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RESUME

L'objectif du présent travail consiste en la valorisation des ressources naturelles végétales
algériennes. Cyclamen africanum Boisson & Reuter (Primulaceae), Plante Médicinale répandue
dans le Nord-est de I'Algérie est largement utilisée en médecine traditionnelle pour ses propriétés

thérapeutiques.

Selon nos connaissances aucune littérature n'a été mentionnée sur la composition chimique de
Cyclamen africanum (Boiss&Reut) Le but de notre étude était I'évaluation des propriétés
histologiques, phytochimiques des teneurs en phenols et en flavonoides des extraits éthanoliques

de cette espéce; ainsi que 1’évaluation des activités pharmacologiques.

L'identification des composés phénoliques des extraits de Cyclamen africanum (Boiss&Reut) a
été établie pour la premiére fois par la technique de la Chromatographie en Phase Liquide
(HPLC). Les résultats ont decelé la présence de composants phénoliques tels que la rutine,
I'acide chlorogénique, l'acide caféique et le kaempférol.

L'activité anti-oxydante a été effectuée par huit tests différents et I'extrait de la feuille a montré
l'activité antioxydante la plus élevée. Cette activité peut étre attribuée a la teneur élevee en
composes phenoliques observée dans l'extrait de feuilles. Cet extrait a également montré sa
capacité a bloquer environ 96% du rayonnement UV et a été classé dans la catégorie "Haute
protection” avec un facteur de protection (SPF= 30,90+ 0,21). Les extraits de Cyclamen
africanum (Boiss&Reut) ont montré un effet inhibiteur intéressant de l'alpha-glucosidase plus
actif que le contréle positif acarbose, I'extrait pétiole était le plus efficace avec une valeur Clso de
47,13+£3,98 ug/mL. Tous les extraits n‘ont montré aucun effet d'inhibition contre I'enzyme liée a
la maladie d'Alzheimer. L’activité antimicrobienne évaluée par la méthode de diffusion sur
gélose a montré que les extraits éthanoliques de Cyclamen africanum (Boiss&Reut) nom plus un

pouvoir antibactérien.

Mots clés : Cyclamen africanum (Bois&Reut), Histologie, Polyphénols et flavonoides, Activité
antioxydante,  Activité  anti-alpha-glucosidase, Activité  anti-Alzheimer,  Activité

antibactérienne, SPF.



ABSTRACT

The objective of the present work is the knowledge of Algerian natural resources in medicinal
plants. Cyclamen africanum (Prumulaceae), Medicinal plant widespread in the Northeast of
Algeria widely used in traditional medicine for its interesting therapeutic properties.

No literature was found on the chemical composition of Cyclamen africanum. The aim of the
current study was to evaluate the histological, phytochemical, pharmacological activities and the
phenol and flavonoid content of the plant's ethanolic extracts.

The identification of the phenolic constituents of C. africanum extracts was established for the
first time using the HPLC technique. The HPLC results detected the presence of phenolic

components such as rutin, chlorogenic acid, caffeic acid, and kaempferol.

Antioxidant activity was assessed using eight different tests, with the leaf extract showing the
highest antioxidant activity. This activity can be attributed to the high phenolic compound
content observed in the leaf extract. This extract also showed its ability to block around 96% of
UV radiation and was classified in the "High protection™ category with a protection factor (SPF=
30.90+ 0.21). Cyclamen africanum (Boiss&Reut) extracts showed an interesting alpha-
glucosidase inhibitory effect more active than the acarbose positive control, the petiole part was
the most effective with an IC50 value of 47.13+3.98 ug/mL. All extracts had no inhibitory effect
against the enzyme linked to Alzheimer's disease. Antimicrobial activity assessed by the agar
diffusion method; shows that ethanolic extracts of Cyclamen africanum (Boiss&Reut) do not

have any antibacterial power.

Key words: Cyclamen africanum (Bois&Reut), Histology, Polyphenols and flavonoids,
Antioxidant activity, Anti-alpha-glucosidase activity, Anti-Alzheimer activity, Antibacterial
activity, SPF.



uadlall
ol 538l A1 e sy Apll LAl b R el Al 251 sal B e Jandl T e aagl)

El Qhall (8 ol @i e andiug pil el 3,8 Jled 4 JLIEY) auly 2 @l o(Cyclamen africanum)
AL 5 il Haaal) railiadl

L) i g Adlal) Al 3l (g Cargd) S QI sy sdel e Sl o clilpe ol o sial) o3
bl 4 Sy Glialiiuall 8 4y 55 658 5 J il (5 sina 5 40 sall g Ailaassll 5 sl

Gsk:\ﬂ\qms_HPLCL__;A\;}SLA”S&M_JEY‘,\&“L_:B)AJJS{ ma ) Alaliiuad 4 gudl) b Sall e o jatll &3
s taad Sl 5 LK (aen 5 a5 ) SISI a5 G5 )l Jie Al 51 GU S 3 5m g 00

BauSU aliae Ll Jef 3155V paliiue jell dua (daline <l jlad) 4l aladiuly 5auSY) aliae Ll ands o3
L3V paliiie 8 La o) A gl (oS pall ) (s siaall ) Bl 13 (s e of oSy

.SPF = 30.90+0.214 s Jalny

sobaall (e Ualis ST Sl Ssla Wl oy 53y SlaiadU 15 Uaiie 1580 L) 891 sy je sdy cilialiiue ¢ el
Ja/pl e 5%063.98 £47.13 i 50 Lheall Ao sall dad pa Allad Y g iy sl o jalilS s ¢ o S dlagy)
Ll o jedal | pada 3 (o yas Jasi sal) ay 35¥) aa e il ol lalaiud) aaad (S5 o 431 YY) paliiudl (e

il all 3alizas 3,08 Ll (l g e sand A gl colialadiiall of A 4 500 @Y e Gl Suall cilalias

alae Blis (5 i3l 5 Jsidd sl s ale ((Cyclamen africanum) &Y a s Hsan dalidal) clalsl)
{(SPF) Gsall (g dleall Jale ¢l Sl slina JaLi ¢ jaita 3 alime sl ¢ 5lay )5S sha Ll slaa Lol csansS



Sommaire



Sommaire

Remerciements

Résumé

Abstract

sadldl

Liste des figures

Liste des tableaux

Liste des abréviations

L 0o 11 ox [ o 01
Partie | : Bibliographie.

Chapitre I : Apercu sur ’espéce Cyclamen africanum (Boisson&Reuter).

1.1. Généralité sur la famille de Primulaceae..............coooiiiiiiiiiiiii 03
1.2. Présentation du Genre CYClamen ...........oooiiiiiii e 03
1.3. Répartition géographique du Genre Cyclamen ..o 05
1.4. Propriétés et utilisations du genre Cyclamen ..., 05
1.5. L’espéce Cyclamen africanum (BOISS&REUL)..........c.ovviiiiiiiiiiie e 06
1.5.1. Description DOtaNIQUE. ... ...ttt 06
1.5.1.1. Appareil végetatif et SoUuterrain. ..ot 06
1.5.1.2. Appareil reprodUCTEUL ..o e 07
1.5.2. Classification et systematique de Cyclamen africanum (Boiss&Reut) .................. 07

Chapitre 11 Travaux antérieurs et principaux métabolites secondaires isolés du genre
Cyclamen.

2.1. Etude pharmacologiques et phytochimiques du genre Cyclamen ............................. 07

2.1.1. Etude pharmacolOgiqUES .........oouirineit i e 08
2.1.1.1. ACLIVIEE @NTICANCEIBUSE ...\ ettt ettt et ettt et e e, 08
2.1.1.2. ACLIVItE antiOXYANTE .. ... .ottt 08
2.1.1.3. ACLIVIEE INSECLICITR .. ..vit it e e 09
2.1.1.4. ACHIVIEE 1arViCide ........oiii i 09
2.1.1.5. Activité anti-inflammatoire ... 09
2.1.1.6. ACLIVItE NEPALIQUE ...ttt e e 10
A O 114 T o |1 PPN 10
2.1.2.Etude phytoChimIQUES .......ovinititii e e 12

Chapitre 111 Les polyphénols et les flavonoides.
3.1 LeS POIYPNENOIS. .. .o 13



10 I O 1 (o 1o [ o2 {To ] IR 13

3.1.2. Structures chimique et classification...............ooiiiiiiii e, 13
3.1.3. Effets biologiques des polyphénols............coooiiiiii 15
3.2. Les flavonoides (CB-C3-CB)......ouiiriiei it 15
3.2.1 GANAralites B SEIUCIUIES. ...\ttt ettt et e e 15
3.2.2. Intéréts thérapeutiques des flavonoides ..............coooiiiiiiiiiiiiii 16

Partie Il : Matériel et Méthodes.

1. Présentation de la zone d’étude : La situation géographique ...............ccooeviiiiiininni. 17
2. MAtEriel VEQELAl ... 18
3. MEthodes d'analySe .........oeiriii i 21
3.1. Traitements des chantillons ......... ...t 21
3.2. Technique hiStOlOgIQUE .......ovine i e 21
3.3. Screening pPhytoChimique ... ..., 22
3.4. Préparation de I’extrait éthanolique..............oooiiii i 22
3.5. Technique de dosage des polyphénols et des flavonoides .....................oooiinil. 23
3.5.1. Total PhENOLIQUE ... e 23
3.5.2. Total FIAVONOTAR ....veeeie it 24
3.6. Analyse qUALITAtIVE. . ... ..o e 25
3.6.1. Méthode de la Chromatographie sur Couche Mince (CCM) ...........oooiiiiiininnnn... 25
3.6.2. Méthode d’analyse des extraits par Chromatgraphie liquide a haute perforamance 26
(| O PP

3.7. Méthodes des activités biologiqUeS ..o 27
3.7.1. ACLIVIES antIOXYAANTE ... .ot 27
3.7.1. 1. Activité antiradicalaire au DPPH ... ... 27
3.7.1. 2. Activité de la chélation des ions métallique ..., 28
3.7.1.3. Activité de blanchissement du B-Carotene.............ccccoeviiiiiiiiiiiiiii e, 28
3.7.1.4. Activité du piégeage de I’ABTS. ...t 29
3.7.1.5. Piégeage de I’anion SUPETOXYAE .........oiuiinuiiiitiii e 29
3.7.1.6. L activité de phenanthroline. ... e 30
3.7.1.7. Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC).................. 30
3.7.1.8. Test du POUVOIr FEBAUCTEUN ... ..ottt e 30
3.7.2. Méthode de l'activité anti-cholinestérase...............oovviiiiiiiiiii e, 30
3.7.3. Activité inhibitrice de I’alpha-glucosidase ..............cocooiiiiiiiiiiiiiiii 31
3.7.4. Activité photoprotectrice : FPS (Facteur de Protection Solaire)........................... 31

3.7.5. ACHIVItE aNtiDACEIIENNEG ...t e 33



3.7.5.1. Méthode de diffusion sur milieu solide (aromatogramme).................ccccoeevennene. 33
3.7.6. Méthodes d'analyses StatiStiQUES ...........oeevirieiriiii e 34

Partie 111 Résultats et discussion.

3. 1. Histologie de Cyclamen africanum (BOISS&REUL)............covviiiiiiiiiiiiiiiien, 35
3. 1.1. Structure de la racine de Cyclamen africanum (Boiss&Reut)........................o..e. 35
3.1.2. Structure du pétiole de Cyclamen africanum (Boiss&Reut).................ccoeiinini, 36
3.1.3. Structure de la feuille de Cyclamen africanum (Boiss&Reut)......................ooeeeie. 37
3.2. Screening chimique de Cyclamen africanum (Boiss& Reut).............c.cooevvieiiienns. 41
3.3. Détermination du rendement des extraits de Cyclamen africanum........................... 42
3.4. Composition chimique de Cyclamen africanum (Boiss&Reut) .................ccoeinniii, 43
3.4.1. Teneurs des flavonoTdes. ... 43
3.4.2. Teneurs des polyphénols totauX ...........coooviriiiiiii e 44
3.5. Analyse par la Chromatographie sur Couche Mince (CCM) ............coeviiiiiiiininn. 45
3.6. Composition chimique de I’extrait éthanolique de Cyclamen africanum (Boiss&Reut)

DA HP L . e 46
3.7. Activités pharmacologiques de Cyclamen africanum (Boiss&Reut) ........................ 49
3.7.1. Evaluation de I’activité anti-OXydante ..............ccoiiiiiiiiiiiii e, 49
3.7.1.1. Piégeage du radical libre DPPH (2.2-diphényl-1-picrylhydrazyl) ...................... 49
3.7.1.2. Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC) .................. 50
3.7.1.3. Activité antioxydante déterminée par la méthode d'ABTS.............ccooviiiiiiniinn. 51
3.7.1.4. Activité antioxydante par la méthode de Phenanthroline ................................. 52
3.7.1.5. Test du blanchissement du B-caroténe (B-carotene bleaching method) ................. 53
3.7.1.6. Réduction du Fer : FRAP (Ferric reducing antioxydant power)........................ . 54
3.7.1.7. Activite dumétal Chélate ......... ... 55
3.7.1.8. Piégeage de 1’anion superoXyde .......c.eevuiiinniiiniiee i 55

3.7.2. Evaluation de I’activité d’inhibition de ’enzyme acétylcholine estérase (AChE) et a-
GIUCOSIAASE ... et e e, 58
3.7.3. Activité photoprotectrice déterminée par la méthode FPS (Facteur de Protection
SOMAINE) e, 60
3.7.4. L’activité antimiCTODICNNE. ... ...ttt ettt ee et e e e eaneanns 61
Conclusion et perspectives.

Références bibliographiques.



Introduction generale



Introduction

Les especes réactives de l'oxygene (ROS) et les espéces réactives de l'azote (NOS) sont
continuellement produites dans les organismes aérobies et jouent de nombreux rdles
physiologiques. L'exposition a des facteurs externes tels que les rayons UV peut également
stimuler la production de radicaux libres. En chimie, un radical libre est un atome ou une
molécule dont la structure chimique est caractérisée par la présence d’un électron libre, rendant
cette espéce chimique beaucoup plus réactive que I’atome ou la molécule dont elle est issue
(Pincemail et al., 2001). La surproduction de ces espéces peut entrainer de nombreux troubles
métaboliques, inflammatoires et neurodégénératifs, dont le cancer et le diabete (Afonso et al.,
2007).

Le diabéte sucré de type 2 ou diabéte non insulinodépendant (DNID) est le diabete sucré le plus
répandu, avec une prévalence d'environ 90 %. Le DNID se caractérise par une hyperinsulinémie
accrue et un dysfonctionnement de sa sécrétion, ce qui entraine une élévation de la glycémie
(Bourebaba et al., 2016; Chatterjee et al., 2017). La prise en charge de cette pathologie repose
principalement sur l'administration d'agents hypoglycémiants oraux, notamment des inhibiteurs
de l'a-glucosidase et de l'a-amylase, qui visent a reéduire la glycemie et a prévenir les

complications pathologiques (Tundis et al., 2010).

Le stress oxydatif jouerait un réle central dans la pathogenése de la maladie d'Alzheimer (Gali et
Bedjou, 2019). L'inhibition de l'acétylcholinestérase (AChE) responsable de la fin de la
transmission par son action sur la neurotransmission de l'acétylcholine (ACh) représente le
remede essentiel disponible pour améliorer les symptémes cognitifs, comportementaux et
fonctionnels des patients (Scarpini et al., 2003). Divers extraits de plantes médicinales ont fait
l'objet d'études approfondies par les pharmacologues du diabéte pour leur potentiel
antidiabétique (Naveen et al., 2021). Le besoin de nouvelles molécules thérapeutiques pour gérer
le diabete de type 2 et la maladie d'Alzheimer est principalement lié a la toxicité des
médicaments actuellement disponibles sur le marché (Seltzer, 2006). L'utilisation de molécules
naturelles ayant divers effets thérapeutiques et une faible toxicité peut étre considérée comme un

outil prometteur pour le traitement de ces maladies (Gali et Bedjou, 2019).

Les Plantes Aromatiques et Médicinales (PAM) sont utilisées depuis l'antiquité pour traiter
diverses maladies (Sofiane et Seridi, 2021a). Par exemple, 85 % des indiens utilisent des
préparations a base de plantes brutes pour traiter divers maux et maladies. Au moins 25 % des
produits pharmaceutiques prescrits dans le monde sont directement obtenus a partir de plantes.

Environ 119 substances chimiques pures extraites de plantes sont utilisées en médecine dans le

1



monde entier (Bendjedid et al., 2020). Cependant, les plantes dont I'utilisation en phytothérapie
est rare, moins fréquente ou inconnue peuvent représenter une nouvelle source de composés
actifs (Turan et Mammadov, 2018).

Les propriétés biologiques de la plante tiennent principalement a leur composition
phytochimique (Sofiane et al,. 2021c). La famille des polyphénols est un grand groupe de
métabolites secondaires des plantes (De Godoi et al., 2020) qui se caractérise par de nombreuses
activités pharmacologiques et biologiques. Les polyphénols les plus courants sont les
flavonoides, les acides phénoliques et les tanins (Dimki¢ et al., 2021). L'extraction par solvants
est une méthode efficace pour récupérer les flavonoides des plantes médicinales; la quantité de

ces composeés dans chaque extrait varie en fonction de la plante (Kasmi et al., 2021).

Les plantes du genre Cyclamen ont été utilisées comme plantes ornementales et médicinales
(Turan et Mammadov, 2018). Dans plusieurs études, il a été rapporté que certaines espéces du
genre Cyclamen influencent le développement de la toxicité et de la cancérogenése (Arslan et al.,
2011).

Cyclamen africanum Boiss&Reut est une plante médicinale appartenant a la famille des
Primulaceae (Israa et al., 2017). Le nom Cyclamen est la transposition du mot grec : cercle ou
couronne. Son nom commun est pain de porc ; Les porcs se nourrissent de ses tubercules
(Widmer, 1992). Les populations égyptiennes, grecques et romaines utilisaient cette plante pour
traiter de nombreuses maladies telles que les troubles digestifs, les spasmes de la vessie, les
douleurs rhumatismales, les infections et diverses maladies de la peau (Mazouz et Djeddi, 2013).
L'étude des propriétés pharmacologiques des plantes locales pourrait constituer leur valorisation
(El Aanachi et al., 2020).

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation de la flore algérienne, notamment
Cyclamen africanum (Boiss&Reut) récoltée dans le massif de I’Edough a Séraidi (Nord-Est

Annaba) et la recherche de nouvelles biomolécules.
Notre travail de recherche est divisé en trois parties

» La premiére partie est consacrée a I’étude bibliographique de I'espéce étudice.

» La deuxiéme partie décrit les méthodes et les conditions opératoires utilisées dans cette
étude.

» La troisieme partie est consacrée a la présentation des résultats et leurs interprétations.

Notre étude s’achéve par une conclusion générale sur I’ensemble de cette étude et des

perspectives.



PARTIE I :
Bibliographie



Chapitre | :

Apercu sur I’espece Cyclamen africanum
(Boisson & Reuter)



Bibliographie : Chapitre I Apergu sur I’espece Cyclamen africanum (Boisson&Reuter)

Chapitre I Apercu sur I’espéce Cyclamen africanum (Boisson & Reuter)

1.1. Généralité sur la famille des Primulaceae:

Les primulacées, également connues sous le nom de famille des primeveres, dans l'ordre des

Ericales, est une famille de plantes a fleurs dicotylédones (Xu et Chang, 2017).

La famille contient 22 genres et 1000 espéces, se trouvant principalement dans les régions
tempérées et montagneuses de I'némisphere nord (Wu Zhengyi et al., 2013).

Ce nom vient du genre Primula, premier, du latin primus, en raison de la floraison trés précoce
de ces plantes au cours de I'année. L’ordre des Primulales comprend trois grandes familles: les
Primulaceae, les Myessinaceae et les Theophrastaceae (Corner, 1961). En 2009, selon APG, les
Theophrastaceae, les Myrsinaceae et les Primulaceae sont réunies en une seule famille les
Primulaceae (Betina, 2014).

Plantes en général herbacees. Fleurs solitaires scapiformes ou en grappes, actinomorphes,
rarement zygomorphes, 5-meres (RR 4). Etamines 5 (RR 4) épipétales. Ovaire supére a 5

carpelles, uniloculaire a graines nombreuses. Fruit capsulaire (Quezel et Santa, 1962).

1.2. Présentation du Genre Cyclamen :
Le nom Cyclamen est la transposition du mot grec : couronne ou cercle. Les porcs se nourrissent
de ses tubercules, en raison de l'avidité avec laquelle les porcs recherchent leurs racines

tubéreuses, son nom commun de Pain-de-porceau lui a été donné (Widmer, 1992).

Le genre Cyclamen occupe une position plutdt isolée au sein de la famille des Primulales et
bénéficie généralement de sa propre tribu chez les Primulacées, les Cyclaminées (Gray-Wilson,
2002).

Le genre se rencontre principalement dans le sud et le centre de I’Europe, I’ Afrique du nord et le
Moyen-Orient de la région méditerranéenne, mais s'étend au Caucase et a 1’Afrique tropicale

(Anderberg, 1994).

Le genre Cyclamen est composé de 22 espéces (Gray-Wilson, 2002). Les espéces actuellement
connues sont les suivantes: C. africanum, C.alpinum, C. balearicum, C. colchicum, C. coum, C.
creticum, C. cilicium, C. cyprium, C.elegans, C. graecum, C. hederifolium, C. intaminatum, C.
libanoticum, C. mirabile, C. parviflorum, C. persicum, C. pseudibericum, C. purpurascens, C.

repandum, C. rhodium C. rohlfsianum et C. somalanse (Takamura, 2007).
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Les plantes appartenant a ce genre sont vivaces, elles sont caractérisées par de grosses tiges
tubéreuses circulaires et aplaties d’ou naissent les racines (Bruneton, 2005).

Les feuilles ovales-cordées, peu anguleuses ou non, sont généralement vertes foncées et
marbrées au-dessus, pourprées au-dessous (Bruneton, 2005).

Les fleurs pentaméres, vivement colorées (rose, rouge, blanc...). Le calice est campanulé et les
divisions de la corolle (20-40mm) brusquement réfléchies; les étamines sont incluses, la gorge
souvent renflée, anguleuse ou dentée (Bruneton, 2005).

Chez les grecs on les appelait déja kyklaminos, de kyklos, cercle, soit en raison de la forme des

feuilles, soit par allusion a I’enroulement des pédoncules floraux (Fournier, 1990).

Le Cyclamen est unique dans son estivation de la corolle tordue, le développement réduit de I'un

de ses cotylédons et la croissance accrue de I'hypocotyle (Anderberg, 1994).

D’un point de vue botanique, le Cyclamen se distingue par un organe de réserve semi-souterrain
appelé tubercule. 1l permet a la plante de rentrer en dormance pendant la période estivale
(Charline, 2016).

La figure 01 présente des feuilles et fleurs de quelques espéces de genre Cyclamen (Lecomte,
2016).
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Figure 01: Exemple de formes, motifs et couleurs de fleurs et feuilles de quelques espéces de
Cyclamen ; C. africanum (A), C. balearicum (B), C. hederifolium (C), C. cilicium (D), C.
rohlfsianum (E), C. cyprium (F), C. libanoticum (G), C. coum (H).
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1.3. Répartition géographique du Genre Cyclamen :

Les espéces du genre Cyclamen couvrent une aire géographique méditerranéenne assez large ou
elles croissent dans les régions montagneuses et fraiches : Sud de ’Europe, Ouest de I’ Asie (Est
de la Méditerranée du Liban, Turquie, Syrie, Chypre, la Grece, Palestine et I’Iran) et Nord de
I’ Afrique (dans des zones sous influence maritime), (Grey, 1998).
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Figure 02: Répartition géographique des espéces appartenant du genre Cyclamen d’aprés Grey
(1997).

C. africanum (1), C. alpinum (2), C. balearicum (3), C. cilicium (4), C. colchicum (5), C. coum
(6), C. creticum (7), C. cyprium (8), C. elegans (9), C. graecum (10), C. hederifolium (11), C.
intaminatum (12), C. libanoticum (13), C. mirabile (14), C. parviflorum (15), C.
peloponnesiacum (16), C. persicum (17), C. pseudibericum (18), C. purpurascens (19), C.
repandum (20), C. rohlfsianum (21), C. somalense (22).

1.4. Propriétés et utilisations du genre Cyclamen :

Symbole de beauté et de jalousie dans la culture occidentale, le Cyclamen est considéré au Japon
comme la fleur sacrée de I'amour. Les plantes du genre Cyclamen sont utilisées comme remede
contre I’air sec en hiver, les feuilles de Cyclamen libérent la vapeur d’eau via leur stomate et
servent ainsi de régulateur d’humidité. La plante devient alors un bel allié pour ceux qui

souffrent de sécheresse oculaire et cutanée ainsi que les irritations pulmonaires. ®

Egyptiens, Romains et Grecs connaissaient déja les Cyclamens et utilisaient en médecine les
especes de leurs pays respectifs. Le Dr Leclerc recommande la teinture de Cyclamen contre les
acouphénes : 10 a 15 gouttes par jour en deux ou trois fois. La méme teinture est utilement

employée contre les migraines rebelles et les névralgies (Fournier, 1999).
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Le Cyclamen est un traitement des hémorroides et des regles douloureuses, efficaces contre la
dysménorrhée et d’une grande aide contre les ecchymoses®. La racine est appliquée aux
tumeurs scrofuleuses, aux congestions indolentes et aux cedémes (Cazin, 1868). Le suc était
utilisé dans les frictions sur le ventre comme en purgatif et vermifuge et sur les reins comme

diurétique. A plus faible dose, il servait & combattre la constipation (Fournier, 1990).

Les adeptes de I’homéopathie utilisent le tubercule frais, contre toute une série de maux :
douleurs de téte et d’oreilles, maux de dents d’origine gouteuse, COryza, anorexie, trouble de la
digestion, spasmes vésicaux, engorgements du foie et de la rate, météorisme, crises de coliques,
douleurs rhumatismales et gouteuses sans manifestations fébriles, certaines névroses du cceur,
teigne, aménorrhée, dysménorrhée, démangeaison intolérables, crampes des membres inférieurs

et diverses maladies de peau (Fournier, 1999).

L’espéce Cyclamen mirabile est utilise comme antifongique contre les especes Cryptococcus
neoformans et Candida, tandis que Cyclamen hederifolium est utilisé comme anti-verrues et

contre les engelures (Mazouz et Djeddi 2013).
1.5. L’espéce Cyclamen africanum (Boiss&Reut):

1.5.1. Description botanique:

1.5.1.1. Appareil végeétatif et souterrain:

Plante vivace a souche tuberculeuse (Quezel et Santa, 1962). Tubercules peuvent atteindre un
diametre de 14 cm ou plus, déprimés-globuleux, souvent creusé au-dessus et dans les spécimens
matures devenant rugueux et liegeux et plutdt feuilleté en surface, s'enracinant plus ou moins
partout sur la surface, en particulier sur les épaules et la base, parfois plutét inégalement (Gray-
Wilson, 2002).

Feuilles large en forme de cceur a ovales. 5,3-18 cm de long, 4,6 & 18 cm de large, souvent
incliné ou peu profondément lobé, avec une marge finement a assez grossiérement dentée,
généralement de milieu a vert clair plutot foncé, mais parfois vert grisatre, vert ou parfois rouge
avec du rose ou du violet en dessous; pétioles courbés a droites, non coudés, survenant plus ou
moins dressés du tubercule (Gray-Wilson, 2002). Pédicelles de 11-22cm de long, dressés a
ascendants. Vert ou brun violacé, s'enroulant de haut en bas lorsque les fruits se développent.

Pédoncule se rétractant en tire-bouchon apreés la floraison (Quezel et Santa, 1962).

1.5.1.2. Appareil reproducteur :
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Fleurs apparaissant généralement avant les feuilles, parfois supportée par les jeunes feuilles
parfois parfumées ; couleur variable de la corolle rose péle a rose foncé, chaque pétale avec un
basal pourpre ou pourpre magenta, large. Tache en V, lobes de la corolle 18-35 mm de longue,
torsadée et a oreillettes distinctes et plutdt proéminentes a la base (Gray-Wilson, 2002). Plante
fleurissant en automne (Quezel et Santa, 1962).

1.5.2. Classification et systématique de Cyclamen africanum Boiss&Reut :

Tableau 01 : Classification botanique de Cyclamen africanum Boiss&Reut. selon (Quezel et
Santa, 1963).

Régne Plantae

Sous-regne | Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Sous-classe | Delleniida

Ordre Ericales

Famille Primulaceae

Genre Cyclamen

Espéce Cyclamen africanum Boisson &
Reuter
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Chapitre Il Travaux antérieurs et principaux métabolites secondaires isolés

du genre Cyclamen

2.1. Etude pharmacologique et phytochimique du genre Cyclamen :

2.1.1. Etude pharmacologiques :

Le genre Cyclamen représente une source considérable de metabolites secondaires, notamment
les flavonoides, terpénes..., qui sont considérés comme des composés biologiquement actifs
pouvant servir de candidats a de nouveaux médicaments pour le traitement et la prévention des

maladies humaines.
2.1.1.1. Activité anticancéreuse :

L’activité anticancéreuse de C. africanum a été évaluees par Mazouz et al., en 2014, suivant les
résultats ; I’extrait dichlorométhanique a présenté une activité anticancéreuse contre toutes les

lignées cellulaires testées.

Les extraits de C. cilicium ont montré une activité cytotoxique contre la lignée cellulaire du
cancer de la prostate humaine et les lignées cellulaires du cancer du sein, suggérant application

possible en tant que candidat anticancéreux (Zengin et al., 2020).

Deux saponines isolées du C. persicum et du C. libanoticum (Cyclamine et Saxifragifoline B)
ont montré une forte activité cytotoxique contre les lignées cellulaires du cancer de sein (El
Hosry et al., 2014).

2.1.1.2. Activité antioxydante :

Une étude réalisée par Zengin et ses collaborateurs en 2020, a démontré la capacité des extraits
méthanoliques des parties aériennes et souterraines de C. pallasii et C. cilicium a agir comme
antioxydant. L’extrait méthanolique des racines a montré des propriétés antioxydantes

intéressantes, en termes de piégeage des radicaux et de potentiel réducteur.

En 2011, Sarikurkcu Cengiz a évalué I’activité antioxydante de Cyclamen mirabile, y compris
I'activité de piégeage des radicaux libres. Toutes les concentrations d'éther de pétrole, d'acétone,
de méthanol et d'extraits aqueux des feuilles ont montré des activités antioxydantes supérieures a
celles de 1'a-tocophérol (42 %) et proches du BHT (99,30 %). Tous les extraits de tubercules et
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de feuilles de C. mirable avaient un pouvoir efficace de piégeage et de réduction des radicaux
libres.

L’espéce C. africanum a été criblé pour son effet biologique en 2020 par Gaamoune et Nouioua,
les résultats indiquent que I'extrait brut de C. africanum peut étre un candidat potentiel pour le
développement de nouvelles thérapies et une parfaite source de molécules antioxydantes.

Wissam Mazouz et ses collaborateurs en 2014, ont noté un pourcentage de réduction de DPPH
de 70,44 £1,6 % par D'extrait le plus actif (méthanolique) de la partie aérienne de 1’espece

Cyclamen africanum (Boiss&Reut).

Turan et al., en 2018, ont étudié ’activité anti-oxydante de plusieurs types d’extraits des feuilles
et des parties tubéreuses de Cyclamen alpinum par plusieurs méthodes. La valeur la plus élevée
obtenu a partir de I'expérience d'activité antioxydante a été observee avec une valeur de 86,73
0,16 (%) dans le test DPPH sur un extrait a l'acétone d'une partie de tubercule a une
concentration de 1 mg / mL. Dans le méme contexte Turan et ses collaborateurs en 2018, ont
montré le rdle important des composes phénoliques et des flavonoides dans la réduction du
radical libre (DPPH) de I’extrait de C. alpinum.

2.1.1.3. Activité insecticide :

Sungur Civelek et Melda Colak en 2008 ont étudié I'activité insecticide de Cyclamen mirabile
contre Trichoferus griseus sur Pinus brutia L. et ont comparé les résultats a I'application d'un
insecticide (Tanalith C), utilise comme controle positif. Les résultats indiquent que I'extrait de

Cyclamen mirabile a des effets plus importants sur les larves que le Tanalith C.
2.1.1.4. Activité larvicide :

L’activité larvicide des extraits de Cyclamen mirabile et Cyclamen alpinumn a été mise en
évidence par Emre et al., (2013). L’extrait de tubercules a présenté une activité larvicide contre

Culux pipen L.

2.1.1.5. Activité anti-inflammatoire :

Dall'Acqua et al., en 2010 ont déterminé l'activité anti-inflammatoire de Cyclamen repandum, a
l'aide de la lignée cellulaire de macrophages humains THP-1, qui peut produire plusieurs
cytokines inflammatoires lors de la stimulation avec le lipopolysaccharide (LPS), fournissant

ainsi un modele approprié pour étudier la réponse inflammatoire dans la cellule des cultures.
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Ainsi, ils ont déterminé l'effet de composeés isolés sur les niveaux d'/ARNm d'IL8 et de TNF-a
induits par le LPS et sur les protéines. Ils ont trouvé que : la déglucocyclamine, I'anagalloside B
et le repandoside ; isolés des tubercules de C. repandum a 100uM inhibaient les expressions 1L-8
et TNF-a induites par le LPS.

Une autre étude réalisée par Speroni et al., en 2017 sur la méme espece montre que les

tubercules possedent un potentiel anti-nociceptif et anti-inflammatoire.
2.1.1.6. Activité hépatique :

Les effets modulateurs de I'extrait de tubercule de Cyclamen trochopterantum sur les enzymes
hépatiques métabolisant les médicaments ont été examinés in vivo chez le rat. Les résultats
indiquent que I’activité de ces enzymes ont été induite par I'extrait de Cyclamen trochopterantum
(Arslan et al., 2011).

2.1.1.7. Génétique :

Seyring et al., en 2009 ont examiné la possibilité de multiplier différentes espéeces de Cyclamen.
A cet effet, deux protocoles ont été appliqués a onze génotypes combinés avec principalement
quatre types d'explants. L'utilisation de ces protocoles a donné lieu a des structures somatiques
de type embryon et/ou a des pousses adventives dans tous les génotypes. De cette maniere, il a
été possible de propager chacun des génotypes examinés in vitro en utilisant des explants de
plantes adultes en moins d'un an. Ces résultats peuvent étre utilisés pour la sélection et la

propagation du Cyclamen en tant que plante ornementale et médicinale.

Le tableau 02 si dessus résume d’autres travaux de recherche réalises sur le genre Cyclamen
(Mazouz, 2014).

Tableau 02 : Travaux antérieure réalisés sur le genre Cyclamen (Mazouz, 2014).

Espéce Recherche réalisee Référence

Analyse complete des anthocyanes et des
composés lies pour comprendre le (Nakayama et al.,
changement de couleur des fleurs dans un 2012)

faisceau d’ions mutants

Etude des aspects histo-anatomiques et (Stratu, 2011)
physiologiques
Cyclamen sp Isolation de I’enzyme 3’ 5° hydrohylase
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responsable de la modification des
pigmentations des anthocyanes

(Boase, 2009)

Etude des effets biologiques de I’irradiation
du faisceau d’ions lourds sur Cyclamen

(Sougiyama et al.,
2007)

Etude de I’hérédité des pigments des fleurs
dans les croissements entre variétés des
Cyclamens et Cyclamen purpurascens

(Takamura, 2005)

Possibilité de propagation in vitro

(Seyring et al., 2009)

Cyclamen kunetzovii
Kotov et Czernov

Analyse comparative ontogénique

(Luchikna, 2009)

Cyclamen adzharicum

Identification d’un nouveau glycoside
triterpéne nommé : « 3-p-o[B-D-Xylp(1—
2)]-[B-D-Glcp(1— 2)]-(B-D-Glep(1 —
4)-a-L-Arap)-16a-hydroxy-13.82-epoxy-
30.30-dibutoxyolean

(Tabidze et al., 2009)

Cyclamen
trochopterenthur

Eftets de I’espece contre les enzymes
hépatique métabolisant les médicaments

(Arslen et al., 2011)

Cyclamen persicum
Mill

Etude des caractéristiques florales et le
systeme de reproduction de deux écotypes
phénologiques de Cyclamen persicum Mill

(Tzachor et al., 2009)

Analyse de la protéine embryo-spécifique
du Cyclamen persicum par la technique 2-D
DIGE

(Lyngved et al., 2008)

Possibilité de propagation in vitro

(Seyring et al., 2009)

Régénération direct par I'utilisation de
tissus des semis

(Abu-Qaoud, 2004)

Cyclamen cilicium
Bioss & Helder

Possibilité de propagation in vitro

(Seyring et al., 2009)

Cyclamen
hederifolium Aiton

Possibilité de propagation in vitro

(Seyring et al., 2009)

Cyclamen africanum
Boiss et Reteur

Possibilité de propagation in vitro

(Seyring et al., 2009)

Etude cytologique des plantes sauvages et
cultivées

(Bennett et Grimshaw,
1991)
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2.1.2. Etude phytochimique :

Le genre Cyclamen a fait I'objet de nombreuses études dans différentes disciplines, certaines ont
abouti & des résultats distincts ; ou de nouveaux composés sont isolés a partir de leurs especes,

comme les saponines triterpéniques oléaniques isolées des racines de C. africanum.

De nombreuses études ont permis d'isoler une série de composeés a partir des especes de
Cyclamen, notamment le sesquiterpéne "Farnesol" a partir de Cyclamen sp. (Lizelle T. Fox et al.,
2011).

Un glycoside triterpénique "3-O-B-{{[B —D-xylopyranosyl-(1—2)]-[p-D-glucopyranosyl-
(1—4)]-B-D-glycopyranosyl-(1—4)]}-[ B-D-glycopyranosyl-(1—2)]-a-L-arabino-pyranosyl} ,13
B, 16 a,threhydroxy-28-epoxy-olean”, également isolé de Cyclamen repandum. (Dall'Acqua et
al., 2010);

Un autre triterpéne a été isolé de Cyclamen adzharicum avec la structure : "3- pB-o-[B-DXylp
(1-2)]-[B-D-Glep(1—2)]-( B-D- Glcp (1 — 4)- a-L-Arap)-16 a-hydroxy-13,28-époxy-30,30-
dibutoxyolean™ (Tabidze et al, 2009).

Yayli et al., en 1998, ont isolé la saponine triterpenoide " 3-p-O- {B-d-glucopyranosyl-(1-6)-[a-
larabinopyranosyl-(1-2)]-p-d-glucopyranosyl-(1-4)-[ B-d-glucopyranosyl-(1-2)]-a-I-
arabinopyranosyl}- 16a-hydroxy-30,28p-lactone-oleane-12ene™.

Cing (05) saponines triterpéniques isolées du Cyclamen hederifolium, quatre (04) stérols isolés
du Cyclamen coum, deux (02) saponines triterpéniques oleanane isolées des racines de Cyclamen
africanum, six (06) saponines isolées de Cyclamen mirabile, onze (11) anthocyanes et
flavonoides isolés de Cyclamen persicum, six (06) saponines triterpéniques isolées du Cyclamen
repandum, trois (03) monosaccharides isolés du Cyclamen repandum et sept (07) flavonoides
isolés du cyclamen parfumé (Hilal Altunekeyik et al., 2012 ; Yayli et Baltaci , 1996 ; Betina et
al., 2012 ; Calis et al., 1997 ; Webby et Boase, 1999 ; Takamura et al., 1993 ; Dall'Acqua et al.,
2010 ; Ishizaka et al., 2012).
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Chapitre 111 Les polyphenols et les flavonoides

3.1. Les polyphénols:

3.1.1. Introduction:

Plus de 8000 structures phénoliques sont actuellement connues, les composés phénoliques ou
polyphénols étant I'un des groupes de substances les plus nombreux et les plus répandus dans le
régne végétal (Harborne, 1993).

3.1.2. Structures chimique et classification des polyphénols:

La structure chimique des polyphénols est caractérisée par un ou plusieurs noyaux aromatiques
hydroxylés (Figure 03). Les polyphénols sont classés en différents groupes en fonction du
nombre de noyaux aromatiques et des substitutions qui les relient. On distingue les phénols
simples (y compris les acides phénoliques), les lignanes, les flavonoides et les stilbenes (Figure
04) (Boros et al., 2010).

OH

Figure 03 : Schéma d’un phénol simple (C6) (Garcia et al., 2010).
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Acide Phenolic

Acide ferulic
Acide caffeic

Derivatives :
Acide p-Coumaric
Acide rosmarinic
Acide chlorogenic
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Flavonols

U

Qucrcetin

Rutin
(quercetin-3-
rutinoside )

N /
-

I

. ™~ Chalcons

Flavones
Flavonols Flavanones 1
Apigenin
Naringenin Apigenin 7-
Catechin Eriodictyol glucoside
Epicatechin Hesperctin

Dihydroquercetin

J J

Figure 04: Classification des polyphénols avec exemples pour chaque classe (Boros et al., 2010)
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3.1.3. Effets biologiques des polyphénols:

Ces substances ont des propriétes anti-carcinogenes, anti-inflammatoires, antiathérogénes, anti-
thrombotiques, antibactériens, antiviraux, analgésiques, anticancéreux (Babar Ali et al., 2007),
anti-allergénes, vasodilatateurs (Falleh et al., 2008) et antioxydantes (Gomez-Caravaca et al.,
2006).

De plus en plus, les substances polyphénoliques sont employées dans les thérapies (Martin et
Andriantsitohaina, 2002) (Figure 05). En quelques années, ces composés sont ainsi devenus les
molécules préférées des épidémiologistes, des nutritionnistes, des industriels de I'agroalimentaire
et des laboratoires pharmaceutiques (Massaux, 2012).

Action sur les cellules du
systéme immunitaire Anti-tumoraux

Anti-oxydant

f

Z_
Détoxifiant POLYPHENOLS ——> Anti-inflammatoire
\ Anti-agrégant
Vasodﬂofafeur Anti-thrombotique
Anti-angiogénique Anti-apoptotique

Figure 05: Effets biologiques des polyphénols (Martinet Andriantsitohaina, 2002).

3 .2. Les flavonoides (C6-C3-C6):

3.2.1 Généralités et structures:

Les flavonoides lato sensu sont des pigments presque toujours hydrosolubles qui colorent les
fleurs, les fruits et parfois les feuilles des végétaux. Les flavonoides jaunes (chalcones, aurones,
flavonols jaunes) ainsi que les anthocyanosides rouges, bleus ou violets font partie de cette
catégorie. Lorsqu'ils ne sont pas visibles directement, les flavones et les flavonols incolores
jouent un réle de co-pigments et protégent les anthocyanosides (Bruneton, 1999).

Les flavonoides sont des polyphénoliques avec quinze atomes de carbone qui forment une
structure C6-C3-C6 (Figure 06), soit deux noyaux aromatiques reliés par un pont de trois
carbones (Chira et al., 2008). Selon le degré d’oxydation, ils sont classés en six classes :

anthocyane, flavonol, flavone, flavanone, isoflavone, flavanol.
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Figure 06: Structure chimique de base des flavonoides (Krishna et al., 2001).

3.2.2. Intéréts thérapeutiques des flavonoides:

De nos jours, les flavonoides sont largement étudiés dans le domaine médical en raison de leurs
propriétés antivirales, antitumorales, anti-inflammatoires, antiallergiques et anticancéreuses. De
plus, ils ont des effets biochimiques et pharmacologiques en raison de leur capacité antioxydante
(Bruneton, 1999).

La quercétine et la quercétrine ont un effet antidiarrhéique significatif, selon des études sur des
souris (Galvez et al., 1993a ; Galvez et al., 1993b). D'autres flavonoides, tels que I'apigénine, ont
également été identifiés comme des composés bactériostatiques et bactéricides tres efficaces
(Martini et al., 2004).

Les flavonoides ont également été utilisés pour traiter les cataractes causées par le diabete
(Goodarzi et al.,, 2006 ; Ouali et al., 2007). De plus, ils agissent comme des inhibiteurs
enzymatiques et sont recommandés en ophtalmologie pour les troubles circulatoires au niveau de

la rétine ou de la choroide et pour améliorer la vision crépusculaire (Bruneton, 1999).
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PARTIE I Matériel et méthodes

1. Présentation de la zone d’étude : La situation géographique

La péninsule de I’Edough est située au Nord-est Algérien, d’une superficie de 47.350 hectares,
elle est limitée a I’Est par la plaine de Kharraza, a ’Ouest par le cours inférieur d’Oued El Kebir,
au Nord par la mer Méditerranée et au Sud par le bassin du lac Fetzara (Oualarbi et Zeghiche,
2009).

Le cap de Fer est située a I’extrémité occidentale de la péninsule de I’Edough, est constituée par
une grande falaise exposée au nord et dominant le phare du cap de Fer proprement dit en

direction du sud-est, a une altitude comprise entre 200 et 300 métres.

MER MEDITERRANEE

CHETAIBI

CAP DE GARDE

Djebel EI™, o
Harta 562 m\GUERBES-SENHADJA
GERBES ®

SKIKDA
1008 m

’
AZZABA

Figure 07 : Localisation géographique de la région de récolte (Oualarbi et Zeghiche, 2009).

Le couvert végétal de 1a zone d’étude :

La flore du massif forestier de I’Edough a usage thérapeutique est trés importante et caractérisée
par deux essences principales : le chéne-liége et le chéne zéen. Le réseau hydrographique tres
ramifi€, est caractérisé par des cours d’eau se justifie par la pluviométrie importante que regoit

cette zone (Saadi, 2013).
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Figure 10 : Vue globales de I’Habitat de Cyclamen africanum (Boiss&Reut).
2. Matériel végétal :

Nous avons choisi le Cyclamen africanum (Boiss&Reut) pour sa richesse en polyphénols
rapportés dans la littérature, afin de valoriser cette espece qui est abondante dans la zone d'étude.
Les échantillons des différents organes de Cyclamen africanum (feuilles, pétioles et tubercules)
ont éte récoltés au mois de mars 2018, dans la péninsule de I’Edough région de La marsa (Cap de
fer), Nord-est Algérien, I’identification de I’espéce a été réalisée selon la flore de Quezel et Santa
(1963) et validé par Monsieur HAMEL T., Professeur a I’Université d’Annaba, Algérie. La
matiére seche est ensuite broyée, la poudre végétale obtenue est conservée a I’abri de la lumiére

dans des boites hermétiquement fermées pour une utilisation ultérieure.
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Amari, 2018

)
B Amari, 2018

Figure 08: Morphologie de Cyclamen africanum (Boiss&Reut).

(A): Aspect général, (B) : Petiole, (C) : Feuille, (D): Tubercule.
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Feutlle

Pétiple

florale

e =)
Cyelamen africanum
(Bolssgreut)

Famille - Prineulacene

REcolteur : Asma AMARI

Liew de récolte - L'Edough Séraidi
\___Date de récolte : 21/12/2019 P

Figure 09 : Herbier de Cyclamen africanum (Boiss&Reut).
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3. Méthodes d'analyse

3.1. Traitements des échantillons :

Aprés la recolte, le matériel végétal a éte nettoyé, étalé et séché a 1’abri de la lumiére a
température ambiante. Apres le séchage, le matériel végétal est broyé et bien conservé pour des
utilisations ultérieures. Avant le séchage une partic de la plante a été réservée pour I’étude
histologique.

Figure 11 : Séchage de Cyclamen africanum (Boiss&Reut).

(@) : tubercule ; (b) : feuille ; (c) : pétiole.

3.2. Technique histologique :
L'histologie végetale est la branche de la biologie végetale qui examine la structure
microscopique des tissus végétaux. Cette science a été créée au XIX eéme siecle et est basée sur
la cytologie, I'étude des cellules vivantes (Saadou, 2008).
Afin d’identifier la structure anatomique de l’espéce étudié, nous avons réalis€¢ une étude
histologique sur les feuilles, les pétioles et les tubercule, selon la technique de la double
coloration avec le Vert de Méthyle et Rouge Congo comme suit (Paris et Hurabielle, 1976) :

v Réalisation de coupes transversales fines au niveau des organes (racine, feuille et pétiole)
a I’aide d’une lame de rasoir.
Immersion des coupes dans de I’eau de javel, pendant 15mn.
Traitement des coupes avec de 1’acide acétique dilué pendant 1mn.
Coloration des coupes au vert de méthyle pendant 10mn.

Coloration des coupes dans le rouge du Congo pendant 20mn.

NN

Observation des coupes au microscope optique (Leica DM LS2).
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3.3. Screening phytochimique

Les essais chimiques de caractérisation ont portés sur la recherche de principales drogues
chimiques dans des différentes solutions préparees a la base des extraits des feuilles, pétioles et
tubercules de Cyclamen africanum (Boiss&Reut). Les tests préliminaires pour la détermination
des Tanins, Anthocyanes, Saponosides, Leuco-anthocyanes, Alcaloides, Flavonoides, Terpenes

et stéroides, Amidon et Coumarines ont été réalisés selon la méthode de Solfo (1973).
Le Tableau 03 indique les réactifs utilisés dans la caractérisation des groupes chimiques.

Tableau 03 : Les différents groupes chimiques recherchés et les réactifs spécifiques utilisés.

Groupes Réactifs Composition du Résultats positifs
chimiques réactif
Dragendorf Nitrate de bismuth + précipité rouge orangé
Alcaloides acide acétique
Mayer iodure de potassium + Précipité jaunatre
chlorure de mercure
Stéroides et Lieberman Bouchard | Anhydride acétique + coloration violette -
Terpénoides d’acide sulfurique bleue ou verte
Flavonoides Shinoda Ethanol 95 °+ HCI coloration orangee,
(N/2) + (Mg ou Zn) rouge ou violette
Quinones Bornstraégen / coloration rouge ou
violette
Tannins FeCl31 % FeClzal % coloration bleu-foncee,
verte ou noire
Saponosides H-O distillée Indice Mousse (IM) : test
positif si IM>100
Anthocyanes HCl 420 % coloration rose a froid,
rouge-orangé a chaud

3.4. Préparation de I’extrait éthanolique de Cyclamen africanum (Boiss&Reut) :

Les extraits des trois organes étudiés de Cyclamen africanum (Boiss&Reut), ont été préparés
selon la méthode de Rehman et al., 2010. 10g de la drogue végetale en poudre et 150 ml de
I’éthanol a 90% ont été placés dans un appareil Soxhlet a 40 °C pendant une période de 8h (6
cycles d’extraction). Les extraits ont €té filtrés et évaporés a sec sous pression réduite, et
conserve dans un flacon ambré a 4 °C. Ces derniers sont considérés comme étant les extraits

bruts.
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Pour déterminer le rendement de différents extraits on calcule le rapport suivant :

[ Rd % = [(P1-P2)/P3]*100 }

Rd % : le rendement
P1 : poids du ballon aprés évaporation.
P2 : poids du ballon avant évaporation.

P3 : poids de la matiere végétale de départ.

Figure 12: Systéme d’extraction au Soxhlet.

3.5. Technique de dosage des polyphénols et des flavonoides de Cyclamen africanum
(Boiss&Reut):

3.5.1. Total Phénolique :

La teneur en polyphénols totaux est déterminée par le réactif de Folin-Ciocalteu (Singleton et
Rossi, 1965) selon une méthode de dosage sur microplaque décrite par Muller et al. (2010).

Le réactif FCR (Folin-Ciocalteu réactif), constitué par un mélange d'acide phosphotungstique
(H3PW12040) et dacide phosphomolybdique (H3PMo012040), est réduit, lors de
I'oxydation des phénols, en mélange d'oxydes de tungsténe (W8023) et de molybdene
(M08023). L'intensité de la coloration bleue produite est proportionnelle a la teneur en

phénols totaux et possede une absorption maximum aux environs de 750 -765 nm.
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Pour effectuer le dosage on doit utiliser un lecteur microplaque (Perkin Elmer, Enspire) et les
réactifs suivants : Eau distillée, Méthanol, FCR, Na2CO3 a 7,5% (Carbonate de sodium), Acide
Gallique, Extrait de plante.

Mode opératoire :

e Préparation de Carbonate de sodium (Na2COs3) a 7,5% : 7,5 gramme de Na,CO3 et

sont dissouts dans 100 ml d’eau distillée.

e Préparation de I’extrait de plante :
Une masse de 1 mg d’extrait est dissoute dans un volume de 1 ml d’eau distillée (ou Méthanol)

e Preéparation de Folin Ciocalteu (FCR) dilué 10 fois

Iml de la solution FCR concentré (2M) est complété a 10ml avec I’eau distillée (9ml).
Procedure :
A un volume de 20 pl d’extrait de plante, on ajoute 100ul de FCR dilué (1 :10) et 75 ul de
carbonate de sodium (7,5%). Un blanc échantillon est préparé en remplacant les réactifs par le
méthanol. Le mélange est laissé a I’obscurité pendant 90 minutes a température ambiante, puis la

lecture est faite a 760 nm.

L’acide gallique est le standard utilisé pour établir la courbe d’étalonnage a partir de laquelle la
concentration des polyphénols totaux des extraits est calculée. Le résultat est exprimé en g

d’¢équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).

3.5.2. Total Flavonoide :
Le dosage des flavonoides dans les extraits est basé sur la formation d’un complexe entre 1’Ion
Aluminium Al*® et les flavonoides. La méthode de Topgu et al., (2007) est utilisée avec quelques
modifications pour une détermination sur microplagque 96 puits.
Pour réaliser le dosage on utilise un lecteur microplaque pour la mesure de 1’absorbance et les
réactifs suivants :
Méthanol, Eau distillée, 10% nitrate d’aluminium (AI(NO3)3, 9H20), 1 M Potassium acétate
(CH3COOK), Quercetine (Flavonoide), Extrait de plante.

e Preéparation des solutions:
Pour 1 M Potassium acetate (CH3COOK) on dissout 9.80 gramme de (CH3COOK) dans 100 ml
d’eau distillée pour obtenir la solution (S1)
Pour 10% nitrate d’aluminium (AI(NO3)3, 9H20) on pése 10g de ce produit dans 100ml d’eau

distillee.
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e Préparation de I’extrait de plante :
Une masse de 1 milligramme d’extrait est dissoute dans un volume de 1 ml de méthanol pour
obtenir la solution (S2).
Procédure :
A un volume de 50 ul (S2) (extrait de plante), on ajoute 130 pl (MeOH), 10 pl (S1) (CH3COOK)
et 10 pl (AI(NO3)2, 9H20). Le mélange est laissé a 1’obscurité pendant 40 min, puis la lecture
est faite a 415 nm. Un blanc échantillon est préparé en remplacant les réactifs par le méthanol
(50ul extrait + 150pl méthanol).

3.6. Analyse qualitative
3.6.1. Méthode de la Chromatographie sur Couche Mince (CCM) :

Les extraits éthanoliques de Cyclamen africanum (feuille, pétiole et tubercule) ont été d’abord
analysés par CCM. Les chromatogrammes sur couche mince sont des méthodes analytiques trés
utiles et simples, permettent de connaitre la présence et la pureté des composeés étudiés. Cette
technique repose sur des phénomenes d'adsorption et la répartition des constituants, dans ce cas,
est en fonction de la nature de la phase mobile, de la nature de la phase stationnaire et les
propriétés physico-chimiques des constituants a séparer (Muanda, 2010).

La Chromatographie sur Couche Mince a été réalisée sur des plaques d’aluminium Silicagel
60F254 (Merck).

La phase mobile est constituée par un mélange de solvants organiques, pour déterminer ceux qui
donnent une meilleure séparation on a utilisé plusieurs systémes d’élution (Tableau 04). Dans
notre cas, le systéeme de solvant choisi c’est le systeme BAW : n- Butanol /Acide acéetique/ H20
(60 :25 :15) (Sanogo et al., 2014). Chaque plague est déposée dans des cuves préalablement

saturées par la vapeur du systéme d’élution approprié.

Aprés revélation par des réactifs appropries (vanilline sulfurique), les plaques sont analysées
sous U.V. (365 et 254 nm).
Le Rf (rapport de la distance parcourue par cette molécule et par la phase mobile) est calculé

selon la formule suivante :

Distance parcourue par le constituant

Rf
Distance parcourue par I"éluant
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Selon Khelfallah (2013), la couleur jaune de chromatogramme de CCM révélée sous 1’U.V.
correspond a I’'un de ces composants flavonoidiques: Flavone ou Flavonol ou Aurone ou
Chalcone ou Flavanone ou bien Dihydroflavonol, et la couleur orangé de chromatogramme de

CCM révélée sous 1’U.V. correspond soit & Flavonol ou Isoflavone.

Tableau 04: Différents systémes d’élution utilises pour la CCM.

Systéme d’éluant Proportion | Référence

Acide acétique /Méthanol 50 :50 1l
Dichlorométhane / Meéethanol 50 :50 1l

Acétone / Ether de pétrole 50 :50 Il
Dichlorométhane / Ethanol 50 :50 1l

Ethanol / Ether de pétrole 50 :50 1l
Dichlorométhane / Ether de pétrole 50 :50 Il

n- Butanol / H20 / Acide acétique 60 :25:15 (Sanogo et al., 2014)
n- Butanol / Acide acétique / H20 4:1:5 (Sanogo et al., 2014)
n- Butanol/Acide acétique / Dichlorométhane | 4:1:5 1l

Ether de pétrole /I’ Acétate d’éthyle 50 :50 1l

Toluene / I’ Acétate d’éthyle 2:1 (Mohammedi, 1999)
Chloroforme / Méthanol / H20 65:35:5 1l
Chloroforme / Méthanol / I’ Acétate 60:32:1:7 1l
d’éthyle / H20

3.6.2. Méthode d’analyse des extraits par Chromatographie Liquide a Haute Performance
(HPLC) :

Les constituants des extraits éthanoliques de Cyclamen africanum (Boiss&Reut) ont été
identifiés par HPLC au niveau de laboratoire de Biochimie, Département de pharmacie a
1I’Université de Annaba.

L'analyse des composés phénoliques en Chromatographie Liquide Haute Performance (HPLC)
avec des étalons a été réalisée avec le chromatographe liquide Shimadzu Prominence-l LC-
2030C (Japon). L'analyse a eté effectuée sur une colonne C-18 de 5 pum (250%4,6 mm) (USA).
Avant d'engager l'analyse chromatographique, les phases mobiles (la phase A comprenant 19%
d'acétonitrile, 80% d'eau et 1% d'acide formique, et la phase B comprenant 59% d'acétonitrile,
40% de méthanol et 1% d'acide formique) et les extraits sont placés dans une cuve a ultrasons
pour dégazage. Le volume d'injection était de 10 uL de chaque extrait (4 des concentrations de 5

mg/mL) a 40°C. Les solutions des standards ont été préparées dans du méthanol a une
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concentration de 1 mg / ml. Aprés chaque injection, le systéme analytique a été rincé pendant 1 h
avec la phase mobile afin de s'assurer que les produits éventuellement restés sur la colonne soient
délogés. Pour toutes les analyses, les solvants utilisés étaient de qualité HPLC, avec un débit de 1
mL/min et une longueur d'onde de 350 nm. L'identification des produits sur les

chromatogrammes a été faite en comparant les temps de rétention avec ceux des standards.

Figure 13: Dispositif de la Chromatographie Liquide a Haute Performance (HPLC).

3.7. Evaluation des activités biologiques :

3.7.1. Activités antioxydante :

Il n’existe pas, a I’heure actuelle, de méthode universelle, unique et fiable traduisant la capacité
antioxydante. En effet, pour juger de I’effet antioxydant global d’un extrait d’une ressource
végétale ou alimentaire, I’utilisation de plusieurs tests d’activité est recommandée, voir
nécessaire (Cao et Prior, 1998).

L’étude de I’activité antioxydante des trois extraits de la plantes Cyclamen africanum
(Boiss&Reut) a été testée selon huit (08) méthodes: piégeage du radical libre DPPH, méthode
CUPRAC, Piégeage de I’ABTS, Chélation des ions métalliques, blanchissement du [3-caroténe,

piégeage de I’anion superoxyde, pouvoir réducteur et I’activité du phenanthroline.

3.7.1. 1. Activité antiradicalaire au DPPH :

La molécule DPPH est un radical libre de couleur violet fonce (Sofiane et Seridi, 2021b).
L’activité du DPPH a été mesurée selon le protocole décrit par Blois (1958), le principe de cette
méthode est la réduction du DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) de couleur violette en 2,2
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diphenyl-1-picrylhydrazine de couleur jaune. Le DPPH absorbe a 517 nm, mais lors de la
réduction par un antioxydant, son absorption diminue. Une solution de 6 mg de DPPH préparée
dans un volume de 100 ml de méthanol, le radical DPPH est dissous dans le methanol et gardé a
-20°C a I’abri de la lumiére. L’absorbance est 0.5 nm (517 nm) dans le spectrophotometre. Dans
une microplaque 96 puits, 160 ul de cette solution ont été ajoutés a 40 pl d'échantillon dilué dans
des solutions de méthanol a des concentrations différentes. Trente minutes (30mn) plus tard,
l'absorbance a été mesurée a 517 nm. Le BHT et I’a-tocophérol ont été utilisés comme anti-
oxydant de référence, pour la comparaison de l'activité avec les extraits utilisés. La faible valeur
d’absorbance de la réaction du mélange indique une activité de piégeage des radicaux libres

supérieure. La capacité a piéger le radical DPPH a été calculée selon I'équation suivante :

Inhibition (%) = 2Blanc=AExtrait, 10

Blanc

Agianc est I’absorbance de la réaction ne contenant que les réactifs.

AEexirait €st 1’absorbance de la réaction contenant les réactifs et 1’ extrait.

3.7.1. 2. Activité de la chélation des ions métalliques :

L'activité de chélation des ions métalliques des extraits par les ions ferreux Fe*? a été mesurée
selon la méthode décrite par Decker et al., (1990). Les extraits des différentes concentrations et
de volume (40ul) ont été ajoutés a une solution de : 40 pl FeCl, (0.2 mM) et 40 pl d’éthanol. La
réaction a été amorcée par l'addition de 80 ul de feréne (0.5 mM). Le mélange a été agité
vigoureusement et laissé au repos a une température ambiante pendant 10 min. Aprés que le
mélange a atteint I'équilibre, I'absorbance a été déterminée a 562 nm et 'EDTA a été utilisé
comme standard.

------

suivante:

Sl Acontr -A rai
|nh|b|t|0n (%) - Controle Extrait. 100

Acontrole

3.7.1.3. Activité de blanchissement du p-carotene :

L’acide linoléique en émulsion aqueuse est oxydé. Les radicaux libres sont piéges par la B-
carotene. L’activité antioxydante est inversement proportionnelle a la densité optique. En effet la
décoloration du B-caroténe résulte du piégeage des radicaux formés au cours de ’autoxydation

de I’acide linoléique, ce qui a pour effet de diminuer la conjugaison.
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L'activité de blanchissement du B-carotene des extraits a été évaluée en utilisant le modéle de
I'acide B-caroténe-linoléique (Marco, 1968). Une masse de 0,5 mg de - carotene dissoute dans 1
ml de chloroforme puis ajouté a un volume de 25ul d'acide linoléique et de 200 mg de Tween
40, donnent un mélange émulsifiant. Aprés évaporation du chloroforme sous vide, 50 ml d'eau
distillée saturée en oxygeéne, ont été ajoutés avec agitation vigoureuse. L’absorbance de la
solution du B-caroténe doit étre comprise entre 0.8 et 0.9 nm (si elle est supérieure, on ajoute
I’eau oxygéné H>0,). Un volume de 160pul de cette solution a été ajouté a 40ul d’extrait pour les
différentes concentrations. L’absorbance a été mesurée a 470 nm en utilisant un lecteur de
microplaque en 0 min puis une deuxiéme lecture apres 120 min (45°C a I’étuve). Le BHA et I’a-

tocophérol ont été utilisés comme standards.

3.7.1.4. Activité du piégeage de I’ABTS :

L'analyse spectrophotométrique de l'activité de piégeage de I’ABTS™ a été déterminée selon le
procédé de Re et al., (1999) avec de légeres modifications. L’ABTS™ a été produit par la
réaction entre 19,2 mg (7 mM) de I’ABTS dans 5 ml d’eau et 3,3 mg (2,5 mM) de persulfate de
potassium puis stockée dans I'obscurité a température ambiante pendant 12 h. L'oxydation de
I'ABTS commence immédiatement, mais l'absorption n’est pas maximale et se stabilise aprés 6
heures de temps. Le radical cation reste stable sous cette forme pendant plus de 2 jours. Avant
utilisation, I’ABTS a ¢été dilué pour obtenir une absorbance de 0,708 £ 0,025 a 734 nm avec de
I'éthanol. Ensuite, 160ul de la solution de L’ABTS™* ont été ajoutés & 40ul de la solution
d’extrait dissout dans I'éthanol & différentes concentrations. Aprés 10 min, lI'absorbance a été

mesurée a 734 nm en utilisant un lecteur de microplaques 96 puits.

Le BHT, le BHA et 1’a-tocophérol ont été utilisés comme des standards, et es pourcentages
d’inhibition ont été calculés pour chaque concentration par rapport a une absorbance a blanc de

I’éthanol. La capacité de piégeage des L’ABTS"" a été calculée en selon I'équation suivante:

ABTS inhibition (%) = Acontrole~AExtrait ., 100

Acontrole

3.7.1.5. Piégeage de ’anion superoxyde :

L’activité de récupération des radicaux hydroxyles a été déterminée selon les méthodes décrites
par Smirnoff et Cumbes (1989). La réaction a été initiée en mélangeant 40 uL d’extrait a 24 puL
de solution de fer de sulfate (FeSO4, 7H20, 8 mM), 20 pL de solution de peroxyde d'hydrogeéne
(20 mM) et 80 uL de solution d'acide salicylique (3 mM), aprés incubation pendant 30 min a
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37°C, 36 uL H20 ont été ajoutées. L'absorbance a été mesurée a 515 nm. Les résultats ont été

exprimés en CI50. L’acide ascorbic a été utilisée comme standard.
3.7.1.6. L’activité de phenanthroline :

L’activité de phenanthroline est déterminée par la méthode de Szydlowska-Czerniaka (2008).
Les extraits de différentes concentrations & V= 10 pl ont été ajoutés a une solution de 50 pl
FeCls (0.2%) et 30 ul Phenanthroline (0,5%). La réaction a été amorcée par l'addition de 110 pl
de MeOH. Apreés vingt minutes (20 min) d’incubation, I'absorbance a été mesurée a 510 nm. Le

BHT est utilisé comme standard.

3.7.1.7. Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC) :

La réduction du cuivre a été déterminée par la méthode CUPRAC décrite par Apak et al., (2004).
Une solution est préparée avec le mélange de 50 pl Cu (11) (10 mM), 50 ul neocuprine (7,5 mM)
et 60 ul de solution tampon d’acétate d'ammonium (NH4Ac, 1 M, pH = 7,0). Différentes
concentrations d’extrait ont été ajustées a 200 ul. Les microplaques 96 puits ont été mises a 1’abri
de la lumiere, et apres 1 h, I'absorbance est mesurée a 450 nm. La capacité de réduction des
extraits a été comparée a celles de 1’a-tocophérol et du BHT. Les résultats ont été calculés a titre

de Aos (g / ml) correspondant a la concentration indiquant 0,50 d’absorbance.

3.7.1.8. Test du Pouvoir réducteur :

Cette méthode (Iégérement modifiée) est basée sur la réduction du fer ferrique (Fe3+) en fer
ferreux (Fe2+) (Oyaizu, 1986). 10 puL de 1'échantillon ont été mélangés a 40 uL de tampon
phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 10 uL de ferric yanide de potassium [K3Fe (CN)6] (1%). Le
mélange a été incubé a 50°C pendant 20 minutes. Ensuite, 50 ul de I’acide trichloroacétique
(TCA), 40 ul H20 et 10 pl chlorure de fer sont ajoutés. L’absorbance est mesurée a 700 nm. Le

BHA, le BHT et I'ascorbique ont été utilisés comme étalons.

3.7.2. Méthode de I'activité anti-cholinestérase :

Les activités acétylcholinestérase (AChE) et butyrylcholinestérase (BChE) ont été mesurées avec
une modification légere de la méthode spectrophotométrique fournie par Ellman (1961).
L’AChE de l'anguille électrigue et BChE du sérum de cheval ont été utilisés, I’iodure
d’acétylthiocholine et le chlorure de butyrylthiocholine ont été¢ employés comme substrats. Le
DTNB [5,5-dithio-bis (2-nitrobenzoique)] a été utilise pour la mesure de l'activité de

cholinestérase. L'éthanol a été utilisé comme solvant pour dissoudre les composés d'essai zéro et
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les contrbles. Le mélange de 150 ul de tampon phosphate de sodium (100 Mm, pH 8,0), 10 ul
d'une solution d'échantillon dissoute dans de I'éthanol a différentes concentrations et de 20 pl
P’ AChE (5,32 x 10 U) ou BChE (6,85 x 10 U) ont été incubés pendant 15 min a 25°C, a ce
mélange 10 ul de DTNB (0,5 mM) ont été ajoutés. La réaction a été ensuite initiée par 1’addition
de 20 pl I’iodure d’acétylthiocholine (0,71 mM) ou de chlorure de butyrylthiocholine (0,2 mM).
Le Galantamine a été utilisé comme composé de référence et I’absorbance est lue a 412 nm, pour

0 min puis 15 min.

Le pourcentage d’inhibition de I’AChE ou BChE est déterminé par rapport au blanc (méthanol

avec le tampon de phosphate pH 8), il est calculé selon I’équation suivante :
Pourcentage d’inhibition % : [(E - S) /E] x100.
E : l'activité de I'enzyme sans extrait.

S : ’activité de l'enzyme avec I’ extrait.
3.7.3. Activité inhibitrice de ’alpha-glucosidase :

L'activité inhibitrice de I'a-glucosidase a été réalisée selon la méthode de Lordan et al., (2013).
Un volume de 50 pL de solution d'extrait et 50 uL de solution de p-nitrophényl-a-D-
glucopyranoside 5 mM (dans du tampon phosphate 100 mM, pH 6,9) ont été melangés et incubé
a 37°C pendant 10 min, ensuite 100 uL d'alphaglucosidase (0,1 U / mL) a été ajouté.
L'absorbance a été enregistré a 405 nm a 0 min puis 30 min. L'acarbose a été inclus comme

contr6le positif.
L'activité de 'a-glucosidase a €té calculée en selon I'équation suivante:

Pourcentage d'activité % = ABlanc=Aextrait, 1
ABlanc

3.7.4. Activité photoprotectrice : FPS (Facteur de Protection Solaire)

Le FPS in vitro est déterminé selon la méthode spectrophotométrique de Mansur et al., (1986).
Les échantillons (extrait et standards) ont été dilués dans I'éthanol a une concentration finale de 2
ug/mL. Des pommades et les crémes Nivea et Vichy ont été utilisés comme standards.
L’absorbance est mesurée dans I’intervalle [290 a 320] chaque 5 mn (UV-B), en utilisant un
lecteur de microplaque (Perkin Elmer, Enspire) a 96 puits (200 pl pour chaque puits). Les
catégories de protection indiquée sur les produits solaires sont en fonction des facteurs de

protection mesurés (Tableau 05).
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La valeur du SPF est calculée par I'équation de Mansur et al., (1986) ;

SPF spectrophotometric = CFx ),

320
290

EE(A)xI()xAbs (1)

EE: spectre d'action érythémale ; I: Spectre d’intensité solaire; Abs: absorbance du produit

solaire; CF : Facteur de correction (=10).

Tableau 05: Catégories de protection affichées sur les produits solaires en fonction des facteurs
de protection mesurés, selon la Recommandation de la Commission Européenne 2006 ©).

Catégorie Facteur de Facteur de Facteur de Longueur
Indiquée protection protection protection d’onde critique
indiqué solaire UVA minimal minimale
mesuré Recommandé recommandee
« Faible protection » 6 6-99 1/3 du facteur de
10 10-149 protection
15 15-19,9 solaire indiqué
« Protection moyenne » 20 20-249 sur I’étiquette 370 nm
25 25-29,9
«Haute protection » 30 30-49,9
50 50-59,9
«Tres haute protection » 50+ 60 <

Le tableau 06 présente les valeurs de FPS déclarées des écrans solaires a large spectre ),

Tableau 06: Valeurs de FPS et pourcentage correspondant de blocage des rayons UV.

FPS2 | Pourcentage d'UV® bloqué de la peau
2 50,0
4 75,0
8 87,5
15 93,3
30 96,7
50 98,0

@ facteur de protection solaire, ° : ultraviolet.
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3.7.5. Activité antibactérienne :

3.7.5.1. Méthode de diffusion sur milieu solide (aromatogramme) :

Le test de I’activité antibactérienne des trois extraits feuille (F), tige (T), tubercule (B), de
Cyclamen africanum (Boiss&Reut) a été réalisé par la méthode de diffusion sur milieu gélosé ou
aromatogramme et par la méthode de macro-dilution en milieu liquide, selon le Comité National
des Normes du Laboratoire Cliniqgue (NCCLS 1997). Ce test a été réalisé au niveau du
laboratoire de microbiologie de Centre National de Recherche en Biotechnologie (C.R.Bt) a
Constantine. Nous avons utilisé quatre souches de collection internationales ATTC (American
type culture collection) : Escherichia coli, Pseudomonas auruginosa, Staphylococcus aureus et
Bacillus subtilis (les souches ATCC provenant du laboratoire microbiologie, Centre de
Recherche en Biotechnologie (C.R.Bt), Constantine) (Tableau 07).

Tableau 07: Les souches utilisées pour 1’étude de 1’activité antibactérienne des extraits de

Cyclamen africanum (Boiss&Reut).

Bactéries a Gram (-) Escherichia coli (ATCC 25922)
Pseudomonas auruginosa (ATCC 27853)

Bactéries a Gram (+) Staphylococcus aureus (ATCC 252923)
Bacillus subtilis (ATCC 6633)

Les différentes souches bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries dans la gélose
nutritive et incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures afin d’obtenir une culture jeune et des
colonies isolées qui ont servi par la suite a préparer I’inoculum. L’ensemencement se fait dans

les 15 minutes qui suivent la préparation de 1’inoculum (Rahal, 2005).
v' L’aromatogramme :

Le principe de I’aromatogramme est inspiré de 1’antibiogramme, il consiste a tester la sensibilité
des souches bactériennes par la diffusion de I’extrait sur le milieu solide dans une boite a Pétri,
avec la création d’un gradient de concentration entre le composé et le microorganisme cible
(Vincent, 1991). Les disques stériles imprégnés de différentes concentration d’extraits ;
100mg /ml, 50mg /ml et 25mg /ml de différents parties de Cyclamen africanum (Boiss&Reut) a
raison de 10ul par disque ont été déposés au milieu d’une boite de pétri de 90 mm de diamétre
contenant un milieu gélosé (Mueller Hinton) de 4mm d’épaisseur, préalablement ensemencé par

écouvillonnage avec I’inoculum. Ce dernier est préparé a une concentration de a 0,5 Marc
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Ferland, de 10 a 10 CFU.mlI™ pour chaque souche. Trois répétitions sont réalisées pour chaque
essai. Les boites de Pétri sont incubé pendant 24h a 37°C, la lecture s’effectue par la mesure du
diameétre de la zone d’inhibition, qui se traduit par un halo translucide autour de chaque disque ;
la présence ou I’absence d’un halo expliquerait la sensibilité ou la résistance des germes vis-a-Vvis

des extraits. En paralléle, nous avons utilisé un disque témoin négatif imbibé par le DMSO.

3.7.6. Méthodes d’analyses statistiques :

Les résultats de tous les tests sont exprimés en moyennes + SD d'analyses en trois essais. Les
valeurs de CI50 sont calculées par la méthode de régression linéaire a partir de la courbe [%
inhibition = f (concentrations)], les comparaisons multiples et la détermination des taux de
signification sont faites par "student's t-test”. Une ANOVA a sens unique suivie de tests de
comparaison multiple de Tukey a été realisée a l'aide du logiciel GraphPad Prism version 5
(GraphPad Software Inc, San Diego, CA, USA). Les différences sont considérées statistiquement

significatives au seuil de 0,05.
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PARTIE 11 Résultats et discussion

3.1. Histologie de Cyclamen africanum (Boiss&Reut):

L’étude histologique a été effectuée sur des coupes transversales des différents organes de C.
africanum (racine, pétiole et feuilles). Les observations microscopiques des différentes coupes
ont été effectuées au moyen d’un microscope optique avec différents grossissements x04, x10,

x40. L’identification des différents tissus a été realisee selon Anna et Gian (2005).

3.1.1. Structure de la racine de Cyclamen africanum (Boiss&Reut):

Figure 14 : Observation microscopique d’une coupe transversale de la racine de Cyclamen
africanum (Boiss&Reut); A: Vue générale (GX10); B: vue détaillée cylindre centrale
(GX40) ; C : vue détaillee Assise pilifere (GX40).

PH : phloéme ; XY : xyléme ; CA: cambium; PM: parenchyme médullaire ;
RD :Rhizoderme ;PA : Poils absorbants ; AP : Assise pilifére ; CC : Cylindre centrale.

35



PARTIE 11 Résultats et discussion

3.1.2. Structure du pétiole de Cyclamen africanum (Boiss&Reut) :

(E)

Figure 15 : Coupe transversale du pétiole de Cyclamen africanum (Boiss&Reut).

vue détaillée des poils tecteurs (GX40).

Il : xyléme secondaire ; CA : cambium ; PT : poil tecteur.

(A) : vue d’ensemble du pétiole (GX4); (B): vue générale du pétiole (GX10); (C): vue
détaillée de faisceaux conducteurs (GX40) ; (D) : vue détaillée de I’épiderme (GX10) ; (E) :

EP : épiderme ; PM : parenchyme médullaire ; PH : phloeme ; XY 1: xyléme primaire ; XY
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3.1.3. Structure de la feuille de Cyclamen africanum (Boiss&Reut):

Figure 16 : Coupe transversale de la feuille de Cyclamen africanum (Boiss&Reut) ;

(A): Vue générale (GX4). (B): Vue générale (GX10). (C): Vue de détaille
d’épiderme(GX40). (D) : Vue détaillée de faisceaux conducteurs (GX40). (E) : Vue détaillée
de parenchyme palissadique (GX40). (F): Vue détaillée de Macles d’oxalate de calcium
(GX100). (G) Vue détaillée d’un poil tecteur(GX40) ;

El: épiderme inférieure ; ES : épiderme supérieure ; PH : phloéme; XY : xyleme; CA:

cambium ; PT : poil tecteur ; PL : parenchyme lacuneux ; P : parenchyme ; MOC : Macles

d’oxalate de calcium.
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(A) (B)

Figure 17: Observation microscopique des stomates du Cyclamen africanum (Boiss&Reut), de
type Paracytique ; (A) : Vue générale des stomates (GX40), (B) : Détail d’un stomate (GX100).

L’examen microscopique des organes de Cyclamen africanum (Boiss&Reut) nous a permis de
déterminer les observations ci-dessous:
v Histologie de la racine :

L’observation au microscope optique aux grossissements (GX10) (GX40) des coupes
histologiques réalisées au niveau de la racine de Cyclamen africanum (Boiss&Reut), nous ont

permis d’observer de I’extérieur vers 1’intérieur les tissus suivant (Figure 14) :

Poil absorbant (PA) :C’est une expansion des cellules épidermiques, a un grand réle de protéger

la plante contre la dessiccation et la collecte de I'eau et des sels minéraux présents dans le sol.

Rhizoderme (RD) : est un tissu de revétement ou tissu de protection formé d’une seule assise

superficielle. De nombreuses cellules du rhizoderme s'y différencient en poils absorbants.

Parenchyme médullaire (PM) : au centre des jeunes racines accumulent des cellules primaires
issues des divisions initiales au sein de la trés jeune racine ; tissu de remplissage ; occupe le

centre de la racine, il assure 1’absorption.

Cambium (CA) : couche de cellules non différenciées ou embryonnaires.
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Phloeme (PH) : tissu fondamentale entouré Xyleme, formé de cellules trés allongées, situé juste

au-dessus de la moelle.

Xyléme (XY) : ce sont des faisceaux de bois, situé juste au-dessus de la moelle avec des petites

cellules angulaires et circulaires caractérisées par une différenciation centripete.

v Histologie du pétiole :
La réalisation des coupes au niveau du pétiole de Cyclamen africanum (Boiss&Reut), puis
I’observation microscopique aux différents grossissements (GX4), (GX10), (GX40) nous ont
permis de distinguer que la forme du pétiole est cylindrique (Figure 15). Cette figure est
comparable aux travaux de De Luna et ces collaborateurs en 2017 sur 1’étude anatomique du
pétiole de Jacquinia armillaris (famille des primulacées).

De I’extérieur vers I’intérieur, on a distingué les structures suivantes;

Epiderme (EP): Tissu de protection qui permet a la plante les échanges avec le milieu

extérieur, formé d’une seule assise superficielle.

Poil tecteur (PT) :C’est une expansion des cellules épidermiques, son role la protection de la

plante.

Phloéme (PH) : Faisceau de cellules a paroi cellulosique coloré en rouge, il assure la circulation

de la séve élaborée, forme un tissu conducteur.
Cambium (CA) : Couche de cellule non différenciées ou embryonnaires.

Xyleme (XY) : Faisceau de cellules en une forme pentagonale a parois épaisses colorées en vert.
On observe deux types ; primaire (XY 1) et secondaire (XY I1).
De Luna et al., en 2017, ont montré que chez les espéces de la famille de Primulacées les

faisceaux vasculaires sont collatéraux et entourés d'une gaine sclérenchymatique.

Parenchyme médullaire (PM) : Au centre des jeunes pétioles ’accumulent des cellules

primaires issues des divisions initiales au sein du trés jeune pétiole ; tissu de remplissage.

v" Histologie de la feuille
L’observation microscopique d'une coupe transversale de feuille de Cyclamen africanum
(Boiss&Reut) (Figure 16) a permis d’observer les tissus suivants :
Epiderme : Constitue la couche de cellules la plus externe recouvrant la plante, joue un réle

dans la protection des tissus internes.
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o L’épiderme supérieur (ES) : Imperméable grace a une cuticule, évitant I’évaporation de
I’eau circulant dans les méats aériferes (Ouchtati, 2018). Formé d’une seule couche de
cellules, il ne contient pas de chloroplastes, donc ne joue aucun role dans la
photosynthése, mais laisse passer la lumiére.

e L’épiderme inférieur (EI) : Formé d’une seule couche de cellules jointives puis de la
cuticule imperméable. Dans une étude sur les caractéristiques morphologique et
anatomique de quelques especes de la famille des Primulacées, De Luna et ses
collaborateurs en 2017, ont décrit des cellules de d’épiderme monocouche composé de

cellules carrées ou couchées.

Parenchyme (P) : Tissu de forme sphérique a paroi mince, ¢’est un tissu de soutien et de réserve

les cellules de ce colorées en rose.

e Parenchyme lacuneux (PL) : Composées de plusieurs couches de cellules de forme plus
arrondie et disposées de facon plus disjointe. Les espaces entre les cellules servent a la
circulation des gaz (02 et CO2) et de I’eau (H20) a travers toute la plante. Les cellules
du parenchyme lacuneux contiennent également des chloroplastes. Dans une étude
comparative de I’anatomie des feuilles de cinq genres néotropicaux de Primulaceae, De
Luna et al., en 2017, ont montré que Le parenchyme palissadique est composé d'une ou

deux couches, et le parenchyme lacuneux présente des couches de 4 a 10 cellules.

Poil tecteur (PT): C’est une expansion des cellules épidermiques, jouant un rdle dans la

protection de la plante, notamment contre la dessiccation (Speranza et Calzoni, 2004).

Phloéme (PH) : Riche en substances organiques synthétisées par le parenchyme chlorophyllien.
Assure la circulation de la seve élaborée, solution minérale du sol ayant pénétré dans le végétal
(Figure 16).

Xyléme (XI1) : Assure la circulation de la seve brute, solution minérale du sol ayant pénétré le

végétal au niveau de 1’assise pilifére et on distingue :
e Le metaxyleme : Des grosses cellules. - Le protoxyleme : Petit cellules.

Cambium : Le cambium est une fine couche de cellules meristématiques située entre le xyleme

secondaire et phloeme secondaire.

Macles d’oxalate de calcium (MOC) : Les feuilles sont riches en oxalates de calcium qui

s’accumulent généralement dans le parenchyme cortical et médullaire.

40



PARTIE Il1 Résultats et discussion

Stomates : Les stomates sont limités a la surface inférieure des feuilles de Cyclamen africanum.
Ce dernier est trés fréquent chez d’autres espéces de la famille des Primulacées (De Luna et al.,
2017). lls sont abondants et en forme paracytique (les deux cellules annexes sont paralléles aux
cellules de garde). Cette forme est présente egalement chez les espéces du genre Cyclamen
(Golshan Zare et al., 2022). Ces structures (que I'on peut considérer comme des "mini-organes™)
et qui est réparti sur toute la surface foliaire permettent de maniére interactive de réguler les

échanges gazeuses (Saadou, 2008), (Figure 17).
3.2. Screening chimique de Cyclamen africanum (Boiss& Reut) :

Les tests phytochimiques réalisé sur 1’infusé, la poudre et le macéré de Cyclamen africanum ont

montré la présence de plusieurs composes chimique.

Les essais de caractérisation des métabolites secondaires effectués sur les extraits des feuilles,
pétioles de Cyclamen africanum ont révélé la présence des flavonoides, des terpenes et
stéroides, les leuco-anthocyanes. Nous remarquons également la présence des anthocyanes, des
saponosides, des alcaloides dans les pétioles et les tubercules. Par ailleurs, nous constatons que
seules les feuilles de Cyclamen africanum contiennent des tanins. Cependant, les trois parties
étudiées de la plante sont dépourvues des coumarines. On observe également la présence de
I’amidon dans les tubercules uniquement (Tableau 08).
Tableau 08: Profil phytochimique des différents organes de C. africanum (Boiss&Reut).

Principes actifs Feuille Pétiole Tubercule
Tanins (+) ) Q)
Anthocyanes ) (+++) (++)
Saponosides ) (+++) (+++)
Leuco-anthocyanes (+) (+4) )
Alcaloides ) (+) +)
Flavonoides (+) (+) Q)
Terpénes et stéroides (++) (+) )
Amidon ) ) (+)
Coumarines ) ) Q)

(+) : présent, (-) : absent.

La nature des metabolites secondaires mis en évidence par le screening phytochimique de

Cyclamen africanum explique en partie sa valeur et son utilisation en médecine traditionnelle.
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Notre drogue est trés riche en saponosides, ces résultats sont en accord avec les travaux de
Betina (2014); ils ont deémontré que des fractions saponosidiques extraites de Cyclamen

africanum jouent un réle clé dans 1’activité anti-inflammatoire.

Mazouz and Djeddi (2014) ont prouvé par une étude phytochimique de la partie aérienne de
Cyclamen africanum la présence de tanins, polyuronides, triterpéne et stérols, ces composés
phytochimiques, d’ailleurs doués de plusieurs activités pharmacologiques (anticanséreuse et

antioxydante).
3.3. Rendement des extraits de Cyclamen africanum (Boiss&Reut) :

Le rendement a été évalué sur les extraits brut des différents organes de la plante (Feuille,
Pétiole, Tubercule). Il a été déterminé par rapport a 10g de matériel végétal sec et broyé est

exprimé en pourcentage. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 09 et la figure 18.

Tableau 09: Rendement des extraits obtenus de Cyclamen africanum (Boiss&Reut).

Extrait(Pétiole) Extrait (Feuille) Extrait (Tubercule)
Couleur Vert-noiréatre Marron Rouge- pourpre
Aspect Pateux Pateux Visqueux
Rendement 12,6 % 67,6 % 40,4%
Rendement

80.00%

60.00% +

40.00%

20.00% - Rendement

0.00% +=

Extrait (Pétiole)

Extrait (Feuille)
Extrait (Tubercule)

Figure 18 : Rendement des extraits bruts de différentes parties de Cyclamen africanum
(Boiss&Reut).

42



PARTIE Il1 Résultats et discussion

D’aprés les résultats obtenus nous remarquons que les rendements des extraits varient d’une
partie de la plante a une autre, ces derniers montrent que le rendement le plus élevé est celui de
I’extrait de la feuille avec un taux de 67,60%, suivi de tubercule avec un taux de 40,40 % et le
plus faible est celui du pétiole avec un taux de 12,60%. On constate que les rendements
d’extraction dépendent de I’organe de la plante. Par ailleurs, le rendement de I’extrait de la
feuille est plus élevé, ce qui témoigne la richesse de notre plante en substances polaires.

La variation de rendement est probablement due a la composition chimique de la plante, la
nature du sol, la technique d’extraction, la nature du solvant utilisé et a la teneur en principe
active de la feuille qui est un organe de stockage en effet la feuille accumule tous les composées
organique et inorganique sous forme de réserve que la plante utilise en cas de besoin. (Soufiane,
2017).

3.4. Composition chimique de Cyclamen africanum (Boiss&Reut):
3.4.1. Teneurs des flavonoides:

La courbe d’étalonnage utilisé pour le dosage est celle de la quercetine (Figure 19).

1.20 -
y =0.0048x
1.00 - R2=0.997
0.80 -
0.60 -

0.40 -

Absorbance

0.20 -

0-00 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Concentration

Figure 19: Courbe d’étalonnage de 1’absorbance de la quercetine en fonction des concentrations.

La composition des flavonoides déterminée sur les différentes parties de Cyclamen africanum est

représentée dans le Tableau 10.
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Tableau 10: Les flavonoides totaux des extraits éthanoique de C. africanum (Boiss&Reut).

Extraits
Flavonoides Totaux (pg EQ/ml)*
Img/ml
Pétiole 25,555+7,954°
Tubercule 11,041+0,147°¢
Feuille 73,819+12,521%

Les valeurs sont des moyennes + SD (n = 3). Les valeurs avec des lettres d'indice différentes dans la

méme colonne sont significativement différentes a P < 0,05. EQ : équivalent de quercetine.

L’extrait de la feuille de C. africanum contient 73,819+12,521ug QE/mI de flavonoides exprimé
en pg équivalent de quercetine par ml d’extrait de la plante, cette teneur est élevée par rapport a
I’extrait de pétiole qui contient 25,555+7,954 ng QE/ml de flavonoides et I’extrait de tubercule
qui en contient 11,041+0,147ug QE/ml

3.4.2. Teneurs des polyphénols totaux :

Les polyphénols totaux de I’extrait éthanoique de la plante Cyclamen africanum (Boiss&Reut) a

été effectué en se référant a une courbe d’étalonnage de standard d’acide gallique (Figure 20).

0.90 -~
0.80 - y =0.0034x + 0.1044
0.70 - R?=0.9972
0.60 -
0.50 -
0.40 -
0.30 ~
0.20 -
0.10 -
0.00 T T T T )
0 50 100 150 200 250

Absorbance

Concentration

Figure 20 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique en fonction des concentrations.

La composition en polyphénols totaux dans les trois extraits est montrée dans le tableau 11.
L’extrait de la feuille contient 122,888+4,682 ng GAE/ml de polyphénols exprimés en pg
équivalent de 1’acide gallique par ml d’extrait de la plante, tandis que 1’extrait de pétiole

contient 88,555+9,720 ug GAE/ml de polyphénols, alors que 1’extrait de tubercule en contient
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15,176+1,060ng GAE/ml. En comparant les trois extraits, on trouve que ’extrait de la feuille
possede la teneur la plus élevée en polypheénols.

Tableau 11: Dosage des polyphénols totaux des extraits éthanoiques de Cyclamen africanum

(Boiss&Reut).
Extraits o .
Total phénolique (ug EAG/mI)
Img/ml
Petiole 88,555+9,720"
Tubercule 15.176+1.060°
Feuille 122,888+4,682°

Les valeurs sont des moyennes + SD (n = 3). Les valeurs avec des lettres d'indice différentes dans la

méme colonne sont significativement différentes & P < 0,05. EAG : équivalents d’acide gallique.

Dans une étude de la méme espece, Cyclamen africanum (Boiss&Reut), Gaamoune et Nouioua
(2020), ont noté dans I’extrait méthanoique de la partie aérienne, la présence de polyphénoles
avec une valeur de 43,49 + 1,04 mg EAG / GE et de flavonoide avec une valeur de 2,48 + 0,08
mg QG / GE.

Dans le méme contexte une étude faite par (Nouari S, 2018), monte que I’extrait éthanoique de la
feuille de Cyclamen africanum (Boiss&Reut) contient 7,337+ 1,312 GAE/g d’extrait de
polyphénols et 24,429+ 5,742g EQ/g d’extrait de flavonoides. Ces résultats sont nettement

inférieurs a ceux que nous avons obtenus dans notre étude.

Toujours dans le méme contexte, (Al-Ismail et al., 2007), ont montré que I’extrait éthanolique

de la feuille de Cyclamen persicum contient 166.9 + 8.5 mg/g d’extrait de polyphénols.

Cette variabilité de la composition chimique des végétaux est probablement due a la sensibilité
de ces métabolites secondaires aux conditions édaphique et non édaphique (Falleh et al., 2008), a
la méthode d’extraction (Bourgou et al., 2016), a l’origine géographique, au stade de
développement (Sadou, 2017), a I’organe de la plante (Dif et al., 2015), et selon la variabilité
biologique (Djeridane et al., 2006).

3.5. La Chromatographie sur Couche Mince (CCM) :

Pour avoir une meilleure séparation des extraits polaires de notre plante Cyclamen africanum

(Boiss&Reut), nous avons utilisés plusieurs systémes d’élution. Le systéme de migration BAW
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(60 :15 :25) (v/vlv) a permis d’obtenir la séparation la plus acceptable par rapport aux autres

systemes.

L’analyse par CCM des extraits polaires, nous a permis de révéler la présence de 02 taches dans
I’extrait éthanolique de la feuille de Cyclamen africanum (Boiss&Reut). Les Rf sont : 0.48 pour
la tache jaune a 1’ceil nue (la couleur reste jaune aussi sous I’UV 356 nm) et 0.88 pour la tache

vert/jaune a 1’ceil nue (prend la couleur orange sous I’UV 356 nm) (Tableau 12).

Tableau 12: Résultat de la séparation par CCM d’extrait de la feuille de Cyclamen africanum
dans le systéme de solvant B.A.W (60 : 15 : 25) (V/V/V).

La couleur de la

Systéme d’éluant Rf cm La couleur de la tache sous UV 365
tache a I’ceil nue nm
n-Butanol / Acide acétique / 0.48 jaune Jaune

Eau (4:1:5) (viviv)

0.88 Vert/jaune Orange

Selon Khalfallah (2013) on trouve que la tache jaune de chromatogramme de CCM révélée sous
I’UV correspondant a I’un de ces composants flavonoidiques : Flavone ou Flavonol ou Aurone
ou Chalcone ou Flavanone ou bien Dihydroflavonol et la tache orangé de chromatogramme de

CCM révelee sous ’UV correspondant soit a Flavonol ou Isoflavone.

Donc ces résultats affirment 1’existence des composés phénoliques et des flavonoides dans
I’extrait de la feuille de la plante ¢tudiée, ces résultats sont en concordance avec les résultats

obtenus par le criblage phytochimique de (Nouari, 2018).

3.6. Composition chimique de I’extrait éthanolique de Cyclamen africanum (Boiss&Reut)
par HPLC :

Les extraits éthanoliques de Cyclamen africanum (Boiss&Reut) ont été soumis a une analyse
par Chromatographie en Phase Liquide (HPLC) pour la premiére fois. Les profils
chromatographiques des extraits sont présentés dans les figures 21, 22 et 23. Les extraits de
feuilles, de pétioles et de tubercules de C. africanum ont montré la présence de l'acide
chlorogénique, de l'acide caféique et de la rutine. En outre, I'extrait de feuilles semble contenir

du kaempférol.
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Figure 21 : Chromatogramme de l'extrait des pétioles de C. africanum (Boiss&Reut).
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Figure 22: Chromatogramme de I'extrait des feuilles de C. africanum (Boiss&Reut).
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Figure 23: Chromatogramme de I'extrait des tubercules de C. africanum (Boiss&Reut).
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Le kaempférol possede plusieurs propriétés pharmacologiques, notamment des activités
antitumorales,  antidiabétiques,  antimicrobiennes, antioxydantes, anti-inflammatoires,
cardioprotectrices et neuroprotectrices, et il est utilisé dans la chimiothérapie du cancer (Imran et
al., 2019).

Une étude récente a prouvé lutilisation de la rutine (également appelée quercétine-3-O-
rutinoside) comme thérapie pour l'insuffisance veineuse et le traitement du diabéte de type Il
(Lixon et Quinet 2020). L'acide caféique est un antioxydant et pourrait donc contribuer a la
prévention des maladies cardiovasculaires. L'acide chlorogénique est un polyphénol alimentaire
important et biologiqguement actif, jouant plusieurs réles importants et thérapeutiques tels que
antiviral, antibactérien, antioxydant, hépatoprotecteur, cardioprotecteur, anti-obésité, anti-

inflammatoire et antimicrobien (Naveed et al., 2018).

Selon la littérature, jusqu’a ce jour aucune étude n’a été accomplie sur la composition chimique
de DI’extrait éthanolique de I’espéce Cyclamen africanum (Boiss&Reut). Cependant plusieurs

composes ont été identifiés precédemment chez d'autres espéces de Cyclamen.

Des résultats obtenus par Mahomoodally et al., (2021) ont confirmé la présence des saponines
cyclacoumin et cyclaminorin, qui avaient été précédemment identifiées a partir d'extraits de
tubercules de C. coum. En outre, d'autres composés phénoliques, a savoir la phlorétine C-
dihexoside, la quercétine 3-galactoside et la catéchine, ont également été identifiés dans les

extraits de tubercules de C. coum.

Cyclacoumin ou cyclamine, ont été également caractérisés a partir des extraits de C. cilicium. La
composition chimique de I'extrait de feuilles de C. cilicium était 1égérement différente de celle de
I'extrait de fleurs. Certains composés absents des extraits de fleurs et de feuilles ont été identifiés
dans les extraits de racines et de tubercules. La quantité de composés phénoliques a la fin de
I’HPLC peut s'accorder aux conditions de la région ou elle pousse et a la méthode d'extraction de
la plante (Kelebek et al., 2012).

En 2021, Turan et Mammadov ont rapporté que l'acide férulique a été trouvé a 4483,34 mg/kg en

tant que compose majeur dans C. cilicium.

En 2018, Turan et Mammadov ont identifie neuf composés phénoliques ont été identifiés dans C.
alpinum et l'acide 4 hydroxy benzoique (125,33 pg/g) a été trouvé comme le composé

majoritaire.
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Cela fait des especes de ce genre des candidats pour de nouveaux médicaments dans la
prévention des maladies humaines. Les profils chromatographiques des extraits de C. africanum
analysés par HPLC montrent plusieurs pics, qui correspondent a plusieurs types de composés
phénoliques. Selon nos résultats 1’extrait de la feuille est plus riche en composants chimiques par
rapport aux extraits de pétiole et de tubercule. Cependant, en raison du manque de standard, le
composé majoritaire n'a pas été identifié dans I'étude; nous espérons que ces composes pourront

étre développés a l'avenir.

3.7. Activites pharmacologiques de Cyclamen africanum (Boiss&Reut) :

3.7.1. Activité anti-oxydante de Cyclamen africanum (Boiss&Reut) :

Les radicaux libres sont des espéces trés réactives dérivées de I’oxygeéne qui s’attaquent a nos
cellules, ils peuvent entrainer diverses maladies telles que le cancer, la cataracte, le
vieillissement, etc. Par conséquent, les antioxydants qui peuvent éteindre les radicaux libres
peuvent étre impliqués dans la prévention de ces maladies (Wu, C et al., (2014). L’évaluation de
I'activité antioxydante de plantes, ne peut pas étre effectuée avec une seule méthode, car aucun
test unique ne peut reflete avec précision tous les antioxydants pour un systéme mixte ou
complexe (Zengin, G. et al., (2014), Du, G. et al., 2009).

Dans cette étude, nous avons jugé utile d’évaluer les extraits de Cyclamen africanum par
plusieurs tests pour obtenir des résultats plus instructifs sur le potentiel antioxydant. Nous avons

choisi les huit (08) méthodes suivantes :
3.7.1.1. Piégeage du radical libre DPPH (2.2-diphényl-1-picrylhydrazyl) :

Le test de DPPH est un des testes le plus utilisé pour déterminer I’activité antiradicalaire des
extraits de plantes (Bounatirou et al., 2007). Il est largement utilisé pour tester les composés
agissant en tant que donneur d'hydrogéne pour le piégeage des radicaux libres (Aydin, C. et al.,
2016).

Les résultats de D’activité antioxydante au DPPH sont représentés par les pourcentages
d’inhibition pour chaque concentration ainsi que les valeurs de la concentration d’inhibition de

50% (Figure 24).

D’aprés les résultats obtenus, on remarque une augmentation de [’activité anti-radicalaire

proportionnelle a I’augmentation de la concentration des extraits testés.

L’extrait de la feuille a témoigné une forte activité inhibitrice du radical, avec une valeur d’ Clso

de l'ordre de (78,66+£12,09 pg/mL ) suivi de I’extrait du pétiole avec une valeur d’ ICso
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comprise entre (80,53+6,85 pg/mL ) cependant 1’extrait de tubercule qui a montré une activité
antioxydante moins importante avec une valeur d’ ICso égale a (149,19+18,23 pg/mL) .
L’activité antiradicalaire des trois extraits reste légerement inferieure a celle des standards BHA
et BHT.

L’extrait de la feuille a montré une meilleure activité antiradicalaire par rapport a I’extrait de
pétiole et du tubercule, bien que le contenu en polyphénols de ce dernier soit supérieur. Les
capacités de piégeage du radical son classées dans I’ordre : BHA> BHT > Feuille >Pétiole

>Tubercule.
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Figure 24: Courbe de pourcentage d’inhibition des extraits éthanoique de Cyclamen africanum
(Boiss&Reut) et des standards contre le radical DPPH.

3.7.1.2. Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC) :

C’est une méthode basée sur la mesure de I'absorbance a 450 nm, apres la formation d'un
complexe stable entre les ions néocuproine et le cuivre (I). Ce complexe est produit par la
réduction des ions du cuivre (I1) par les composés potentiellement antioxydants. Les résultats

sont résumeés dans la figure 25.

Les résultats montrent que ’extrait éthanoique de la feuille posséde une activité antiradicalaire
importante avec une Aosde 42,01+1,91 pg/mL, ainsi que I’extrait de pétiole qui montre aussi
une activité antiradicalaire importante mais inférieure a celle de la feuille avec une Aos de
64,43£1,99 pg/mL. Tandis que D’extrait éthanoique de tubercule montre une activité

antioxydante moyenne avec une Ags de 165,39+15,15 pg/mL. En comparant les activités des
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trois extraits avec les standards, on trouve que I’extrait de la feuille (Ao50=42,01+1,91pg/mL) a
montré un pouvoir réducteur du cuivre plus intéressant. Toutefois I’activité des trois extraits est

inférieure a celle des standards BHT et BHA.
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Figure 25: Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC) par les extraits

éthanoique de Cyclamen africanum (Boiss&Reut) et des standards.
7.3.1.3. Activité antioxydante déterminée par la méthode d'ABTS

Le test antioxydant ABTS détermine la production de radicaux ABTS+e provoquée par le
persulfate de potassium (Cheribet, 2019). Les résultats de la capacité des extraits de Cyclamen
africanum a piéger les radicaux libres a été déterminée par la méthode ABTS sont dressés dans

la figure 26.

Les résultats du pourcentage d’inhibition représenté dans la figure 26 en fonction des

concentrations montre que .

L’extrait éthanoique de la feuille posséde une activité anti radicalaire trés importante contre
I’ABTS avec une Clso de 4,72+1,77ug/mL, bien que I’extrait de pétiole ait montré une bonne
activité antiradicalaire mais qui reste un peu faible par rapport a 1’extrait de la feuille, avec Clso
de 18,05+1,38 pg/mL, suivi par I’extrait éthanoique du tubercule qui montre une activité

antiradicalaire moyenne contre I’ABTS avec une Clso de 32,40+1,18 pg/mL.
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En comparant les trois extraits avec les standards, on trouve que I’extrait de la feuille est le plus

efficace en activite antioxydante, son activité est supérieure a I’activité des standards.
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Figure 26: Courbe de pourcentage d’inhibition des extraits éthanoiques de Cyclamen africanum
(Boiss&Reut) et de standards contre ’ABTS.

3.7.1.4. Activité antioxydante par la méthode de Phenanthroline :

La phénanthroline est une méthode précise, pratique et simple pour la détermination des
capacités antioxydante (Szydlowska, 2008). Les résultats de la réduction de Fe*® -phénanthroline
par les standards BHT, BHA et les extraits sont affichés dans la figure 27.

Les résultats obtenus ont montré que certains extraits pouvaient agir en tant que piégeurs de
radicaux libres et cela s’es traduit par le changement de couleur. L’extrait du pétiole a témoigné
une activité antioxydante avec une valeur d’Aos de ’ordre de 88,5+3,71 pg/mL cependant
I’extrait des tubercules et feuilles ont montré une activité antioxydante beaucoup moins
importante avec une valeur d’A¢s égale a 136,25+1,44 pg/mL et 143,50+1,06 pg/mL
respectivement.
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Figure 27 : Activité de phenanthroline par les extraits de Cyclamen africanum (Boiss&Reut).

3.7.1.5. Test du blanchissement du B-caroténe (B-carotene bleaching method) :

Cette méthode est basée sur la consommation du B-caroteéne par la perte de la couleur jaune, due
a la réaction avec les radicaux constitués par I'oxydation de l'acide linoléique en émulsion
(Bensouici, 2015), dans ce test, l'activité antioxydante peut étre mentionnée lorsque la couleur
est préservée (Lu, Y. et al.,, 2014). Les résultats sont résumés dans la figure 28 montre le
pourcentage d’inhibition du blanchissement du B-caroténe, exercée par les extraits éthanoliques
de Cyclamen africanum et les antioxydants de référence BHA et BHT. Un pouvoir inhibiteur fort
et élevé de l'oxydation couplée de I'acide linoléique a été trouvé dans I'extrait de feuille avec une
valeur d’ICso égale a 35,94+0,62 pg/ml (inferieur aux BHA et BHT de référence), I'extrait de
tubercule a montré une faible activité avec une valeur ICso > 800 ug/ml, l'extrait de pétiole était

inactif.
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Figure 28: Courbe de pourcentage d’inhibition du B-caroténe par les extraits éthanoique de

Cyclamen africanum (Boiss&Reut) et des standards.

3.7.1.6. Réduction du Fer : FRAP (Ferric reducing antioxydant power) :

La méthode du pouvoir réducteur appelé FRAP est un essai simple, rapide et reproductible. La

présence des réductants dans les extraits provoque la réduction de fer Fe®* complexe ferricyanide

en fer ferreux Fe?*

(Sofiane et al., 2017). Les résultats du pouvoir réducteur des extraits

éthanoliques et de ’acide ascorbique sont représentés dans la figure 29. Tous les extraits de

Cyclamen africanum (Boiss&Reut) présentent une faible activité réductrice avec une valeur Aos

> 200 pg/ml.
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Figure 29 : Courbe de pouvoir antioxydant des extraits éthanoliques de Cyclamen africanum
(Boiss&Reut) testé par la méthode de FRAP.
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3.7.1.7. Activité du métal chélate :

L'effet chélateur des métaux des l'extrait et de I'étalon EDTA est également indiqué dans le la
figure 30. Cependant, I'analyse de régression des extraits de feuilles, de pétioles et de tubercules
a montré une faible capacité de chélation des métaux avec des valeurs ICso > 800 ug/ml, qui ne

sont pas un agent chélateur aussi prometteur que 'EDTA (valeur ICsp de 12,1140, 3 pg/ml).
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Figure 30: Courbe de pourcentage d’inhibition des extraits éthanoique de Cyclamen africanum

(Boiss&Reut) et des standards sur les ions chélates.

3.7.1.8. Piégeage de I’anion superoxyde :

Dans l'activité de piégeage de HO<?, le radical hydroxyle est indirectement confirmé par
I'nydroxylation de l'acide p-hydroxybenzoique Marcio (2013). En ce qui concerne l'activité de
piégeage de I’anion superoxyde de Cyclamen africanum (Boiss&Reut), tous les extraits de ont
montré une faible capacité a transférer des électrons avec des valeurs I1Cso > 800 pg/ml inferieur

a celle de I'acide ascorbique (Figure 31).
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Figure 31 : Activité des extraits de Cyclamen africanum (Boiss&Reut) sur les anions

superoxydes.

D’aprées les résultats présentés, nous remarquons que les contrdles positifs utilisés possedent une
activité anti-radicalaire supérieure a celle des extraits de la plante étudiée. Les différents extraits
sont classés par ordre de réactivité croissante : Les contrdles positifs > feuille > pétiole >

tubercule.

En comparant les résultats obtenus par les différentes méthodes, on trouve que la méthode
d’ABTS a montré Dactivité antioxydante la plus intéressante (Clso:4,72 £1,77). Cette
observation est en accord avec les résultats rapportés par Turan et mammadov (2018) qui ont
démontré que dans le test ABTS, ’extrait de Cyclamen alpinium a montré la plus grande activité
de piégeage de radicaux libres (76,21+ 0,32%). En 1998, Wang et al., ont signalé que certains
composés qui ne sont pas efficaces pour l'activité de piégeage de DPPH sont actifs pour I'activité
de piégeage d'ABTS.

Si nous comparons les ICso et les Aos des trois extraits testés, nous remarquons que 1’extrait
éthanolique de feuilles de Cyclamen africanum (Boiss&Reut) a montré I'activité antioxydante la

plus puissante, ce qui peut étre attribué a sa teneur élevée en composés phénoliques.

L'activité antioxydante des extraits de plantes est géneralement liée a la présence de composes
phénoliques (Shahidi et Ambigaipalan, 2015). Cependant plusieurs recherches ont noté que
I’activité antioxydante est en corrélation avec la teneur totale en composés phénoliques et en

flavonoides (Cheribet, 2019). Nos résultats sont cohérents avec d'autres études antérieures, qui
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ont signalé une relation étroite entre I'activité antioxydante et la teneur en composés phénoliques
(Derakhshan et al., 2018 ; Lekouaghet et al., 2020 ; EI Aanachi et al., 2020). En effet, une telle
observation a déja été rapportée chez certaines espéces de Cyclamen comme, Cyclamen Mirabile
(Sarikurkcu, 2011) et Cyclamen Alpinum (Turan et al. 2018).

L'activité antioxydante de C. africanum est peu rapportée dans la littérature. Notre observation
est en accord avec les résultats rapportes par certaines recherches antérieures qui ont démontré
que la partie des feuilles de Cyclamen alpinium et Cyclamen mirabile a montré la plus grande
activité de piégeage des radicaux libres (Sarikurkcu, 2011 ; Turan et al., 2018). La méthode de
décoloration du B-caroténe a été réalisée par Turan et Mammadov (2018) les résultats ont

également confirmé que l'extrait de feuilles de Cyclamen alpinum avait I'activité la plus élevée.

Mazouz et Djeddi (2014) ont rapporté l'activité antioxydante de différents extraits de parties
aériennes de C. africanum évaluée a l'aide de DPPH. Les extraits de méthanol ont montré une
activité antioxydante intéressante avec une valeur (ICso= 429,21 mg/l). Ce résultat est nettement

inférieur aux valeurs obtenues dans notre étude sur la méme espece.

Récemment, Gaamoune et Nouioua (2020) ont démontré un effet antiradicalaire intéressant des

parties aériennes de C. africanum avec une valeur d’ICso= 36,85+14,99 pug/mL.

Des études antérieures sur l'activité antioxydante de I'extrait de tubercules et de feuilles de
Cyclamen mirabile (Sarikurkcu, 2011) ont montré une activité de pouvoir réducteur élevee par

rapport a celle obtenue dans le présent travail.

L’effet anti-radicalaire de I’extrait aqueux des feuilles de Cyclamen mirabile récoltée de la
Turquie a été estimé a 88,25% a la concentration 1000 pg/ml, et ces valeurs étaient supérieures
a celle d'une dose de 0,1 mg de BHT (45,13%) et celle de 0,02 mg d'acide ascorbique (42,44%)
(Sarikurkcu 2011). La méme étude a montré que tous les extraits de tubercules et de feuilles
Cyclamen mirabile avaient un pouvoir efficace de piégeage et de réduction des radicaux libres,
ce résultat n’est pas en accord avec ceux que nous avons obtenu, ou seul I’extrait de la feuille de

Cyclamen africanum (Boiss&Reut) avait un pouvoir réducteur efficace.

Frankel et Meyer (2000) ont montré que dans le test du B-caroténe, les antioxydants apolaires
possédent des propriétés antioxydantes plus importantes que les composés polaires. Cependant,
les extraits de pétiole et de tubercule de C. africanum de notre région, représentent un composé

polaire, ce qui complique I'explication de leur activité antioxydante par cette méthode.
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D'une facon globale, I'activité réductrice est mise sur le compte de la composition chimique des

extraits de la plante étudiée, notamment les composés phénoliques et flavonoides.
3.7.2. Activité d’inhibition de I’enzyme acétylcholine estérase (AChE) et a-glucosidase :

Les extraits de C. africanum ont été évalués pour leur capacité a inhiber I'acétylcholinestérase et
l'a-glucosidase et les résultats sont présentés dans les tableaux 21 et 22 en termes d'ICso. Les
pourcentages d'inhibition des extraits contre 1'a-glucosidase a différentes concentrations sont

également indiqués dans la figure 32.

Comme le montre le tableau 13, tous les extraits de C. africanum B. &R. n'ont aucun effet sur

I'acétylcholinestérase.

Bien que les extraits de C. africanum soient inactifs contre l'acétylcholinestérase, ils ont
néanmoins montré une forte activité inhibitrice contre 1'a-glucosidase, qui est dose-dépendante
(Fig.32). L'acarbose utilisé a des concentrations élevées par rapport aux extraits a montré une
activité plus faible et une inhibition maximale de 91,05 = 0,72% a 5000 pg/mL (Fig. 32b).
Cependant, la détermination des valeurs ICsop a montré que les pétioles ont inhibé 50% de
l'activité a-glucosidase a faible concentration (47,13+3,98ug/mL), suivi par le tubercule, tandis
que les feuilles ont montré l'effet inhibiteur le plus faible (Fig. 32a). Il est intéressant de noter
que tous les extraits ont montré un effet plus important par rapport a l'acarbose standard (ICso=
275,43+1,59ug/mL). Ces résultats peuvent donner du crédit a 1'utilisation possible de cette plante

pour gérer le diabete de type 2, en particulier le pétiole.

Tableau 13 : Valeurs ICso des extraits de C. africanum B. &R. contre I'acétylcholinestérase.

Tuhibition %
Extraits 25ug | oug S0uz | 100pz | 200uz | 1Cx(ueml)
Feuille NA NA NA NA NA NA
Pétiole NA NA NA NA NA NA
Tubercule NA NA NA NA NA NA
Galantamine | 68,5 20,31 | 80,69 =041 | 85,78 21,63 | 91,802020 | 94.77 20,34 | 6.2721.15

NA: pas d’absorbance
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Figure 32 : Effet inhibiteur des extraits de C. africanum (Boiss&Reut). (a) et de I'acarbose (b) a
différentes concentrations sur 1'a-glucosidase. Chaque point représente la moyenne de trois

mesures paralléles.

Les polyphénols et de nombreuses autres molécules dérivées des plantes ont été signalés comme
ayant la capacité d'interagir avec des protéines exercant des actions fonctionnelles telles que les
enzymes (Quifiones et al., 2013). Plusieurs articles ont rapporté I'effet anticholinestérasique
d'extraits de plantes ou de composés isolés, notamment des alcaloides, des polyphénols et des
terpénoides (Gali et Bedjou, 2019). Ainsi, l'inhibition de la dégradation de I'ACh par
I'acétylcholinestérase a longtemps été la principale approche du traitement symptomatique de la
maladie d'Alzheimer, qui vise a retarder la dégradation de l'acétylcholine et a améliorer les
capacités cognitives des patients (Ballinger et al., 2016 ; Zengin et al., 2020b).

Zengin et al., (2020a) ont rapporté un effet anticholinestérasique significatif des différentes
parties de Cyclamen cilicium avec des valeurs comprises entre 3,80 = 0,14 et 4,46 mg

d'équivalent galantamine/g d'extrait.

L'inhibition des enzymes digestives responsables de la dégradation des glucides complexes,
telles que l'a-glucosidase, joue un role essentiel par leur action hydrolytique sur I'absorption de
ces composés. Par la suite, l'inhibition de ces enzymes empéche le passage des glucides
alimentaires dans la circulation sanguine et prévient I'hyperglycémie postprandiale (Tundis et al.,
2010).
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Plusieurs études ont été consacrées a l'évaluation de I'effet hypoglycémiant des extraits de
plantes et ont montré un effet significatif et plus important que celui montré par I'acarbose et le

voglibose habituellement utilisés comme inhibiteurs de l'a-glucosidase et de I'a-amylase

(Madikizela et al., 2017 ; Djermane et al., 2020).

Une étude précédente de Zengin, et al. (2020a) sur différentes parties de C. cilicium a montré
que la racine possede un effet inhibiteur remarquable contre 1'a-glucosidase (15,75 + 0,02 mmol
d'équivalent acarbose/g d'extrait) avec une teneur phénolique totale plus élevée, mais une teneur

en flavonoides plus faible.

On en conclura donc que la nature des composés présents dans les extraits joue un role central
dans son activité. En effet, une analyse préliminaire de la composition chimique de C. africanum
a montré la présence de terpenes et de tanins dans les parties aériennes (Mazouz et Djeddi,
2014). De plus, une relation entre la présence de tanins condensés et I'inhibition de I'activité de

l'a-glucosidase a été observée (Renda et al., 2018 ; de Oliveira Raphaelli et al., 2019).

3.7.3. Activité photoprotectrice déterminée par la méthode FPS (Facteur de Protection

Solaire) :

Une exposition prolongée aux rayons ultraviolets (UV) peut entrainer un certain nombre de
réactions, notamment la formation de photoproduits pyrimidiques, la génération des espéces
réactives de I'oxygéne (Reactive Oxygen Species ROS), la photocancérogénése et le

photovieillissement (Saewan et Jimtaisong, 2013).

Récemment, l'utilisation de produits d'origine végétale, principalement ceux qui ont des effets
anti-inflammatoires et antioxydants pour protéger contre les dommages induits par les UV, a

suscité un intérét considérable (Nichols et Katiyar, 2010 ; El Aanachi et al., 2020).

La capacité des extraits de C. africanum (Boiss&Reut) a absorber les rayons UV dans la plage
comprise entre 280 et 320 nm a été évaluée en déterminant le FPS. Les résultats présentés dans
la figure 33 montrent clairement que I'extrait de feuilles présente I'activité photoprotectrice la
plus élevée avec un SPF elevé (30,90 £ 0,21) et a également montré sa capacité a bloguer
environ 96% du rayonnement UV, suivi par I'extrait de tubercules (SPF = 19,75 + 0,53), tandis
que les pétioles ont donné une tres faible capacité d'absorption des UV avec un SPF de 7,17 +
0,19. Les résultats de I'effet photoprotecteur des extraits ont été comparés a ceux des standards
Nivea et Vichy, qui ont donné des valeurs SPF de 50,11+0,53 et 44,22+0,35, respectivement.
L'effet photoprotecteur éleve des feuilles peut étre expliqué par la présence de grandes quantités
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de composés phénoliques, principalement des flavonoides, qui sont connus pour protéger les
plantes des rayons UV et peuvent exercer des effets bénéfiques sur la peau en raison de leur
capacité a absorber les rayons UV, et a éliminer les ROS générés par les rayons UV (Saewam et
Jimtaisong, 2013).

Par conséquent, les puissants effets antioxydants et photoprotecteurs des feuilles peuvent en faire

des candidats intéressants pour leur utilisation dans les formulations d'écrans solaires.
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Figure 33 : Valeurs de protection solaire des extraits de C. africanum (Boiss&Reut) et des
standards (Nivea, Vichy). Les valeurs représentent les moyennes + SD de trois mesures. Les

lettres différentes sont significativement différentes (p<0,05).
3.7.4. Activité antimicrobienne de C. africanum:

L’¢évaluation de ’activité antibactérienne des différents extraits a montré qu’aucune zone
d’inhibition autour des disques n’a été observée pour toutes les concentrations de 1’extrait
appliquée (100 mg/ml, 50 mg/ml et 25mg/ ml) vis-a-vis les 4 souches bactérienne (Tableau 14,
Figures 34, 35, 36).
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Tableau 14: Activité antimicrobienne des différentes concentrations des extraits éthanoliques de

différentes parties (feuilles, tubercules, pétioles) de C. africanum (Boiss&Reut).

Souches | S. aureus E. coli P. aeruginosa | B. subtilis
Extraits 252923 25922 27853 6633
mg /ml
F | 100 - - - -
50 - - - -
T o 25 - - - -
Z o | T 100 - - - -
Ro § 50 - - - -
3 c 25 - - - -
S 3 |B|100 - - - -
50 - - - -
25 - - - -

(-) sans action

1: [200mg /ml], 2: [50 mg /ml], 3: [25mg /ml], T: témoin négatif (DMSO).

Figure 34: Effet antimicrobien du tubercule de Cyclamen africanum (Boiss&Reut).
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1: [100mg /ml], 2: [50 mg /ml], 3:[25mg /ml], T: témoin négatif (DMSO).

Figure 35: Effet antimicrobien du pétiole de Cyclamen africanum (Boiss&Reut).

1: [100mg /ml], 2: [50 mg /ml], 3: [25mg /ml], T: témoin négatif (DMSO).

Figure 36: Effet antimicrobien de la feuille de Cyclamen africanum (Boiss&Reut).
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Selon nos connaissances, tres peu de recherches se sont intéressées a 1’étude de Dactivité
antimicrobienne de Cyclamen africanum (Boiss&Reut). Un seul cas a été signalé par Mazouz
Wissam et ces collégues (2014). Nos résultats corrobore avec ce de Mazouz Wissam et ces
collegues (2014), ou ils ont étudié I’activité antibactérienne des extraits polaire de Cyclamen
africanum (Boiss&Reut) contre sept souches bactériennes, les résultats obtenus ont montré que

I’ensemble des extraits étudiés s’averent inactifs contre toutes les souches testées.

Une étude effectuée par Turan et al. (2018) a montre que les extraits éthanolique, méthanolique
et acétonique de Cyclamen alpinum de (feuilles et tubercule) sur les quatre souches
d’Escherichia coli (ATCC 35218), candida albicans (ATCC 10239), Bacillus cereus (RSKK
863) et Bacillus subtilis (ATCC 6633) sont partiellement actifs, et qu’ils sont inactifs contre les
trois souches ; Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus aureus (ATCC 12598) et
Pseudomonas aeruginosa (NRLL B-23).

Une autre étude de I’activité antibactérienne de Cyclamen hederifolium effectuée par Mansour et
al., (2018) a montré que les extraits méthanoliques des tubercules de Cyclamen Hederifolium ont
montré des activités antimicrobiennes plus importantes que les autres extraits contre les bactéries

testées, suivis par les extraits d'acétate d'éthyle et de chloroforme.

De nombreux chercheurs démontrent que Cyclamen mirabile est utilisé comme agent

antifongique contre les espéces de Candida et Cryptococcus neoformans (Mazouz et al. 2013).

L’efficacité optimale d’un extrait peut ne pas étre due a un constituant actif principal, mais a
I’action combinée (synergie) de différents composés a 1’origine de cet extrait (Essawi et Srour,
2000). Pour cela, la comparaison cas par cas de I’activité antimicrobienne de plusieurs extraits,

en se basant sur le dosage d’un seul constituant actif, nous semble inutile.

La période de collecte de la plante peut influencer l'activité antibactérienne des extraits.
Bounatirou et al., ont prouvé que I'huile essentielle de Thymus capitatus Hoff & Link présentait
une activité antibactérienne trés eleveée pendant la période de floraison, alors qu'elle n‘avait pas

d'activité antibactérienne pendant la période de pré-floraison.

Les souches de Pseudomonas aeruginosa se revelent les plus résistantes, cela est liée a sa grande
capacité de développer des résistances vis-a-vis de nombreux agents antimicrobiens, d’ou son

implication fréquente dans les infections hospitalieres (Mann et al., 2000).
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La méthode utilisée pour évaluer I'activité antibactérienne peut aussi affecter les résultats ; Fazeli
et al., (2007) et Natarajan et al., (2005) ont estimé que la méthode de diffusion a partir de puits
sur gelose est plus efficace pour I’é¢tude de l'activité antibactérienne des extraits de Rhus

coriaria, d'Euphorbia fusiformis, et Zataria multifora, que la méthode de diffusion de I'agar.
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Conclusion générale et perspectives

Ce travail s’inscrit dans le cadre de l'investigation et la valorisation de notre patrimoine en
ressources naturelles végétales avec un moindre co(t ainsi que I'évaluation de ’effet potentiel de

leurs applications comme source naturelle pour le traitement de certaines maladies.

A cet effet, nous nous sommes intéressées a une espéce endémique a I'Algérie, le Cyclamen
africanum (Boiss&Reut) qui est trés répandue dans la péninsule d’Edough a Seraidi (Nord est de
la wilaya d’Annaba). Notre choix est justifi¢ par I'utilisation de cette espece en médecine

traditionnelle, mais elle reste peu exploitée et peu étudiée.

Le présent travail a porté sur I’étude des extraits organiques préparés a partir de la partie

aerienne et souterraine de Cyclamen africanum (Boiss&Reut) qui ont un intérét thérapeutique.

Pour un complément d'identification de Cyclamen africanum, nous avons effectué une étude
histologique de la feuille, du pétiole et de la racine qui a montré la présence de structures
particuliéeres qui nous a permis de souligner les caractéristiques propres de la famille des

Primulacées dont : La richesse en poils tecteurs dans la feuille et le pétiole.

L’extraction de la partie aerienne puis souterraine de la plante par extracteur Soxhlet nous a
permis d’obtenir des rendements des extraits qui différent entre eux par 1’aspect, la couleur et le
taux. Le rendement d’extraction de la feuille (67,6%) est le plus important, il est suivi par celui
du tubercule (40,4%) et enfin par le pétiole (12,6%).

Le screening chimique réalisé sur I’infusé, le macéré et la poudre de Cyclamen africanum
(Boiss&Reut), a fait ressortir une richesse en métabolites secondaires a savoir les anthocyanes,
les saponosides, les terpénes et stéroides et les flavonoides, les tanins, les alcaloides, les leuco-

anthocyanes et ’amidon.

L’estimation quantitative des polyphénols totaux par la méthode de Folin ciocalteu et dosage sur
microplaque (Muller et al., 2010) montre que I’extrait des feuilles de Cyclamen africanum est le
plus riche en phénols totaux (122,888ug GAE/mI d'extrait). Le dosage des flavonoides par la
méthode de Topcu et al., (2007), révele également que la teneur en flavonoide de I'extrait des

feuilles est la plus élevée (73,819 ug QE/ml d'extrait).
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La composition chimique de I’extrait éthanolique de Cyclamen africanum (Boiss&Reut) a été
établie pour la premiére fois en utilisant la Chromatographie en Phase Liquide (HPLC).
L'analyse par HPLC révele la présence de différents composants phénoliques dans les feuilles,
les pétioles et les tubercules, tels que l'acide chlorogénique, la rutine, l'acide caféique et le
kaempférol.

L’analyse de I’activité antioxydante in vitro des extraits éthanoliques de Cyclamen africanum
(Boiss&Reut) a été évaluée par diverses méthodes , a savoir, le piégeage du radical libre DPPH,
la réduction du cuivre (CUPRAC), le piégeage de I’ABTS, la chélation des ions métalliques,
blanchissement du B-caroténe, le piégeage de I’anion superoxyde, le pouvoir réducteur (FRAP)
et I’activité du phenanthroline. Les résultats obtenus ont montrés un important pouvoir réducteur

des extraits de la feuille de Cyclamen africanum (Boiss&Reut) via la méthode de I’ABTS.

L’effet inhibiteur des enzymes (a-glucosidase, AChE) des différents extraits a été vérifié. Il s'est
avére que tous les extraits n‘ont aucun effet d'inhibition sur I'enzyme cholinestérase. Alor que
I’extrait du pétiole de Cyclamen africanum (Boiss&Reut) a montré un effet inhibiteur intéressant
de l'alpha-glucosidase, plus actif que le contr6le positif Acarbose. Ces résultats ont donné un
premier apercu de l'efficacité de Cyclamen africanum (Boiss&Reut) pour le traitement du
diabéte.

Nous avons également testé I’activité antibactérienne des différents extraits étudiés (feuilles,
pétioles et tubercules) contre quatre souches bactériennes pathogenes (Escherichia coli,
Pseudomonas auruginosa, Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis) en adoptant la méthode de
diffusion sur milieu gélosé. L’ensemble des extraits de Cyclamen africanum (Boiss&Reut)

s’averent inactifs contre toutes les souches testées.

La capacité des extraits de Cyclamen africanum (Boiss&Reut) a absorber les rayons UV a été
évaluée en déterminant le Facteur de Protection Solaire (FPS) selon la méthode
spectrophotométrique de Mansur et al., (1986). Les résultats montrent que I’extrait de la feuille a
une activité photoprotectrice tres élevée avec la capacité de bloquer environ 96% du
rayonnement UV. Par conséquent, le puissant effet photoprotecteur du Cyclamen africanum
(Boiss&Reut) pourrait en faire un candidat potentiel pour leur utilisation dans les formulations

d'écrans solaires.
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Nos modestes résultats semblent prometteurs, on peut conclure que Cyclamen africanum
(Boiss&Reut) peut constituer une bonne source de composés bioactifs. Cependant, a l'issue de
notre recherche et afin de consolider ce travail de thése nous proposons quelques perspectives:

» Purifications des extraits des feuilles de Cyclamen africanum (Boiss&Reut) afin
d’identifier la structure chimique du composé responsable de ces effets
pharmacologiques.

> Caractérisation des substances majeures par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN).

> Estimation des effets inhibiteurs de I’enzyme a-glucosidase sur un échantillon animal,
avec des essais pharmacologiques et des essais cliniques.

» Evaluation des tests microbiens sur d’autres souches fongiques et bactériennes, pourquoi
pas d’autres tests biologiques: anticancereux (cancer du sein), I’effet hémolytique de

cette plante.... en utilisant les tests pharmacologique et cliniques. .
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Introduction: No literature was found on the chemical composition of Cyclamen africanum. The aim of the current

Cyclamen africanum Boiss. & Reuter study was to assess the phytochemical and pharmacological properties of the plant.

HPLC Methods: The identification of the phenolic constituents of C africanum extracts was established for the first time

Antioxidant activity using the HPLC technique. The investigation of antioxidant, anti-Alzheimer, and anti-alpha-glucosidase effects of

Anti-acetylcholingsterase %cFiVity the ethanolic extract of leaves, petioles, and tubers of the plant was evaluated in vitro.

Anti-alpha-glucosidase activity . . . . .
Results: The HPLC results detected the presence of phenolic components such as rutin, chlorogenic acid, caffeic
acid, and kaempferol. The leaf extract exhibited the highest antioxidant activity. This activity can be attributed
to the high phenolic content observed in the leaf extract. All the extracts have no effect on acetylcholinesterase,
while they showed an interesting inhibitory effect on alpha-glucosidase.

Conclusions: These results showed that the Cyclamen africanum Boiss. & Reuter could be a potential source of
bioactive molecules in the prevention of human diseases.

Introduction

Reactive oxygen species and reactive nitrogen species are con-
tinually produced in aerobic organisms and have many physiological
roles. The exposition to external factors like UV rays can also stimulate
the production of free radicals. The overproduction of these species can
lead to many metabolic, inflammatory, and neurodegenerative dis-
orders, including cancer and diabetes (Afonso et al., 2007). Type 2
diabetes mellitus or non-insulin-dependent diabetes mellitus is the most
dominant diabetes mellitus with a prevalence of about 90%. Non-in-
sulin-dependent diabetes mellitus is characterised by increased hyper-
insulinemia and the dysfunction of its secretion, leading to elevated
blood glucose levels (Bourebaba et al., 2016; Chatterjee et al., 2017).
High blood glucose levels can increase the production of free radicals,
which has been observed in type 2 diabetes. In fact, various factors have
been identified to intervene in the oxidation state in type 2 diabetes,
including auto-oxidation of glucose, decrease in cellular antioxidants,
and especially the formation of advanced glycation end products and
their interaction with Receptor for Advanced Glycation Endproducts

* Corresponding author.

receptors (Sindhi et al., 2013). The management of this disorder is
mainly based on the administration of oral hypoglycaemic agents, in-
cluding a-glucosidase and a-amylase inhibitors, which aim to lower
blood sugar and prevent pathological complications (Tundis et al.,
2010).

Oxidative stress is thought to play a central role in the pathogenesis
of Alzheimer’s disease (Gali and Bedjou, 2019). The inhibition of
acetylcholinesterase (AChE) responsible for the end of transmission
through its action on the neurotransmission of acetylcholine (ACh) re-
presents the essential remedy available to improve the cognitive, be-
havioural, and functional symptoms of patients (Scarpini et al., 2003).
Various medicinal plant extracts have been extensively investigated by
the diabetes pharmacologists for antidiabetic potential (Naveen et al.,
2021). The need for new therapeutic molecules to manage type 2 dia-
betes and Alzheimer's disease is mainly related to the toxicity of current
commercially available drugs (Seltzer, 2006). The use of natural mo-
lecules with various therapeutic effects and low toxicity can be con-
sidered a promising tool for the treatment of these diseases (Gali and
Bedjou, 2019).
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Aromatic and medicinal plants have been used since antiquity to
treat various diseases. For example, 85% of Indians use crude plant
preparations for the treatment of various ailments and diseases. At least
25% of pharmaceuticals prescribed worldwide are directly obtained
from plants. Approximately 119 pure chemical substances extracted
from plants are used in medicine throughout the world (Bendjedid
et al., 2020). However, plants whose use in phytotherapy is rare, less
frequent, or unknown can represent a new source of active compounds
(Turan and Mammadov, 2018).

Flavonoids polyphenol family is a large group of secondary plant
metabolites (De Godoi et al., 2020) that are characterised by many
pharmacological and biological activities. The most common poly-
phenols are flavonoids, phenolic acids, and tannins (Dimki¢ et al.,
2021). Extraction by solvents is an efficient method to recover flavo-
noids from medicinal plants; the amount of these compounds in each
extract varies according to the plant (Kasmi et al., 2021).

Plants of the genus Cyclamen have been used as ornamental and as
medicinal plants (Turan and Mammadov, 2018). The Egyptian, Greek,
and Roman populations used these plants to treat many diseases, such
as digestive disorders, bladder spasms, rheumatic pain, infections, and
various skin diseases (Mazouz and Djeddi, 2013). In several studies, it
has been reported that certain species of the genus Cyclamen influence
the development of toxicity and carcinogenesis (Arslan et al., 2011).
The study of the pharmacological properties of local plants could con-
stitute their valorisation (El Aanachi et al., 2020).

Cyclamen africanum Boiss. & Reuter is a medicinal plant belonging to
the family of Primulaceae (Israa et al., 2017). However, very few stu-
dies have examined their biological activities and most of them were
focused on the aerial part. Therefore, this work aimed to investigate the
anti-Alzheimer, antioxidant, and antidiabetic activities of the ethanolic
extract from different parts of Cyclamen africanum Boiss. & Reuter
(leaves, petioles, and tubers).

Material and Methods
Chemicals

Folin-Ciocalteu, sodium carbonate, AChE type VI-S, from electric eel
< 1 000 U/mg solid, a-glucosidase type I from Saccharomyces cerevisiae
10 U/mg solid, 5,50 dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB), ga-
lanthamine, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), 2,20-azinobis-3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid (ABTS), potassium persulfate,
linoleic acid, P-carotene, 2,6-di-tert-butyl-4-hydroxytoluene (BHA),
Tween 40, and neocuproine were purchased from Sigma Aldrich.
Acetylthiocholine iodide was obtained from Biochemica.

Plant Material

Cyclamen africanum Boiss. & Reuter was collected from its biotope of
natural existence in March 2018 in the region of Edough (Northeast
Annaba, Algeria). The species was identified according to the descrip-
tion reported in the literature (Quezel and Santa, 1963) and validated
by Dr Hamel Tarek (Department of Biology, Annaba University, Al-
geria). The different parts of Cyclamen africanum Boiss. & Reuter
(leaves, petioles, and tuber) were separated, cleaned, and air-dried in a
dry place and then ground into a fine powder.

Preparation of the Ethanolic Extract

The preparation of the ethanolic extracts from the different organs of
the plant was carried out in a Soxhlet apparatus. The powder (10 g) of
each organ was placed in a Soxhlet apparatus at 40 °C and exhaustively
extracted with 150 ml of ethanol 90% for the duration of 8 hours (six
extraction cycles). The extracts were filtered and the ethanol was removed
under reduced pressure in a rotary evaporator (BUCHI, R215,
Switzerland). The resulting residues were then stored in dark vials for later
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analysis. The extraction yield for each extract considered as the ratio be-
tween the residue obtained and the initial quantity of powder used for the
extraction was calculated (yield (%) = extract/powder * 100).

Total Phenolic and Flavonoids Contents

The total phenolic content of the different extracts was measured by
the method described by Miiller et al. (2010). A volume of 20 pl extract
was mixed with 100 pl of Folin-Ciocalteu reagent (0.2 N diluted in
distilled water) and 75 pl of sodium carbonate (7.5%). The mixture was
left for 2 hours in the dark and the absorbance was then measured at
765 nm using a multimode microplate reader (PerkinElmer Enspire,
Singapore). A blank is prepared in the same way by replacing the ex-
tract with the solvent used (ethanol). The content of total phenolic was
expressed in microgram gallic acid equivalent per milligram of extract
(ug GAE/mg extract) using a standard curve plotted with gallic acid (Y
= 0.003x + 0.104; R? = 0.997).

The content of total flavonoids was determined according to the
method described by Topcu et al. (2007). Briefly, 130 ul of methanol,
10 pl of potassium acetate (CH3COOK, 1 M), and 10 pl aluminium ni-
trate were added to 50 pl of plant extract and the mixture was in-
cubated during 40 minutes. Absorbance was measured at 415 nm
against a blank, which consists of methanol (instead of reagents) and
the extract in order to remove the absorbance of the yellow colour of
the extracts. Flavonoids contents were expressed in microgram
equivalent of quercetin per milligram of extract (ug QE/mg extract)
using quercetin as a standard to perform the standard curve
(Y = 0.004x; R* = 0.997).

The phytochemical screening of C africanum was realised in order to
know the major constituents of the plant extracts. These preliminary
tests were performed according to Antonisamy et al. (2012).

HPLC Protocol

Analysis of phenolic compounds in HPLC with standards was per-
formed with Shimadzu Prominence-I LC-2030C liquid chromatography
(Japan). The analysis was carried out C-18 column 5 upm
(250 x 4.6 mm) (USA). Before starting the chromatographic analysis,
the mobile phases (phase A includes 19% acetonitrile, 80% water, and
1% formic acid, and phase B includes 59% acetonitrile, 40% methanol,
and 1% formic acid) and the extracts are placed in an ultrasonic tank for
degassing. The injection volume was 10 ul of each extract (at con-
centrations of 5 mg/ml) at 40 °C. The solutions of the standards were
prepared in methanol at a concentration of 1 mg/ml. After each in-
jection, the analytical system was rinsed for 1 hour with the mobile
phase to ensure that any products that may have remained on the
column were dislodged. For all analyses, the solvents used were HPLC
quality, with a flow rate of 1 ml/min and a wavelength of 350 nm. The
identification of the products on the chromatograms was made by
comparing the retention times with those of the standards.

Antioxidant Activity

DPPH Free Radical Scavenging

The DPPH radical-scavenging activity test was determined according to
the method reported by Bendjedid et al. (2020) with some modifications.
Briefly, a solution of DPPH (1 mM) was prepared in methanol, and the
absorbance was adjusted to 0.5 at 517 nm. In a 96-well microplate,
160 pl of the DPPH solution was added to 40 pl of samples at different
concentrations. The incubation was carried out at room temperature and in
the dark for 30 minutes, and the absorbance was then measured at 517 nm.
BHT, BHA, and ascorbic acid were used as standards for the purpose of
comparison. The capacity to scavenge the DPPH radical was expressed in
terms of percentages of inhibition according to Equation (1) below:

Inhibition (%) = (Ag — As)/ Ag X 100 @
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where Ay is the absorbance of the control, as is the absorbance of the
reaction with the samples. The concentration of the sample causing a
reduction in the absorbance of the DPPH solution by 50% referred to as
ICso was determined from the curves plotted with the percentages of
inhibition against different concentrations.

ABTS Radical-Scavenging Activity

The trapping activity of the extracts using the ABTS radical was
evaluated according to the method described by Benouchenne et al.
(2020). Beforehand, the ABTS'* cation was generated by reacting 7 mM
ABTS with 2.5 mM potassium persulfate for 16 hour at room tem-
perature and in the dark. The resulting solution was then diluted with
distilled water to an absorbance of 0.7 at 734 nm. Then, 160 pl of the
ABTS* solution was added to 40 pl of the extracts at different con-
centrations. After 10 minutes, the absorbance was measured at 734 nm
using a 96-well microplate reader (Perkin Elmer, Enspire, Singapore).
BHT and BHA were used as standards. ABTS'* trapping capacity was
calculated using the previous Equation (1).

Hydroxyl Radical Scavenging

The ability of different extracts to scavenge hydroxyl radicals was
determined using the method reported by Bendjedid et al. (2021). The
reaction was performed by mixing 40 pl of each extract with 24 pl of
ferrous sulphate solution (FeSO,, 7H,O, 8 mM), 20 pl of hydrogen
peroxide (20 mM), and 80 pl of salicylic acid (3 mM). After incubation
for 30 minutes at 37 °C, 36 ul of distilled water was added. The ab-
sorbance was therefore measured at 515 nm. Ascorbic acid was used as
standard. The results were expressed as percentages of inhibition, and
the ICsq values were also determined from the inhibition curves.

Reducing Power

The reduction of ferrous ions (Fe>™) was carried out using the
method reported by Yakoubi et al. (2021) with some modifications.
Briefly, 10 pl of the sample was mixed with 40 ul of phosphate buffer
(0.2 M, pH 6.6) and 10 pl of potassium ferricyanide (0.1%). The mix-
ture was incubated at 50 °C for 20 minutes. Afterwards, 50 pl of tri-
chloroacetic acid (10%), 40 ul of distilled water, and 10 pl of ferric
chloride (FeCls, 0.1%) were added and the absorbance was read im-
mediately at 700 nm. BHA, BHT, and ascorbic were used as standards.
The results were reported in the form of absorbances, and the para-
meter Ay 5 corresponding to the concentration giving an absorbance of
0.5 was calculated from the absorbance curve plotted with absorbances
obtained at different concentrations.

Phenanthroline Assay

The phenanthroline test was used for further evaluation of iron re-
duction according to the method described by Szydlowska-Czerniaka
et al. (2008). A volume of 10 ul of the samples at different concentra-
tions was mixed with 50 pl of a solution of FeCls (0.2%), 30 pl of
phenanthroline (0.5%), and 110 ul of methanol. The mixture was in-
cubated for 30 minutes and the absorbance was measured at 510 nm.
BHA, BHT, and ascorbic acid were used as standards. The results were
expressed in absorbances and the A0.5 values were determined.

Cupric-Reducing Antioxidant Capacity

The copper-reducing antioxidant capacity test was carried out ac-
cording to the protocol reported by Apak et al. (2004). The reaction
consists of mixing in a 96 microplate, 40 pl of the extracts with 50 pl of
neocuproine (7.5 mM), 50 pl of CuCl, (10 mM), and 60 ul of CH3COONH4
buffer (1 M, pH 7). After 1 hour of incubation, the absorbance was mea-
sured at 450 nm. The results were expressed in absorbance and Aq s was
determined. BHA, BHT, and ascorbic acid were used as standards.

Metal Chelating Activity
Iron sequestration capacity was determined according to the
method described by El Aanachi et al. (2020) using ferene. A volume
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of 40 pl of extracts at different concentrations was placed in a 96-well
microplate and subsequently 40 pl of FeCl, (0.2 mM), 40 pl of ethanol,
and 80 pl of ferene (0.5 mM) were added. The mixture was stirred
vigorously and allowed to stand at room temperature for 10 minutes.
Absorbance was determined at 562 nm and EDTA was used as a
standard. The results were given in percent inhibition by applying
Equation (1).

B-Carotene Bleaching Assay

The PB-carotene bleaching assay was carried out following the
protocol provided by El Aanachi et al. (2020). The p-carotene/lino-
leic acid emulsion was prepared beforehand by dissolving 0.5 mg of
B-carotene in 1 ml of chloroform to which 25 pl of linoleic acid and
200 mg of Tween 40 were added. The solvent (chloroform) was then
evaporated using a rotary evaporator at 40 °C and the resulting re-
sidue was collected with 50 ml of hydrogen peroxide (H,0,) to give
an orange solution, the absorbance of which was adjusted with H>O,
to an absorbance 0.8-0.9 at 470 nm. In a microplate, 40 pl of samples
at different concentrations were reacted with 160 pl of B-carotene/
linoleic acid emulsion. Absorbance was measured at 470 nm using a
microplate reader at 0 minutes and after 120 minutes incubation at
45 °C in an oven (brand). BHA and BHT were used as standards. The
results were expressed as percentages of inhibition using the fol-
lowing equation:

Inhibition (%) = [(At =0 — At = 120)/(A0t =0 AOt =120)] *100.

where A, — ¢ and A; — 1,0 are the absorbances at 470 nm of the reaction
in the presence of the tested samples at 0 minutes and 120 minutes,
respectively. AO; — o and AO; — 15 are the absorbances (470 nm) of the
control at 0 minutes and 120 minutes, respectively.

Anti-acetylcholinesterase Activity

The inhibitory effect of AChE was studied according to the
method provided by Gali and Bedjou (2019). Briefly, 150 pl of so-
dium phosphate buffer (100 Mm, pH 8.0), 10 pl of samples prepared
in ethanol at various concentrations, and 20 pl of AChE
(5.32 x 102 U) were mixed in a microplate and incubated for
15 minutes at 37 °C. Then, 10 pl of DTNB (0.5 mM) and 20 pl of the
substrate acetylthiocholine iodide (0.71 mM) were added to start the
reaction. Absorbance was measured at 412 nm at 0 minutes and after
15 minutes incubation at 37 °C. Galantamine was used as a reference
compound. The percentage inhibition of AChE was determined using
the following:

Inhibition (%) = (E — S)/E x 100 (2)

where E is the activity of the enzyme in the absence of the test sample
and S is the activity of the enzyme in the presence of the test sample.

Alpha-Glucosidase Inhibitory Activity

The inhibition of a-glucosidase was determined according to the
method reported by Lordan et al. (2013). A volume of 50 pl of ex-
tracts was mixed with 100 pl of the enzymatic solution (0.1 U/ml)
prepared in 100 mM of phosphate buffer, pH 6.9. The microplate was
then left to stand for 10 minutes at 37 °C. Subsequently, 100 pl of p-
nitrophenyl-a-p-glucopyranoside (5 mM prepared in phosphate
buffer) was added and the mixture was allowed to incubate for
40 minutes at 37 °C. Absorbance was recorded at 405 nm using a
microplate reader. Acarbose is used as a positive standard, and the
inhibitory effect was expressed in percentages of inhibition calcu-
lated using the previous Equation (2).
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Table 1
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Total phenolic and total flavonoid content of ethanolic extract from different parts of Cyclamen africanum Boiss. & Reuter.

Extraction yield

Total phenolic content (ug GAE/mg)*

Total flavonoid content (ug QE/mg)*

Leaves 67.6 122.88 + 4.68% 75.625 = 8.10%
Petioles 12.6 88.55 + 9.72° 21.875 + 0.29"
Tuber 40.4 15.17 + 1.06° 11.04 += 0.21¢

Values are means = SD (n = 3). Values with different subscript letters in the same column are significantly different at P < 0.05.

GAE, gallic acid equivalent; QE, quercetin equivalent.

Statistical Analyses

All data were presented as mean + SD values of three measure-
ments. One-way ANOVA followed by Tukey's multiple comparison tests
was performed on GraphPad Prism version 5 software (GraphPad
Software Inc, San Diego, CA, USA). The values are considered to be
significantly different at P < 0.05.

Results
Extraction Yield and the Contents of Phenolic Compounds

The extraction yield as well as the contents of total phenolic and
flavonoids of the ethanol extract of the different organs of C africanum
Boiss. & Reuter were determined and the results are depicted in Table 1.
As seen, the extraction yields strongly depend on the plant organ with
the highest yield obtained with the leaf extract (67.60%), followed by
tuber and finally petioles, which gave the lowest yield. The spectro-
photometric quantification of main phenolics showed that leaves also
contain the highest concentrations of total phenolic and flavonoids
(122.88 = 4.68 ng GAE/mg and 75.625 = 8.10 ug QE/mg, respec-
tively), followed by petioles, whereas tubers gave the lowest contents.

Phytochemical Screening

The results indicate the presence of flavonoids, leuco-anthocyanins,
sterol terpenes in leaves and petioles, anhtocyanins, saponosides, and
alkaloids in petioles and tubers, tannins in leaves, and starch in the
tubers (Table 2). This result approved that C africanum contains various
chemical compounds.

Identification of Biochemical Compounds

The chromatographic profiles of C africanum extracts are shown in
Figures 1, 2, and 3. The extracts of leaves, petioles, and tubers of
C africanum contain chlorogenic acid, caffeic acid, and rutin. In addi-
tion, leaves extract appears to contain kaempferol.

Table 2

Results of phytochemical screening of C africanum.
Secondary metabolites Leaves Petioles Tubers
Tannins + - -
Anthocyanins - ++ + + +
Saponosides - + + 4+ +
Leuco-anthocyanins + ++ R
Alcaloides - + +
Flavonoides + + -
Terpenes and steroids ++ + -
Starch - - +

Coumarins - - -

(+), slightly present; (+ +), moderately present; (+ + +), highly present; (-),
absent.

Antioxidant Activity

In the present work, eight complementary methods were used to
evaluate the antioxidant activity of C africanum extracts and the main
results are presented in Table 3.

The reduction of DPPH is observed by the transformation of the
initial violet colour exhibiting an absorption maximum at 517 nm to
yellow, while with ABTS, the reception of electrons causes the dis-
appearance of the blue colour of the ABTS * solution (discoloration).
Leaves showed the highest capacity to scavenge DPPH radicals with
an ICso 0of 78.66 = 12.09 pug/ml, followed by the petioles, and finally
by the tuber, which exerted the lowest trapping effect. Likewise, the
trapping capacity of the ABTS radical exerted by the different ex-
tracts can be classified in the following descending order: leaves >
petioles > tuber. Compared to BHA, BHT, and ascorbic acid used as
standards, the extracts exerted a weaker trapping effect except for
the leaves in the case of the ABTS radical, which exerted a similar
activity compared to ascorbic acid (values are not statistically dif-
ferent, P > 0.05). The free radical-scavenging activity was further
examined using the hydroxyl radical. Thus, its compensation is very
important. C africanum extracts displayed low hydroxyl radical-
scavenging activity with an ICso greater than 800 pg/ml for all the
extracts.

To better understand electron transfer, methods based on metal
reduction have been used including reducing power, phenanthroline,
and cupric-reducing antioxidant capacity. According to the results
obtained, weak reducing properties of iron ions were observed with
the extracts determined using the reducing power method with Ag 5
greater than 200 ug/ml. In addition, the use of the phenanthroline
assay also showed a low ability of the extracts to reduce ferrous ions.
In contrast, the extracts were more effective at reducing copper ions.
The leaves showed the strongest effect with an Ags of
42.01 * 1.91 pg/ml.

The effect of C africanum extracts on the bleaching of p-carotene
proved interesting with the leaves, showing an ICso value of
35.94 + 0.62pg/ml. Finally, the antioxidant activity was evaluated by
the capacity of the extracts to sequester iron ions. All C africanum ex-
tracts showed a low capacity to bind to ferrous ions with ICs, greater
than 800 ug/ml.

Enzyme Inhibitory Effect

C africanum extracts were evaluated for their ability to inhibit AChE
and a-glucosidase and the results are presented in Table 4 in terms of
ICso. The percentages of inhibition of the extracts against a-glucosidase
at different concentrations are also reported in Figure 4.

As shown in Table 4, all extracts of C africanum Boiss. & Reuter have
no effect on AChE.

Although the extracts of C africanum were inactive against AChE,
they nevertheless showed a strong inhibitory activity against a-gluco-
sidase, which is dose-dependent (Fig. 4). Acarbose used at high con-
centrations compared to extracts displayed lower activity and with a
maximum inhibition of 91.05 = 0.72% at 5 000 pg/ml (Fig. 4b).
However, the determination of ICso values showed that petioles in-
hibited 50% of a-glucosidase activity at low concentration
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Fig. 3. Chromatogram of the extract of C africanum tubers.

(47.13 = 3.98 ug/ml), followed by the tuber, while the leaves showed Discussion
the weakest inhibitory effect (Fig. 4a). Interestingly, all extracts showed

a greater effect compared to standard acarbose (ICsq The ethanolic extract of the species C africanum was identified by
= 275.43 = 1.59 ug/ml). These results may give credence to the pos- HPLC for the first time. The extracts of leaves, petioles, and tubers of
sible use of this plant to manage type 2 diabetes, particularly the C africanum contain chlorogenic acid, caffeic acid, and rutin. In addi-
petiole. tion, leaves extract appears to contain kaempferol.
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Table 3

Antioxidant activity of C africanum extracts assessed by different methods.

Iron chelating (ICso)

B-carotene

Phenanthroline assay

(AO.S)

CUPRAC

(Aos)

Reducing power

OH scavenging

ABTS
(ICs0)

DPPH

(ICs0)

bleaching (ICso)

(Ao.s)

(ICs0)

> 800
> 800
> 800

NT

35.94 = 0.62°

NA

143.50 + 1.06°

42,01 = 1.91¢
64.43 + 1.99°

> 200
> 200
> 200
9.29 + 0.22°

> 800
> 800
> 800

NT

472 + 1.77°

78.66 = 12.09°
80.53 *+ 6.85"

Leaves

Sadou et al.

88.50 + 3.71¢

18.05 + 1.38°
32.40 + 1.18¢

Petioles
Tuber
BHA

BHT

> 800

136.25 + 1.44°

165.39 * 15.15

149.19 + 18.23°
6.14 + 0.41°

1.24 + 0.01*

0.93 + 0.07°

4.81 + 0.87°

1.81 + 0.10°

NT

1.26 = 0.03*

NT

2.24 + 0.17°

1.82 = 0.19%

8.41 + 1.46"

NT

1.29 + 0.30°

12.99 + 0.41*
4.39 + 0.01°

NT

NT

5.25 + 0.20°

NT

8.69 + 0.14°

NT

5.45 + 0.15%

NT

32.33 = 1.17

NT

3.04 = 0.05°

NT

A. acid
EDTA

+ 0.32

12.11

NT

Values are means + SD of three determinations. ICso and Ag 5 values are expressed in pg/ml. Values with different subscript letters in the same column are significantly different at P < 0.05.

NA, No activity; NT, not tested; BHA, butyl hydroxyl anisole; BHT, butyl hydroxyl toluene; A. acid, ascorbic acid; EDTA, ethylenediaminetetraacetic acid; ABTS, 2,20-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic

acid; CUPRAC, cupric-reducing antioxidant capacity; DPPH, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; OH, hydroxyl radicals.
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Table 4
ICso values of various extracts of C africanum Boiss. & Reuter against acet-
ylcholinesterase and a-glucosidase.

Acetylcholinesterase
ICso (ug/ml)

a-glucosidase
ICsp (ug/ml)

Leaves NA 158.18 + 17.50°
Petioles NA 47.13 + 3.98°
Tubers NA 79.14 + 8.50°
Galantamine 6.27 = 1.15 NT

Acarbose NT 275.43 + 1.59¢

Values are the mean *+ SD of three measurements. Values with different sub-
script letters in the same column are significantly different at P < 0.05.
NA, No activity; NT, not tested.

Kaempferol has several pharmacological properties, including anti-
tumour, antidiabetic, antimicrobial, antioxidant, anti-inflammatory,
cardioprotective, and neuroprotective activities, and is used in cancer
chemotherapy (Imran et al., 2019).

A recent study has proven the use of rutin (also called, quercetin-3-
O-rutinoside) as a therapy for venous insufficiency and the treatment of
type 2 diabetes (Lixon and Quinet, 2020). Caffeic acid is an antioxidant
and might therefore contribute to the prevention of cardiovascular
disease. Chlorogenic acid is an important and biologically active dietary
polyphenol, playing several important and therapeutic roles such as
antiviral, antibacterial, antioxidant, hepatoprotective, cardioprotective,
anti-obesity, anti-inflammatory and antimicrobial (Naveed et al.,
2018).

Several compounds were previously identified in other Cyclamen
species. This makes species of this genus candidates for new drugs in
the prevention of human diseases. The chromatographic profiles of
C africanum extracts analysed by HPLC show several peaks, which seem
to contain several types of phenolic compounds. HPLC analysis of ex-
tracts showed that leaf extract is rich in chemical components com-
pared with the petiole and tuber extracts. Due to the lack of standards,
the main compound was not identified in the study; we hope that these
compounds can be developed in the future.

The yield, the amount of phenolic compounds, as well as the nature
of the compounds extracted can be strongly influenced by various
parameters related to the extraction process, in particular the solvent,
the temperature, the powder/solvent ratio, and the time of the ex-
traction (Abbasi et al., 2008; Guerrero et al., 2008; Lapornik et al.,
2005). In addition, the plant organ has been reported to have a pivotal
role in determining the amount and nature of compounds (Luximon-
Ramma et al., 2002). Referring to the literature, low contents of total
phenolic and flavonoids contents in the methanolic extract from the
aerial parts of C africanum were reported by Sofiane and Wafa (2020)
with values of 43.49 + 1.04 pg GAE/mg and 2.48 + 0.08 ug QE/mg,
respectively. In another study by Sarikurkcu (2011) on C mirabile,
Hildebr. reported the effect of the extraction solvent and the plant
organ used on the yield and polyphenol content of the species. Ac-
cording to the study, the leaf extract gave the highest yields compared
to the tuber extract obtained using different solvents. In contrast,
Zengin et al. (2020a) working on Cyclamen cilicium found that the
highest levels of total phenolics and flavonoids were recorded with the
root compared to other organs (flowers, leaves, and tubers).

The antioxidant activity of plant extracts is generally linked to the
presence of phenolic compound (Shahidi and Ambigaipalan, 2015). The
leaf extract showed the most potent antioxidant activity, which can be
attributed to its high content of phenolic compounds. These results are
consistent with other previous studies, which reported a close re-
lationship between antioxidant activity and phenolic contents
(Derakhshan et al., 2018; El Aanachi et al., 2020; Lekouaghet et al.,
2020). Indeed, such an observation has already been reported in certain
Cyclamen species such as C mirabile (Sarikurkcu, 2011) and C alpinum
(Turan et al., 2018). The antioxidant activity of C africanum is scarcely
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Fig. 4. Inhibitory effect of C africanum Boiss. & Reuter extracts (A) and acarbose (B) at different concentrations on a-glucosidase. Each point represents the mean of

three parallel measurements.

reported in the literature. Our observation is in agreement with the
results reported by some previous research that has demonstrated that
the leaf part of C alpnium and C mirabile showed the highest free radical-
scavenging activity (Sarikurkcu, 2011; Turan et al., 2018). The method
of decolourisation of -carotene has been performed by Turan and
Mammadov (2018), and the results also confirmed that C alpinum
leaves extract had the highest activity.

Mazouz and Djeddi (2014) reported the antioxidant activity of dif-
ferent extracts of aerial parts of C africanum evaluated using DPPH. The
methanol and methanol-water extracts showed interesting antioxidant
activity with percentages of inhibition of 70.440 + 1.656 and
64.286 *= 12.718%, respectively, at 1 mg/ml. Recently, Sofiane and
Warfa (2020) demonstrated an interesting antiradical effect of the aerial
parts of C africanum (ICso = 36.85 * 14.99 ug/ml).

Preceding studies on the antioxidant activity of the tuber and leaf
extract of C mirabile (Sarikurkcu, 2011) showed a high reducing power
activity compared to that obtained in the present work.

Polyphenols and many other plant-derived molecules have been
reported to have the ability to interact with proteins exerting functional
actions such as enzymes (Quifiones et al., 2013). Several papers re-
ported the anticholinesterase effect of plant extracts or isolated com-
pounds, including alkaloids, polyphenols, and terpenoids (Gali and
Bedjou, 2019). Thus, inhibition of ACh degradation by AChE has long
been the main approach to symptomatic treatment of Alzheimer’s dis-
ease, which aims to delay the breakdown of ACh and improve the
cognitive capacities of patients (Ballinger et al., 2016; Zengin et al.,
2020b).

Zengin et al. (2020a) have reported a significant anticholinesterase
effect of the different parts of C cilicium with values between
3.80 + 0.14 and 4.46 mg galantamine equivalent/g of extract.

The inhibition of digestive enzymes responsible for the degradation
of complex carbohydrates, such as a-glucosidase, plays an essential role
through their hydrolytic action on the absorption of these compounds.
Subsequently, inhibition of these enzymes hinders the passage of food
carbohydrates into the bloodstream and prevents postprandial hy-
perglycaemia (Tundis et al., 2010).

Several studies have been devoted to the evaluation of the hy-
poglycaemia effect of plant extracts and have shown a significant effect
and more important than that shown by acarbose and voglibose usually
used as a-glucosidase and a-amylase inhibitors (Djermane et al.,
2020; Madikizela et al., 2017). A previous study by Zengin et al.

(2020a) on different parts of C cilicium showed a remarkable inhibitory
effect against a-glucosidase and the root with the highest total phenolic
content, but low flavonoid content was the most effective
(15.75 = 0.02 mmol equivalent of acarbose/g of extract). It will then
be concluded that the nature of the compounds present in the extracts
plays a pivotal role in its activity. Indeed, a preliminary analysis of the
chemical composition of C africanum showed the presence of terpenes
and tannins in the aerial parts (Mazouz and Djeddi, 2014). Moreover, a
relationship between the presence of condensed tannins and the in-
hibition of a-glucosidase activity has been observed (Oliveira Raphaelli
et al., 2019; Renda et al., 2018).

Conclusion

Cyclamen africanum Boiss. & Reuter is an endemic plant rarely stu-
died. The present study aims to investigate some pharmacological ef-
fects of the plant. HPLC analysis reveals the presence of different phe-
nolic components in the leaves, petioles, and tubers such as chlorogenic
acid, rutin, caffeic acid, and kaempferol. The results show that leaves
have interesting antioxidant effects. All extracts are found inactive
against AChE. While remarkable inhibitory effect is obtained against a-
glucosidase with petiole as the most potent. With such promising re-
sults, C africanum can constitute a good source of bioactive compounds
with antioxidant and anti-alpha-glucosidase effects. However, further
investigation is needed to determine the chemical structure of the
compound responsible for these biological activities.
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