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Introduction

Introduction

Les plantes médicinales restent toujours le premier réservoir de nouveaux médicaments. Elles
sont considérées comme une source de matieére premiére essentielle pour la découverte de

nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs médicaments (Maurice, 1997).

L’étude de la chimie des plantes est toujours d’une brilante actualité malgré son ancienneté.
Cela tient principalement au fait que le régne végétal représente une source importante d’une
immense variété de molécules bioactives. Cette matiére vegétale contient un grand nombre de
molécules qui ont des intéréts multiples mis a profit dans I’industrie alimentaire, en

cosmétologie et en pharmacie (Bahorun et al., 1996).

L'Algérie par sa position biogéographique offre une trés grande diversité écologique et
floristique, estimé a plus de 3000 espéces appartenant a plusieurs familles botaniques, dont
15% endémiques reste tres peu explorée sur le plan phytochimique comme sur le plan
pharmacologique (Hanifi, 1991).

Dans ce contexte, le présent travail s’inscrit dans le cadre d’une étude phytochimique
permettant de déterminer qualitativement et quantitativement certains groupes chimiques
bioactifs contenus dans des extraits hydroalcooliques de deux plantes médicinales d’intérét
biopharmacologique; Calendula officinalis L et Thapsia garganica L cultivées dans 1’Est

Algérien et une évaluation de leurs activités biologiques et se fixe comme objectif sur :

-Extraction et caractérisation du profil en composés phénoliques des extraits des plantes
étudiées.
- Evaluation in vitro du potentiel antioxydant des extraits des plantes étudiées par 1’utilisation

d’un modéle expérimental (test DPPH).

- Evaluation in vivo de D’effet cicatrisant, de extraits hydroalcoolique de Calendula

Officinalis L, en raison de sa forte teneur en composes phénoliques.

Le présent travail est organisé comme suite :



Introduction

La premiére partie du manuscrit traite des donnés bibliographiques regroupant dans un
premier chapitre les aspects botaniques, taxonomiques et pharmacologiques sur les espéces
étudiées.

Un deuxiéme chapitre s’intéresse aux composés phénoliques, leurs classifications, leurs

biosyntheses, et propriétés pharmacologiques.

La deuxieme partie est organisée en deux sous parties ; la premiére sous partie présente le
matériel et les méthodes, alors que la seconde sous partie englobe les principaux résultats

obtenus et leur discussion.

Le manuscrit se termine par une conclusion générale qui permettra de dégager quelques
perspectives de prolongement a ce travail, les références bibliographiques et une partie

annexe.
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Synthése bibliographique Chapitre |

Chapitre | : Synthese bibliographique sur les plantes étudiées

1/ Calendula officinalis L

1-1/ Description botanique

Calendula officinalis L est une plante herbacée annuelle, appartenant a la famille des Asteracées
mensurant de 30 a 50 cm de haut. La tige est anguleuse, ramifiée, velue. Les fleurs sont orange
vif, groupées en capitulés, larges de 3 a 7cm. Elles sont solitaires a I’extrémité des tiges. On
retrouve des fleurs tubuleuses et hermaphrodites au centre du capitule, et des fleurs ligulées
femelles a la périphérie. Les fruits sont des akénes épineux, presque annulaires. L’odeur de
Calendula officinalis L est faible, caractéristique, puissante a 1’état frais. La saveur est 1égérement

ameére est salée (Marjorie, 2003).

Figure 1 : Présentation de Calendula officinalis L (Ghédira et Goetz, 2016).

1-2/ Position systématique

Les Astéracées, un des taxons des plantes a fleurs, sont la deuxiéme famille en importance de
la division Tracheophyta, avec 1100 genres et plus de 2000 espéeces reconnues, dont la position

systématiques est la suivante (tableau ) :
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Tableau I : Classification systématique de Calendula officinalis L. (APG Ill., 2009).
Noms communs : souci, souci officinal, souci des jardins

Arabe 0 (adharioun)

Régne Plantae

Clade Angiosperme

Clade Dicotyléodone vraies

Clade Noyau des Dicotylédones
vraies

Clade Astéridées

Clade Composées

Ordre Asterales

Famille Asteraceae

Sous famille Asteroideae

Genre Calendula

Espece Calendula officinlais L.

1-3/ Distribution géographique

C’est une plante cultivée dans toutes les parties du monde. Son origine principale se trouve dans
les Balkans, I’Europe du Sud, de I’Est et en particulier en Hongrie. On I’importe de Hongrie, de
Pologne et d’Egypte (Wichtl et Anton, 2009). D’aprés Quezel et Santa (1962) La plante

Calendula officinalis L est distribuée essentiellement dans toute 1’ Algérie.
1-4/ composition chimique

La composition chimique du Calendula officinalis L. est trés variée.
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» Huiles essentielles (0,12% dans les pétales et 0,4% dans les inflorescences) : composant
majoritaire alpha-cadinol (25 %), T-cadinol, alpha-ionones et béta-
ionones, dihydroactinidiolide

» Flavonoides (0,88% dans les pétales, 0,33% dans les inflorescences) :

(quercétol et isorhamnétol)

Saponines triterpeniques

Alcools triterpéniques, libres et estérifiés (monols, diols, triols)

Polysaccharides (15%) solubles dans 1‘eau

Caroténoides et xanthophylles (0,017 a 0,078%)

Divers : Coumarines : scopolétine, umbelliféone et esculétine ,Stérols, Mucilage, Résine

YV V. V V V

Tanins, Dérivés polyacétyléniques, Acides phénoliques : acides chlorogénique, cafeique,

coumarique, vanillique a-tocopherol Loliolide (Ghédira et Goetz, 2016).

1-5/Propriétés médicinales de Calendula officinalis L

Calendula officinalis L. est une plante tres utilisée dans la pharmacopée, les fleurs sont la partie

de la plante les plus utilisées, parmi les propriétés essentielles de cette plante on cite :

> Propriétés Anti-inflammatoire, par voie orale (Preethi et al., 2009) ;

> Propriétés antispasmodiques par voie locale (Della Loggia et al., 1994) ;

> Propriétés astringentes, antihémorragique, cicatrisantes (Matthew et Leach, 2008), anti-
cedémateuses (Zitterl-Eglseer et al., 1997 ) ;

> Propriétés de stimulation de la formation des granulocytes et la phagocytose (Muley et
al.,2009) ;

> Propriétés antiasthmatiques, antihistaminiques, anticholinergiques (Sagar R et al.,
2014) ;

> Propriétés de diminution de la phase d’épithélisation des plaies et augmentation de la
synthese du collagéne, et diminution du stress oxydatif au niveau de la peau
(polyphénols, flavonoides, rutine, narcissine) (Fonseca et al., 2010) ;

> Propriétés fongicides, antibactériennes, antivirales ;

> Propriétés cytotoxiques et antitumorales (Jiménez-Medina et al., 2006) ;

> Propriétés antimutagéne (saponosides) (Elias et al., 1990) ;
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> Effet anti-HIV potentiel (Kalvatchev et al., 1997) ;

> Prévention des radiodermites et dermatites aigués aprés irradiation pour cancer du sein
(Pommier et al., 2004).

2/ Thapsia garganica L.

2-1/ Description botanique

Thapsia garganica L. est une Plante vivace, a tige florifere dressée, peu ramifiée, atteignant
environ 1,50 m de haut. Elle posseéde de grandes feuilles en touffes, tres découpées, a division
linéaires pourvues d’un pétiole en gaine a la base, les supérieurs sont réduits a la gaine épaisse,
d’un vert grisatre comme la tige. Les fleurs sont petites, jaunes disposées en grandes ombelles
presque sphériques. Les fruits sont ovales, atteignent plus de 2 cm de long, largement ailés. Les
racines sont en forme de rhizomes . La floraison a lieu entre avril et juillet (Meftah et al., 2001).

Figure 2 : Présentation de Thapsia garganica L (Berri, 2011).
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2-2/Position systematique

La systématique botanique permet de classer Thapsia garganica L. parmi les systémes du régne
végetal en se référant a la classification de (APG 111 ,2009).

Nom commun : le drias (Thapsia garganica)
Arab : #U s Bounafaa

Tableau 11 : Classification systématique de Thapsia garganica L. (APG 111,2009).

Régne Plantea

Clade Angiosperme
Clade Dicotyléodone
Clade Dicotyléodone vrai
Clade Asteridées

Clade Campanulidées
Ordre Apiales

Famille Apiaceae

Sous famille Apioideae

Genre Thapsia

Espéce Thapsia garganica L.

2-3/ Distribution géographique

Thapsia garganica L. est présente au Maroc, en Algérie, en Tunisie et en Lybie (Dobignard et
Chatelain, 2011), mais aussi en Turquie, en Espagne, au Portugal, en Italie et en Gréce (Hand,
2011). Dans la région de I'Achach, au Maroc, elle apprécie les clairieres forestiéres, les paturages
sablonneux et rocailleux, les steppes, dans la plaine et les basses montagnes (Bammi et Douira,
2004).

13
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2-4/composition chimique
La composition chimique de Thapsia garganica L. est essentiellement présentée sous forme de :
» Esters de phénylpropanoides, connus sous le nom de neohelmanthicine (Liu et al., 2006) ;

» Composes terpéniques tels que des lactones sesquiterpéniques (Drew et al., 2009) ;
» Composés phénoliques d’acide gallique et composés phénoliques totaux tels que les
dérivés de I’acide hydroxycinnamique et les dérivés de I’acide hydroxybenzoique, les

flavonoides comme la quercétine (Djeridane et al., 2007).
2-5/ Propriétes médicinales de Thapsia garganica L.

» Thapsia garganica L. a été utilisé dans la médecine traditionnelle européenne et arabe
pour le traitement des affections pulmonaires, les rhumes et le soulagement des douleurs

rhumatismales (Gomez, 2007) ;

» Thapsia garganica L. était capable d’induire la libération d’histamine; réponse
inflammatoire et promoteur tumoral (Berri, 2011) ;

> La thapsigargine issus de Thapsia garganica L a été utilisée dans le traitement du cancer
de la prostate (Gomez, 2007).
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Chapitre 11 : Synthése bibliographique sur les composes phénoliques

1/ Introduction

Les polyphénols constituent le groupe de métabolites secondaires le plus large et le plus répandu
du régne végétal. Ils font partie intégrante de 1’alimentation humaine et animale. Plus de 8000
structures phénoliques sont actuellement connues, allant de simples molécules phénoliques de
faible poids moléculaire tels que les acides phénoliques a des composés hautement polymeérises

comme les tannins (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

Selon leurs caractéristiques structurales, ils se répartissent en une dizaine de classes chimiques,
qui présentent toutes un point commun : la présence dans leur structure d’au moins un cycle
aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH)
(Hennebelle et al., 2004).

Groupe hydroxyl —  »OH

Anneau aromatique

Groupe phénol

Figure 3 : Structure chimique des composés phénoliques (Manallh, 2012)

Les composés phénoliques sont divisés en plusieurs catégories : anthocyanes, coumarines,
lignanes, tannins, quinones, acides phénoliques et les flavonoides, ou ces derniers représentent le
groupe le plus commun et largement distribué. La grande diversité structurale des composés
phénoliques rend difficile une présentation globale des méthodes qui permettent leur extraction
et leur isolement, des processus mis en jeu au cours de leur biosynthese, de leurs propriétés

physico-chimiques et biologiques (Bruneton, 1993).
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2/- Classification

Les métabolites secondaires végétaux peuvent étre divisés en trois groupes principaux: (I) les
flavonoides, les composés polyphénoliques (1) et les terpénoides (I11) (Crozier et al., 2006).

2-1/ Les acides phénoliques (C6-C1 ou C6-C3)

Les acides phénoliques sont des composés organiques possédant au moins une fonction
carboxylique et un hydroxyle phénolique. lls présentent des propriétés biologiques intéressantes :
anti  inflammatoires, antiseptiques urinaire, anti radicalaires, hépato protecteurs,
immunostimulants (Bruneton., 1999).

Deux principales classes des acides phénoliques peuvent étre distinguées ; les dérivés de
I’acide benzoique (C6-C1l) et les dérivés de I’acide cinnamique (C6-C3). Les coumarines sont
aussi considérées comme des composés phénoliques ayant une structure de base de type benzo-2-

pyrone (C6-C3) suite a une cyclisation interne de la chaine latérale (Zeghad, 2018).

Tableau Il : Principaux dérivés d’acide benzoique (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).
Structure R1 R2 R3 R4 Composé
H H H H Acide benzoique
W B I B A
Re COOH H OH | OH H Acide protocatechique
H OCH;3; | OH H Acide vanillique
h H OH OH OH Acide gallique
H OCH;z | OH | OCHjs Acide syringique
OH H H H Acide salicylique
OH H H OH Acide gentisique
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Tableau IV : Principaux dérivés d’acide cinnamique (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Structure Rl |R2| R3 Composé

H H H Acide cinnamique

COOH H | OH H Acide p coumarique

OH | OH H Acide caféique

Rs OCH; | OH H Acide férulique

OCHj; | OH | OCHg Acide sinapique

Tableau V : Principaux dérivés de coumarines (Macheix et al., 2005).

Structure R6 R7 R8 Composé
H OH H Umbelliférol
R6
X OH | OH H Aescultol
i . =0 OCH; | OH H Scopolétol
OCH; | OH | OH Fraxétol

R8

H OH OH Daphnétol

2-2/ Les flavonoides (C6-C3-C6)

L’expression flavonoide a été introduite en 1952 par Geissman et Hinreiner pour désigner les
pigments ayant un squelette (Ce-C3-Cs), provenant du mot latin flavus qui signifie jaune.
(Bouakaz, 2006). Les flavonoides sont responsables de la couleur variée des fleurs et des fruits,
sont présents en concentrations élevées dans I'épiderme des feuilles et représentent une source
importante d'antioxydants dans notre alimentation (Loto, 2011).

La nature chimique des flavonoides dépend de leur classe structurale, de dégrée d'’hydroxylation
et de degré de polymérisation, des substitutions et des conjugaisons sur le cycle C c'est-a-dire la

présence : de double liaison C2-Cs3, du groupe 3-O et la fonction 4-oxo (Yao et al., 2004).

Tous les flavonoides possédent la méme structure de base (Ce-C3-Cs), ils contiennent quinze

atomes de carbone dans leur structure de base : deux cycles aromatiques A et B a six atomes de
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carbones liés avec une unité de trois atomes de carbone qui peut ou non étre une partie d'un

troisieme cycle C (Tapas et al., 2008).

Figure 4 : Structure de base des flavonoides (Chanvallon et al., 1994).

Les flavonoides peuvent étre divisés en plusieurs classes notamment les flavones, les flavonols,

les flavanols, les flavanones, les dihydroflavanols, les isoflavones, les isoflavanones, les

chalcones, les aurones et les anthocyanes (Narayana et al., 2001 ; W-Erdman et al., 2007). Cette

classification a été basée sur la nature des substitutions R5 et R7 du cycle A, la nature des

groupements R3’, R4’ et R5’ du cycle C ou bien le degré d’oxydation et la diversité fonctionnelle

au niveau des positions 2, 3 et 4 du cycle C (Tableau VI).

Tableau VI : Principales classes des flavonoides (Narayana et al., 2001 ; W-Erdman et al.,

2007).
Classes Structures chimiques R3’ R4’ | RS Exemples
Apigénine
Flavones H OH H
Lutéoline
OH OH H
OH | OCH;| H Diosmétine
Flavonols Kaempférol
H OH H
Quercétine
OH OH H
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OH OH OH Myrecétine
R3'
R4'
Flavanols @
| OH OH H Catéchine
OH
OH
Naringenine
H OH H
Flavanones
OH OH H Eriodictyol
Pelargonidine
H OH | H
Anthocyanidines
Cyanidine
OH OH H
Delphénidine
OH OH | OH
Isoflavones Rs R7 Ry
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OH OH OH Genistéine

H O-Glu | OH Diadézine

2-4/ Les Tannins

Les tannins sont des substances polyphénoliques de structure variées, ayant en commun la
propriété de tanner la peau, c’est-a-dire de la rendre imputrescible. Ces substances ont en effet la
propriété de se combiner aux protéines, ce qui explique leur pouvoir tannant. Trés répandus dans
le régne végétal, ils peuvent exister dans divers organes, mais on note une accumulation plus
particulierement dans les tissus agés ou d’origine pathologique. Ils sont localisés dans les
vacuoles quelquefois combinés aux protéines et aux alcaloides (Alignan, 2006). Sur le plan
structural, les tanins sont divisés en deux groupes, tanins hydrolysables et tanins condensés.

2-4-1/ Tanins hydrolysables

Sont des hétéro polymeres possédant un noyau central constitué d'un polyol, il s'agit souvent
d'un D-glucose. Comme leur nom l'indique, ces substances s’hydrolysent facilement en milieux
acides et alcalins ou sous l'action d'enzymes (telle que la tannase), pour donner des glucides et

des acides phénoliques (Monteiro et al., 2007).
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OH

OH
OH

OH

OH

Acide gallique

1,2,3,4,6-pentagalloyl-O-D-glucose
Figure 5 : Structure des tannins hydrolysable (cas d’acide gallique) (Bruneton, 2009).

2-4-2/ Tanins condensés (C6-C3-C6),

Contrairement aux tanins hydrolysables, les tanins condensés ne sont pas hydrolysables, ils
résultent d’une polymérisation de flavan-3-ols (tanins catéchiques) ou bien de flavan-3,4-diols
(proanthocyanidines) liés entre eux souvent par des liaisons de type Carbone-Carbone ; C4-C8
ou bien en C4-C6 des unités adjacentes (proanthocyanidines de type B) (figure 06) mais lorsque
la condensation s’effectue entre C2 et C7, dans ce cas les proanthocyanidines sont dits de type A

(Bruneton, 2009).

R=H Procyanidol
R=OH Prodelphinidol

Figure 06 : Structure des tanins condensés (cas de tanins condensés a base de flavan-3-ols)
(Bruneton, 2009)
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2-5/ Les lignines (C6-C3),

Sont un groupe de phytonutriments largement distribués dans le régne végétal (Imran et al.,
2015). Ce sont des composés dimeres formés par le couplage de deux fragments (C6-C3)
monomeres dérivées de la voie des phénylpropanoides (Gilani & Anderson, 2002). Les lignanes
phénoliques se trouvent dans la plupart des plantes riches en fibres, y compris les graines de

citrouille, graines de sésame, les céréales, les fruits et les Iégumes (Imran et al., 2015).

CHg3

CHg3

Figure 7 : Structure de lignane (Jost & Jost-Tse, 2016).
3/Biosynthese des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont principalement issus de deux grandes voies métaboliques de
biosynthése notamment la voie de 1’acide shikimique, la voie d’acétate malonate ainsi qu’une

voie mixte de biosynthése des flavonoides.
3-1/Voie de Shikimate

La voie de shikimate (Floss, 1997) (figure 08) appartient au métabolisme primaire ; C’est la voie
de biosynthése des composés aromatiques notamment les acides aminés aromatiques, parmi
lesquels le précurseur du métabolisme des phénylpropanoides ; la phénylalanine. La voie de
shikimate, appelée également la voie de phénylpropanoide (Hoffman, 2003 ; Hoffman et al.,
2004) (figurel2), joue un rdle critique pour contréler le métabolisme et conduit a la formation de
nombreux composés phénoliques (Kening et al., 1995). La phénylalanine issue de la voie de
shikimate marque 1’entrée a la voie de phénylalanine suite a sa conversion en acide cinnamique
par la phénylalanine ammonia-lyase (PAL) ce qui constitue ainsi le point de départ de la synthése
des principaux métabolites notamment : les acides phénoliques simples, les flavonoides, les

isoflavonoides, des coumarines, des tanins condenseés et des polyméres de lignines.
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Figure 08: Voie de biosynthése de shikimate (Floss, 1997)
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Figure 09 : Voie de biosynthése de phénylpropanoide (Hoffman et al., 2004).

24



Synthése bibliographique

Voie du shikimate

|

H. o]

Flavonoides
isoflavonoides
Anthocyanines

Chapitre 11

(G)

T
OH|Acide salicylique i
-/ ) Coumarines :
phénylalnine T ;
PALl o 3 CHS s/
/ OH
acide t-cinnamique
o}
p-Hydroxy
H / OH phényle
- . (H)
acide p-coumarique p-coumaroyl CoA p-coumaraldéhyde alcool p-coumarylique *
HOacide caféique '/caféoyl CoA
o \

2acide férulique

MeQacide sinapique

v
sinapoylmalate

féruloyl CoA

5-hydroxy-
féruloyl CoA

sinapoyl CoA

5-hydroxy- Mmed alcool 5-
coniferaldéhyde hydroxyconiferylique

4

(S)

.| syringyle

Figure 10 : Représentation simplifiée du métabolisme des phénylpropanoides (Hoffman et al.,

2004).
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3-2/VVoie d’acétate malonate

Les composés phénoliques sont également formés par la voie d’acétate malonate suite a une
condensation de 2 malonyl CoA et une molécule d’acétyl CoA qui donne une chaine latérale,
cette derniére se cyclise pour donner naissance au noyau A (figure 11). La voie d’acide
shikimique et celle d’acétate malonate se condensent pour donner naissance a une voie mixte

responsable de la biosyntheése de différentes classes de flavonoides.

Glucides

Y

Y
Acetyl-CoA Shikimate

OH OH Y
Arogenate
CoA < HO <«—— HO | v
. - [ Pénytatanine

— Phénylalanine
4-Coumaroyl-CoA

|

Y
Malonyl CoA

/

Chalcone »

Aurone

Flavonoides

Figure 11 : Condensation de la voie d’acide shikimique et de malonate (Hoffman et al., 2004).
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3-3/ Voie mixte de biosynthése des flavonoides

La phénylalanine ammonialyase (PAL) permet d’obtenir 1’acide cinnamique qui deviendra acide
p-coumarique apres action de la cinnamate 4-hydroxylase. La réaction de condensation d’une
unité de propanoide avec trois unités de malonyl-CoA sous I’action de la chalcone synthase
conduit a 1’obtention de chalcone, cette derniére est par la suite considérée comme une

intermédiaire caractéristique de la synthése de différents flavonoides (Bruneton, 1999).

Les flavonoides possédent tous un méme squelette de base a quinze atomes de carbones (cycle A
en C6 et cycle B en C6 reliés par une chaine en C3) parce qu’ils ont la méme origine de
biosynthése, cette derniére se fait a partir d’un précurseur commun; 4, 2°, 4°, 6’
tétrahydroxychalcone, qui est métabolisé en présence de chalcone isomérase en flavanone,
ensuite sous I’action de flavone synthase le flavanone se transforme en flavone. En présence de
flavonol synthase ou dihydroflavonol-4-réductase le dihydroflavonol se métabolise en flavonol ;
kaempférol ou bien flavan 3, 4 diol, ce dernier qui semble étre le précurseur des flavan-3-ols et
anthocyanidol (figure 12) (Winkel-Shirley, 2001 ; Subsamanian et al., 2007).
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Figure 12 : Voie de biosynthese des flavonoides (Winkel-Shirley, 2001 ; Subsamanian et al.,
2007).
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4/ Propriétés biologiques et pharmacologiques des composes phénoliques

>

Les acides phénols et ses dérivés sont considérés comme responsables des propriétés
antipyrétiques et anti-inflammatoires (Hennebelle et al., 2004) ;

Les composés possédant les activités antioxydantes et antiradicalaires sont 1’acide
caféique, I’acide gallique et I’acide chlorogénique (Bossokpi, 2002) ;

Pour I’acide caféique, il se montre trés efficace contre les virus, bactéries et champignons
(Cowan, 1999) ;

L’acide gallique a pour pouvoir de réduire la viabilité des cellules cancéreuse du poumon
chez les souris in vitro et que la combinaison de cet acide avec les médicaments
anticancéreux tels la cisplatine peut étre un traitement efficace pour ce type de cancer
(Rangkadilok et al., 2007) ;

les composés phénoliques en générale et les flavonoides en particulier sont trés poussées
en raison de leurs divers propriétés physiologiques comme les activités antiallergique,
anti-artherogenique, anti-inflammatoire, hépatoprotective, antimicrobienne, antivirale,
antibactérienne, anticarcinogénique, anti-thrombotique, cardioprotective et vasodilatoire
(Middleton et al., 2000 ; Ksouri et al., 2007) ;

Les flavonoides, jouent un réle tres important dans le traitement du diabéte (inhibant
I’aldose réductase), de la goutte (inhibant la xanthine oxydase), des inflammations
(inhibant la lipoxygenase, la phospholipase et la cyclooxygenase), des hépatites, des
tumeurs, de I’hypertension (quercétine), des thromboses (flavonols), des allergies et des
affections bactériennes et viraux (anti-HIV) (Anderson et al., 1996 ; Cowan, 1999 ; Yao
etal., 2004) ;

Les tanins Ils sont dotés d’un certain pouvoir astringent, par lequel on explique leurs
propriétés vasculoprotectrices, cicatrisantes et anti-diarrhéiques (Hennebelle et al., 2004) ;
Les plantes riches en tannins sont utilisées dans les cas de rhume, de maux de gorge, les
problémes de secreétions, les infections interne ou externe, blessures et brulures (Bruneton
, 1999) ;

Les coumarines sont utilisées pour leurs propriétés vasculoprotectrices, neurosédatives,

diurétiques, stomachiques et carminatives (Hennebelle et al., 2004). Ils ont la capacité de

capter les radicaux hydroxyles, superoxydes, et peroxydes. lls préviennent également la
peroxydation des lipides membranaires (Anderson et al., 1996).
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> Les lignanes possédent un certain nombre de propriétés utiles pour les humains, certains
protégent contre l'apparition de divers cancers, tandis que d'autres sont antimitotiques,
antivirales, antibactériennes, et antifongiques (Costa et al., 1999).

5/ Activités biologiques des composés phénoliques
5.1/ Activité antioxydante

5.1.1/ Généralités

Nos cellules et nos tissus peuvent étre soumis a une grande variété d’agression physiques
(traumatisme, irradiation, hyper ou hypothermique), chimiques (acidose, toxines) et métaboliques
(exposition a des xénobiotiques, privation d’un facteur hormonal ou facteur de croissance). La
plupart de ces agressions débouchent sur une expression commune appelée stress oxydant, di a
I’exagération d’un phénomene physiologique, normalement trés contrdlé, la production de

radicaux dérivés de 1’oxygeéne (Haleng et al., 2007).

5.1.2/ Stress oxydant

Le stress oxydatif, appelé aussi stress oxydant, se définit comme étant un déséquilibre profond de
la balance entre les systémes oxydants et les capacités antioxydantes de 1’organisme en faveur
des premiers, ce qui conduit a des dommages cellulaires irréversibles (Pincemail et al., 1999). Le
stress oxydatif est un fonctionnement de l'organisme qui est normal tant qu'il ne dépasse pas
certaines limites. En effet, tous les organismes vivants qui consomment de I'oxygéne produisent
des radicaux libres qui sont de petites substances chimiques trés oxydées par le contact avec
I'oxygeéne, et dont nos cellules savent normalement trés bien se débarrasser. Le stress oxydatif
devient anormal lorsque les cellules sont soit dépassées par la quantité de radicaux libres a
éliminer, soit ne disposent pas de ressources antioxydantes (vitamines, oligoéléments, enzymes)

suffisantes pour les éliminer.
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5.1.3/ Les antioxydants

Les antioxydants sont classés soit en composeés exogenes (naturel ou synthétique) ou endogenes,
responsable de limiter les dommages dus aux radicaux libres. Un bon antioxydant doit répondre a

certain nombre de critéres :

> Etre capable de piéger directement et spécifiquement les radicaux libres ;

> Chélater des ions de métaux de transition (Fe*" Cu*), capables de promouvoir la
production de radicaux libres ;

> Interagir avec d’autres antioxydants, et dans la mesure du possible, les régénérer ;

» Avoir un effet positif sur I’expression génétique ;

> Etre rapidement absorbé ;

> Etre efficace en milieu aqueux et/ou dans le milieu membranaire (Valko et al., 2006).

5.1.4/ Différents systémes d’antioxydant

Le systéme antioxydant naturel est réparti en deux groupes principaux : les antioxydants

enzymatiques et les antioxydants non enzymatiques.

5.1.4.1/ Antioxydants enzymatiques : Ils sont composés d’un nombre limité de

protéines telle que ; la catalase, la glutathion peroxydase, ainsi que la peroxyde dismutase.

A/ Catalase : Essentiellement présente dans les peroxysomes et dans les érythrocytes, est
capable de transformer le peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygene moléculaire.
B/ Glutathion peroxydase(GPx) : Elle permet de détoxifier le peroxyde d’hydrogéne

et d’autres hydroperoxydes d’origine lipidique en couplant la réduction de I’hydroperoxyde

avec I’oxydation d’un substrat réducteur
C/ Superoxyde dismutase (SOD) : Permet de catalyser la dismutation des ions

superoxyde en peroxyde d’hydrogene et en oxygene moléculaire (Delattre et al., 2005).

5.1.4.2/ Antioxydants non enzymatiques : Ce groupe comprend des antioxydants

non enzymatiques exogéne et endogene :
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A/ Antioxydants non enzymatiques exogenes

» Acide lipoique : En se liant a des métaux comme le fer et le cuivre, il permet de les
désactiver d’un point de vue catalytique il également la capacité de régénére certain
antioxydant endogene et exogenes (Packer et al., 2001).

> Protéines : Telles que la ferritine, la transferrine, la céruleoplasmine et 1’albumine

(Pincemail et Defraigne, 2004).

B/ Antioxydants non enzymatiques endogenes

» Vitamine C (acide ascorbique) : est une molécule hydrosoluble présente dans la plupart
des fruits et légumes (non synthétisée par I’Homme). Elle est connue pour son action
protectrice contre I’oxydation membranaire (Retsky et al.,1999).

> Vitamine E (a tocophérol) : est le terme générique utilisé habituellement pour désigner
les différents tocophérols et tocotriénols. Ce sont de bons antioxydants alimentaires qui
agissent comme protecteurs des structures membranaires et des lipoprotéines ou pour
lutter contre le stress oxydant (Kaiser et al., 1990; Yoshida et al., 1993).

> Caroténoides : sont des pigments issus des plantes, et sont regroupés en deux grandes
familles : les caroténes et les xantophylles (Valko et al., 2006).

» Composés phénoliques : en particulier les flavonoides, sont des métabolites secondaires.
Leur capacité antioxydante réside par le fait a «terminer» les chaines radicalaires par des
mécanismes de transfert d’électrons et de protons, et a chélater les ions des métaux de
transition capables de catalyser la peroxydation lipidique (Schroter et al., 2002
:Leopoldini et al.,2011).

5.2/ Activité cicatrisante

La cicatrisation est I'ensemble des phénomeénes physiologiques naturels aboutissant a partir d'une
plaie a la restauration de la structure cutanée. De cette maniére les tissus humains et animaux sont
capables de réparer des lésions localisées par des processus de réparation et de régénération qui

leurs sont propres.
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La réparation des lésions est un alignement complexe de différents processus dynamiques, qui ne
sont pas encore complétement compris. Ce phénomene naturel inclus plusieurs aspects et
événements moléculaire et cellulaire. Ainsi, dans la présentation schématique usuelle, le
déroulement de la cicatrisation est divisé en trois phases: phase inflammatoire, phase de
prolifération et formation de tissu et enfin la phase de remodelage tissulaire. Cette division
traditionnelle est quelque peu arbitraire, du fait d'un chevauchement partiel de ces phases, par
exemple la formation tissulaire commence alors que l'inflammation est installée.

La cicatrisation est réglée et synchronisée par un groupe de cytokines, tels que le PDGF, FGF,
TNF, IGF, et le TGF o et B (Gambichler et al., 2005). Ces derniers sont sécrétés par les
thrombocytes, les macrophages, les neutrophiles, les lymphocytes, cellules endothéliales et les
fibroblastes. Ces facteurs interviennent dans toutes les étapes de la cicatrisation.

Lorsqu'elles ne sont ni trop profondes, ni trop étendues, la plupart des plaies ou brdlures cutanées
cicatrisent rapidement en quelques semaines. On distingue 3 phases successives: la phase
inflammatoire et formation du caillot (0 a 3 jours), la phase proliférative ou formation de tissu (3

a 12 jours) et la phase de remodelage tissulaire.
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1/ Matériel végétal

Le mateériel végétal est constitué des parties aériennes (fleurs) de Calendula officinalis L. et des
racines de Thapsia garganica L. Les parties végétales sélectionnées sont collectées a partir de la
région de Hamma Bouziane durant le mois de février 2019 et identifiées au niveau du laboratoire
de Physiologic Végétale de [I’université Constantine-1. Les parties aériennes de Calendula
officinalis L. ont été séchées a I’abri de la lumiére solaire et a une température ambiante alors que
les racines de Thapsia garganica L. ont été séchées dans 1’étuve a 40 °C pendant 24heures. Le
broyage de matériel végétal de chacune des deux espéces est effectué avec un broyeur, La
photographie des poudres des fleurs de Calendula officinalis L. et des racines de Thapsia

garganica L. est présentée dans la figure.13

(b)

Figure 13: Poudres des fleurs de Calendula officinalis L. et des racines de Thapsia garganica L.

2/ Méthode d’extraction

Le procédé d'extraction a été réalisé selon la méthode décrite par (Babero et al., 2008) et (Ma et
al., 2009). Les poudres des plantes sélectionnées (100 g) ont été extraites par macération par le
solvant methanol/eau (70/30) (3x500 ml) sous agitation magnétique. L'extraction a été assistée
par ultrasons (Fisher scientific fo 15046, Leicestershire, Angleterre) pendant 30 minutes a une
température ambiante, avec renouvellement du solvant chaque 24h (pendant 3 jours). Les extraits
combinés et filtrés sur papier filtre ont été concentrés dans un évaporateur rotatif sous vide a une

température <40°C (BuchiR-200, Medellin, Colombia). Le résidu sec est repris par 100 ml d’eau
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distillée bouillante. Apres une decantation de toute une nuit on récupeére la phase limpide qui va
subir un affrontement par 1’éther de pétrole dans des ampoules a décanter. La phase aqueuse
récupérée est évaporée a sec puis repris par 10 ml de méthanol, les extraits obtenus sont ensuite

stockés a une basse température (-25°C) jusqu'a analyse.

3/ Caractérisation chimique des extraits
3.1/ Analyses qualitatives par screening phytochimique

Le criblage phytochimique est une analyse qualitative basé sur des réactions de précipitations ou
de colorations. Ces derniéres permettent de définir la présence ou 1’absence de métabolite
secondaire comme par exemple: alcaloide, quinones, flavonoides, saponines, tanins, stérols et
sucre réducteurs dans les parties sélectionnées des plantes étudiées.

L’interprétation des résultats des criblages s’est faite selon les qualificatifs suivants :

(-) Résultat négatif, (+) Résultat faiblement positif, (++) Résultat positif, (+++) Résultat

Fortement positif.

3.1.1/ Quinones libre

Un gramme (1g) de matériel vegétal sec broyé est placé dans un tube sec avec 15 a 30 ml d’éther
de pétrole. On applique une agitation et un repos de 24h, les extraits sont filtrés et concentrés au
rota-vapeur. La présence de quinones libres, est confirmée par un virement de la phase aqueuse

en jaune, rouge ou violet juste aprés 1’ajout de quelques gouttes de NaOH 1/10 (Dohou et al.,

2003).

3.1.2/ Alcaloides

Le test de screening des alcaloides fondé sur la capacité de combinaison des alcaloides avec les
métaux lourds (Test de Mayer). L’extrait hydroalcoolique est repris dans quelques ml d’HCI
50%, la formation d’un précipité jaune, aprés I’ajout de quelques gouttes de réactifs de Mayer,

témoigne la présence d’alcaloides (Dohou et al., 2003).

3.1.3/ Tanins
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La détection des tanins dans les extraits de Calendula Officinalis L et Thapsia Garganica L a été
faite selon la méthode au FeCls. A 1,5 g de matériel végétal sec sont additionnés 10 ml de
méthanol 80 %. Aprés 15 min d’agitation, les extraits sont filtrés et met dans des tubes secs.
L’ajoute de FeCls a 1% permet de détecter la présence ou non des tanins. La couleur vire au brun
noir en presence de tanins galliques (tanins hydrolysables) et au bleu verdatre en présence des
tanins catéchiques (tanins condensés) et en noirdtre en présence d’un mélange de tanins

condensés et hydrolysables (Dohou et al., 2003).

3.1.4/ Tanins vrais

L’addition de quelques gouttes d’HCIl concentré a chaque extrait des fleurs de Calendula
Officinalis L et racines de Thapsia Garganica L, repris dans 1’eau distillée, suivi d’un chauffage
au bain marie bouillant permet de détecter la présence ou non des tanins suite a la formation d’un

précipité rouge (Yves-Alain Bekro et al., 2007).

3.1.5/ Saponines

La présence des saponines est déterminées par le test de la mousse, 1’extrait a été repris dans 5ml
d’eau distillée, puis introduit dans un tube a essai et agité¢ vigoureusement, la formation d’une
mousse (hauteur supérieure de 1 cm) stable persistant pendant 15 min , indique la présence de

saponines (Yves-Alain Bekro et al., 2007).

3.1.6 Stérols et polyterpenes

La mise en évidence des noyaux terpéniques met a profil la réaction de Libermann. Le test
consiste a faire dissoudre I’extrait dans 1ml d’anhydride acétique; 0 ,5ml d’acide sulfirique au
triturat sont par la suite additionnés. L’apparition a I’interphase d’un anneau violet, virant au bleu

puis au vert confirme la présence des stérols (Koffi et al., 2009).

3.1.7/ Flavonoides

Le test de détermination des flavonoides consiste a faire dissoudre les extraits hydro alcooliques

de Calendula officinalis L. et Thapsia garganica L. dans 1ml d’HCI et de rajouter par la suite
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quelques copeaux de magnésium, I’apparition d’une coloration allant de I’orangé au rouge

pourpre confirme 1’existence des flavonoides (Yves-Alain Bekro et al., 2007).

3.1.8/ Sucres Réducteurs

Les sucres réducteurs ont été mis en évidence dans les extraits de Calendula officinalis L. et
Thapsia garganica L. par le réactif de Fehling. 5ml d’extrait brut ont été rajoutés a 5ml de
liqueurs de Fehling. aprés 2 & 3 min de chauffage au bain- marie a 70°C la formation d’une

précipitation rouge brique indique une réaction positive (Yves-Alain Bekro et al., 2007).

3.2/Analyses quantitatives par spectrophotométrie (UV-Visible)
3.2.1/ Dosage des phénols totaux (PT)

La teneur en phénols totaux est déterminée par spectrophotométrie UV-Vis, en utilisant le réactif
de Folin-Ciocalteu. Ces essais sont basés principalement sur la réduction du mélange d’acide
phosphotungstique (HsPW1,040) et acide phosphomolybdique (HsPMo01,040) lors de 1’oxydation
des phénols dans une solution alcaline en mélange d’oxyde bleu de tungsténe (WgOy3) et de
molybdéne (MogO,3) qui se traduit par une coloration bleu foncé (Vuorela, 2005).

Pratiquement, 1 ml d’extrait des plantes sélectionnées est ajouté a 5 ml du réactif de Folin
Ciocalteu dilué 10 fois par de I’eau distillée. Une solution (4 ml) de carbonate de sodium Na,COj3
(0,7 M) est ensuite ajoutée. Apres agitation les tubes ont été stockés a ’obscurité pendant 2
heures, apres cette période 1’absorbance est lue a 765 nm sur un appareil (Spectroscan 60DV
UV/Vis spectrophotométre, Biotech Engineering Management Co. Ltd, Chypre). La teneur des
phénols totaux est déterminée a partir d’une équation de régression linéaire déduite de la courbe
d’étalonnage (voir annexe) établie avec 1’acide gallique (0-0,1 mg/ml) et exprimée en
milligramme d’équivalent acide gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g extrait) (Adesegun
et al., 2007). La teneur des phénols totaux est calculée par la formule suivante :

T=C.V/IM

T : représente le total des composes phénoliques (g Equivalent Acide Gallique/g d’extrait sec ; g
GAE/g d’extrait).

C: concentration des phénols totaux, obtenue a partir de la courbe d'étalonnage (mg/ml).
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V : le volume de I'extrait (ml).

M : poids de I’extrait sec (g).

3-2-2/ Dosage des flavonoides totaux

Les flavonoides contenus dans les extraits des plantes sélectionnées sont estimés par la méthode
au trichlorure d’aluminium (AICl3) (Ayoola et al., 2008). Pratiquement, 1 ml d’une solution
¢thanoique d’AlCl3 (2%) a été ajouté a 1 ml de chaque extrait des plantes étudiées. L’intensité de
la couleur est mesurée a la longueur d’onde de 420 nm apreés 30 minutes d’incubation a une
température ambiante (Spectroscan 60DV UV/Vis spectrophotomeétre, Biotech Engineering
Management Co. Ltd, Chypre). Une gamme étalon a base de quercétine (0-0,1 mg/ml) est
également préparée dans les mémes conditions. La teneur en flavonoides totaux des extraits est

exprimée en mg équivalents quercétine par gramme d’extrait sec (mg EQ/g extrait sec).

3-2-3/Dosage des flavonols totaux

La quantification des flavonols a été réalisée par la méthode au trichlorure d’aluminium (AlCl3)
additionné d’une solution d’acétate de sodium (Oyedemi et al., 2010). Pratiquement, 2 ml d’une
solution d’AlCl3 (2%), et 3 ml d’une solution d’acétate de sodium (50g/l) sont ajoutées a 2 ml
d’extrait. Les tubes a essais sont ensuite incubés a 20°C a I’obscurité pendant 2h et demi.
L’absorbance est mesurée a une longueur d’onde de 440 nm par spectrophotométre UV-Vis
(Spectroscan 60DV UV/Vis spectrophotométre, Biotech Engineering Management Co. Ltd,
Chypre). Une gamme étalon de quercétine (0-0,1 mg/ml) a été préparée dans les mémes

conditions afin de quantifier la teneur des flavonols .

4/ Evaluation des activités biologiques

4.1/ Activité antioxydante au DPPH

Le test DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) est une méthode largement utilisée dans ’analyse
de I’activité antioxydante des différents extraits en raison de sa capacité a produire des radicaux
libres stables et la simplicité de 1’analyse (Benhammou et al., 2007). La présence des radicaux
libres DPPHe* dans la solution donne lieu a une coloration violette foncée a la longueur d’onde de

515 a 520 nm (Benhammou et al., 2007). Les antioxydants réduisent le DPPHe (2,2-diphenyl-1-
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picrylhydrazyl), par conséquent la couleur vire du violet vers le jaune (figl4) (Thomas, 2011).
Ainsi, I’intensité de la couleur violette est inversement proportionnelle a la capacité des

antioxydants présents dans le milieu.

Ye—o Vo
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3 4
DPPH® DPPH-H

Figure 14 : Mécanisme réactionnel entre I’espéce radicalaire DPPHe et un antioxydant (AH)
(Thomas, 2011)

L’effet de chaque extrait est mesuré par la procédure décrite par Talukder et al (2013).
Pratiquement, 2 ml de différentes concentrations des extraits (0-1 mg/ml) sont ajoutés a 2 mi
d’une solution méthanolique de DPPH (0,004%), puis le mélange est laissé a [’obscurité¢ a une
température ambiante pendant 30 minutes. La lecture de 1’absorbance de différentes solutions est
effectuée & 520 nm. Les résultats sont comparés au contrdle négatif (solution de DPPHe en

absence de I’extrait). Le pourcentage d’inhibition de 1’extrait est calculé par I’équation suivante :
Pourcentage d’inhibition pppy (I %0)=[(Ao-AT)/Ao]*100

A o : Absorbance du contrdle négatif (solution de DPPHe en absence de I’extrait)

A 1 : Absorbance du test (solution du DPPH en présence de I’extrait)

Tous les tests sont répétes trois fois (n=3). Les valeurs des ICso (mg/ml) (signifiant les
concentrations nécessaires des extraits pour piéger 50% des radicaux DPPH") sont exprimées en
moyennes + écarts types. L’activité antioxydante des extraits est comparée a la vitamine C

(antioxydant de réference).
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4.2/ Activité cicatrisante (test d’excision)

L’activité cicatrisante de I’extrait hydroalcoolique de Calendula officinalis L. a été évaluée sur
des plaies pratiquées chez les lapins albinos, méales de poids homogéne selon des procédures
décrites précédemment (Bensegueni et al., 2007 ; Farnood et al., 2012). Les animaux sont
anesthésiés par une injection intramusculaire de chlorhydrate de kétamine a raison de 15 mg/kg,
I’anesthésie est complétée par 5 mg/kg de diazépam localement sur le lieu d’excision. Un

lambeau de peau de 30 mm environ est excisé (Bensegueni et al., 2007).

Un nombre de six plaies ont été pratiqués sur le méme animal, chaque lapin recoit un des

traitements suivants :

- Extrait de Calendula officinalis L. a la dose de 500 mg.

-Une créme cicatrisante Cicatryl Bio® & la dose de 500 mg.

Un lapin avec plaies, sans traitement est utilisé comme controéle.

Le pansement des plaies a été fait tous les jours en raison d’une application par jour avec une

quantité précise des extraits testés et de pommade jusqu'a guéerison compléte.

Le pourcentage de cicatrisation des plaies d’excision des différents lots est calculé tous les trois

jours, selon I’équation suivante :

Contraction de la plaie (%0) = [(Ti-T})/Ti] x 100

Ti : taille de la plaie initiale
Tj : taille de la plaie du jour spécifique

Les moyennes de pourcentage de contraction des plaies sont données en valeurs moyennes +
écart types (n=6). La comparaison entre les groupes a été traitée par le test de Tukey HSD. La

valeur p<0,05 est considérée comme statistiquement significative.
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Résultats et discussion

1/Caractérisation chimique des extraits

1 .1/Les résultats du screening phytochimique

Le screening phytochimique est un ensemble des méthodes et techniques de préparation et
d'analyse des substances organiques naturelles de la plante et consiste a detecter les différentes
familles des composants existantes dans les parties aériennes (fleurs essentiellement) et les
parties souterraines (racines) de Calendula officinalis L. et Thapsia garganica L. par des
réactions qualitatives. Les résultats de 1’analyse phytochimique des extraits de Calendula

officinalis L. et Thapsia garganica L. sont décrits dans le tableau ci-dessous.

Tableau VII: Résultats du criblage phytochimique des extraits.

Extraits des plantes étudiées
Groupe de métabolites | Calendula officinalis L. | Thapsia garganica L.

Flavonoides +++ ++

Tanins condensés +++ F++

Tanins hydrolysables +++ F++

Steroides ++ 4+
Quinones F++ i

Alcaloids +++ +++

Sucres réducteurs +++ F++

Saponines +++ +++

(-) Résultat négatif, (+) Résultat faiblement positif, (++) Résultat positif, (+++) Résultat

Fortement positif.

D’aprés les résultats illustrés dans le tableau VII, les flavonoides, les tanins condensé et
hydrolysables, les stéroides, les alcaloides ainsi que les saponines  constituent les marqueurs les
plus importants chez les deux especes étudiées de Calendula officinalis L. et Thapsia garganica
L. Ces résultats vont dans le méme sens que les analyses réalisées par Rabia et al., (2012) et

Abuduina, (2018) sur les extraits des extraits des mémes plantes étudiées.
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Notre étude a révélé que I’extrait de Calendula officinalis L. est riche en quinones contrairement

a I’extrait de Thapsia garganica L. dont la non détection des quinones a été confirmée par

I’absence d’un virement de la phase aqueuse en jaune, rouge ou violet aprés I’ajout de quelques

gouttes de NaOH (1/10).

1.2 / Estimation des contenus en composés phénoliques

Les résultats de 1’analyse quantitative des phénols totaux (PT), des flavonoides totaux (FT), ainsi

que des flavonols (FLT) sont exprimés dans le tableau V111 et la figurel5.

Tableau VIII : Estimation des contenus en composés phénoliques dans les extraits.

Extraits des plantes étudiées

Calendula officinalis L.

Thapsia garganica L.

Phénols totaux (mg GAE/Q) 132.79+0.34 42.72+1.42°
Flavonoides totaux (mg QE/qQ) 57.06+9.77 28.90+2.04"
Flavonols (mg QE/qg) 19.70+0.83 33.26+0.69"

mg GAE/g : mg d’acide gallique équivalent/ g d’extrait sec, mg QE/g: mg de quercétine équivalent/ g d’extrait sec,
: p<0.0001, valeurs comparées a Calendula officinalis L.
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Figurel5 : Teneurs en composés phénoliques dans les extraits
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De la lecture des résultats on peut déeduire que les taux des phénols totaux (132.792£0.34 mg GAE
g") et des flavonoides totaux (57.06+9.77 mg QE g“) de Calendula officinalis L. est
significativement plus important (p<0.0001) que ceux de Thapsia garganica L. A 1’opposé pour
les flavonols totaux (19.70+0.83 mg QE g") elle présente un taux relativement faible par rapport
a Thapsia garganica L. (33.26+0.69 mg QE g*).

On peut conclure a travers 1’évaluation des teneurs en composés phénoliques (phénols totaux,
flavonoides totaux et flavonols totaux) dans 1’extrait de Calendula officinalis L. peut constituer
une source potentielle de substances phénoliques antioxydantes. Ce résultat est conforté par
d’autres travaux sur cette espéce qui souligne que Calendula officinalis L. et Thapsia garganica
L. sont parmi les plantes qui renferment des taux élevés en substances phénoliques qui pourraient
étre mis a profit contre le stress oxydant et les maladies qui en découlent (Djeridane et al.,
2010 ; Rabia et al., 2012 ; Cheurfa et Bachagha, 2013 ; Ringane et al., 2013).

3/ Evaluation des activités biologiques
3-1/ Activité antioxydante au DPPH

La cinétique de la réduction du radical libre par les extraits de Calendula officinalis L. et Thapsia

garganica L. ainsi que les concentrations inhibitrices I1Csp sont exprimés dans les figuresl6,
respectivement.

2 —
. 120.00 —— Thapsia
;;f garganica
= 100,00 -
E —l— Calendula
] afficinalis
2 80.00
=2 Trolox
= 60.00 -
T 4000 -
E
E 20,00
5
=

0,00 EF ]

0,00 0,20 0.40 0,60 0,80 1.00 1.20
Concentrations (mg./ml)

*valeurs moyennes d’inhibition de DPPH £SD (n=3).

Figure 16: Evolution du pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction des concentrations des

extraits.
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Figure 17 : Valeurs des 1Cs des extraits et de Trolox.

La lecture des courbes des cinétiques de I’inhibition du radical DPPH (figure16) montre que :

- Les extraits et le trolox (substance antioxydante témoin) possédent un pouvoir inhibiteur envers

le radical DPPH;
-L’effet inhibiteur des extraits est proportionnel aux doses utilisées ;

- Le trolox (substance antioxydant témoin) a montré un pouvoir inhibiteur supérieur a celui

observé pour les extraits de Calendula officinalis L. et Thapsia garganica L;

-L’extrait de Calendula officinalis L. se distingue de I’extrait de Thapsia garganica L. par son
effet inhibiteur Iégerement plus élevé.

La figurel7 montre que :

-Le trolox possede un 1Cso de 0,006+0,001 mg/ml, jugé significativement inferieur (p<0,0001)

par rapport a ceux des extraits ;
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-Les valeurs des ICso des extraits de Calendula officinalis L. (0,46+0,01 mg/ml) et Thapsia

garganica L. (0,38+0,01 mg/ml) sont presque identiques.

D’aprés ces résultats, il est évident que les extraits des plantes étudiées de Calendula officinalis
L. et Thapsia garganica L; possédent un pouvoir antiradicalaire vis-a-vis du DPPH qui est
relativement identique pour les deux espéces testées, et qui reste toutefois significativement

(p<0,0001) moins important que celui du trolox.

Les résultats des 1Csp des extraits de Calendula officinalis L. et Thapsia garganica L. sont
respectivement de 1’ordre de 0,46+0,01 mg/ml et 0,38+0,01 mg/ml. Ces valeurs sont différentes
par rapport a ceux rapportés par Djeridane et al., (2010); Berri, (2011) ; Cheurfa et Bachagha,
(2013) et Abuduina, (2018). Cette différence pourrait étre expliquée par les possibles fluctuations
qu’on peut observer dans la composition qualitative et quantitative d’une méme plante, soumises
a des facteurs endogenes (génétique) et exogene (climatique) (Rice-Evans et al.,1996 ; Van
Acker et al., 1996 ; Bahorun et al., 2004).

3.2/ Evaluation de P’effet cicatrisant de I’extrait de Calendula officinalis L.

En raison de sa forte teneur en composés phénoliques, et ses caractéristiques cicatrisantes,
I’extrait de Calendula officinalis L. a fait I’objet d’une évaluation de son activité cicatrisante sur
des plaies d’excision pratiquées sur des lapins Néo-zélandais. L’effet d’extrait est comparé par

rapport & une pommade cicatrisante commerciale (Cicatryl®).

Les résultats obtenus de I’évolution de la cicatrisation des plaies d’excision, aprés application

journaliére de I’extrait, sont exprimés dans les tableaux IX.
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Tableau IX : Chronologie de la cicatrisation des plaies d’excision traitées et non traitées (contrdle) chez le lapin.

Résultats et discussion

Progression de la contraction des plaies d’excision en fonction des jours

»
>

Jour 0 Jour 3 Jour 6 Jour 9 Jour 12 Jour 15 Jour 18
Physiologique
Extrait de
Calendula |
officinalis L # 1§
Cicatryl ®
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Tableau X: Evolution de la contraction des plaies d’excision chez le lapin traité et non traité.

. . . » . e A
Contraction des plaies d’excision exprimée en %

Groupe | Affectation | Jour 3 | Jour 6 | Jour9 | Jour 12 | Jour 15 | Jour 18

334+ | 7.82t | p4o04 | 5743t | 72.34% | 89.62+

I Non traité 797
0.11 2.19 ' 1.48 9.23 2.47
Calendula |\, 1o | 47334 | 5oogy | 66.93+ | 85.01% | 9557+
I officinalis e . i
L 3.48™ 8.66" 9.99* 576 258 391
| 196s | 782t | 3565, | 50.08+ | 6120+ | 90.14%
1 Cicatryl

170 | 219¢ | >72 9.40 11.85 3.86

A Valeur moyenne + écart type (n=3); * p<0,01, * p<0,01 vs contréle ; ® p<0,05 vs Cicatryl®.

Il ressort de la lecture de tableau X que :

-Le groupe traité par I’extrait de Calendula officinalis L. montre une contraction des plaies

significativement plus rapide (a J3, J6 et J9) que celle observée dans le groupe controle ;

-A TI’exception des jours 9, 12, 15 et 18, le groupe traité par 1’extrait de Calendula officinalis L.
montrent une progression de la cicatrisation significativement plus rapide que celle observée pour

le groupe témoin traité par Cicatryl ©;

-Sur toute la période (J12—J18) les groupes traités par I’extrait de Calendula officinalis L. ne

montre aucune différence de cicatrisation par rapport au contréle et au lot traité par Cicatryl ©.

A la lecture des résultats de 1’évolution de la cicatrisation des plaies d’excision, il peut étre
observé que I’extrait de Calendula officinalis L. présente un effet cicatrisant significativement
supérieur pendant la période allant de J3 au J9, ceci est interprété par une diminution de la
phase inflammatoire, une favorisation de la contraction des plaies et une réduction de la période
d’épithélialisation. Le mécanisme d’action peut étre affecté par certaines substances bioactives
ayant un effet cicatrisant et doués d’un potentiel antioxydant. Selon Martin (1996) et Palmeri et

al (1995) les antioxidants qui réduisent les radicaux libres sont capables d’empécher Ia
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dépréciation au niveau cellulaire par inhibition de I’inflammation qui conduit a I’appauvrissement

de collagéne, en offrant ainsi une protection contre les dommages de la peau.
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Conclusion

Depuis toujours, les hommes ont utilisé leur environnement et en particulier les plantes, qui
forment des sources riches en produits naturels pour soigner diverses maladies. Le présent travail
a porté sur I’étude qualitative, quantitative et biologique des extraits hydro alcooliques des fleurs
de Calendula officinalis L. et des racines de Thapsia garganica L. Le criblage phytochimique
basé sur des tests spécifiques a permis de caractériser les flavonoides, les tanins , les alcaloides et
les sucre réducteur, ces métabolites secondaires ont de grandes valeurs thérapeutiques. L’analyse
quantitative montre que les taux des phénols totaux, flavonoides et flavonols totaux, de

Calendula officinalis L. sont significativement plus importants que ceux de Thapsia garganica L.

Sur le volet biopharmacologique deux activités biologiques ont été étudiées (test DPPH et activité
cicatrisante) ; une activité antioxydante par 1’utilisation du test DPPH in vitro qui a montré un
potentiel inhibiteur important envers les radical libre DPPH pour les extraits des plantes étudiées
de Calendula officinalis L. et Thapsia garganica L. et qui est relativement identique pour les
deux espéces testées, mais qui reste toutefois significativement (p<0,0001) moins important que
celui du trolox. Au regard de son potentiel important en composés phénoliques, 1’extrait de
Calendula officinalis L. a été sélectionnés pour subir une évaluation de son activité cicatrisante
sur des plaies d’excision pratiquées sur des lapins Néo-zélandais. Les résultats de I’évaluation de
I’activité cicatrisante chez les lapins ont montré que 1’extrait de Calendula officinalis L. présente
un effet cicatrisant significativement supérieur pendant la période allant de J3 au J9, ceci est
interprété par une diminution de la phase inflammatoire, une favorisation de la contraction des
plaies et une réduction de la période d’épithélialisation. En conclusion, cette étude nous a

permis,
-Sur le volet phytochimique :

D’établir la richesse des extraits de Calendula officinalis L. et de Thapsia garganica L. en
composés phénoliques particulierement 1’extrait de Calendula officinalis L. ce dernier pourrait

étre exploité comme source potentiel d’antioxydant.
-Sur le volet pharmacologique :

Les évaluations expérimentales in vitro sur des tests (DPPH) a permis de mettre en évidence un

potentiel antiradicalaire pour les deux extraits. Ceci est particuliérement notable pour 1’extrait de
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Conclusion

Calendula officinalis L. Ce dernier, s’est, par ailleurs, révélé doué d’un effet cicatrisant sur des

modeles animaux.

En perspective, il serait intéressant d’approfondir les investigations phytochimiques,
toxicologiques et biologiques des extraits de Calendula officinalis L. et de Thapsia garganica L.
afin de s’assurer de leur innocuité, de mettre en évidence d’autres activités bénéfiques pour la
santé et de caractériser leurs principes actifs. Ces travaux complémentaires permettront
éventuellement une phytostandardisation ultérieure, critére indispensable a la valorisation

industrielle de ces produits en tant que compléments alimentaires a allégation de sante.
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Figure 1 : courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols.
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Figure 2: courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides.
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Figure 3 : courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonols.
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Résumé

Résumé :

Le présent travail vise a I’étude phytochimique et la détermination de certaines activités
biologiques ; une in vitro et autre in vivo de deux plantes médicinales cultivées dans I’est

Algérien ; Calendula officinalis L. et Thapsia garganica L.

Les tests phytochimiques ont révélés la richesse des extraits hydroalcooliques des plantes
sélectionnées en composé€s phénoliques notamment en flavonoides et en tanins. L’analyse
quantitative a travers 1’évaluation des leurs teneurs a montré que les espéces étudiées peuvent
constituer une source potentielle de substances phénoliques bioactives. L’évaluation de 1’activité
antioxydante in vitro (DPPH) s’est montré que les extraits hydroalcooliques Calendula officinalis
L. et Thapsia garganica L. sont doués d’un potentiel antioxydant important. Toutefois Calendula
officinalis L. a été sélectionnée pour une évaluation de son activité cicatrisante in vivo sur le
model animal par 1’utilisation du test d’excision pratiquées sur des lapins Néo-zélandais. L’extrait
de Calendula officinalis L. a montré un potentiel cicatrisant significativement important pendant
la période allant de J3 au J9, ceci est interprété par une diminution de la phase inflammatoire,

une favorisation de la contraction des plaies et une réduction de la période d’épithélialisation.

Mots clés: Calendula officinalis L, Thapsia garganica L, composés phénoliques, activité
antioxydante, activite cicatrisante.



Abstract

Abstract:

The present work aimed to the phytochemical study and the determination of some biological
activities (in vitro and in vivo) of two medicinal plants from eastern Algeria; Calendula

officinalis L. and Thapsia garganica L.

Phytochemical tests have revealed the richness of the hydroalcoholic extracts of selected plants
by phenolic compounds mostly flavonoids and tannins. Quantitative analysis through the
evaluation of their contents has shown that the studied species can constitute a potential source of

bioactive phenolic substances.

The evaluation of in vitro antioxidant activity (DPPH) has shown that the hydroalcoholic extracts
of Calendula officinalis L. and Thapsia garganica L. demonstrated an important antioxidant
potential. However Calendula officinalis L. was selected for an evaluation of its in vivo healing
activity on the animal model by the use of the excision test performed on New Zealand rabbits.
The extract of Calendula officinalis L. showed a significant healing potential activity during the
period from day 3 to day 9, this is interpreted by a decrease of the inflammatory phase, a favoring
of the contraction of the wounds and a reduction of the period of epithelialization .

Key words: Calendula officinalis L. et Thapsia garganica L., phenolic compounds, antioxidant

activity, healing activity.
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