux standards

Ces résultats indiquent une relation dose dépendante entre les concentrations des extraits
et leur activité antioxydant. Ces extraits aqueux de fleurs et feuilles de Calendula arvensis
présente la méme tendance d’activité inhibitrice du I’ABTS que les deux standard (acide
ascorbique, BHT) etudies, 1’effet inhibiteur d’ABTS augmente en augmentant la concentration
des extraits ou des standards. Ce pouvoir inhibiteur est confirmé par des valeurs 1C50 qui sont

présenté dans la figure 19 :
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Figure 19 : Valeur des IC50 pour les extraits est les standards

Les résultats de cette étude montrent que les 1C50 des extraits de feuilles et de fleurs de
Calendula arvensis sont plus efficaces que les deux standards (BHT et acide ascorbique), en
effet les IC50 des extraits de fleur (141,27ug/ml) et des feuilles (218,22ug/ml) sont toutes les
deux inferieures a ceux de BHT (161,38ug/ml) et de 1’acide ascorbique (241,72ug/ml).
Indiquant une meilleure activité antioxydant (ABTS). Cependant, il est important de noter que
les fleurs de Calendula arvensis présente une efficacité supérieure aux feuilles, car elle possede
un IC50 plus faible. Cela suggére que les composes antioxydants présents dans les fleurs sont
plus puissant que ceux dans les feuilles, renforcant ainsi leur potentiel d’application dans des

contextes nécessitant une forte activité antioxydant.

Dans une étude récente réalisé par une équipe de chercheurs (AK et al, 2020), les
paramétres antioxydant sont évaluées par le test ABTS qui estimé la capacité de transfert
d’électron unique (Siltana et al, 2017), le teste ABTS était réalisé sur les extraits de fleur de
quelque plante médicinale et parmi c¢’est plantes Calendula oficinalis une plante de méme genre
que Calendula arvensis. Les résultats de cette étude montrent une activité antioxydant élevées

des fleurs de Calendula oficinalis a une concentration de 48,15mgEt/g.
6.3.Activité antioxydant vis-a-vis du Radical OH :

L’histogramme ci-dessous montrent I’effet des extraits aqueux des fleurs et feuilles de
Calendula arvensis et des deux standards a différente concentrations (62,5ug/ml, 125ug/ml,
250ug/ml, 500ug/ml, 1000ug/ml) sur I’inhibition des radicaux hydroxyles OH.
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Figure 20 : Pourcentage d’inhibition de radical OH des feuilles et fleurs du Calendula

arvensis et des deux standards.

Les résultats obtenus indiquent que le pourcentage de neutralisation des radicaux hydroxyles
OH par nos extraits est directement proportionnelle a leurs concentrations, en effet, cette
dépendance a la dose démontre que les concentrations plus élevées d’extrait améliorent leur
capacité a neutraliser les radicaux OH. Ainsi I’efficacité antioxydant de nos extraits est
directement liée a leurs concentrations, en deuxieme point les résultats de cette étude révelent
que I’activité inhibitrice des extraits de feuilles est également plus élevée comparée a celle des
fleurs pour la majorité des concentrations testées, cette tendance ne se vérifie pas dans le cas
d’ABTS et DPPH ou les fleurs qui montrent une activité inhibitrice supérieure a celles des
feuilles. Ces observations suggerent une variation significative de 1’efficacité inhibitrice des

extraits en fonction de la source végétale et de type de test antioxydant utilisé.

Le pourcentage inhibition de nos extraits issus des fleurs et feuilles de Calendula
arvensis suivent la méme tendance du développement des deux standard de référence a savoir
BHT et acide ascorbique, cette observation suggeére que nos extraits possedent des propriétées
antioxydants comparable a ces standard reconnus, ce qui renforce leur potentiel comme agent
antioxydant naturels dans divers applications, leur utilisation pourait offrir des avantages en
terme de sécurité et de biocompatibilité tout en répondant a une demande croissante pour des
produit naturels (Kéhkonen, M.P, 1999).

En examinant I’IC50 des deux extraits de Calendula arvensis (figure 21). On observe

que I’extrait de feuilles de Calendula arvensis et le plus efficace parmi les substances testées
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son IC50 qui est de 140,61ug/ml est le plus bas, est ce qui indique une activités anti radicalaire
vis-a-vis du radical OH supérieur a celle des deux standards (181,912923 ug/ml pour la BHT
et 182,820478 ug/ml pour I’acide ascorbique), par contre I’extrait des fleurs présent une activité
anti radicalaire moins efficace que ceux des feuilles et des standards avec un IC50 de
242,42ug/ml. La valeur de la concentration inhibitrice de 50% du radical OH par acide
ascorbique rapportée par (Habibi et al., 2024) est de 120ug/ml qui est nettement inférieur a la

valeur trouvée dans notre étude.
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Figure 21 : Histogramme présenter les valeurs des IC50 des feuilles et fleurs de calendula

arvensis

En conclusion les extraits de feuilles de Calendula arvensis illustre une meilleure
efficacité antioxydant que les deux standards utilisés dans cette étude (figure 21), surpassant
ainsi les performances des extraits des fleurs ainsi que les standards. En comparaison avec
’activité antioxydant ABTS, on conclure que I’efficacité des extraits de Calendula arvensis

peut varier en fonction du type de teste utilisées pour évaluer cette activité.

Toutes ces observations suggerent que les composes bioactifs présents dans les fleurs et
feuilles de Calendula arvensis pourraient offrir des avantages supérieurs en termes d’efficacité
et de potentiel thérapeutique. En raison de leur performance prometteuse, ces extraits pourraient
étre envisages comme des agents pharmacologiques potentiels pour les traitements des maladies
liées au stress oxydatif. De plus leur utilisation dans I’industrie alimentaire pourrait enrichir les
produits en antioxydants naturels, offrant ainsi des alternatives plus saines aux additifs
synthétiques. Enfin, ces résultats encouragent également la poursuite des recherches pour

explorer d’avantage les applications potentielles des extraits de chaque partie de cette plante.
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7. Résultats des activités anti inflammatoire des extraits obtenus apreés optimisation :

7.1.Activité anti-inflammatoire BSA :

Les extraits de feuilles et fleurs de Calendula arvensis montrent une activité anti-
inflammatoire significative (figure 22) démontrée par leur capacité a inhiber la dénaturation de
la BSA, une protéine souvent utilisée comme modele pour étudier I’inflammation et les effets
anti-inflammatoire des substances bioactives (Choi, E. M., & Hwang, J. K. 2004)Plus la
concentration des extraits est ¢léve plus I’inhibition est forte, ce qui suggere une relation dose
dépendante cela signifie que les composants bioactifs présentes dans ces extraits sont efficaces
pour réduire les processus inflammatoire, ce que on peut dire aussi. Ces résultats montrent
aussi que 1’activité inhibitrice des extraits de feuilles est plus modérée par rapport au extraits
de fleurs avec une valeur maximale allant jusqu’a 76%, ce qu’on peut comprendre a partir de
ces résultats ¢’est que les deux extraits étudier de Calendula arvensis ont pu protéger la BSA
en empéchant sa dénaturation que ¢a soit par un mécanisme de stabilisation de sa structure
native ou par une interaction avec les voies inflammatoire, exemple les voies de signalisation
COX (Cyclo Oxygénase), en réduisant ainsi la production de médiateurs inflammatoire tels que

les cytokines et les prostaglandine (Tung, Y et al 2007).
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Figure 22 : les pourcentages d’inhibitions de la BSA pour les extraits des feuilles et fleurs

de Calendula arvensis et Diclofinac

En comparaison avec I’activité inhibitrice du standard (Diclofinac) qui est presenté dans
la figure 22, on remarque que ’activité du standard suit la méme tendance que nos deux extraits.

Mais son activité maximale est légerement inférieure a celle des deux extraits, cela indique que
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les extraits de fleurs et feuilles de Calendula arvensis sont tres efficace avec une activite plus

intéressante.

Par rapport a I’IC50 des fleurs de Calendula arvensis (338,33ug/ml) et IC50 des feuilles
(280,02ug/ml) on peut dire que les extraits de feuilles sont plus efficaces que les extraits de
fleur. Au méme temps les deux extraits sont beaucoup moins efficaces que le standard
diclofinac (134,80ug/ml).
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Figure 23 : Valeurs des IC50 de I’activité anti inflammatoire BSA des extraits de Calendula

arvensis et du standard diclofinac.

En comparant nos résultats statistiques avec une analyse présentée par Fidele Castro et
al, 2020, sur une étude menée sur les extraits d’acétate d’éthyle des racines Echimops
gracilisune (astéracees), récolté au Cameroun en février 2011. On constate que leur analyse
statistique démontre une tendance du développement d’inhibition de dénaturation de la BSA
similaire a notre analyse statistique mais leur valeur était Iégeérement supérieure marqué d’une
valeur maximale allant jusqu’a 86% d’inhibition de dénaturation a une concentration de
1000ug/ml. Ces différences peuvent étre lié a I’environnement, 1’exposition au soleil, le climat

et autre parametre d’extraction et de conservation du matériel végétal.

7.2.Activité anti inflammatoire Ovalbumine :

Les résultats expérimentaux du test anti-inflammatoire ovalbumine des extraits (feuilles et

fleurs) de Calendula arvensis et de standard Celebrex sont présentes dans la figure 24 :
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Figure 24 : pourcentage d’inhibition de test ovalbumine pour les feuilles et fleurs de

Calendula arvensis et pour le standard Celebrex.

Les résultats statistiques du test d'ovalbumine sur les extraits de feuilles et de fleurs de
Calendula arvensis (figure 13, Annexe I11) révélent une inhibition significativement (P<0,05)
plus élevée dans les feuilles par rapport aux fleurs. Les extraits de fleur et de feuilles de
Calendula arvensis agissent sur la protection de la protéine ovalbumine en inhibant la
dégradation protéolytique. Ce mécanisme repose principalement sur la capacité des composés
bioactifs présents dans le calendula a interférer avec les enzymes protéolytiques responsables
de la dégradation des protéines, telles que les protéases. Les flavonoides, tanins et autres
composes phénoliques contenus dans le calendula sont connus pour leur activité
antiinflammatoire et leur capacité a former des complexes avec les protéines, renforcant ainsi
leur structure et stabilisant leur conformation (Moure, A, 2001). Cette action protectrice peut
également impliquer des interactions directes avec les résidus d'acides aminés de la protéine
ovalbumine, limitant ainsi lI'accés des enzymes dégradatives et prolongeant la durée de vie

fonctionnelle de la protéine (Dai, J, 2010).

Les résultats de cette étude indiquent que les extraits de Calendula arvensis montrent
un potentiel prometteur comme agents anti-inflammatoires. Ces propriétes pourraient étre
exploitées dans le développement de thérapies visant a réduire I'inflammation, bien que des
études supplémentaires soient nécessaires pour comprendre pleinement les mécanismes
biochimiques sous-jacents et évaluer leur efficacité dans des modeéles précliniques et cliniques

appropriés.
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Les résultats des IC50 des extraits de feuilles et de fleurs de Calendula arvensis

présentés dans la figure 25, montrent des valeurs inférieures a celles du standard Celebrex.
L'IC50, ou concentration inhibitrice médiane, est une mesure de I'efficacité d'une substance a
inhiber une réaction biologique spécifique. Des valeurs d'1C50 plus faibles indiquent une plus

grande efficacité a des concentrations plus basses.
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Les valeurs désignées avec des lettres différentes indiquent que la différence est significative (P<0,05)

Figure 25 : les valeurs des IC50 des feuilles et fleurs de Calendula arvensis et de standard

celebrex

Dans notre étude, les extraits de Calendula arvensis ont des IC50 plus faibles que le
Celebrex, ce qui signifie qu'ils sont plus efficaces pour inhiber la dénaturation de ovalbumine a
des concentrations plus faibles. Cette différence suggére que les composés actifs présents dans
les extraits de Calendula arvensis possédent une plus grande affinité ou une meilleure capacité
a interférer avec les mécanismes biochimiques impliqués dans I'inhibition de I'ovalbumine par
rapport au Celebrex.

Les résultats de notre étude montrent que les extraits de feuilles et de fleurs de Calendula
arvensis présentent un pourcentage d'inhibition de I'ovalbumine supérieur a celui du Celebrex
(figure 35), un medicament anti-inflammatoire couramment utilisé. Cette comparaison indique
que les extraits de Calendula arvensis pourraient offrir une alternative naturelle et
potentiellement plus efficace pour inhiber la dénaturation des protéines et la protection des

cellules des dommages inflammatoires.
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Conclusion

Conclusion générale :

Cette étude vise d'abord a optimiser les conditions d'extraction (ratio, fréquence et
durée) des composés phénoliques totaux a partir de la plante médicinale Calendula arvensis, en
utilisant une méthode d'extraction par micro-ondes. L'optimisation a permis de déterminer les
conditions idéales pour une extraction maximale des composés phénoliques totaux a partir des
extraits de feuilles et de fleurs, avec des conditions optimales d'extraction de 5%, 547,02Hz et
120s pour les fleurs, et de 5%, 400,95Hz et 116,24s pour les feuilles. Ensuite, aprés cette
premiere extraction, un premier dosage des composés phénoliques totaux est réalisé, les teneurs
obtenues étaient de 16,02646 mg/g pour les feuilles et de 48,98208 mg/g pour les fleurs. D’autre
part un premier test d'activit¢ antioxydant ABTS a donné des résultats de
676,8885(mgET/gMS) pour les feuilles et de 868,2956(mgET /gMS) pour les fleurs. Une
seconde extraction a ensuite été réalisée sous ces conditions optimales, suivie d'une
quantification de quatre types de composés phénoliques : phénols totaux solubles, flavonoides,
flavonols et tanins condenseés. De plus, les teneurs obtenues pour ces composes phénoliques a
partir des extraits de feuilles étaient respectivement de 19,030 + 0,278 mg/g ; 46,408 + 0,424
mg/g ; 3,602 £ 0,80 mg/g ; et 7,327 £ 0,391 mg/g. Pour les extraits de fleurs, les teneurs étaient
de 46,878 £ 0,233 mg/g ; 104,772 = 1,514 mg/qg ; 6,687 + 0,206 mg/g ; et 1,714 £ 0,108 mg/g.
L'activité antioxydant des extraits aqueux de Calendula arvensis a été évaluée a l'aide de
différentes méthodes (DPPH, ABTS et OH), révélant une excellente capacité de neutralisation
des radicaux libres, avec des IC50 respectifs pour les fleurs et les feuilles obtenus pour chaque
méthode : DPPH (fleurs 232,0541ug/ml, feuilles 237,1476ug/ml), ABTS (fleurs
141,2761ug/ml, feuilles 218,2233ug/ml) et OH (fleurs 242,4172ug/ml, feuilles
140,6075ug/ml). Par ailleurs, I'activité anti-inflammatoire des extraits aqueux a été étudiee via
la méthode de dénaturation des protéines BSA et ovalbumine, montrant une activité modérée
dans la protection de la BSA avec des 1C50 de 338,33 pg/ml pour les fleurs et de 280,02 pg/ml
pour les feuilles.En conclusion, en comparant I'activité antioxydant et anti-inflammatoire des
extraits aqueux de feuilles et de fleurs de Calendula arvensis, il a été constaté que les extraits
de fleurs présentent une activité supérieure, avec des propriétés antioxydants et anti-

inflammatoires plus marquées que les extraits de feuilles.

Nos données analytiques ont montré que Calendula arvensis représentent des sources
appréciables en composés phénoliques, antioxydants et anti-inflammatoires. Dans le but
d'élargir cette recherche et d'approfondir les travaux déja entrepris, plusieurs travaux peuvent

étre explorées.
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» Etudier d’autres techniques d’extractions telles que I’extraction par ultrason,
macération, décoction...

> Optimiser d'autres parametres qui affectent le taux d'extraction des composés
phenoliques, tels que ; la température, le pH, la granulométrie de la poudre...etc.

» Utiliser d’autres plans de la surface de réponse (Plans composites, Doehlert...).

Il serait intéressant d’isoler et de caractériser les composés phénoliques responsables des
activités biologiques évaluées et d’effectuer des travaux plus approfondis sur les composés
phénoliques (fractionnement et identification de différentes molécules) et d’autres effets

thérapeutiques (anti-cancéreux, anti-inflammatoire sur culture cellulaire...etc).

Pour une meilleure compréhension du mode d’action des dérivés polyphénoliques présents dans
les extraits de fleurs et de feuilles étudiées, il serait souhaitable d’évaluer in vitro et in vivo
I’activité antioxydant et anti-inflammatoire de chacun des composés actifs présents dans ces
extrais. Ceci permettrait alors de mettre en évidence le principe actif des extraits de plante et/ou

une éventuelle synergie entre les différents composés phénolique.

Des éetudes complémentaires sont nécessaires pour comprendre les mécanismes moléculaires
par lesquels ces substances naturelles sont capables d'inhiber la dénaturation des protéines
(inflammation) in vitro et in vivo et pour contribuer a la mise au point de nouveaux remedes

efficaces.
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Annexe | : Préparation des solutions

Solution

La préparation

Solution ABTS

38,8 mg d’ABTS + 6,8 mg de persulfate de potassium,
mélangé avec 10ml d’eau distille, ensuite une agitation
pendant la nuit a I’obscurité. Un volume de 500ul de la
solution mere d’ABTS est dilué dans 40 ml d’éthanol pour
avoir une absorbance de 0,7+0,02.

Solution DPPH

Une quantité de 4 mg de poudre de DPPH est dissoute
dans 100ml de méthanol.

Solution Tampon Tris-Hcl 0,05M a
ph=6,6

1g de Tris est dissous dans 200ml d’eau distille et le ph par
la suite est ajuste avec Hcl pour avoir un ph=6,6

Solution BSA a 0,5%

Une masse de 0,259 de poudre de BSA est ajoute a 50ml
de tampon Tris-Hcl.

Salicylate de sodium 20 mM

Une quantité de 32,022mg de poudre de salicylate de
sodium est mélangé avec 10ml d’eau distille.

FeSOsa 1,5 mM

8,3403mg de la poudre FeSO4 est dissoute dans 20ml
d’eau distille.

Peroxyde d’hydrogene H202 30%

Un volume de 10,203 ul de solution H>O2 (6Mm) est
mélangé avec 15ml d’eau distille.

Solution BHT

On pése 10mg de poudre BHT est mélangé avec 10ml de
méthanol

Acide Ascorbique

10mg d’acide ascorbique est dissoute dans 10ml de
methanol

Chlorure d’aluminium AlCls 0,2%

2g d’AlCl3 , 6H20 est mélangé avec 100ml de méthanol

Trolox (Img/ml)

5,4mg de trolox est mélangé avec 5400ul d’éthanol

Solution vanilline 4%

4g de vanilline dans 100ml de méthanol

Carbonat de sodium NaCO3 (7,5%)

7,5 g de carbonat de sodium est dissoute dans 100ml d’eau
distille.

Acétate de sodium 5%

5g de poudre est mélangé avec 100ml d’éthanol

HCL (37%)

36,46mg de Hcl est dissoute dans 100ml d’eau distille
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Annexe 11 : les courbes d’étalonnage
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Figure 2 : courbe d’étalonnage quercétine (flavonoides)
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Figure3 : courbe d’étalonnage Trolox

y=19,511x-0,0003

oo
.
.o
.o
o
o®
.
.o
.o

oo
.
P
.
oo

o
oo
=

0,02 0,03 0,04

Concentrations mg/ml

Figure4 : Courbe d’étalonnage quercétine

0,05

0,06



1,6

1,4 9

S
e 1 e y =1,3303x + 0,09
e e R2 = 0,0956
& | e
£ 08 .
(%] .
o
<06

0.
04 e
o~
0,2 Pt
 od
0o ®
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Consentrations mg/ml

Figure 5 : Courbe d’étalonnage catéchine.

Annexe 11 : les résultats statistiques

Test LSD ; variable PTS (Feuille de données3)
Groupes Homogeénes, alpha = ,05000

Erreur : MC Inter = 06576, dl = 4,0000

extrait, PTS |2

Moy.
Feuillel 19,02956 ****

Fleur| 46 87783  ***

Figure 1 : Analyses statistique des composés phénolique totaux des extraits de Calendula
arvensis

Test LSD ; variable Flavonoide (Feuille de données3)
Groupes Homogenes, alpha = 05000

Erreur - MC Inter = 1,2352, dl = 4,0000

extrait Flavonoide | 1 | 2

Moy.
| Feuille 46,4076 ****
Fleur| 1047721 an

Figure 2 : Analyse statistique des flavonoides des extraits de Calendula arvensis



Test LSD ; variable Flavonol (Feuille de données3)

Groupes Homogeénes, alpha = ,05000

Erreur : MC Inter = 02450, dl = 4,0000

extrait Flavonol | 1 | 2

Moy.

Feuillel 3601558 ****
Fleur| 6.687168 es

Figure 3 : analyse statistique de dosages des flavonol

Test LSD ; variable Tanin C (Feuille de données3)

Groupes Homogeénes, alpha = ,05000

Erreur - MC Inter = 17238, dl = 4,0000

TaninC | 1 | 2
Moy.

1,593625 ****

Feuille]f 6,815505 B

Figure 4 : Analyse statistique de dosage des tanins condensés

Test LSD ; variable DPPH (Feuille de données1)
Groupes Homogénes, alpha = ,05000 (Recherche Non-Exhaustive)
Erreur : MC Inter = 69919, dl = 40,000
extrait| DPPH |1 |2 |3 (4|5 (6|7 |8|9(10|11[12(13|14
Moy.
fi1] 14,03359 **=*
fel|[ 14,45242 ****
| AS1[ 1454178 =
BHT1[ 15,22109 ****
BHT2( 23,63946 o
i2(29,31967] | [ |
fe2| 30,96948 -,
AS2(3524140 | e
| BHT3|4044785 | | = | 11|
fi3f66,67521] | | | | | == |
fe3( 58.40814 i |
BHT4|6584467 | | =
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Figure 5 : analyse statistique de DPPH avec les deux standards.



Test LSD ; variable ic DPPH (IC50.sta)
Groupes Homogenes, alpha = ,05000
Erreur - MC Inter = 18,571, dl = 8,0000
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Figure 6 : analyse statistique des IC50 de test DPPH

Test LSD ; variable ABTS (Feuille de données1)
Groupes Homogénes, alpha = ,05000 (Recherche Non-Exhaustive)
Erreur : MC Inter = 3,3113, dI = 40,000
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Figure 7 : analyse statistique d’ABTS des feuilles et fleurs de Calendula arvensis avec les

deux standards

Test LSD ; variable ic ABTS (IC50.sta)
Groupes Homogeénes, alpha = ,05000
Erreur - MC Inter = 111,46, dl = 8,0000

extrait icABTS | 1 | 2 | 3 | 4
Moy.

fi2] 1412761 *** |
bht4|l 161,3780 **** [

fe1)| 218.2233 | —
as3| 241,7179 e

Figure 8 : analyse statistique des IC50 d’ABTS



Test LSD ; variable OH (Feuille de données1)
Groupes Homogeénes, alpha = 05000 (Recherche Non-Exhaustive)
Erreur : MC Inter = 28365, dl = 40,000

extrait
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Moy.
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Figure 9 : analyse statistique de radical OH des extraits de Calendula arvensis avec les deux
standards

Test LSD ; variable IC OH (IC50.sta)
Groupes Homogenes, alpha = ,05000
Erreur : MC Inter = 43,305, dl = 8,0000

extrait| ICOH | 1 | 2 | 3
Moy.
fe1l 140,6075 i
bhtd 181,9123 ***
as3| 182,8205 **** |

- fi2)242.4172

Figure 10 : analyse statistique des valeurs 1C50 de radical OH

Test LSD ; variable BSA (Feuille de données1)
Groupes Homogeénes, alpha = 05000 (Recherche Non-Exhaustive)
Erreur : MC Inter = 8,8070, dl = 30,000
extrait|f BSA |1 (2 (3|4 |5|6 (7|8
Moy.
20,13536 **** |
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Figure 11 : analyse statistique de BSA des feuilles et fleurs de Calendula arvensis avec
diclofinac



Test LSD ; variable IC50 (Feuille de données6)
Groupes Homogeénes, alpha = ,05000
Erreur : MC Inter = 60,476, dl = 6,0000
extrait| [1C50 12| 3
Moy.
dic3| 134,8073 ***

fe1) 240,2734 | e

fi2| 290,7882 i

Figure 12 : analyse statistique d’IC50 de BSA

Test LSD ; variable celebrex (Feuille de données3)
Groupes Homogeénes, alpha = ,05000

Erreur : MC Inter = 3,0960, dl = 8,0000
concentration celebrex | 1 | 2 | 3 | 4
Moy.
c1l 17,08428 ****

c2|| 31,01746 =

c3| 4753227 e

c4f 5432802 ——

Figure 13: analyse statistique celebrex

Test LSD ; variable IC50 (Feuille de donnéesb)
Groupes Homogénes, alpha = ,05000

Erreur : MC Inter = 225,96, dl = 6,0000

extrait, [C50 112 |3
Moy.
fel1l 2402734 **** |
fi2} 290,7882 -

cel3| 348,4898 |

Figure 14 : valeurs IC50 Ovalbumine



Résumé

Les résultats préliminaires de I'étude sur la Calendula arvensis en Algérie révelent une
richesse remarquable en métabolites bioactifs, notamment les polyphénols et les flavonoides, dans les
extraits agqueux des fleurs et des feuilles. Ces composés phytochimiques sont connus pour leur
potentiel antioxydant, mis en évidence par les tests ABTS, DPPH et OH. Les fleurs montrent
particulierement des pourcentages élevés d'inhibition des radicaux libres, indiquant une capacité
significative a neutraliser les dommages oxydatifs. De plus, I'étude explore [activité anti-
inflammatoire des extraits a travers le test de dénaturation de deux protéines, BSA et ovalbumine. Les
résultats suggérent que les extraits aqueux, en particulier ceux des fleurs, offrent une protection
notable contre la dénaturation des protéines, soulignant leur potentiel dans le traitement des processus
inflammatoires. L’optimisation des conditions d'extraction des composés phénoliques, incluant le
temps, la fréquence et la durée d'extraction, a joué un réle crucial dans I'amplification des propriétés
bioactives des extraits. Cette approche méthodologique permet de maximiser la concentration des
polyphénols et flavonoides, renforcant ainsi leur activité antioxydant et anti-inflammatoire. En
conclusion, cette recherche met en lumiere non seulement la diversité végétale de I'Algérie a travers la
Calendula arvensis, mais aussi son potentiel en tant que source naturelle prometteuse de composés
bioactifs bénéfiques pour la santé humaine, justifiant ainsi la poursuite des investigations pour une
application éventuelle en médecine et en nutrition.

Abstract :

The preliminary results of the study on Calendula arvensis in Algeria reveal a remarkable
richness in bioactive metabolites, particularly polyphenols and flavonoids, in the agueous extracts of
the flowers and leaves. These phytochemical compounds are known for their antioxidant potential, as
evidenced by the ABTS, DPPH, and OH tests. The flowers, in particular, show high percentages of
free radical inhibition, indicating a significant capacity to neutralize oxidative damage. Furthermore,
the study explores the anti-inflammatory activity of the extracts through the protein denaturation test
using BSA and ovalbumin. The results suggest that the aqueous extracts, especially those from the
flowers, offer notable protection against protein denaturation, highlighting their potential in treating
inflammatory processes. The optimization of extraction conditions for phenolic compounds, including
time, frequency, and duration of extraction, played a crucial role in amplifying the bioactive properties
of the extracts. This methodological approach allows for maximizing the concentration of polyphenols
and flavonoids, thereby enhancing their antioxidant and anti-inflammatory activities. In conclusion,
this research not only highlights the plant diversity of Algeria through Calendula arvensis but also its
potential as a promising natural source of bioactive compounds beneficial for human health, thereby
justifying further investigations for possible applications in medicine and nutrition.



