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Introduction

INTRODUCTION

Pendant longtemps, les remedes naturels et surtout les plantes médicinales qui
constituaient la base de la pharmacopée et de la thérapeutique des civilisations antiques, ont
été le principal recours de la médecine de nos grands-parents (Benyahia, 2017).

Selon 1'Organisation Mondiale de la Santé (OMS, 2008), plus de 80% de la population
mondiale repose sur la médecine traditionnelle pour ses besoins de soins de santé primaire, en
raison de la pauvreté et du manque d'acces a la médecine moderne (Pierangeli ef al., 2009).

Ainsi les plantes ont pu démontrer une réelle efficacité (Ghnimi, 2015).

L‘étude de la chimie des plantes est toujours d’actualité malgré son ancienneté, cela tient
principalement au fait que le réegne végétal représente une source importante d’une énorme
variété de molécules naturels bioactives (Bahroun ef al., 1996).

Aujourd’hui, beaucoup de chercheurs s’intéressent aux plantes médicinales en raison de
leur réservoir immense en composés potentiels et en molécules bioactives. A coté des
métabolites primaires, elles accumulent fréquemment des métabolites dits secondaires. Ces
derniers représentent une source importante de molécules, dont les polyphénols. Ces
métabolites sont tres utilis€s dans les industries alimentaires (gofit, couleur), cosmétiques,
pharmaceutiques et biomédicaux et font partie des médicaments, colorants, aromes, parfums

et des insecticides (Aziri et Djenad, 2017).

Le monde des sciences biologiques et médicales est envahi par un nouveau concept, celui
du stress oxydant, ainsi qu’une recrudescence d'intérét est a remarquer concernant les effets
biologiques des antioxydants naturels qui agissent contre les especes réactives de 1’oxygene
(ERO) (molécules prooxydantes tres réactives causent des dommages cellulaires graves)
(Manallah, 2012). Ces derniers sont inclus dans la lutte contre le stress oxydatif qui est le
centre de nombreuses pathologies par I’intermédiaire de la dénaturation des protéines, lipides,
sucres et méme de I’ADN (Benidiri et Benmammar, 2016). Ce stress est impliqué dans le
vieillissement et dans le déclenchement et la progression de plusieurs maladies telles que le
cancer, l'athérosclérose, les accidents cardiovasculaires (AVC), I’ostéoporose, les maladies

inflammatoires, et les maladies neurodégénératives (Manallah, 2012).

L’indispensabilité de 1’oxygeéne moléculaire pour notre survie et notre développement
n’est plus a démontrer, et ce, lors d’une prise réguliere, mais a fortes doses, il peut étre tres
toxique. Cette toxicité est le corollaire de la formation inéluctable de diverses especes
chimiques qui, le plus souvent, sont des radicaux libres, dotés de propriét€s oxydantes

importantes (Koechlin-Ramonatxo, 2006).
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L’organisme se protege toujours contre la formation et 1’agression de ces oxydants grace

a un systeme de défense hyper efficace, complété par des apports alimentaires en substances

antioxydantes exogenes comme que les caroténoides, les vitamines et les composés
phénoliques.

La capacité des polyphénols a piéger les radicaux libres, précurseurs du stress oxydatif, a

fait I’objectif de nombreuses études, et plus récemment un grand intérét, en raison de leurs

puissantes activités antioxydantes (Li et al., 2006 ; Govindarajan et al., 2007).

Dans cette optique, nous avons entrepris 1’étude de I’activité antioxydante des extraits
de la partie souterraine (tubercule) de Cyclamen sp qui est une plante largement exploitée en

médecine traditionnelle.

L’objectif essentiel de notre travail vise a démontrer la richesse de cette plante en
polyphénols et de déterminer leur activité antioxydante, ce qui consiste a répondre a la
problématique suivante : Pouvons-nous considérer la plante Cyclamen sp comme une source
naturelle d’antioxydants ? Autrement dit: cette plante est-elle une source naturelle
d’antioxydants ?

Pour cela notre étude est organisée deux parties :

e La premiere est une recherche bibliographique de quelques rappels comportant des
généralités sur la plante étudiée, sur les radicaux libres, le stress oxydatif et les
antioxydants.

* La deuxieme partie est consacrée a I’étude expérimentale, qui porte sur 1’extraction, le

dosage des composés phénoliques (polyphénols totaux) de la partie souterraine

(tubercule) de Cyclamen sp, et sur I’évaluation de leur activité antioxydante in vitro.

A la lumiere des résultats obtenus, 1’étude s’acheve par une conclusion générale suivie

par des perspectives de recherche qui seront envisagées pour de futures études sur le sujet.
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CHAPITRE I : PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

I.1. Le genre Cyclamen

Le cyclamen est une plante médicinale tubéreuse adaptée aux conditions
méditerranéennes. Le nom vernaculaire francais est Cyclamen, alors qu’en arabe c’est
Khobzet ed dib et Hadibi (Anonyme, 2009). Cette plante pousse spontanément en Algérie
et appartient a la famille des Primulaceae (Mazouz, 2014). Elle est endémique a I’ Afrique
du Nord, et commune dans la région de Bejaia. Ses cycles de développement, de floraison
et de repos sont bien définis. Sa floraison est principalement hivernale et sa période naturelle

de repos débute au printemps.
I.1.1. Description et classification du genre Cyclamen

Le nom Cyclamen vient du grec cyclos qui signifie cercle en allusion au pédoncule
floral roulé en cercle (Anonyme, 2009). Les plantes appartenant a ce genre sont vivaces,
elles sont caractérisées par de grosses tiges tubéreuses circulaires et aplaties d'oll naissent les
racines. Les feuilles, ovales-cordées, peu anguleuses ou non, sont généralement vertes
foncées et marbrées au-dessus, pourprées au-dessous. Les fleurs pentameres, sont 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). La tige s'enroule sur elle-méme pour former une
sorte de ressort au moment de formation des graines, a l'exception du Cyclamen de Perse,

dont la tige reste droite (Bonduel, 1990).

1.1.2. Position systématique

Selon Quezel et Santa (1963), la position systématique du Cyclamen est la suivante :
Reégne : Plantae

Sous -régne : Tracheobionta

Embranchement : Magnoliophyta (Angiospermae)

Classe : Magnoliopsida (Dicotylédones)

Sous-classe : Magnoliidae

Ordre : Primulales



Chapitre I : Partie bibliographique

Famille : Primulaceae

Genre : Cyclamen

I.1.3. Répartition géographique

Le genre Cyclamen regroupe 23 especes (Takamura et al., 2005) qui sont réparties
dans certaines parties de I'Europe, 1'Asie occidentale et I'Afrique du Nord (Sugiyama et al.,
2008). Le Cyclamen d'Afrique est une espece endémique a 1'Afrique du Nord, commune
dans le Tell algérien et le littoral Algéro-constantinois. Il est présent dans les foréts et les

broussailles (D. G. F., 2003 ; Anonyme, 2009).

I.1.4. Propriétés biologiques du genre Cyclamen

+ Utilisation en médecine traditionnelle

Les Egyptiens, Grecs et Romains connaissaient déja les cyclamens et les utilisaient
en médecine. Le Cyclamen est recommandé en extrait alcoolique contre les bourdonnements
d'oreille. Cette méme teinture s’emploie utilement contre les migraines rebelles et les
névralgies (Fournier, 1999). Cet auteur préconise aussi que les adeptes de 'homéopathie
utilisent I'essence homéopathique du tubercule frais récolté au printemps, contre toute une
série de maux : douleurs de téte et d'oreilles, coryza, maux de dents, troubles de la digestion
(météorisme), crises de coliques, chlorose liée a 1'aménorrhée, douleurs rhumatismales et
goutteuses sans manifestations fébriles, certaines névroses, teigne, aménorrhée,

dysmenorrhée, crampes des membres inférieurs et diverses maladies de la peau.

La racine du Cyclamen réduite en pulpe est un bon résolutif, on I'applique sur les

tumeurs scrofuleuses, les engorgements indolents et I’cedeme (Cazin, 1868).

Le Cyclamen hederifolium est utilisé contre les verrues (Pieroni, 2004) et contre les
engelures (Guarrera et al., 2008), tandis que Cyclamen mirabile est utilis€ comme un agent

antifongique contre les especes Candida et Cryptococcus neoformans (Pawar et al., 2011).
e Activités biologiques reconnues

Le genre Cyclamen est riche en saponines, connues pour avoir des activités

biologiques intéressantes. Peu de travaux relatifs aux activités biologiques du Cyclamen
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d'Afrique sont rencontrés dans la littérature, cependant certaines especes appartenant a ce
genre possedent des activités biologiques reconnues, parmi elles le Cyclamen mirabile
Hildebr récolté en Turquie, dont 1'extrait de feuille a montré une forte activité antioxydante
(Sarikurkcu, 2011). D’apres les travaux de Speroni ef al., (2007), les tubercules de C.
repandum S. et S. possédent des potentiels anti-inflammatoires et anti-nociceptifs grace a la

présence de saponines triterpéniques.

D’autre part, les travaux de Emre ef al., (2013) ont mis en évidence l'activité
larvicide des extraits de tubercules isolés a partir de deux especes de Cyclamen: C. mirabile

Hildebr et C. alpinum Dammann et Sprenger contre Culex pipiens L.

En outre, les saponines triterpéniques: Saxifragifolin B et Cyclamine isolées du C.
libanoticum Hildebr et du C. persicum Mill ont été€ décrites pour la premiere fois et on ont
montré de fortes activités cytotoxiques contre des lignées cellulaires du cancer du sein et le

carcinome du poumon.

I.2. Stress oxydatif

1.2.1. Radicaux libres
Définition

Les radicaux libres sont des especes chimiques qui possédent un ou plusieurs électrons
célibataires sur leurs couches périphériques, rendant ainsi ces especes particulicrement
instables (Durand ef al., 2013). Ils sont tres réactifs et peut ainsi réagir avec d’autres atomes
ou molécules et se comporter, selon le cas, comme un oxydant ou comme un réducteur, afin
d’apparier leur électron célibataire. Ils auront donc tendance soit a donner leur électron, soit

a créer une liaison pour combler leur orbitale.
* Principaux radicaux libres

De maniere plus synthétique, les principales espeéces réactives et leurs propriétés sont

récapitulées dans le Tableau 1.
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Tableau 1 : Principales propriétés des especes réactives radicalaires et non radicalaires.

Nomenclature | Symbole Propriétés et principales réactions Référence
Le radical O2 - se dismute spontanément au pH
Anion 02 Physiologique en produis‘ant du peroxyde d’hydrogene,
superoxyde il esE généré par la réduc’tlor.l monovalente de l’oxygAéne Pisoschiet Pop
moléculaire. Cette réaction semble surtout  étre (2015)
catalysée par des NADPH oxydases membranaires.
Les voies conduisant a la formation de ce radical:
Radical réaction de fenton (celle qui implique les métaux de
hydroxyle HO | (ransition) et réaction d’Haber et Weiss (L’H202 peut| Toro et Rodrigo
aussi réagir avec le radical superoxyde, aboutissant 4 la (2009)
production du HOe )
Synthétisé dans les cellules endothéliales a partir de
Monoxyde .NO I’arginine et 1’02 /grﬁ.lce a l’action d’enzymes \NO
d’azote (oxyde synthase. Il peut réagir avec la plupart des especes
(nitrique oxygénées et se transformer en dioxyde d’azote (NO2),| Lismont et al..
lequel peut donner du trioxyde d’azote (N203), Pour (2015)
enfin aboutir a un ion nitrate stable (NO2 - ) ; de plus, le|
monoxyde d’azote forme avec O2 e- le peroxynitrite.
Généralement issus de I’action des radicaux hydroxyles|
Radicaux alkyles sur les substrats biologiques (par arrachement d’atome| ~ Delattre et al.
"R d’hydrogene ou addition sur les doubles liaisons). (2005)
. *ROO | Les radicaux peroxyles sont des radicaux secondaires
Radlcalu X issus de I’addition de I’oxygene sur les radicaux centré | Delattre et al.
peroxy sur le carbone Re . (2005)
Peroxyde d’hydrogene formé a la dismutation de O2 e-
Peroxyde H,0, pflr le superoxyde dismutafe 01\1 produit par réduction
d’hydrogene bivalente de I’oxygéne grace a un grand nombre de .
déshydrogénases. En présence de métaux de transition Birben et al.
(fer et cuivre), I’ H202 donne naissance via la réaction (2012)
de Fenton a un radical hydroxyle HOe hautement
réactif.
(10y) Oxygene avec des spins antiparalléles. Produit a des
Oxygene pressions importantes en oxygene sous l'effet de
singulet I’absorption des rayons UV. Il disparait trop vite pour Chu et al. (2010)
étre toxique in vivo
Acide HOCI Produit dans les neutrophiles, sa toxicité s’effectuer
hypochlorique a travers des réactions d’halogénations et Chu et al. (2010)
d’oxydations.
‘ONOO Produit dans les neutrophiles, sa toxicité s’effectue
[Peroxynitrite a travers des réactions d’halogénations et Lismont et al.
d’oxydations. (2015)
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* Role physiologique des espéeces réactives

Les EOR et ERN jouent un role bénéfique dans les systemes biologiques et
indispensables aux organismes vivants (Valko et al., 2007) lorsqu’ils sont impliqués dans
des roles physiologiques au niveau des réponses cellulaires. A titre d’exemple, le NO* joue
un rdle dans plusieurs processus physiologiques tels que la protection cardiaque, la
régulation de la pression artérielle, la neurotransmission et les mécanismes de défense
(Holmstrom et Finkel, 2014). Ces especes réactives (O2.-, H202, NO) interviennent aussi
dans la maturation, I’hyperactivation des spermatocytes et la fusion du spermatocyte avec
I’ovocyte (Bae et al., 1997), la signalisation cellulaire et la régulation de nombreux facteurs
de transcription tels que I’AP1 (Activator protein-1) et HSF1 (heatshock factor 1) qui
activent des genes protecteurs de la cellule (Delattre et al., 2005). Les especes réactives
oxygénées et azotées participent aussi dans la différentiation cellulaire, 1’apoptose,

I’immunité et la défense contre les micro-organismes (Steinbeck et al., 1993).
I.2.2. Stress oxydant
e Définition

C’est la perturbation de 1’équilibre endogene entre radicaux libres et antioxydants
de courte ou longue durée, qui se traduit par la formation excessive ou la suppression
insuffisante des radicaux libres (RL) résultant soit d‘un manque de capacité antioxydante,
soit d‘une surabondance des RL, nommé stress oxydant (Biesalski et al., 1997). Ce
déséquilibre pro-oxydant/antioxydant peut avoir une origine exogene : molécules oxydantes,
toxines comme les métaux lourds toxiques ou une origine endogene : disfonctionnements de
certaines sources de production et systemes d’élimination des ROS (Favier, 2003; Servais,

2004).
* Conséquences du stress oxydatif

Le stress oxydant entraine des dommages oxydatifs des différents composants

cellulaires, protéines, lipides et acides.
-Dommages oxydatifs a ’ADN

Les acides nucléiques sont particulierement sensibles a l'action des radicaux libres.
L‘attaque de I'ADN va entrainer la modification des bases puriques et pyrimidiques ou des
cassures au niveau de la double hélice et des mutations ponctuelles, qui peuvent avoir de
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graves conséquences sur la synthese des protéines et sur la transmission de l'intégrité du

patrimoine génétique (Thanan et al., 2014).
-Dommages oxydatifs aux lipides

Les lipides sont une cible privilégiée des radicaux libres. Ceux-ci provoquent en effet
I’oxydation des acides gras polyinsaturés (AGPI) des phospholipides membranaires
(principaux constituants des membranes des cellules), mais aussi des organites cellulaires et
des noyaux. Ce phénomene est appelé peroxydation lipidique ou lipopéroxydation
aboutissant a la formation de LDL oxydées qui sont captées par des macrophages, et forment
le dépdt lipidique de la plaque d'athérome des maladies cardiovasculaires, l'attaque des
phospholipides membranaires modifiant la fluidit¢é de la membrane et donc le
fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et la transduction des signaux

(Favier, 2003).
-Dommages oxydatifs aux protéines

Les acides aminés possedent des susceptibilités différentes vis-a-vis des radicaux
libres. Les plus réactifs sont 1‘histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine.
Toute attaque radicalaire d‘un acide aminé provoquera 1‘oxydation de certains résidus avec,
pour conséquences, l‘apparition de groupements carbonylés, des clivages de chaines
peptidiques et des ponts bi-tyrosine intra et inter-chaines. La plupart des dommages sont
irréparables et peuvent entrainer des modifications fonctionnelles importantes (Haleng et

al., 2007).
I.3. Antioxydants

1.3.1. Définition

C’est I’ensemble des substances ou molécules capables d’inhiber la production,
limiter la propagation ou destruction d’ERO. Les antioxydants peuvent agir en réduisant ou
en dismutant I’espece ou en la piégeant pour former un composé stable, en séquestrant le fer

libre ou en générant du glutathion (Favier, 2003).
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1.3.2. Systeme antioxydant

1.3.2.1. Systeme antioxydant endogene

Les antioxydants endogenes de type enzymatique sont plutét impliqués dans la
neutralisation des radicaux libres tels que la superoxyde dismutase, la glutathion peroxydase
et la catalase. Alors que les antioxydants non enzymatiques comme le glutathion et 1’acide

urique (Michiels ef al., 1994) jouent le rdle de cofacteur de plusieurs enzymes antioxydants.
1.3.2.2. Systeme antioxydant exogeéne

a. Acide ascorbique (vitamine C)

La vitamine C empéche I‘oxydation des LDL produites par divers systémes
générateurs des ERO. Lors de son oxydation en acide déhydroascorbique, elle passe par une
forme radicalaire intermédiaire (radical ascorbyle), qui joue un rOle essentiel dans la

régénération de la vitamine E oxydée (Mak et al., 2002).
b. a-tocophérol (vitamine E)

Cette vitamine est décrite comme étant le principal antioxydant liposoluble dans le
plasma et les érythrocytes chez 1°‘homme, situés dans les lipoprotéines et dans les membranes
(Delattre et al., 2005). Lors de la peroxydation lipidique, elle va permettre 1‘inhibition de
1‘étape de propagation, et ainsi assurer un rdle de protection des membranes contre

I*‘oxydation lipidique (Herrera et Barbas, 2001).
c. Caroténoides

Les caroténoides sont des pigments fabriqués par les végétaux. Ce sont eux qui
donnent aux fruits et Iégumes des couleurs orange, rouge et jaune. Les plus importants sont
le béta-carotene, l‘alpha-caroténe et le lycopene. La plupart des caroténoides ont une
propriété antioxydante. Leur structure polyéne leur permet d‘absorber la lumiere et de

neutraliser 1‘oxygene singulet (Causse, 2008).
d. Composés phénoliques

Les polyphénols ou composés phénoliques, sont des molécules spécifiques du regne
végétal qui appartiennent a leur métabolisme secondaire (Mompon et al., 1996 ; He et al.,

2008). On les trouve dans les plantes, des racines jusqu’aux fruits. Leurs fonctions ne sont
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pas strictement indispensables a la vie du végétal, mais ces substances jouent un rdle majeur
dans les interactions de la plante avec son environnement (Hynes et O’Coinceanainn,
2004), contribuant ainsi a la survie de I’organisme dans son écosysteme. Le terme phénol
englobe environ 10000 composés naturels identifiés (Hynes et O’Coinceanainn
2001 ; Mochizuki et al., 2001). L’élément structural fondamental qui les caractérise est la
présence d’au moins un noyau phénolique a 6 carbones, auquel est directement lié¢ au moins
un groupe hydroxyle (OH) libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside

(Kakhlon et Cabantchik, 2002 ; Welch et al., 2002).
- Acides phénoliques

Ce sont des composés organiques possédant au moins une fonction carboxylique et
un hydroxyle phénolique. Ils sont représentés par deux sous-classes dérivées de 1’acide

hydroxybenzoique et de 1’acide hydroxycinnamique (Thompsen et Mottola, 1984).
- Flavonoides

Le terme flavonoide désigne une tres large gamme de composés phénoliques
(Seyoum et al., 2006). Ces derniers possédant un squelette de base a quinze atomes de
carbone, constitués de deux noyaux aromatiques et d'un hétérocycle central de type pyrane,
formant une structure C6-C3-C6 (De Souza et De Giovani, 2004). Ce sont les composés les
plus abondants parmi tous les composés phénoliques. Ils interviennent dans la pigmentation
des fleurs et dans les processus de défense contre le rayonnement UV, les herbivores et les
attaques microbiennes (Korkina et Afanas’ev, 1997). Les flavonoides sont présents dans

une grande variété d'aliments (fruits et Iégumes, céréales, jus de fruits, thé et vin).

Il existe plusieurs classes de flavonoides, dont les principales sont les flavones, les
flavonols, les flavan-3-ols, les isoflavones, les flavanones et les anthocyanidines. La
structure de base de ces différents flavonoides peut subir de nombreuses substitutions, les
groupements hydroxyles étant généralement en positions 4, 5 et 7. Ces substances existent

généralement sous forme de glycosides (Afanas'ev ef al., 2001).
- Tannins

Les tanins représentent une classe tres importante de polyphénols localisés dans les
vacuoles (Karamad¢ et Pegg, 2009). Ils existent dans toutes les parties de la plante : I’écorce,

le bois, les feuilles, les fruits et les racines (Scalbert, 1991). Historiquement, le terme tanin
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regroupe des composés phénoliques caractérisés par leurs propriétés de combinaison aux
protéines (Manach et al., 2004). Sur le plan structural, les tanins sont divisés en deux

groupes : tanins hydrolysables et tanins condensés (Monteiro et al., 2004).
e. Mécanisme d’action des polyphénols

Les composés phénoliques agissent comme donneurs de protons ou d’électrons,
comme chélateurs de métaux de transition (Marquez-Garcia et al., 2009), et comme
inhibiteurs d’enzymes génératrices de radicaux libres et inducteurs de la synthese d’enzymes
antioxydantes (Hennebelle ef al., 2004). L’ activité antioxydante des composés phénoliques
augmente avec le degré de polymérisation et diminue avec le degré de méthylation et de

glycosylation au niveau des groupements hydroxyles (Macheix et al., 2005).
- Chélation des métaux

Les composés phénoliques inhibent la formation de radicaux libres par la chélation
des métaux tels que : le Cuivre, le Fer et I’ Aluminium. Ces ions métalliques renforcent les
effets nocifs du stress oxydant, en stimulant la production des radicaux hydroxyles (OH).
Ces composés, en chélatant les ions métalliques, forment des complexes de coordination
avec ces métaux, en occupant tous les emplacements et peuvent ainsi convertir les ions
métalliques en complexes insolubles, empéchant leurs interactions avec les intermédiaires

lipidiques (Virgili e al., 2001 ; Lee et al., 2004).
- Neutralisation des radicaux libres

Les composés phénoliques sont des piégeurs efficaces de radicaux libres, et ceci
grace a leur groupement hydroxyle fortement réactif contre I’anion superoxyde, le radical
hydroxyle et ’oxygene singulet, selon la réaction suivante : Flavonoide (OH) + R.—
flavonoide (O.) + RH (Heim et al., 2002). Les flavonoides préviennent la peroxydation

lipidique en réagissant avec les radicaux libres (Havsteen, 2002).
- Inhibition d’enzymes

Les composés phénoliques affectent I’activité de nombreux systemes enzymatiques
impliqués dans le stress oxydant. Certains flavonoides comme 1’apigenine, la quercétine et
la myricétine inhibent la xanthine oxydase, qu’est considérée comme une source biologique
importante du radical superoxyde lors de 1’oxydation de I’hypoxanthine en acide urique

(Nijveldt et al., 2001).
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CHAPITRE II : MATERIEL ET METHODES

I1.1 Matériel
I1.1.1 Matériel végétal

La plante Cyclamen sp a été récoltée au mois de mars dans la région de Beni
Maouche (Bejaia), au village d’El-Djabia, dans le Nord-Est algérien. L’identification a été
faite par Dr. Fellah. La partie souterraine (tubercule) est nettoyée, séchée a I’ombre et a la
température ambiante puis a I’étuve a une température de 40°C, suivi du broyage et du
tamisage. Enfin la poudre de Cyclamen est stockée a I’abri de la lumiere jusqu'a son

utilisation ultérieure.
I1.1.2 Réactifs

Les réactifs utilisés dans cette €tude sont : Folin-Ciocalteu, Carbonate de sodium
(Na2CO3), Trichlorure de fer (FeCls), Acide trichloracétique (TCA), Hydrogénophosphate
de sodium (Na2HPOs), Dihydrogénophosphate de sodium (NaH:POa), Ferricyanure
([Fe(CN)s]*), Chlorure ferreux (FeClp), Ferrozine, 2,2’-diphényle-1-picryl hydrazyl
(DPPH), B- carotene (CasoHss), Tween 40, Acide linoléique (CisH3202), Chloroforme
(CHCls), Hydroxyanisole butylé (BHA), Acide sulfurique (H>SOs), Molybdate de di-
ammonium (HsMoN20O4), Méthanol (CH30OH), Peroxyde d’hydrogene (H202) et Acide
gallique (C7HcO5).

I1.2 Méthodes
11.2.1 Méthode d’extraction

I1.2.1.1 Principe

L’extraction des principes actifs est effectuée par 1’agitation de 500 mg de poudre
dans 50 ml d’acétone a 25% et d’éthanol 25% qui consiste a laisser la poudre du matériel
végétal en contact avec les deux solvants : acétone et éthanol sur une plaque agitatrice
pendant 30 minutes a 25 °C. Puis le mélange est centrifugé a 3000 rpm pendant 10 minutes
et le surnageant est filtré jusqu'a 1’obtention d’une solution limpide qui sera conservée au

réfrigérateur.
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I1.2.1.2. Préparation de la poudre de Cyclamen sp

Elle comprend plusieurs étapes depuis la récolte jusqu’a 1’obtention de la poudre

qui servira aux analyses biochimiques.

a. Séchage

Apres avoir bien nettoyé les racines de Cyclamen, on procede a leur séchage a

I’étuve a une température de 40 °C.

b. Broyage

Apres le séchage, 1’échantillon sec obtenu est broyé a I’aide d’un broyeur électrique

jusqu’a I’obtention d’une poudre tres fine.

c. Tamisage

Le tamisage est effectué afin d’obtenir une poudre d’une granulométrie inférieure a
125 pm. La poudre ainsi obtenue est conservée dans des flacons en verre, fermés
hermétiquement pour éviter que la poudre n’absorbe 1’humidité, a 1’abri de la lumiere pour

réduire le taux d’oxydation dii a la lumiere.

I1.2.2 Dosage des polyphénols totaux

a-Principe

Le dosage des polyphénols totaux est basé sur la quantification de la concentration
totale des groupements hydroxyles présents dans I'extrait. Le réactif de Folin-Ciocalteau,
en milieu alcalin, oxyde les phénols en ions phénolates et réduit partiellement ces
hétéropolyacides, d'ot la formation d’un complexe molybdo-tungstique bleu. La coloration
bleue obtenue est mesurée au spectrophotometre a 760 nm, l'absorption étant

proportionnelle a la quantité de phénols présents (Ribéreau-Gayon et al., 1968).

b-Mode opératoire

Une quantité de 0,2ml de I’extrait brut est introduite dans des tubes a essais, a
laquelle on ajoute 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu dilué 10 fois. Apres 3 a 5 minutes, on
ajoute 0,4 ml de carbonate de sodium a 7,5%. Les tubes sont agités et incubés pendant 120
minutes. L absorbance est mesurée a 760 nm a I’aide d’un spectrophotometre. Une courbe

d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires en utilisant
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I’acide gallique comme controle positif. Les résultats sont exprimés en milligramme (mg)

équivalent d’acide gallique par cent gramme de matiere seche (mg EAG/100g MS).

I1.2.3 Evaluation de I’activité antioxydante in vitro

Dans notre étude, la mise en évidence de I’activité antioxydante in vitro de nos
extraits a été réalisée par différentes techniques a savoir : 1’activité antioxydante totale
(TAC), le pouvoir réducteur du fer, le piégeage du radical libre DPPH, le pouvoir
chélateur du fer, la détermination de I’activité inhibitrice du peroxyde d’hydrogene et le

test de blanchissement du p-carotene.

I1.2.3.1 L’activité antioxydante totale (TAC)

Une quantité de 0,3 ml d’extrait est mise dans des tubes a essais a laquelle on ajoute
3 ml d’une solution contenant de 1’acide sulfurique 0,6 M, du phosphate de sodium 28 mM
et du molybdate d’ammonium 4 mM. Les tubes sont incubés a 95°C au bain-marie pendant

90 min. L'absorbance est mesurée au spectrophotometre a 695 nm.
I1.2.3.2 Test de piégeage du radical DPPH

Le pouvoir anti radicalaire, par la neutralisation du radical DPPH- de I’extrait, est
évalué selon la méthode décrite par Blois (1958). Dans le test du DPPH, les antioxydants
réduisent le radical DPPH (diphénylpicryl- hydrayl) ayant une couleur violette en un
composé jaune (diphénylpicryl-hydrazine) dont l'intensité de la couleur est inversement
proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons

(Sanchez-Moreno, 2002).

Un volume de 500 pl d’extrait est additionné a 1 ml d’une solution de DPPH (60
uM dans le méthanol absolu). Le mélange réactionnel est agité au Vortex pendant 1
minute puis incubé a I’obscurité et a température ambiante pendant 30 minutes. La lecture
est réalisée a 517 nm. L’activité scavenger est exprimée en milligramme (mg) équivalent

d’acide gallique par cent grammes de matiere seche (mg EAG/100g MS).

La courbe d’étalonnage réalisé en parallele dans les mémes conditions, en

remplacant I’extrait de la plante Cyclamen par de 1’acide gallique comme controle positif.
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I1.2.3.3 Test de blanchissement du f-carotene
a-Principe

Le B-caroteéne est physiologiquement un composé important reconnu par sa forte
activité biologique. Dans I’industrie agro-alimentaire, il est utilisé dans les boissons
comme un agent de coloration et sa décoloration indique la réduction de qualité de ces
produits (Bougatef et al., 2009). Cependant, dans le test du blanchiment du B-caroteéne, la
présence des 11 paires de doubles liaisons rend le B-caroténe extrémement sensible aux
radicaux libres dérivés d’hydroperoxydes qui sont formés a partir de 1’oxydation de 1’acide
linoléique dans un systeme d’émulsion aqueuse avec pour résultat le blanchiment du -
carotene (Unten et al., 1997). La présence des antioxydants comme les polyphénols
réduisent 1I’ampleur de la destruction du B-caroténe en neutralisant les hydroperoxydes et

d’autres especes radicalaires formées a I’intérieur de ce systeme.
b-Mode opératoire

Le test de blanchiment du  carotene a été évalué selon la méthode de Sun et Ho
(2005). Une quantité de 2 mg de B-carotene est dissous dans 10 ml de chloroforme. On
préleve 1ml de cette solution dans une fiole contenant préalablement 200 mg Tween 40 et
20ul d’acide linoléique. Cette solution est évaporée au rotavapor jusqu’a disparition de
I’odeur du chloroforme. Puis, un volume de 100 ml de I’eau oxygénée diluée est ajouté
dans la fiole et le mélange résultant est agité vigoureusement. Un volume 0,2 ml de chaque
extrait est ajouté a un volume de 4 ml de I’émulsion du Pcarotene/acide linoléique. Apres
agitation, 1I’absorbance est mesurée immédiatement a 470 nm ce qui correspond a t = 0 min
contre le blanc contenant I’émulsion sans B-caroténe. Les tubes bien fermés sont placés
dans un bain-marie a 50°C pendant 120 min. Ensuite, 1’absorbance de chaque extrait est
mesurée a 470 nm a t = 120 min. Le control négatif est constitué de 200 pl de solvant
d’extraction au lieu de I’extrait. L activité antioxydante (%) des extraits est évaluée en

termes de blanchissement du - caroténe en employant la formule suivante :
Pourcentage d’inhibition (%) = [(AA (120) — Cc (120)) / (Cc (0) — CC (120))]*100

AA (120) : représente 1’absorbance en présence de 1’extrait (antioxydants) a 120 min ;
Cc (120) : représente 1’absorbance du controle a 120 min ;

Cc (0) : représente 1’absorbance du contrdle a 0 min.
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I1.2.3.4 Pouvoir réducteur

a-Principe

Le pouvoir réducteur est la capacité des antioxydants a réduire le fer ferrique (fe3+)
en fer ferreux (fe2+) (Blazovics et al., 2003). En solution, cette forme réduite prend une
couleur vert-bleue, dont I’intensité est proportionnelle au pouvoir réducteur des extraits

(Ferruzzi et Blakeslee, 2007).
b-Mode opératoire

Le test a été déterminé en utilisant la technique d’QOyaizu (1986). 1 ml de chaque
extrait est mélangé avec 1 ml de tampon phosphate (0,2 M ; pH= 6,6) et 1 ml de
ferricyanure de potassium (K3Fe(CN)6 a 1%). Apres incubation a 50°C pendant 20
minutes, 1 ml d’acide trichloracétique TCA (10%) est ajouté au mélange avant d’étre
centrifugé a 700 g pendant 10 minutes a température ambiante. 1 ml de surnageant est
additionné a 1 ml d’eau distillée et 0,2 ml de chlorure ferrique (FeCl3, 0.1%).
L’ absorbance est lue a 700 nm. Une courbe d’étalonnage a été établie pour 1’acide gallique

dans les mémes conditions opératoires que les échantillons.

11.2.3.5 Test de chélation des ions ferreux
a-Principe

Le pouvoir chélateur du fer est une méthode utilisée pour évaluer le pouvoir
chélateur d’un extrait donné. En effet, la ferrozine forme avec le fer libre présent dans un
milieu réactionnel un complexe ferrozine-Fe2+ de couleur violette intense. La
quantification de ce complexe par spectrophotométrie a 562 nm dans un milieu de
concentration connue en fer, renseigne sur la quantité de fer non chélaté et donc sur la
capacité des extraits a chélater cet élément. Plus la coloration de la solution contenant

I’extrait testé est claire, plus le pouvoir chélateur est important. (Zhao et al., 2010).
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b-Mode opératoire

La capacité chélatrice des extraits a été estimée par la méthode modifiée de Dinis et
al. (1994). Pour 1 ml de I'extrait, 2,7 ml d'eau distillée et 0,1 ml de chlorure ferreux 2 mM
ont été ajoutés. Apres 3 min, 200 pl de Ferrozine (5 mM dans le méthanol) sont
additionnées au milieu réactionnel. Le mélange est bien agité puis laissé pour réagir
pendant 10 min a température ambiante. L'absorbance de la solution résultante a été
mesurée a 562nm. Le contrdle contient tous les réactifs a I’exception de 1’échantillon a
tester qui est remplacé par un volume égal de méthanol. La capacité de chélation est
exprimée en milligramme (mg) équivalent ’EDTA par cent grammes de maticre seche

(mg Eq-EDTA/100g MS).

I1.2.4 Analyse statistique

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + écart-type (SD) et I’analyse
statistique a été effectuée en utilisant le logiciel Graph Pad Prism 7. Nous avons effectué

une comparaison de moyennes a I’aide du test de Student.
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CHAPITRE III : RESULTATS

II1.1. Teneur en polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux, nous donne une estimation globale de la teneur en
différentes classes des composés phénoliques contenus dans I’extrait de Cyclamen sp. Les
extraits préparés ont été analysés quantitativement par spectrophotometre UV visible, pour

leurs contenus en polyphénols totaux.

La quantité des polyphénols correspondante de chaque phase a été exprimée en mg
équivalant d’acide gallique par 100g de matiere seche (mg EAG/100g MS) (Annexe I). Les

résultats obtenus par la méthode de Folin-Ciocalteu sont illustrés dans la Figure 1.
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Figure 1 : Teneur en polyphénols totaux (TPC) des extraits de Cyclamen sp.

D’apres nos résultats, nous remarquons que pour les extraits phénoliques de
Cyclamen sp obtenus, la teneur la plus élevée en polyphénols totaux est enregistrée pour
I’acétone avec une moyenne de 1690,82 + 28,450 mg EAG/100g MS, tandis que pour
I’extrait d’éthanol elle est de 1512 ,58 + 38,272 mg EAG/100g MS. Le test de Student a

montré une différence tres hautement significative entre les deux extraits (p<0,001).
II1.2. Evaluation de ’activité antioxydante des extraits étudiés

Les extraits sont des mélanges de plusieurs composés, avec différents groupements

fonctionnels, polarités et comportements chimiques. Cette complexité chimique des extraits
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pourrait mener a des résultats dispersés selon 1'essai utilisé. Par conséquent, une approche
avec des analyses multiples pour évaluer le potentiel antioxydant des extraits serait plus

instructive et méme nécessaire.
I11.2.1. Activité antioxydante totale (TAC)

La capacité antioxydante totale (TAC) des extraits des plantes est évaluée par la
méthode du Phosphomolybdene. Les résultats de D’activité antioxydante totale des
composées de notre plante Cyclamen sp correspondant a sa capacité a inhiber I’oxydation,

sont présentés dans la Figure 2.
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Figure 2 : Capacité antioxydante totale (TAC) des extraits de Cyclamen sp.

A partir de cette représentation graphique, I’activité la plus élevée a été enregistrée
pour ’extrait acétonique avec une moyenne de 9072,10 + 82,51 mg EAG/100g MS, tandis
que l’extrait éthanolique a donné une moyenne de 7289,78+65,08 mg EAG/100g MS.
L’analyse statistique a montré une différence trés hautement significative entre les deux

solvants (p<0.001).
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I1.2.2. Activité anti-radicalaire au DPPH

Ce test est largement utilis€é pour I’évaluation rapide et directe de 1’activité
antioxydante, précisément la capacité anti radicalaire des composés phénoliques, en raison

de sa stabilité et de la simplicité de 1’analyse.

La capacité antiradicalaire des extraits acétonique et éthanolique de Cyclamen sp est

présentée dans la Figure 3.
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Figure 3 : Activité anti-radicalaire au DPPH des extraits de tubercule de Cyclamen sp.

D’apres ces résultats, on remarque que les deux extraits de Cyclamen sp ont montré
un effet scavenging contre le radical DPPH. Sachant que I’activité antiradicalaire de DPPH
la plus élevée est enregistrée pour I’acétone avec une moyenne de 92,251 + 0,422 mg
EAG/100g MS. Par contre, celle de I’éthanol est de 64,110 £ 1,913 mg EAG/100g MS. Le
test Student a montré une différence trés hautement significative (p<0.001) entre les deux

solvants.
I11.2.3. Blanchissement du p-carotene

Les résultats de I’inhibition de la décoloration de la solution de -caroteéne des extraits
sont illustrés dans la Figure 4. La cinétique du blanchissement ou de décoloration du 8-
caroteéne en présence et en absence des deux extraits de Cyclamen sp et une seule référence
(BHA), ainsi que les pourcentages d’inhibition de la peroxydation lipidique (%IPL) sont

présentés dans la Figure 5.
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Figure 4 : Test de blanchissement du -carotene des extraits de Cyclamen sp.
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Figure 5 : Cinétique du blanchissement du -caroteéne en présence et en absence des

extraits de Cyclamen sp et de BHA.

D’apres les résultats, une trés importante activité anti-peroxydation lipidique a été
obtenue avec I’éthanol : 45,323 + 2,166 mg EAG/100g MS. Elle est par contre tres faible
pour 1’acétone : 4,080 = 1,708 mg EAG/100 g MS. L’analyse statistique a révélé une

différence tres hautement significative (p<0.001) entre 1’éthanol et 1’acétone.
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I11.2.4. Pouvoir réducteur

Ce test est un essai simple et reproductible, il est universel et peut étre appliqué aux

plantes et aux extraits organiques et aqueux.

Le pouvoir réducteur des échantillons de Cyclamen sp analysés est présenté dans la

Figure 6.
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Figure 6 : Pouvoir réducteur des extraits de Cyclamen sp.

En se référant aux résultats illustrés ci-dessus, on remarque que le pouvoir réducteur
le plus élevé a été enregistrée pour 1’acétone avec une moyenne de 870,212 + 20,883 mg
EAG/100g MS ; par contre pour I’éthanol est enregistrée une moyenne de 415,321 +11,088
mg EAG/100g MS. Le test Student a montré une différence tres hautement significative

(p<0.001) entre les deux solvants.

I1.2.5. Chélation de fer ferreux

L’activité chélatrice est tres importante du fait qu’elle réduit la concentration des
métaux de transitions comme le fer et le cuivre impliqués dans la génération de radicaux

libres.

L’activité chélatrice des extraits de Cyclamen sp est représentée par la Figure 7.
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Figure 7 : Activité chélatrice du fer par les extraits de Cyclamen sp.

L’activité chélatrice des extraits la plus élevée est obtenue dans le cas de I’éthanol

avec en moyenne 28,926 1,01 mg EAG/100g MS, suivi par 1’acétone avec une moyenne

de 26,899 + 1,80 mg EAG/100g MS. L’analyse statistique a indiqué une différence tres

hautement significative (p<0,001).
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CHAPITRE IV : DISCUSSION

Actuellement, 1I’évaluation des activités biologiques des plantes médicinales augmenté a
considérablement en Algérie. Cela montre que les molécules isolées a partir des plantes
médicinales sont certainement intéressantes pour étre utilisées en thérapie alternative ou

comme modele pour la synthese de nouvelles substances (Houghton, 2000).

Le présent travail qui a été réalisé sur la partie souterraine (tubercule) de Cyclamen sp a

consisté a évaluer quantitativement leur teneur totale en polyphénols et leur activité

antioxydante.

L’extraction des composés phénoliques des matrices végétales est une étape cruciale
qui dépend de la méthode et du solvant approprié, pour leur quantification et leur
classification (Brun et al., 1992). Selon Mokrani (2009), I’objectif de 1’étape d’extraction
des composés phénoliques de la matrice végétale est de libérer ses composés a partir des
structures vacuolaires ou ils se trouvent, par la rupture du tissu végétal ou par le phénomene
de diffusion.

Dans le but d’avoir une bonne extraction, nous avons utilisé une poudre tres fine d’un
diametre inférieur a 125 um pour augmenter la surface d’échange entre le solvant et la poudre
(Jayakumar et al., 2009). Les composés phénoliques sont généralement solubles dans les
solvants organiques polaires et les solutions aqueuses et peu solubles dans les solvants
organiques apolaires (Bruneton, 1999 ; Makris et al., 2006). Les extraits sont des mélanges
de plusieurs composés, avec différents groupements fonctionnels, polarités et comportements
chimiques. Cette complexité chimique des extraits pourrait mener a des résultats dispersés
selon 'essai utilisé. Par conséquent, une approche avec des analyses multiples pour évaluer le
potentiel antioxydant des extraits serait plus instructif et méme nécessaire (Ozturk et al.,
2007).

Afin de caractériser les extraits de Cyclamen sp, un dosage des polyphénols totaux a
été effectué. La raison principale pour le choix de ces substances réside dans le fait que la
majorité des propriétés antioxydantes des plantes leur est attribuée (Madoui, 2018). La
méthode de dosages des polyphénols totaux est celle de Folin-Ciocalteu (Ribéreau-Gayon et
al., 1968) I’acide gallique ayant été utilisé comme standard. Le réactif de Folin-Ciocalteu est
utilisé pour quantifier les PPT des extraits, se basant sur le mécanisme de transfert d’électrons
et la capacité réductrice des phénols. Les niveaux de PPT déterminés ne sont pas des mesures
absolues des quantités des phénols du matériel de départ, mais sont en fait basés sur la

capacité réductrice relative a une capacité réductrice équivalente d’acide gallique. En effet,
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I’absorbance molaire d’un phénol dépend essentiellement du nombre des groupes hydroxyles,
mais la capacité réductrice est augmentée quand deux groupes hydroxyles d’un phénol sont en
position para ou ortho (Mc Donard et al., 2001 ; Katalinis et al., 2006). Au cours du dosage
des polyphénols, apres 1’addition du réactif de Folin-Ciocalteu, une couleur bleue apparait, ce

qui confirme la présence des polyphénols dans les extraits de Cyclamen sp.

Le profil polyphénolique des extraits de plantes peut varier sous I’influence de divers
facteurs, parmi lesquels la variété, la localisation géographique, les conditions climatiques de
croissance, le stade de maturité (Ryan et al., 1999 ; Anusuya et Manian, 2013), les
différentes maladies qui peuvent affecter la plante (Perron et Brumaghim, 2009), la
température, le type et la polarité du solvant d’extraction (Sousa et al., 2006 ; Conde et al.,
2009). La méthode d’extraction et la pureté des composés bioactifs, la granulométrie de
I’échantillon, le pH du milieu et la concentration du solvant peuvent aussi influencer le taux
d’extraction (Nour et al., 2013), ainsi que les techniques d’analyse et le substrat utilisé (Prior
et al., 1998 ; Amin et al., 2004 ; Zhao et al., 2007). Selon Alonso et al. (2007), 1a lumiere
augmente la biosyntheése des composés phénoliques qui s’accumulent dans les cellules des
plantes. De plus, le facteur temps d’extraction est une considération trés importante, car un
temps long augmente la possibilité d’oxydation des composés phénoliques, a moins que des
agents réducteurs sont ajoutés dans le systeme d’extraction (acide ascorbique, bisulfite a
raison de 2%) (Naczk et Shahbi, 2004 ; Obeid et al., 2005). En outre, des réactions
indésirables telles que 1I’oxydation enzymatique et la polymérisation pourraient étre favorisées
par un temps d’extraction prolongé.

Les teneurs en composés phénoliques varient qualitativement et quantitativement dans
la méme plante ainsi que d’une plante a une autre, et cela peut étre expliqué par 1‘origine de la
plante, par la méthode d‘extraction (Djeridane et al., 2013), mais aussi par la polarité des
solvants d‘extraction (Gao et Liu, 2005). Elle dépend aussi d‘un certain nombre de facteurs
intrinseques (génétiques) et extrinseques comme le climat, la période de récolte et les

conditions de stockage (Podsedek, 2007 ; Falleh et al., 2008).

Des études d’optimisation précédentes montrent que 25°C est la meilleure température

pour I’extraction et que 30 min est la meilleure condition du temps pour cette expérience.

La solubilité des composés phénoliques dépend de leur nature chimique dans la plante,
qui varie de composés simples a fortement polymérisés. Cette diversité structurale est
responsable de la grande variabilité des propriétés physico-chimiques influencgant 1'extraction
des polyphénols. Entre autres, la solubilit¢ des composés phénoliques est affectée par la

polarité du solvant utilisé¢ (Mahmoudi et al., 2013).
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D'apres les résultats que nous avons obtenus au test des polyphénols totaux, I’acétone
est considérée comme étant le meilleur solvant pour I’isolement des composés phénoliques.
Nos résultats ont montré que la teneur en polyphénols totaux (1690.82+28.450mgEAG/100g
MS) était significativement plus élevée. Plusieurs auteurs, comme Youcefi et al. (2008), ont
montré que non seulement les organes de la plante different par leur composition chimique et
la nature des polyphénols, mais aussi que chaque plante differe de I'autre par ces
compositions, et que chaque composé chimique est extractible par un solvant approprié. Dans
notre étude, 1’acétone est le bon solvant pour I’extraction des polyphénols totaux. D’apres
Chaalal et al. (2012), ’acétone est le solvant le plus adéquat pour extraire les composés
phénoliques, ce qui concorde avec les résultats de ce travail.

Les données récentes sur la biodisponibilité et les effets potentiels sur la santé des
polyphénols, montrent clairement la nécessité de reconsidérer leur activité antioxydante. Les
processus oxydatifs sont multiples et la nature de 1’activité antioxydante peut étre multiforme
et attribuée a différents mécanismes tels que le piégeage des radicaux libres, la chélation des
ions métalliques de transition, la prévention de [I’initiation d’une chaine de réactions
productrices des ERO et la décomposition des peroxydes (Ozen, 2009). Ainsi, la combinaison
de plusieurs tests antioxydants complémentaires est utile afin d’évaluer le potentiel

antioxydant des extraits (Ksouri et al., 2009).

A travers ce travail, les extraits aqueux et organiques de Cyclamen sp ont été étudiés
pour leurs activités antioxydantes en utilisant différentes méthodes basées sur la capacité des
composés a piéger des radicaux libres synthétiques (DPPH), en générant des radicaux libres,
la peroxydation des lipides (blanchiment du B-carotene), a chélater des métaux de transition
(fer) et a tester le pouvoir réducteur de différents extraits.

Le test de DPPH est un des tests les plus utilisés pour déterminer I’activité
antiradicalaire des extraits de plantes (Laguerre et al., 2007). Cette technique est basée sur
I"utilisation des radicaux tres stables de DPPH et tres utile et efficace a température ambiante
en milieu méthanolique, qui permet une bonne solubilisation de la plupart des antioxydants
pour titrer le groupement oxydable des composés naturels ou synthétiques utilisés comme

antioxydants.

L’activité antioxydante des différents extraits de Cyclamen sp vis-a-vis du radical
DPPH a été évaluée au spectrophotometre en suivant la réduction de ce radical qui
s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune. Cette décoloration se
fait lorsque 1’électron célibataire s’apparie. Dans ce test, le substrat est un radical stable qui,
en réagissant avec une molécule antioxydante, se transforme en DPPH-H (2,2-diphényl-1-
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picrylhydrazine) avec perte de son absorbance caractéristique a 517 nm, sachant que cette
transformation est proportionnelle a la concentration et a I’efficacité de 1’antioxydant. La
capacité de réduction est déterminée par une diminution de 1’absorbance induite par des

substances anti-radicalaires présents dans les extraits phénoliques (Majhenic et al., 2007).

Généralement, les polyphénols, avec un nombre élevé du groupements hydroxyles,
présentent ’activité antioxydante la plus élevée (Heim et al., 2002) due a leur pouvoir de
donner plus d’atomes pour stabiliser les radicaux libres (Torres de Pinedo ef al., 2007), ce
qui peut expliquer en partie la faible activité antioxydante du tyrosol qui ne posseéde qu’un
seul groupement hydroxyle (-OH) dans sa structure. Ainsi, 1’effet antioxydant n’est pas
seulement dose-dépendant mais également structure-dépendant (Rodriguez-Bernaldo et al.,

2009).

Les résultats de 1’activité antioxydante a révélé que les deux extraits de Cyclamen sp
possedent une activité anti-radicalaire significative (p<0.001), sachant que l'extrait d'acétone a

une activité anti-radicalaire plus forte que 1'extrait d'éthanol.

D'apres le test au DPPH, quand la concentration des polyphénols augmentent dans le
milieu réactionnel, le pourcentage d’inhibition augmente proportionnellement jusqu'a arriver a

un plateau qui correspond a I’inhibition presque totale du DPPHe présent dans ce milieu.

L’oxydation de I’acide linoléique génere des radicaux peroxydes, ces radicaux libres
vont par la suite oxyder le B caroténe, entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge, qui
est suivie spectrophotometriquement a 490 nm. Cependant, la présence d’un antioxydant
pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de 1’acide linoléique et donc prévenir la
décoloration (I’oxydation) et le blanchissement du B caroténe dans un systeme d’émulsion a

base d’acide linoléique (Manallah, 2012).

D’apres les résultats d’inhibition de décoloration de la solution de B-caroténe, nous
avons remarqué que dans le milieu réactionnel des blancs (Témoin), les pourcentages
d’inhibitions diminuent rapidement au cours du temps, alors qu’en présence du standard BHA
la diminution est négligeable, et en présence des extraits, la diminution est ralentie pour

l'extrait 1'éthanol et rapide pour l'extrait d'acétone.

A la lumiere de ces résultats le BHA inhibe 1I’oxydation couplée de 1’acide linoléique
et du B-carotene. Par contre, pour les extraits de Cyclamen sp, ’inhibition la plus élevée est
enregistré pour l’extrait éthanolique, suivie par I’extrait acétonique. Le standard BHA
présente un pourcentage d’inhibition plus important. D'aprés ce dernier test, 1’activité
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antioxydante de 1’extrait éthanolique est supérieure a celle de I’extrait acétonique. Il existe
probablement des différences qualitatives dans la nature des composés phénoliques (qui
entrent dans la composition des extraits) influencant le pouvoir antioxydant des extraits
(Sokol-Letowska, 2007), en plus de la polarité des solvants qui change la capacité de
dissoudre un groupement choisi des composés antioxydants, ce qui influence I’évaluation de
Pactivité antioxydante (Turkmen et al., 2007). En effet, les résultats obtenus peuvent étre
attribuées au fait que, la plante le Cyclamen est riche en antioxydants polaires puissants, qui
ne permettant pas d’inhiber I’oxydation de 1’acide linoléique couplé au B-caroténe, car le test
de blanchissement du B-caroténe est similaire a un systeme d’émulsion des lipides dans I’eau,
d’ou les antioxydants apolaires montrent des propriétés antioxydantes et ils se concentrent au
sein de I’interface lipide-eau, permettant ainsi la prévention de la formation des radicaux

lipidiques et I’oxydation du B-carotene (Frankel et Meyer, 2000).

Des études récentes ont mis en évidence que la polarité et I’hydrophobicité des agents
antioxydants sont deux facteurs importants dans les systemes de biomembranes (Terpinc et
al., 2009). C’est la raison par laquelle beaucoup de chercheurs qui travaillent sur I’activité
antioxydante choisissent le test d’inhibition de 1’oxydation de I’acide linoléique couplée a
celle du B-carotene comme modele mimétique de la peroxydation des lipides dans les

membranes biologiques (Ferreria et al., 2006).

Par contre 1’ apparition de I’activité antioxydante significative dans le test de DPPH car
ce test est indépendant de la polarité des échantillons (Kartal et al., 2007) ce qui confirme en

grand partie que chaque polyphénol répond différemment dans 1’essai mis en ceuvre.

Le test du pouvoir réducteur, qui est un essai simple, reproductible, universel et qui
peut étre appliqué aux plantes et aux extraits organiques et aqueux, met en évidence la
capacité d’'une molécule a réduire un oxydant dii a la présence de groupement hydroxyle dans
les composés phénoliques qui peuvent servir de donneurs d’électrons. Par conséquent, les
antioxydants sont considérés comme des réducteurs et inactivateurs des oxydants
(Bougandoura et Bendimerad, 2012). Bentabet et al. (2014) ont indiqué qu’il y a une
relation directe entre les activités antioxydantes et la puissance de réduction des composants
de certaines plantes. En effet, la capacité réductrice d’un composé peut servir comme un
indicateur significatif de son activité antioxydante potentielle (Yildirin et al., 2001 ; Yan et
al., 2008). Ce processus d’autoxydation dépend de multiples parametres tels que la
concentration de I’ion métallique et du polyphénol, la température, le pH et la présence

d’agents complexants (Ghedadba et al., 2015). Quelques études antérieures ont également
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montré que le pouvoir réducteur d’un composé peut servir comme un indicateur significatif de

son activité antioxydante potentielle (Jeong et al., 2004).

Dans la présente étude, en comparant nos résultats du test du pouvoir réducteur du fer
dont la capacité réductrice est de 870.212 + 20.883 mg EAG/100 g avec les valeurs trouvées
par Bouabbache et al. (2018) et Himed (2015), sachant que le pouvoir réducteur de I’extrait
d'acétone est le plus puissant, nous constatons que 1’effet réducteur de notre plante est plus
remarquable. Ceci peut étre expliqué par la forte teneur en composés phénoliques de
Cyclamen sp. Ces derniers, connus pour leur pouvoir réducteur, sont appelés réductones, et ils
sont capables de réduire le fer ferrique (Fe3+), céder des électrons et transformer les radicaux
libres actifs en des produits stables (Dorman et al., 2004 ; Singh et al., 2006). Pour le
premier auteur, il annonce une capacité réductrice de 0,115+0 mg EAG/100 g. Cette
différence entre les résultats peut étre due a la concentration des extraits et cela était expliqué
par I’étude du second auteur, qui a monté que 1’absorbance augmente au fur et a mesure que
la concentration en extrait s’éleéve, ce qui signifie que le pouvoir réducteur augmente avec
I’augmentation des concentrations de nos échantillons. L’activité antioxydante des extraits de
Cyclamen, d'apres le test du pouvoir réducteur, a révélé que ces derniers exercent une
importante activité.

L’activité chélatrice est trés importante du fait qu’elle réduit la concentration des
métaux de transition comme le fer et le cuivre impliqués dans la génération de radicaux libres,
tels que les catalyseurs de la peroxydation lipidique. Cette activité est faite par les chélateurs
qui peuvent prévenir les oxydations. Ces chélateurs forment des composés de coordination
avec les métaux en inhibant ainsi le cycle redox du métal ou forment des complexes
métalliques insolubles. En effet, le fer peut stimuler 1’oxydation des lipides par la réaction de
Fenton, et accélere également cette oxydation en décomposant les hydroperoxydes en
radicaux peroxyles et alcoxyles qui peuvent a leur tour entretenir la réaction de peroxydation
lipidique (Kumaravel ef al., 2013). Les polyphénols sont de bons chélateurs du fer ce qui est

un des mécanismes de leur activité antioxydante (Ferrali ef al., 1997).

La ferrozine complexe le fer (II) et forme un composé rouge magenta (Fe2+-ferrozine)
permettant un dosage colorimétrique avec un maximum d’absorption a 562 nm. La formation
de ce complexe est perturbée en présence d’agents chélateurs aboutissant a une diminution de
la couleur rouge, qui est suivie par spectrophotométrie. La mesure du taux de réduction des
couleurs permet d’estimer I’activité chélatrice. Nos résultats montrent que les extraits de
Cyclamen sp possedent une activité chélatrice en capturant les ions ferreux avant qu’ils ne
soient complexés avec la ferrozine.
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Chapitre IV : Discussion

En comparant les résultats de 1’activité antioxydante totale de la partie souterraine

avec celle de la partie aérienne obtenus par (Mazouz, 2014) chez Cyclamen sp, il ressort que
la partie souterraine (tubercule) a une activité plus importante pour I’acétone, avec une
moyenne de 9072.10 £ 82.51 mg EAG/100g MS et pour 1’éthanol de 7289.78+65.08 mg
EAG/100g MS. Cela s’explique probablement par le fait que la partie souterraine contient
d’autres composés bioactifs qui jouent un role antioxydant mis a part les polyphénols. Par
contre, les extraits méthanoliques de la partie aérienne (feuille) obtenus par Mazouz (2014)
présente une faible activité antioxydante par rapport a celle des extraits éthanoliques et

acétoniques de la méme plante.

Selon Prior et al. (2005), il n’y a pas de méthode simple et universelle par laquelle
I’activité antioxydante est évaluée qualitativement et quantitativement. La combinaison de
plusieurs méthodes est nécessaire pour réaliser cette évaluation. Elles sont connues par leur
capacité a induire la réaction de Fenton et limiter ainsi la production des EOR (Engelmann,
2005). Les résultats variables des activités antioxydantes des polyphénols seraient dus a leur
structure et la présence des groupements hydroxyles (Sharififar et al., 2008).

Le potentiel antioxydant des polyphénols est désormais munis d’un grand intérét di a
son effet chimioprotecteur contre les maladies dégénératives telles que les maladies
neurologiques et cardiovasculaires ainsi qu’a son effet inhibiteur de la peroxydation lipidique
des denrées alimentaires (Bubonja-Sonje et al., 2011). Les antioxydants issus des plantes
sont plus efficaces que les antioxydants synthétiques : ils n’induisent pas d’effets secondaires

alors que les antioxydants synthétiques sont génotoxiques (Rohman et al., 2010).
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Conclusion générale et perspectives

CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales possede des
propriétés biologiques trés importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers
domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie ou en agriculture. Ce regain
d’intérét vient d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une source
inépuisable de substances bioactives, et d’autre part les effets secondaires induits par les
médicaments inquietent les utilisateurs qui se retournent vers des soins moins agressifs pour
I’organisme.

Les plantes médicinales continuent toujours d’étre la provenance idéale des métabolites
secondaires, ce qui explique leur exploitation accrue en industrie pharmaceutique. Les
polyphénols sont les composés végétaux les plus intéressants et les plus étudiés de nos jours.
L’évaluation des plantes médicinales pour leurs activités biologiques a augmenté
considérablement en Algérie comme dans le monde. Ceci montre que les molécules isolées a
partir des plantes médicinales sont certainement intéressantes pour €tre utilisées comme
thérapie alternative ou comme modele pour la synthese de nouvelles substances.

L’objectif principal assigné a cette étude a été d’évaluer les propriétés antioxydantes de
la plante Cyclamen sp utilisée dans la pharmacopée traditionnelle pour le traitement de
différentes maladies.

Des études précédentes montré que 1’extraction par I’acétone a une concentration de 25%
et éthanol 25%, une température ambiante de 25°C pendant 30 min d’agitation donne les
meilleurs résultats d’extraction.

Les résultats obtenus dans cette étude indiquent que le taux des polyphénols dans la
partie souterraine de Cyclamen sp est important, ce qui implique la présence d’une activité
antioxydante forte, si bien que les valeurs des tests du pouvoir réducteur du fer, du piégeage
du radical libre DPPH, de D’activité chélatrice des ions ferreux, du piégeage du radical
hydroxyle et du test de blanchissement du B-caroténe ont été treés €levés par rapport aux
résultats d’autres travaux.

Enfin, il serait aussi intéressant d’orienter les recherches vers la réalisation des études
approfondies afin d’isoler et d’identifier les molécules naturelles responsables de cette forte
activité antioxydante. Ainsi, de nombreuses perspectives peuvent étre envisagées :

» Faire des travaux supplémentaires pour identifier et isoler les composés bioactifs en
utilisant plusieurs techniques plus fines (CCM, HPLC) pour mieux quantifier et

identifier les antioxydants de cette plante.
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Conclusion générale et perspectives
Approfondir les recherches sur les propriétés pharmacologiques de Cyclamen sp.
Faire des études in vitro et in vivo pour évaluer d’autres propriétés : antioxydantes,
anti-inflammatoires, antimicrobiennes, anticancéreuses et autres.
Déterminer de nouvelles molécules bioactives naturelles ayant la capacité de répondre
aux différents problemes de la santé et d’étre D’alternative aux médicaments
synthétiques.
Etudier la composition chimique de toutes les parties de la plante : tiges, feuilles,

fleurs, fruits et racines.
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Résumé

L'utilisation des plantes a des fins thérapeutiques est une pratique courante depuis des
millénaires. Une grande partie de I'intérét des recherches actuelles porte sur 1’étude de molécules
antioxydantes naturelles comme les polyphénols qui sont des métabolites secondaires de végétaux
abondants dans I’alimentation.

Notre étude s’articule autour du dosage des composés phénoliques obtenus a partir des extraits
de tubercules de Cyclamen sp (Primulaceae), et la détermination de I’activité antioxydante qui a été
évaluée en utilisant les tests suivants : I’activité antioxydante totale, le DPPH, le blanchissement du [-
carotene, le pouvoir réducteur et la chélation du fer, en utilisant deux solvants de différentes polarités :
I’acétone et 1’éthanol.

La teneur en polyphénols révele leur existence dans tous les extraits de Cyclamen sp, I’ extrait
acétonique étant le plus riche en composés phénoliques avec une valeur de 1690.82 +28.450 mg
EAG/100g MS. Ainsi, le résultat le plus remarquable de I’activité antioxydante a été enregistré pour
I’extrait acétonique avec une moyenne de 9072.10 + 82.51 mg EAG/100g MS. Le piégeage du radical
DPPH et I’activité réductrice du fer sont plus intéressants aussi pour I’extrait acétonique. Par contre,
I’activité chélatrice du fer la plus importante a été enregistrée pour I’extrait éthanolique.

Mots clés : Cyclamen sp, Polyphénols, Activité antioxydante, Extrait acétonique, Extrait éthanolique.
Abstract

The use of plants for therapeutic purposes has been common practice for millennia. A large part of the
interest of current research relates to the study of natural antioxidant molecules such as polyphenols
which are secondary metabolites of plants abundant in food.

Our study revolves around the determination of the phenolic compounds obtained from extracts of the

tuber of Cyclamen sp (Primulaceae), and the determination of the antioxidant activity which was
evaluated using the following tests : total antioxidant activity, DPPH, B-carotene bleaching test,
reducing power and iron chelation, using two solvents of different polarities: acetone and ethanol.

The content of polyphenols reveals their existence in all extracts of Cyclamen sp, knowing that the
acetone extract is the richest in phenolic compounds with a level of 1690.82 + 28.450 mg EAG / 100g
DM. Thus, the most remarkable result of antioxidant activity was recorded for the acetonic extract
with an average of 9072.10 + 82.51 mg EAG / 100g MS. The scavenging of the DPPH radical and the
iron reducing activity are also more interesting in the acetonic extract. In contrast, the best iron
chelating activity was recorded in the ethanolic extract.

Key words : Cyclamen sp, Polyphenols, Antioxidant activity, Acetonic extract, Ethanolic extract.
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