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Introduction

Introduction

Les plantes médicinales constituent une source inépuisable de substances a activités
biologiques et pharmacologiques trés variées, ce sont de véritable panacées et pharmacies
naturelles (Hambaba et al., 2012).

Elles sont importantes pour la recherche pharmacologique et I'¢élaboration des
médicaments, non seulement lorsque les constituants des plantes sont utilisés directement
comme agents thérapeutiques, mais aussi comme matieres premiéres pour la synthése de
médicaments ou comme modeles pour les composés pharmacologiquement actifs (Xiaorui,
1998).

Le stress oxydant est la principale cause initiale de plusieurs maladies : cancer,
cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme
pulmonaire, vieillissement accéléré. Il est considéré aussi un des facteurs potentialisant
I'apparition de maladies plurifactorielles tels : le diabete, la maladie d'Alzheimer, les

rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (Alain, 2003).

Une grande partie des recherches actuelles porte sur I’étude des molécules
antioxydantes comme les vitamines, les caroténoides et les polyphénols (Athamena et al.,
2010). En effet, les polyphénols sont des composés naturels largement répandus dans le regne
végétal, qui ont une importance croissante notamment grace a leurs effets bénéfiques sur la
santé. Leur role d’antioxydants naturels suscite de plus en plus d’intérét pour la prévention et
le traitement du cancer, des maladies inflammatoires et cardiovasculaires ; ils sont également
utilisés comme additifs en industrie agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique

(Bougandoura et Bendimerad, 2012).

Eriobotrya japonica L. est une plante médicinale appartiennent a la famille des
rosacees, utilisé en médecine traditionnelle pour traité plusieurs maladies (Alshaker et al.,
2011).

Par conséquent notre travail repose sur I'évaluation de la teneur en composés
phénoliques des extrais des feuilles d’Eriobotrya Japonica L et 1’évaluation de leur activité
antioxydante par la réalisation des tests suivants : étude de 1’activité scavenging du radical
DPPHe et ABTSe+ et du pouvoir réducteur.
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Syntheése bibliographique Généralités sur Eriobotrya Japonica L.

I-Généralités sur Eriobotrya japonica L.

I-1-Généralités sur les Rosacées :

Les Rosacées sont une famille assez pauvre en plantes médicinales (Paris et
Dillemann, 1960), elle comporte surtout les espéces arborescentes ou arbustives, quelques
unes seulement sont herbacees. Les arbres ou arbustes de cette famille comprennent les

fruitiers les plus précieux des pays tempérés (Guillaume, 2010).

Les fleurs de Rosacées sont régulieres, généralement a 5 pétales de couleur blanche,
rose ou rouge, les étamines sont nombreuses, les ovaires sont formés d’un ou plusieurs
carpelles. Les fruits des especes ligneuses cultivées sont charnus et possedent une ou plusieurs
graines C’est ainsi que I’on parle des arbres a pépins : pommier, poirier et des arbres a noyau :

cerisier, abricotier, pécher, Prunellier, amandier (figure01) (Pesson et Touveaux, 1984).

Sorbus aucuparia Geum urbanum
Figure(01) : photographies de quelques especes de Rosacées (Pichard et Rolland, 2009).
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I-2-Description botanique d’Eriobotrya japonica L. :

Eriobotrya japonica L.est un arbuste ou petit arbre fruitier (Hui-ya et al., 2010) a
feuilles persistantes (Orwa et al., 2009), qui atteint environ 07métre de hauteur (figure02). Il
fleurit a l'automne ou au début de I'hiver, et ses fruits marissent a la fin de I'hiver ou au début
du printemps (Ercisli et al., 2012). Il pousse bien dans presque tous les sols a bon drainage et
aussi dans les sols acides et alcalins. En général, on peut le trouver dans les climats maritimes
entre les altitudes 20- et 35 au nord et au sud, mais il peut croitre a la latitude 45- (Chalak et

al., 2014).

Figure(02) : photographies des parties aériennes d’Eriobotrya japonica L (Harrison, 2009).
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I-2-1-caractéristiques des différentes parties de la plante :

Tableau | : principales caractéristiques des différentes parties d’Eriobotrya japonica L.

Organe

Caractéristique

Référence

Feuilles

—  persistantes
— 12a30cmdelong et 3 a9 cm de large
— couleur toujours verte

— bordées de quelques dents espacées.

(Edward et al., 1993; junko et
al., 2007)

(Tonelli et Gallouin, 2013)

— appelé la néefle

— de forme ovale, arrondie ou piriforme

— surface lisse ou duveteuse

— chaque fruit contient de trois a cing grosses
graines

— couleur jaune pale a orange vif

— parfumée et Iégerement acidulée

— mesure environ 8cm de long et 4cm de diametre

dans sa partie la plus renflée.

(Ercisli et al., 2012)

(Etienne, 1994)

— odorantes
— de couleur blanche et délicate

— contient généralement 5 pétales.

(Orwa et al., 2009)
(Pesson et al., 1984; Tonelli et
Gallouin, 2013)

— couleur brune

— forme allongée de 1a 2cm de long.

(Orwa et al., 2009)
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I-2-2-systématique d’Eriobotrya japonica L. :

Tableau Il : Taxonomie d’Eriobotrya japonica L.

Rang taxonomique Nomenclature

Régne Végetal.

classe Dicotylédones (Tonelli et Gallouin, 2013).
Ordre Pomées (Tonelli et Gallouin, 2013).
Famille Rosacées (Niska et al., 2010).
Sous-famille Maloideae (Cuevas et al., 2007).

Genre Eriobotrya

Espece Eriobotrya japonica L.

I-2-3-noms vernaculaires de ’espeéce :

Tableau 111 : principaux noms vernaculaires d’Eriobotrya japonica L.
Langue Nom Référence
Francais Néflier du japon (Claude, 2010)
Bibassier (Lim, 2012)
Anglais Loquat (Edward et al., 1993)
China Pipa (Kazunori et al., 2007)
japon Biwa (Lim, 2012)
Allemand Japanische mispel (Lim, 2012; Tonelli et Gallouin, 2013)
Espagnol Nispolero (Lim, 2012; Tonelli et Gallouin, 2013)
Italien Nespolo del giappone (Tonelli et Gallouin, 2013)

I-3-Distribution générale d’Eriobotrya japonica L. :

Le Néflier du Japon est indigéne dans les montagnes du centre-est de la chine, dans les

zones humides du japon ou il est connu depuis toujours (Kazunori et al., 2007).

Il est également répondu dans le nord de I’inde, 1a ou les conditions climatiques lui
étaient favorables, ensuite il a été introduit en France par le botaniste Suédois Thunberg en
1784 (Tonelli et Gallouin, 2013).Vues les conditions climatiques favorables de la

méditerranée pour sa culture, le Néflier du japon s’est bien adapté dans presque toute la
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région ainsi qu’aux Etats-Unis, le Venezuela, le Brésil et en Australie (figure03) (Chalak et
al., 2014).

- Rang native

ggg Rang exotique

Figure(03) : Distribution géographique d’Eriobotrya japonica L. (Orwa et al., 2009).

I-4-Composition biochimique d’Eriobotrya japonica L. :
% Fruits :
La néfle est un fruit comestible composé de :

e 78,0%d’eau;

e 10,6% d'hydrates de carbone ;

e 10,2% de fibre ;

e 0,5%de graisse (lipides complexes) ;
e 0,4% de protéines ;

e 0,3% d’autres composantes (Shahi et al., 2009).

% Feuille :

Un certain nombre de composés biologiquement actifs ont été rapportés dans les
feuilles de cette plante, par exemple, des polyphénols (tanins, flavonoides), des triterpenes,
sesquiterpénes et les glycosides de Megastigmane (Jin et al., 2001; Alshaker et al., 2011).
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v’ Triterpénes :

Les feuilles d’Eriobotrya japonica contiennent une grande quantité de triterpenes
(environ 50mg/g de poids sec) (Tamiguchi et al., 2002), y compris I'acide tormentique (TA),
I'acide corosolique (CA), l'acide ursoliqgue (UA), l'acide maslinique (MA) et I'acide
oléanolique (OA) (figure 04) (Er-Na et al., 2009; Hui-ya et al., 2010).

A R
tormentic acld  OH OH Ry
corocolicacld OH H maglinic acid OH
urzsolic ackd H H oleanclic agld H

Figure(04) : structures chimiques des composés triterpéniques des feuilles d’Eriobotrya japonica L.(Hui-ya et
al., 2010).

v" Huile essentielle :

Une grande quantité de composés se trouve dans 1I’huile essentielle des feuilles
d’Eriobotrya japonica L, comme le nérolidol, le farnesol, 1’a-pinéne, la B-pinéne, le
camphene, la B-myrcéne, le p-cyméne, le linalol, I'oxyde trans-linalol, 1’ a-ylangene, I’ a-
frnesene, la B-farnéséne, le camphre, le nérol, le Gera-Niol, 1’ a-cadinol, le cis-B, y hexénol,
dont 61a74% et représentés par le nérolidol ( Chen and L.i,2008).

v’ Sesquiterpénes :

De nombreux sesquiterpénes ont été trouvés dans les feuilles d’E. Japonica L. dont la
plupart d'entre eux sont des sesquiterpenes glycosides caractérisés par le nérolidol ou
I’isohumbertiol comme 1’aglycone et par des chaines oligosaccharidiques ramifiées
constituees d'Al-rhamnopyranosyl et de B-D-glucopyranosyl (figure05) (Takuhiro et al.,
2013).
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1] / R:0
/ OH OH
OH o OH
o) 9 o]
R0 R;0

Open loop-type sesquiterpenoid parent nucleus. Closed loop-type sesquiterpenoid parent nucleus.

Open loop-type sesquiterpenoids isolated from Folium Eriehotryae.

Compound R, R,

0 H a-L-Rha (1—4)-0-L-Rha (1—)
02 a-L-Rha (1—) H

03 u-L-Rha (1—4)-0-L-Rha (1—) H

04 a-L-Rha (1—-4)-0-L-Rha (1 —) a-L-Rha (1—)

05 a-L-Rha (1—) a-L-Rha (1-)

06 a-L-Rha (1—4)-o-L-Rha(1—) (4-trans-feruloyl)-u-L-Rha (1—)

Closed loop-type sesquiterpenoids isolated from Folium Eviobotryae.

Compound Ry R:
07 a-L-Rha (1=»4)-0-L-Rha (1 =) a-L-Rha (1)
08 a-L-Rha (1—4)-0-L-Rha (1) (4-trans-feruloyl)-a-L-Rha (1—)

Figure(05) : Structure des sesquiterpénes trouvés dans les feuilles d’Eriobotrya japonica L. (Chen and Li,
2008).

v polyphénols :

L’extrait aqueux d’Eriobotrya japonica fournit une source riche en composés
phénoliques polaires tels que les procyanidines et les flavonoides glycosidiques (Alshaker et
al., 2011).

Selon Hideyuki et al., (2000) et Yanping et al., (2008), les feuilles d’Eriobotrya
japonica L. sont composée de plusieurs polyphénols tels que I'acide chlorogénique, 1’acide3-
O-cafeoylquinique, I’acide4-O-caféoylquinique, 1’acide4-O-pcoumaroylquinic, la quercétine,
I’isoquercitrine, la quercétine3-O-sophorosides, le kaempférol 3-O-sophorosides, le
kaempférol3-O-a-rhamnopyranosyl (1 — 2)-B-D -glucopyranoside, la (2)-épicatéchine, la
procyanidine B-2,la procyanidine C-1 , le 1-O-féruloyl-b-D-glucopyranose et le 4-O-b-

glucopyranosyl-cis-acide p-coumarique.
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I-5-Usage thérapeutique de la plante :

Traditionnellement, les feuilles d’Eriobotrya japonica L. ont une longue histoire
d'utilisation médicinale en Asie du Sud-est comme un anti-inflammatoire (Huang et al.,
2006; Jin et al., 2011; Kim et al., 2011), un antivirale et un anticancéreux (Jin et al., 2011).

Elles sont utilisées aussi pour traiter les pathologies respiratoires, digestives et le
diabéte et il s’est avérée qu’elles sont efficaces dans le traitement de la bronchite chronique
(Alshaker et al., 2011).

I-6- Activités biologiques d’Eriobotrya japonica L. :

Les feuilles du néflier du Japon sont fréquemment utilisées dans de nombreux
médicaments a base de plantes chinoises pour les traitements de la toux et de 1’asthme
(Yanping et al., 2008).

Les activités anticancéreuse, anti-inflammatoire, hypoglycémique (Yanping et al.,
2008) et la capacité antioxydante des parties de la plante sont principalement apportées par
ses constituants phénoliques, principalement les composés flavonoides (Kazunori et al.,
2007; Yanping et al., 2008; Hui-Ya et al., 2010).

v' Activité sur I’obésité :

Jin et al., (2011), ont montré que les extraits des feuilles d’Eriobotrya japonica L.
exercent un effet anti-obésité par la régulation des facteurs de transcription tels que
I’adipogene PPARY et le C /EBPa dans les adipocytes 3T3-L1.

v'Activité anti-inflammatoire :

Les feuilles d’E. Japonica L.ont des composants efficaces qui pourraient supprimer la
réponse inflammatoire induite par le LPS a travers l'inhibition de la production de NF-nB,
TNF-a, IL-1(Huang et al., 2006).
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v" Activité anti-cancéreuse :

Takuhiro et al., (2013) ont Constaté que le (AC) dérivé des feuilles d’E.Japonica L.
est le triterpéne antiprolifératif le plus puissant dans des lignées cellulaires de leucémie, mais
pas dans des lignées cellulaires de fibroblastes de peau normale, et cela se fait par I'induction

de I'apoptose médie par un dysfonctionnement mitochondrial et I'activation des caspases.
v Activité antidiabétique :

Les deux triterpénes polyhydroxylés (AC et AP) ont été capables de réduire les

niveaux de glucose dans le sang chez des rats a glycémie normale (Qa’dan et al., 2009).

L’extrait d'éthanol a 70% des feuilles d’E.Japonica L. a un effet hypoglycémiant
significatif chez les souris devenues diabétiques par 1’alloxane et le total des sesquiterpenes a
un effet significatif sur I'abaissement du niveau de glucose dans le sang des souris normales/

souris devenues diabétiques (Qa’dan et al., 2009).

v Activité antioxydante :

Les travaux de Yanping et al.,(2008) ont montré que 1I’administration d’un extrait
éthanolique des feuilles d” Eriobotrya Japonica L. a des rats inhibe 1’augmentation de la
peroxydation des lipides et restaure 1’activité de la superoxyde dismutases, ce qui signifie

qu’il est capable de réduire les dommages causés par les radicaux libres.
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Chapitre 11 : les radicaux libres et antioxydants
I1-1-radicaux libres :
11-1-1-Définition :

Un radical libre est une espéce chimique, ayant un nombre impair d’électrons sur
I’orbite externe (Gardés-Albert, 2003; Pelli et Lyly, 2003), ce qui lui confére une grande
instabilité et une forte réactivité (Vansant, 2004). Il possede un temps de demi-vie

extrémement court (10°-10° S) (Tessier et Marconnet, 1995).

IlIs peuvent se former au cours de la rupture symétrique d’une liaison covalente
(fission homolytique) pendant laquelle chaque atome conserve son électron, soit au cours
d’une réaction redox avec perte ou gain d’électrons a partir d’un composé non radical
(figure06).En effet, ce radical libre aura tendance a attirer les électrons d’autres atomes et
molécules pour gagner en stabilité, donc I’oxydation de ces derniers (Koechlin-Ramonatxo,
2006).

Oxydation
A J— AO-I- + e-

B + e - > BO_
Réduction

Figure(06) : Formation de radicaux libre au cours d’une réaction redox (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

11-1-2- les radicaux libres en biologie :

Les radicaux libres tels que les especes réactives de 1’oxygéne (ERO) et d’azote
(ERN) sont utiles pour l'organisme a dose raisonnable (Alain, 2003). A faibles
concentrations, ils sont des régulateurs des voies de signalisation et de I’expression des geénes
au niveau des cellules vasculaires et jouent ainsi un réle important dans les processus
physiologiques et pathologiques de ces cellules (Bonnefont-Rousselot et al., 2002). Par
exemple, au niveau musculaire, les travaux de Reid et al. (2001), montrent que I’exposition de
fibres musculaires au H,O, augmente toutes les caractéristiques de la contraction musculaire :
pic de force, temps de demi relaxation. Les EOR participeraient également a I’amélioration du

captage musculaire du glucose et a la reconstitution des stocks en glycogéne musculaire, mais

11
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la production peut devenir excessive se qui peut provoquer des dommages dans 1’organisme

(Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Les ERO et ERN les plus souvent impliquées en physiopathologie sont 1’anion

superoxyde (027), le peroxyde d’hydrogene (H,O,), le radical hydroxyle (OHe), I’oxyde
nitrique (ON-) et le per-oxynitrite (ONOO ) (Tableau IV) (Huet et Duranteau, 2008).

Tableau(lV) : Caractéristiques des ERO et des ERN.

Espeéces Symboles Caractéristiques
Anion Radical peu réactif ; (Tessier et Marconnet,
superoxyde 02" toxique ; 1995)
oxyde les catécholamines ;
peut former OH°.
peroxyde non radicalaire ;
hydrogéne H20; faiblement stable ; (Goudable et Alain, 1997)
toxique ;
diffusible et antiseptique ;
peut former OH°.
radical Tres réactif, (Tessier et Marconnet,
hydroxyle OHe peu diffusible ; 1995; Cillard et Cillard,
initiateur principal de la lipo- 2006)
peroxydation, altere les protéines
et1” ADN.
oxyde nitrique ONe hautement diffusible ; (Massion et al., 2002)
peut former ONOO-.
per-oxynitrite ONOO™ puissant oxydant ; (Ré et al., 2005)

agent de nitration.

11-1-3-Génération des ERO et des ERN :

Les radicaux libres sont produits au cours de nombreuses réactions engagées dans les

mécanismes physiologiques, (respiration mitochondriale), cette production peut devenir

excessive dans les mécanismes pathologiques (inflammation, infection, toute pathologie

12
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dégénérative et vieillissement accéléré) ou par 1’exposition a des facteurs exogénes (Curtay
et Robin, 2000; Afonso et al., 2007).

Les especes réactives de I'oxygene (ERO) sont des métabolites réduits de 1’oxygéne

qui sont beaucoup plus toxiques que I'oxygene lui-méme (Gardés-Albert, 2003)

La formation du chef de file des espéces oxygénées réactives (I’anion superoxyde) va
alors conduire au cours de véritables chaines d’oxydoréductions a la formation de nombreuses

especes tres réactives (figure07) (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Xanthine/hypoxanthine 0
o * Arachidonic acid
NADPH X Mitochondrial 0,
NADPH-oxydase ic acid, Respiratory COX, LOX
Chain peostanoids,
leukotriens

Haber-Weiss

Réaction

Fenton Réaction
0, > [0 | ——~<—> H,0
o + Fe™* . ¢ e
0~ 2H y Fe**, OH
/ 1\ T
NOS !
L-Arginine NO*
; NADP* H,0,
citrulline G6PD 2GSH
GR catalase
NADPHA® | ooo ; o
A J
H,0 2H,0 HoCH

Reactive oxidant —»  NO,

Figure(07) : formation des radicaux libres par divers mécanismes (la chaine respiratoire mitochondrial,
NADPH-oxydase, Xanthine /hypoxanthine, cyclooxygénase et la lipoxygénase produisent I’anion superoxyde
(0,), la NO synthase qui forme 1’oxyde nitrique (ON"), la réaction de fenton et la Myéloperoxydase (MPO)
produisent le (OH")) (Margaill, 2005).

I1-1-4-stress oxydatif :

Le stress oxydatif est un terme général utilisé pour décrire une situation de dommages
(Pelli et Lyly, 2003) qui se définit parun déséquilibre entre les systemes oxydants et les
capacités antioxydantes d’un organisme, d’une cellule ou d’un compartiment cellulaire, en

faveur des premiers (Pincemail et al., 2001; Robert, 2006). Il estcausé, soit par des especes
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radicalaires et leurs dérivés secondaires qui se multiplient ou par des mécanismes anti-
radicalaires qui s’essoufflent c'est-a-dire baisse de 1’activité antioxydante (Adjélé et Leyli,
2003; Guichardant et al., 2006).

11-1-5-Conséquences du stress oxydant :

Les scientifiques élaborent de multiples expériences in vitro qui montrent la toxicité
des radicaux libres responsables de dégats cellulaires importants via le déclenchement de
cassures et de mutations au sein de I’ADN, I’inactivation de diverses enzymes, la
modification des structures protéiques, 1’oxydation des sucres et I’induction de la

peroxydation lipidique (figure08) ( Pincemail et al., 2002; Defraigne et Pincemail, 2007 ).

Xenoblohqu&s
v

Situations pathologiques Radlcal libre

N~

Oxydation des acides nucléiques Oxydation des acides aominéﬁ

"
H,N- CHC-OH

o )
N CH,
NH H OH
& i
'f_‘l N NH;
Guanosine

Ortho-tyrosine

n (o]
NH
Ho_(f:l)\
N NH, o OH OH

H
HOO, (o] CH
CH —_— OH
8-h i mo i
ydloxyguanosme X IJ b oH .S

OH 15-Ft-lsoP
16:0/20:4 OOH PtCholine

ANNRANAAS
Diéne conjugué

Malond:aldehyde Trans-4-hydroxyalkénal

Figure (08) : Schéma général des marqueurs d’oxydation des lipides, des acides aminés et des acides nucléiques

au cours du stress oxydant (Michelet al., 2008).
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e peroxydation lipidique :

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de
I'attaque par le radical hydroxyle capable d'arracher un hydrogene sur les carbones situés
entre deux doubles liaisons, pour former un radical diéne conjugué, oxydé en radical
peroxyle. Cette réaction appelée peroxydation lipidique forme une réaction en chaine car
le radical peroxyle formé se transforme en peroxyde au contact d'un autre acide gras qui
forme un nouveau radical diéne conjugué. Le radical peroxyle, aprés évolution en un
peroxyde cyclique et coupure de la molécule, peut libérer différentes aldéhydes toxiques

dont le malonedialdéhyde ou I'nydroxynonenal (Alain, 2003).

L
HO 4
O R SR SO0
arachidonate *
— COOH
radical arachidony e
- réaction en
- D0 chaime
radical diens conjugué radicalaire
+ 2
®oo *’
AN
radical WWDH
peEroxyie
+ arachidonate
{CJI- CHOH
= BOOH AN iS00
endoperox yde hydroperoxgde
/4 Fer \ \
H,C—CH, Olay, o 20 HO H
ethane MDA
c. et "
H,l::f e “‘CH; /\/\E/\MO
H,; H
pentane Hydraxynanenal isoprasianes
Produits terminaux

Figure (09) : Mécanisme en chaine de la peroxydation des acides gras polyinsaturés et nature des produits

terminaux formés (Alain, 2003).

e Oxydation de I'ADN :

Les modifications oxydative de I’ADN sont multiples sur les bases ou les sucres, et

elles sont la cause principale de I’effet mutagene associé aux situations de stress (Radicella et

al., 2009).
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L’addition d’OHe sur la guanine peut se produire soit en position 8 soit en position 4.

L’addition en position 8 conduit a la formation du radical 8-hydroxy-7,8-dihydroguanyle qui

est le précurseur de la 8-oxo-guanine . De fagon similaire, I’addition en position 8 d’OHe sur

I’adénine conduit a la formation de la 8-o0xo-adénine (Radicella et al., 2009).

Ils peuvent conduire, via ’arrachement d’un atome d’hydrogene, a la formation d’une

coupure de brin par libération du 2-désoxyribose ou par I’altération du sucre qui reste relié a

I’extrémité 3° ou 5° du squelette phosphodiester ou a la formation d’un site abasique (sucre

altéré mais relié par ’extrémité 3’ et 5° au squelette phosphodiester) (figurel0) (Amiad,

2013).

Thymine glycol

coupure de
chaine simple ~—
brin T

modification de la

base
dduit de dérivé
d'oxydation
lipidique
Jormation

de site abasique
coupure de

chaine double
brin

MJ\Yn_c.o
1,11)\//\u-alu>

Fapy-guanine

Acide oxalurique

Malonaldehydo=d G

’@I\IM

Lysino d guanosine

Figure (10) : Lésions de I’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des cellules (cing

classes principales de dommages oxydatifs médiés par OH" peuvent étre générées. Parmi elles, les bases

oxydées, les sites abasiques, des adduits intra-caténaires, des cassures de brins et des pontages ADN-protéines)

(Alain, 2003).
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11-1-6-Pathologies liées au stress oxydant :

Le stress oxydant est la principale cause initiale de nombreuses maladies souvent liées
au vieillissement : cancer, cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse
respiratoire aigu, cedéme pulmonaire. Le stress oxydant est aussi un des Facteurs
potentialisant I'apparition de maladies plurifactorielles telles le diabéte, la maladie
d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardio-vasculaires (Adjélé et Leyli, 2003).

% Athérosclérose :

L’OMS définie I’athérosclérose comme une association variable de remaniements de
I’intima des artéres de gros et moyen calibres consistant en une accumulation focale de
lipides, de glucides complexes, de sang et de produits sanguins, de tissu fibreux et de dépbts

calcaires(Beaudeux et al., 2006).

Les ERO produits par les monocytes dans 1’intima provoque 1’oxydation des LDL qui
peuvent étre éliminées par les macrophages. Ces derniers vont, soit maintenir un équilibre
sans épaississent de I’intima, soit, suit au débordement de ce systeme d’élimination, se
transforme en cellules spumeuses ; en effet, ces cellules présentent un récepteur aux LDL
oxydées (dit scavenger), qui n’étant pas régulé par le contenu intracellulaire en cholestérol,
accumule des lipides sous forme de vacuoles lipidiques. Celles-ci deviennent de plus en plus
grandes, entrainant la mort cellulaire et la libération du contenu lipidique dans I’intima a
I’origine de 1’épaississement de 1’intima puis de cceur lipidique de la plaque athérosclérose

constituéee (figure 11) (Baudin, 2006).
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Figure (11) : Moadification des LDL dans la paroi artérielle menant a la plaque (Baudin,2006).

11-2-Les antioxydants :
11-2-1-Définition :

D’une manicre générale, un antioxydant peut empécher 1’oxydation d’un autre substrat
en s’oxydant lui-méme plus rapidement que celui-ci. En méme temps, les antioxydants
arrétent la réaction, la plupart du temps parce que la structure des antioxydants est
relativement stable (Vansant, 2004; Mette, 2006).

11-2-2-Les différents types d’antioxydants :

La production physiologique d’ERO est régulée par des systemes de défense
composés d’enzymes (superoxyde dismutases (SODs), catalase, glutathion peroxydases
(GPx’s), couple thiorédoxine/thiorédoxine réductase, héme oxygénase, peroxyrédoxine...)
(Pincemail et al., 2002; Gardés-Albertet al., 2003) et de molécules anti oxydantes non
enzymatiques de petite taille (glutathion, les vitamines E et C, la bilirubine, 1’acide lipoique)
(figurel2) (Barouki, 2006).
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Figure (12) : régulation de la production d’espéces réactives de I’oxygéne (ERO) par les systémes de défenses

anti oxydantes (Pincemail et al., 2002).

11-2-2-1-Les antioxydants enzymatiques :

e La superoxyde dismutase (SOD) :

L’enzyme superoxyde dismutase (SOD) est impliquée dans la neutralisation de 1’02"
en le transformant en peroxyde d’hydrogéne (H20,), évitant ainsi la formation de derivés plus
toxiques comme le peroxynitrite (ONOO") ou le radical hydroxyle (HO+) (Guichardant et
al., 2006; Afonso et al., 2007).

Il en existe trois types: une SOD contenant du cuivre et du zinc (Cu/Zn-SOD),
localisée dans le cytosol des cellules eucaryotes et dans les globules rouges; une SOD
contenant du manganese (Mn) située dans les mitochondries, et un facteur de haut poids
moléculaire a activit¢ SOD (EC-SOD) situé dans le plasma et les poumons humains
(Pincemail et al., 1998).

e |acatalase:

C’est une enzyme tétramerique, principalement présente dans les peroxysomes de
diverses cellules, dans les plaquettes et le stroma des érythrocytes. Elle transforme le
peroxyde d’hydrogéne (H,0,) en simple molécule d’eau (Kirkman et Gaetani,1984;
Gardes-Albert et al., 2003), selon la réaction :

2H,0; » 2H,0 +0,
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e Les glutathion peroxydase(GPx) :

La GPx se trouve principalement dans des organites cellulaires bien individualisés
comme les peroxysomes, la membrane mitochondriale externe reforme les glutathion
peroxydase capable de catalyser la désamination oxydative de certaines amines (Gardes-
Albert et al., 2003). Elle métabolise Le H,O, en H,O et agit également sur les hydro
peroxydes qui proviennent de la peroxydation des acides gras polyinsaturés (acide linoléique,
linolénique et arachidonique) (Vansant, 2004; Afonso, 2007).

Elle agit par son groupement selénol, deux molécules de GPx sont nécessaires a la
transformation d’une molécule d’hydro peroxyde. Comme ces deux GSH s’oxydent en GSSG
(forme oxydée), il est indispensable que la GPx soit couplée au systeme de régénération du
GSH (forme réduite active) qui est catalysée par la glutathion réductase NADPH2-dépendante
(Baudin, 2006).

11-2-2-2-Les antioxydants non enzymatiques :
e Lavitamine C:
La vitamine C (acide ascorbique) est I’antioxydant hydrosoluble largement répandue

dans les fruits et les 1égumes (figurel4). Elle est toutefois instable a la chaleur et a la lumiére
UV (Lubochinsky, 2000).

v" Mécanisme d’action de la vitamine C :

La vitamine C a la propriété d’étre fortement réductrice, Cette molécule agit sur
I’oxygeéne par oxydoréduction griace a sa fonction éne-diol et se transforme en acide
déhydroascorbique (figurel3) qui a la méme activité biologique que I’acide ascorbique
(Lubochinsky, 2000).

Elle permet la régénération de la vitamine E et du glutathion nécessaire a la glutathion-

peroxydase (Curtay et Robin, 2000).
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Figure(13) : transformation de I’acide ascorbique en acide déhydroascorbique par une oxydation (Lubochinsky,
2000).

La vitamine E :

La vitamine E (tocophérols) est une vitamine liposoluble que 1’on rencontre surtout
dans les huiles végétales, les noix et les germes de diverses graines. Les fruits, les légumes et
la viande contiennent également une petite quantité de vitamine E (Zazzo, 2002; Vansant,
2004). Elles sont formées d’un noyau chromane porteur de radicaux méthyles et d’une chaine

terpénique (Frénot et Vierling, 2001).

Elle désigne un groupe de nombreux composants présents dans la nature : les a, B, y et
d-tocophérols, dont la forme la plus active et la plus répondue est celle d’ a- tocophérol
(figurel4) (Curtay et Robin, 2000).

\ S ) ¥ B J
M.
Noyau chromane Radical phyyl
C, H,0,

@ tocophérol ou 5,7.8 triméthyltocol M = 430 g.mol!

Figure(14) : structure chimique de I’ a- tocophérol (Frénot et Vierling, 2001).
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v Mécanisme d’action de la vitamine E :

La concentration en vitamines E dans le plasma est de 10mg.L™(valeur corrélée avec
celle des lipides totaux), transportées par les B-lipoprotéines, elle est stockée dans le foie, les
glandes surrénales, les tissus adipeux et les cellules du sang. Elle est éliminée par voie biliaire

et urinaire (Frénot et Vierling, 2001).

Le rble antioxydant des tocophérols est surtout net vis-a-vis des phospholipides
membranaires (1 molécule de tocophérol protége 1 000 molécules d’AGPI) (Figurelb)
(Frénot et Vierling, 2001).

+ Log e N @ +  LOMH
tocophenal  Peroxyde wcophénol hydroperoxyde
lipidique v fomme semi-<uinone lipidique

Vitamine C
ou ubiguinol

Figure (15) : pouvoir antioxydant de 1’ a- tocophérol. (Frénot et Vierling, 2001).

e Caroténoides :

Les caroténoides sont des pigments liposolubles de couleur jaune, orangée a rouge.
Malgreé I’identification de plus de 600 caroténoides spécifiques, seul un nombre limité d’entre
eux sont présents en quantité sensible dans le sang et les tissus humains (Curtay et Robin,
2000). lIs peuvent étre des hydrocarbures purs appelés carotenes (lycopene, B-caroténe...) ou
posséder un groupement fonctionnel oxygéné et dans ce cas, s’appeler xanthophylles
(astaxanthine, lutéine...) (figurel6). Ils sont considérés parmi les molécules les plus efficaces

pour piéger I’oxygéne singulet (Laguerre et al., 2007).
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i ” B-carotéene

Lycopéene

Figure (16) : Principaux caroténoides antioxydants (Marc et al., 2004).

v Mécanisme d’action :

Les caroténoides exercent une activité d’antioxydante par I’intermédiaire de plusieurs
mécanismes distincts bien que probablement complémentaires par exemple (antioxydant
piégeur d’oxygene singulet). Ce dernier mode d’action s’exerce par la désactivation de 102

en 302 (réactionl) (Laguerre et al., 2007).

1IIZII';!+E— caroféne — J:’J'_,_+ f— caroténe* m

Ensuite, le p-carotene* grace a son long systeme polyénique conjugué, dissipe son
exces d’énergie au travers [D’interaction vibrationnelles et rotationnelles avec son

environnement (réaction 2) (Laguerre et al., 2007).

B caroténe* — B—caroténe + chaleur (2)

11-3-Les composés phénoliques :
11-3-1-Définition:

Les polyphénols représentent un groupe de meétabolites secondaires complexes,
exclusivement synthétisés dans le régne végétal (Macheix et al., 2005; Collin et Crouzet.,
2011). llIs sont présents dans les fruits, les legumes, les graines, les fleurs et aussi les herbes
ou ils contribuent a la couleur et aux propriétés sensorielles telles que l'amertume et
I'astringence (Motamed et Texier, 1999; Ojeil et al., 2010).
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Ils sont caractérisés par la présence au moins d’un noyau benzénique auquel est
directement lié au moins un groupement hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction :

éther, ester, hétéroside (Brzozwska et Hanower, 1976; Bruneton, 2009).

11-3-2-biosynthése des polyphénols :
Selon Jean, (2009), les composes phénoliques sont synthétisés a partir de deux grandes voix :

v Voie des Shikimates (acide shikimique) :¢’est la voie la plus courante, elle conduit a
la formation des oses aux acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine) puis
par désamination de ces derniers, aux acides cinnamiques et a leurs tres nombreux

dériveés : acide benzoiques, acétophénones, lignanes et lignines, coumarines.

v" Voie des acétates : qui conduit a des poly-B-cétoesters de longueur variable (les
polyacétates) qui engendrent, par cyclisation des composés souvent polycycliques :
chromones, isocoumarines, orcinols, depsides, depsidones, xanthones, quinones, etc.

La pluralité structurale des composés phénoliques due a cette double origine
biosynthétique est encore accrue par la possibilité tres fréquente d’une participation simultanée
du Shikimate et de [’acétate a 1’¢laboration de composés d’origine mixte comme les

flavonoides (Bruneton, 2009).

11-3-3-Classification des composés phénoliques :

Les polyphénols forment un tres vaste ensemble de substances chimiques. A I’heure
actuelle, plus de 8000 molécules ont été isolées et identifiées (Martin et Andriantsitohaina,
2002). Selon leurs caractéristiques structurales, ils se répartissent en une dizaine de classes
chimiques, qui présentent toutes un point commun : la présence dans leur structure d’au
moins un cycle aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions
hydroxyles (OH) (Ribéreau-Gayon, 1998).

+«+ Les acides phénoliques ou phénols simples :

Parmi les acides phénoligues, on distingue les dérivés de 1’acide benzoique, ceux de

I’acide cinamique (figurel7), et des coumarines (figurel8) (Collin et Crouzet, 2011).
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Acides hydroxyhenzoiques

R,=R,=R,=R,=H acide benzoigque {non phénalique)
Ra i R,=R.=R,=H R,=0H acide p-hydros yhenzoique
: R,=H,=H.R.=R,=0H acide protocatéchigue
H-—@—(:ﬂﬂtl R,=R,=H.R.,=0CH, R,=0H ar:!d-:' 1-'m'li_llin]w:
’ B,=H.R,=R,=R,= UEI acide galligue
. R,=H,R,=R,=0CIl, R, =0H acide $§'t"mgiqut'
N R =0 R, =R, =R, =H acide salicylique
Ry=R;=0H.R,=R,=H acide gentsigue

Acides hydroxycinnamiques («phénylpropancidess)

COOH R =R,=R,=H acide cinmamigue (non phénalique)
ng%/ R, =R,':!],'R3: OH ii(.‘idn‘?lfl-cl."ul'l'lihf]que
R,=R,=0H.R,=H acide caféique
R; R,=0CH, R,=0H,R,=H acide féruligue
Ba R,=R;= 0 Ih R.= {_Jll acide sinapique

Figure(17) : Structure chimique des principaux acides phénoliques (Macheix et al ., 2005 ).

R, = Ry = H : umbelliférone (hydroxy-7-coumarine)

= R, = OH, R, = H : aesculétine (dihydroxy-6,7-coumarine)
R, =0OCH = H : scopolétine
{hydmxy ?1111 thoxy-6-coumarine)

RO o o B, = OH, R, = OCH, : méthyl-4-umbelliférone
[h}rdmrr.]r -7 méllm;y—d--{:oummm

R,

Ry R; =R, = H : skimmine
{hydmx]r -7-coumarine-8-D-monoglucoside)

| = OH, R, = H : aesculine
o [cﬁhydrony \ 7-coumarine-8-D-monoglucoside)
o o Ry= scopoline
glucose (h}rdmxy '?.' rn&lmxy 6-coumarine-8-D-monoglucoside)
R; =0OH, R, =0CH

{m hydroxy- ?ﬁéthoay-&-conmmmﬁ-ﬂ-nmghmﬂc
o o psoraléne

Figure(18) : Structure chimique de quelques coumarines (Collin et Crouzet, 2011).

+ Les tanins :

Les tanins constituent un sous-ensemble des substances polyphénoliques vegétales de
masse moléculaire suffisamment élevée et possédant un nombre suffisant d’hydroxyles
phénoliques et d’autres groupements carboxyles pour former des complexes solides avec les
protéines et d’autres macromolécules (Woodward et Reed, 1989). On les trouves dans les
fruits et 1’écorce des arbres (Ojeil et al., 2010). La plupart de leurs propriétés découlent de
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leur capacité a former des complexes avec les macromolécules, en particulier les protéines

(Gazengel-Amme et Orecchioni, 2013).

On distingue deux grands groupes de tannins différent a la fois par leur réactivité
chimique et par leur composition : les tannins hydrolysables et les tannins condensés
(Woodward et Reed, 1989; Besancon et al., 2000).

e Les tannins hydrolysables :

Les tannins hydrolysables (Ty) sont des polyesters de I’acide gallique ou ellagique
associes a des sucres ou des polyols (Descheemaeker, 2004). Ils sont des piégeurs de

radicaux libres et de 1’ion superoxyde (Gazengel-Amme et Orecchioni, 2013).

Parmi les formes simples de tannins hydrolysables on trouve le penta-galloyglucose
(figurel9), molécule tres réactive qui est a I’origine de la plupart des formes complexes, et la

castalagine chez la chataignier ou le chéne (Macheix et al., 2005).

Ho

oH on

OoH

Pentagalloylglucose o

Figure (19) : Deux exemples de tannins hydrolysables (Macheix et al., 2005).
e Les tanins condenses :

Les tannins condensés ou proanthocyanidines sont des oligomeéres ou des polymeres
des catéchines (figure20) (Descheemaeker, 2004).
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O

R=H - unité procyanidine, dénvée de Ia catéchine
R = OH : unité prodelphinidine, dérivéc de la gallocatéchine

Figure(20) : Exemple de structure d’un tannin condensé (Macheix et al., 2005).

R/

«+ Les flavonoides :

Les flavonoides appelés aussi bioflavonoides sont formés d’un squelette a 15 atomes
de carbone (C6-C3-C6) (Figure21) (Collin et Crouzet, 2011).

Ils englobent une large gamme et diversifiée de dérivés phénoliques hydrosolubles
dont la plupart ont une action antioxydante. lls sont constitués de deux anneaux aromatiques
liés par trois atomes de carbone qui forment un composé hétérocyclique oxygéné. lls sont
divisés en six sous-catégories: les flavonols; les flavones; les isoflavones; les flavonols
(catéchines et proanthocyanidines); les flavanones; les anthocyanidines (Charles et
Benbrook, 2005).
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Flavanols
Flavonols (catéchine)
© e
HO. P
: et
~ < O
o o

Flavones

o O L)

Flavanones Flavanonols
22 HO 2 -
oH
) O

oM O

Proanthocyanidols
HO 2 ol

s O

Figure(21) : Structure chimique des flavonoides (Besancon et al., 2000).

11-3-4-Activités biologiques des polyphénols :

Les recherches récentes sur les composés phénoliques en genéral et les flavonoides en
particulier sont trés poussées en raison de leur effet antioxydant qui est du a leurs propriétés redox
en jouant un rble important dans la destruction oxydative par la neutralisation des radicaux libres,
piégeage de I’oxygene, ou décomposition des peroxydes (macheix et al., 2005), ce qui leur confere

divers propriétés physiologiques (Tableau V).
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Tableaux(V) : Activités biologiques des composés phénoliques :

Polyphénols Activités Référence

Acides phénols — Activité antioxydante (Motamed et Texier, 1999).
— Antiagrégants plaquettaires, (Martin et Andriantsitohaina,
— Anti-allergénes 2002)

Coumarines — Neurosédatives
— Diurétiques (Motamed et Texier, 1999)
— Activité antioxydant

Flavonoides — Antioxydantes
— Anti-inflammatoire (Bruneton, 2009)

— Anti cancérogenes

— Hypotenseurs et diurétiques

Tanins —  Anti-nutriments (Bruneton, 2009)
— Anti-diarrhéiques

— Antioxydant

11-3-5-Mécanismes d’action des composés phénoliques :
e Piégeage des radicaux libres :

Les composés phénoliques sont des molécules capables d’interrompre la chaine
autocatalytique de I’oxydation en bloquant les radicaux lipidiques Re et ROOe par transfert d’un
atome d’hydrogéne He pour reformer RH et ROOH. De méme, ils peuvent transformer les
radicaux alcoxyles RO+ en ROH, bloquant ainsi la formation des aldéhydes (figure22) (De Reynal
et Multon, 2009).

Figure (22) : Mécanisme d’action d’un antioxydant phénolique. (De Reynal et Multon, 2009)
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e Chélation des ions metalliques :

Les ions du fer (Fe**) et du cuivre (Cu®) sont essentiels pour certaines fonctions
physiologiques. Ils peuvent étre, soit des constituants des hémoprotéines, soit des cofacteurs
des différentes enzymes du systeme de défense antioxydant (par exemple, Fe pour la catalase,
et Cu et Zn pour les superoxydes dismutases). Mais, ils sont aussi responsables de la
production du radical hydroxyle par la réduction du peroxyde d’hydrogéne (Alain, 2003),

selon la réaction:
H, O+ Fe?* —> OH'+ OH + Fe**
Les flavonoides sont considérés comme de bons chélateurs de ces ions métalliques

gréce a leur structure chimique qui contient des sites essentiels pour la chélation de ces ions

(figure23) (Marfak, 2003).

[ § 1

Figure (23) : Les flavonoides et leur sites proposés pour la chélation des ions métalliques (1 : Un noyau
catéchol sur le cycle B, 2 : les groupes 3-hydroxyle et 4-oxo du cycle C, 3 : les groupes 4-0xo et 5-
hydroxyle entre les cycles A et C) (Marfak, 2003).

e Inhibition des enzymes génératrices des radicaux libres:

Quelques flavonoides sont aussi de forts inhibiteurs de certaines enzymes
métaboliques qui générent des produits de radicaux libres telle que la cyclooxygénase, la
lipoxygénase, la monoamine oxydase, la XO et 1’oxyde nitrique synthase inductible (Le et al.,
2007).
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Partie expérimentale Matériels et méthodes

I-Matériel et méthodes
I-1- Préparation du matériel végétal :

Cette étude est porté sur une espéce de plante de la famille des Rosacées qui est

Eriobotrya japonica L.

I-1-1- Récolte de la plante :

Les feuilles d’Eriobotrya japonica L (figure24) ont été récoltées au mois de septembre
2013 dans le village de Targa ouzemour, de la wilaya de Bejaia, loin de tout impact de

pollution.

I-1-2- Séchage et broyage :

Apres la récolte, les feuilles de la plante ont été lavées a 1’eau courante afin de les
débarrasser des poussiéres et autres particules et conservées a I’ombre dans un endroit sec et
aeré. Puis les feuilles de la plante ont été séchées a 1’air libre pendent 1 mois, ensuite broyées

a I’aide d’un broyeur électrique, en une poudre fine.

Figure(24) : Photographies des feuilles d’Eriobotrya japonica L.
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I-2-Extraction des composés phénoliques totaux :

Le procédé d’extraction des polyphénols utilisé est celui décrit par Chiang et al.,
(1994) (figure25). Le principe de cette méthode se base sur ’extraction sélective liquide-
solide des composés phénoliques en utilisant quatre solvants de différentes polarités :
I’éthanol, I’eau, le chloroforme et I’hexane. Toutes les étapes d’extraction qui suivront en été

réalisées a température ambiantes.

300g de poudre fine des feuilles d’Eriobotrya japonica-l—)
@dms I’éthanol 96% (1/4) pendaD

( Décantation pendant 24D
Qtrait d’éthanol des @

\
v

Extrait d’éthanol a Chloroforme/eau (3/1) Hexane /eau (3/1)

tester

Agitation et décantation Agitation et décantation
pendant 24h pendant 24h

v , v v
Extrait aqueux du Extrait organique du Extrait aqueux du Extrait organique
Chloroforme a tester Chloroforme a tester I’hexane a tester du I’hexane a

Figure(25) : protocole d’extraction des composés phénoliques totaux (Chiang et al., 1994).
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«» Calcul du rendement :

Apres ’extraction, cinq extraits on été obtenus, le taux d’extraction de chaque extrait sec a

été calculé suivant la formule ci-dessous :
Taux d’extraction = [(P- P0)/ poids de la poudre]*100
Ou:
PO : poids vide du creuset.
P : poids apres évaporation du solvant.
I-3-Dosage des différents groupes de composes phénoliques :

Dans le but d’évaluer qualitativement et quantitativement le contenu en composés
phénoliques des extrais des feuilles d’Eriobotrya japonica L. Trois protocoles ont été suivis

afin de doser les teneurs en phénols totaux, en flavonoides et en tanins condensée.

Il est a noter que pour tous les dosages, I’extrait sec a été reconstitu¢ dans du
méthanol, et des blancs ont été préparés. Le dosage des différents groupes de composes
phénoliques a été réalisé sur les extraits éthanoliques, organiques et aqueux du chloroforme et
organiques et aqueux d’hexane des feuilles d’Eriobotrya japonica L. dans les mémes

conditions.

I-3-1- Dosage des phénols totaux :
a) Principe :

La quantification colorimétrique des composés phénolique totaux a été déterminée selon
la méthode décrite par Yap et al., (2009) (figure26). Le principe est basé sur 1’utilisation du
réactif de folin ciocalteu, qui est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique (
H3sW1,040) et d’acide phosphomolybdique ( HsPMo12040). Ces derniers, lors de 1’oxydation
des phénols, sont réduits en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdene, en
présence d’une solution alcaline. La coloration produite, dont 1’absorption maximale se situe a
765 nanometres est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extrais

végétaux (Boizot et charpentier, 2006).
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b) Mode opératoire :

0,3 ml d’extrait 1,5 ml du folin - 0,2 ml de carbonate de
(Amg/ml) L7 ciocalteu (10% v /v) sodium (7,5% ; v/v)

Agitation du mélange

A 4
Incubation pendant 30 mn a température ambiante et a
I’obscurité

Mesure de 1’absorbance a 765nm

Figure(26) : protocole de dosage des composés phénoliques (Yap et al., 2009).

N.B : un blanc a été préparé en remplacant 1’extrait par du méthanol.
c) Expression des résultats :

Les concentrations en composés phénoligque totaux des extraits sont déterminées en se
référant a la courbe d’étalonnage obtenue a différentes concentrations d’acide galliques dans
le méthanol. Les résultats sont exprimés en mg équivalent acide gallique par g d’extrait (mg

EAG /g d’extrait).
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1-3-2-Dosage des flavonoides :
a)Principe :

Le dosage des flavonoides repose sur leur aptitude a chélate les métaux (fer et
aluminium) par leur groupements hydroxyles, forment ainsi des complexes jaunatres.

(Ribéreau-gayon, 1968).

b) Mode opératoire :

La teneur en flavonoides a été déterminée selon la méthode de Mimica-Daki, 1992 in

(Abdou bouda et al., 2010) (figure27).
sodium et de chlorure d’aluminium

1ml d’une solution d’acétate de

2ml d’extrait (1mg/ml) L]
/ 133ml d’AICI3 et
Incubation pendant 10 minutes 400mg d’acétate
de sodium dans

¢ 100ml d’eau

istillée.
@’absorbance@ distillee

Figure(27) : Protocole de dosage des flavonoides (Abdo Bouda et al., 2010).

N.B : Un blanc a été préparé pour chaque extrait en mélangeant 2ml de solution d’extrait avec

1ml d’eau distillée.

c) Expression des résultats :

Une courbe d’étalonnage a été réalisée dans les mémes conditions, en utilisant la
quercétine comme standard étalon, a différentes concentrations. Les résultats sont exprimés en

mg équivalent quercétine par g de poids sec d’extrait (mg EQ/g d’extrait).
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1-3-3-Dosage des tanins (proanthocyanidines) :
a) Principe :

Les tanins condenses sont déterminés par la méthode de la vanilline acidifiée. Cette
technique est basée sur la capacité de la vanille a réagir avec les unités des tanins condensés

en présence d’acide pour produire un complexe coloré mesuré a 500nm. (Nakatsubo et al.,

2002).

b) Mode opératoire :

La teneur en tanins condensés (proanthocyanidines) est déterminée selon la
méthode de Sun et al., 1998 in (oyedemi et Afolayan, 2011) avec quelques modifications

(figure28)

0.2ml de la
solution d’extrait

1.5 ml d’HCl
(37 %)

3ml de la vanilline (4%, v/v)
préparé dans le méthanol

Agitation et incubation pendant 15min a température ambiante

@absorbance a @

Figure(28) : Protocole de dosage des tanins (proanthocyanidines) (Oyedemi et Afolayen, 2011).

N.B: Un blanc d’extrait a été préparé pour chaque extrait, contenant 0.5ml de solution

d’extrait, 3 ml du méthanol et 1.5ml d’HCI.
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c) Expression des résultats :

Les concentrations sont déterminées en se référant a la courbe d’étalonnage réalisée a
différentes concentration dans les mémes conditions, en utilisant la catéchine comme standard
et les concentrations ont été exprimés en mg équivalent catéchine par g d’extrait (mg EC/g

d’extrait).

I-4- Activité antioxydants des extraits :

Pour toutes les activités, 1’extrait sec de composés phénoliques et 1’huile essentielle

sont reconstitués dans du méthanol et préparés a différentes concentrations.

Le blanc est préparé selon le méme protocole que I’extrait sauf que ce dernier est

remplacé par du méthanol.

I-4-1- Activité « scavenging» du radical DPPH :

L’activité scavenging des radicaux libres des extraits a été mesurée en utilisant le radical

libre stable DPPH' ( C1gH12N50g).
a) Principe :

En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH" (2,2 diphenyl-I- picryl hydrazyl) de
couleur violette (forme oxydée) se réduit en 2,3 Diphenyl-I-picyl hydrazine de couleur jaune
(figure29).L’intensité de I’activité anti-radicalaire des composés dont on souhaite déterminer
I’activité (Molyneux, 2004).

e .
€ -4

Figure(29) : Forme oxydée et réduite du DPPH (Molyneux, 2004).
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b) Mode opératoire :

L’effet « scavenger » des extraits d’Eriobotrya japonica L. vis-a-vis du radical DPPHe a été

mesuré selon le protocole de Hemalath et al., (2010) représenté dans la (figure30).

3ml d’extrait (100pg/ml)
*

Incubation pendant 30min a I’obscurité et a T°
ambiante.

Figure(30) : Protocole de ’activité scavenging du radical DPPH" (Hemalatha et al., 2010).

1ml de solution méthanolique de
DPPH (0.1mM).

c) Expression des résultats :
Le pourcentage de 1’activité scavenging du radical DPPHe a été calculé selon 1’équation

suivante :

% scavenging du radical DPPHe = (Ac — Ae /Ac) *100.
Ou:

Ac : Absorbance du contréle (DPPH +méthanol)

Ag : Absorbance de 1’échantillon {Absorbance du teste (échantillon + DPPH) — Absorbance

du blanc du teste (échantillon+méthanol)}.

1-4-2- Le pouvoir réducteur :
a) Principe :

Le pouvoir réducteur est I’aptitude des antioxydants présents dans les extrais a réduire le

fer ferrique (Fe**) du complexe ferricyanure en fer ferreux (Fe2". La forme réduite de ce

38



Partie expérimentale Matériels et méthodes

complexe donne une couleur « bleu prussien » dont I’intensité est proportionnelle au pouvoir

réducteur de I’extrait (Bijoy et al., 2008).

b) Mode opératoire :

Le pouvoir réducteur des extraits d’Eriobotrya japonica L. a été déterminé selon le
protocole d’Oyaizu, (1986) in Ogunlana et Ogunlana, (2008) avec quelques modifications
(figure31).

c) Expression des résultats :

Pour chaque concentration, une absorbance est mesurée et les résultats sont représentés

sous forme de graphique.

1ml d’extrait a différentes concentrations

:'\1/: 2.5ml Tampon phosphate |
2.5ml [KsFe(CN)6]1% <; | (0.2M, pH 6.6)
|

Incubation a 50°C/20min au Bain marie

4>i 2.5ml du mélange |
" 2.5ml H20 (distillé) I<;r

------------------ 0.5ml FeCls (0.1%)

v

Lecture a 700nm

Figure(31) : Protocole de I’évaluation du pouvoir réducteur des extraits d’Eriobotrya japonica L. (Oyaizu,
1986).
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Un blanc a été préparé en remplagant 1’extrait par du méthanol, et le BHA a été utilisée
comme standard.

I-4-3- Evaluation de D’activité anti-radicalaire du radical-cation ABTS *:

a) Principe :

Cette méthode est basée sur la capacité des composée phénolique a piéger le radical-cation
ABTS™ (sel d’ammonium de 1’acide 2.2 -azinibis-3-éthylbenzothiazoline-6- sulfonique).

Le radical ABTS™ est formé par arrachement d’un électron a un atome d’azote de
I’ABTS. En présence du Trolox (ou d’antioxydant donneur de H'), le radical d’azote concerné

piége un He, conduisant a ’ABTSH" (figure32), ce qui entraine la décoloration de la solution
bleue (Djeridane et al., 2007).

NH,+SOs~ =~ s s —o~__—SOs~ + NH,"

L _ T >—n—n=< T 1
== ¥ — = _—
Ny ”~
CaHs CaHg
ABTS : sel d’ammonium de I'acide 2,2°—azinobis—(3-éthylbenzothiazoline—&—sulfonique)
= ll -
NH, + SO3=~__ i s SOz~ + NH,."
B S=——n N=— 1
g N =
~ -
CoMg CoM,
ABTS® CH;
HO =
l | | = COOH
H3C~ = o ~0 " CHg
CH, Trolox
(ou antioxydant & tester donneur de H-)
CHiy
e e = SO~ +NH, o-
) 1 S=—n N==C [ I T I cooH
e e = e e - s s S =
= o > o HsC™ 3 IR o~ “CH3

Figure (33) : Formation et piégeage de radical ABTS * Par un antioxydant donneur de H' (Marc et al., 2004).

b) Mode opératoire :

Le protocole suivi pour cette étude est celui décrit par Le et al., 2007 (figure33).
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1.9ml de solution d’ABTS ™
(diluée jusqu’ a 0.7d’absorbance)

100ul d’extraits a
différentes concentrations

T

Lecture & 734nm

Figure(33) : Protocole de I’évaluation de 1’activité anti-radicalaire des extraits par I’ABTSe++ (Le et al., 2007).

c) Expression des résultats :

Le pourcentage d’activité scavenging du radical ABTS * a été calculé selon 1’équation

suivante :

Activité anti-radicalaire du radical-cation ABTS™ = [(Ac-Ae/Ac] *100
Ou:

Ac : absorbance du contréle.

Ag : absorbance du test.

I-5- Analyse statistique :

Trois mesures ont été réalisées pour chague échantillon analysé et les résultats ont été
exprimés sous la forme: moyenne * écartype. Des comparaisons statistiques ont été
effectuées en utilisant le logiciel ANOVA/MANOVA. Les différences ont été considérées
d’étre significatives a 0=0.05. Les valeurs des IC50 ont été calculées en utilisant le logiciel

origine 8.
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I1-Résultats et discussion :
I1-1-Rendement de ’extraction :

Le taux d’extraction des composés phénoliques dépend de la méthode, la
nature du solvant, la température et de la taille des particules constituant la poudre de
la plante (Chavan et al., 2000; Goli et al., 2004; Mukhopadhyay et al., 2005).

Dans notre travail, afin d’obtenir des combinaisons phénoliques distinctes, une
extraction liquide-solide sélective a été réalisée en utilisant quatre solvants de
différentes polarités, a savoir, des solvants polaires: L’eau, 1’éthanol, et des solvants
apolaires tels que : L’hexane et le chloroforme. Commencer 1’extraction par 1’éthanol
est intéressant car ce dernier représente un solvant permettant la dissolution de la

majorité des composés phénoliques (Cowan, 1999).

Une fois I’extrait sec, le calcul du taux d’extraction pour chaque extrait a

donné les résultats suivants (Tableau V1).

Tableau (V1) : Les pourcentages d’extraction pour chaque extrait d’Eriobotrya japonica L.

Extrait Taux d’extraction(%)
Extrait éthanolique des feuilles 8.88%

Extrait organique du chloroforme des feuilles 15.33%

Extrait aqueux du chloroforme des feuilles 31.02%

Extrait organique d’hexane des feuilles 2.64%

Extrait aqueux d’hexane des feuilles 25.32%

A partir de ce tableau, nous remarquons que 1’extrait éthanolique (brut) des
feuilles d’Eriobotrya japonica L. a laissé apparaitre un taux d’extraction appréciable
comparé a d’autres plantes, ce qui nous permet de déduire la richesse de la plante en

composés phytochimique.
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Nous constatons également que ce sont les extraits aqueux du chloroforme et
aqueux d’hexane qui ont donné les taux d’extraction les plus élevés par rapport aux
extraits organiques du chloroforme et d’hexane. Cette différence dans les taux
d’extraction pourrait supposer la richesse des feuilles d’Eriobotrya Japonica L en
composés phytochimique de polarité éleveée, tell que les composés phénoliques étant

donné leur richesse en groupements hydroxyles.

Une étude réalisée par Jin et al., 2011 a montré que I’extraction éthanolique
(50%), méthanolique (80%) et avec de I’cau des feuilles d’Eriobotrya Japonica L,
qui a éte répétée trois fois, a laissé apparaitre des taux d’extraction de 10.7 %, 8.2%et

23.7%, respectivement, qui sont proches de celui de notre extrait éthanolique.

Une autre étude effectuée par Alshaker et al., 2011 a montré que 1’extraction
par I’eau bouillie de 50g de poudre des feuilles d” Eriobotrya Japonica L a donné une
valeur de 08.93g de composés hydroxylés, ce qui confirme la richesse de la plante en

composés polaires.
11-2-Dosage des composés phénoliques :
11-2-1-Dosage des phénols totaux :

Les teneurs en phénols totaux des extraits des feuilles d’Eriobotrya Japonica
L., exprimées en mg équivalent acide gallique (AG)/g d’extrait, sont représentées dans

la figure ci-dessous :
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Figure (34): Représentation graphique des teneurs en phénols totaux des extraits des feuilles
d’Eriobotrya Japonica L.

Si on calcule le taux en phénols totaux de I’extrait brut par rapport a un
gramme de poudre, on obtient une concentration de 6.66 mg équivalent acide gallique
(EAG)/ g de poudre d’Eriobotrya Japonica L. Ce taux nous permet de classer cette
plante d’ aprés une étude faite par Kahkonen et al., (1999), qui ont montré que la
quantité en phénols totaux variait beaucoup dans les plantes et qui sont classée de 0.2
a 155.3 mg EAG/g de poudre. De ce fait, Eriobotrya Japonica L. fait parti des plantes

riches en polyphénols.

Il ne faut pas nier une constatation importante ; nous remarquons que le taux
en phénols totaux dans I’extrait éthanolique (121.7mg EAG/g d’extrait+7.49mg
EAG/g d’extrait) est Iégerement inférieur a celui des extraits aqueux du chloroforme
(212.2 mg EAG/g d’extrait £7.49 mg EAG/g d’extrait) et d’hexane(164,9mg EAG/g
d’extrait £3.82mg EAG/g d’extrait), cela pourrait étre expliqué par le fait que les
composés phénoliques n’ont pas été entiérement révélés par le réactif du folin-
Ciocalteu dans I’extrait éthanolique car il y aurait un encombrement stérique résultant
non seulement de la présence de composés phénoliques mais aussi d’autres composés
appartenant a des classes de métabolites secondaires ou bien au fait qu’il se formerait

des interactions moléculaire, provoquant ainsi la diminution de la quantité des
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groupements réducteurs spécialement les groupements hydroxyles (Singelton et
Rossi, 1965; Cicco et al., 2009).

On constate aussi que ce sont les extraits aqueux du chloroforme (212.2
EAG/g d’extrait) et aqueux d’hexane (164.9 EAG/g d’extrait) qui ont donné plus que
les extraits organiques du chloroforme (45.53 EAG/g d’extrait) et organique d’
hexane (71.9 EAG/g d’extrait); cela semble évident étant donné que les polyphénols
constituent des composés polaires grace a leur richesse en groupements hydroxyles,
donc solubles dans les solvants polaires (Chen and Ho, 2007).

11-2-2- Dosage des flavonoides :

Le contenu en flavonoides des extraits des feuilles d’Eriobotrya Japonica L.

exprimeé en mg équivalent quercétine/g d’extrait, est illustré dans la (figure 35).

18 15,56 €

E 16 - 13,43d I

3 14 - I

©
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2 81 ] 5,93 b

~— 6 . -

c
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Figure (35) : Teneurs en flavonoides des extraits des feuilles d’Eriobotrya Japonica L.

La (figure35) montre qu’Eriobotrya Japonica posséde des teneurs en

flavonoides, appréciables de I’extrait éthanolique.
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Par ailleurs, on constate, d’aprés les résultats obtenus, que le taux en
flavonoide est légérement inférieur (7.96£1.03mgEQ/g) par a pour a d’autre extraits
et cela di a un encombrement stérique qui pourrait étre engendré par la richesse de la

plante en composés phytochimiques.

En outre, I’extrait aqueux du chloroforme a donné la concentration la plus
élevée (15.57mg EQ/g d’extrait +0.7457mg EQ/g d’extrait) par rapport a 1’extrait
organique du chloroforme, vu que les flavonoides sont de petites molécules tres
solubles dans les solvants polaires, grace a leur teneur élevée en groupements

hydroxyles (Papagiannopoulos et Galensa, 2005)

En revanche, nous remarquons que c’est I’extrait organique d’hexane qui a
donné plus (5.93 mg EQ/g d’extrait £0.03 mg EQ/g d’extrait) que I’extrait aqueux d’
hexane (0 mg EQ/g d’extrait £0.09 mg EQ/g d’extrait) ; cela serait d0 au fait que les
flavonoides se serent liée aux lipides formant ainsi des flavonoides apolaires se
solubilisant dans I’hexane (Machiex et al., 2005; Leray, 2010).

11-2-3- Dosage des proanthocyanidines :

Le contenu en tanins condensés des extraits des feuilles d’Eriobotrya Japonica
L., exprimé en mg équivalent catéchine/g d’extrait, est représenté dans I’histogramme

ci-dessous :
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Figure (36): Représentation graphique des quantités en proanthocyanidines dans les différents

extraits des feuilles d’Eriobotrya Japonica L.

Cette représentation graphique (figure 36) nous laisse déduire que notre plante
reflete un taux trés élevé en proanthocyanidines qui varie entre 41+8.14 et
514.33£21.55mg EC/ g d’extrait.

Il est également a noter que la teneur en proanthocyanidines de I’extrait
éthanolique (41+8.14) est inférieure a ceux des extraits aqueux du chloroforme et
d’hexane, ce la pourrait étre dii a la capacité des proanthocyanidines a former des
complexes avec les macromolécules, en particulier les protéines (Gazengel-Amme et
Orecchioni, 2013).

Nous faisons remarquer également que se sont les extraits aqueux du
chloroforme et d’hexane qui ont donné les teneurs plus élevées en proanthocyanidines
(514.33 +21mg EC/g d’extrait; 371.66 +8.25 mg EC/g d’extrait) par rapport aux
extraits organique correspondants, cela serait di au fait que les proanthocyanidines
constituent des polymeéres riches en groupements hydroxyles (Descheemaeker,
2004).
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11-3-Activité antioxydantes d’Eriobotrya japonica L.
11-3-1-Activité scavenging du radical DPPH" :

La figure 37 représente les résultats de 1’activité anti-radicalaire, vis-a-vis du

radical DPPHe, Des standards et des extraits exprimés en pourcentages

99 1 97,01
98 - 96,34 c 96,02
97 -
o5 _95,19 b, c 94.90 b
< o5 - 93,94 b
= 94 A
S 92,12 a
2 93 -
% 92 -
S 91 -
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88 i T T T T T T — 1
N , ‘
\(\’boo &° &° R 0:0"’*. N &
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,b‘—)
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Figure (37): Activité scavenging du radical DPPH" des extraits d’Eriobotrya Japonica et des
standards (BHA et I’acide ascorbique).

Une vue d’ensemble de la représentation graphique nous laisse déduire que
tous les extraits des feuilles d’Eriobotrya Japonica L. ont exhibé une trés forte activité
scavenging du radical DPPHe (92.12%+0.44% a 96.34%+0.59%) a 100ug/ml
comparativement aux pourcentages d’inhibition montrés par les standards utilises, a
savoir, la BHA et I’ acide ascorbique qui ont donné, respectivement ,96.02%1.33%
et 97.01%=0.95% ; cela serait d0 a la richesse des feuilles de la plante en composes
phénoliques pourvus en groupements hydroxyles donneurs d’hydrogenes et d’
électrons (Ojeil et al., 2010; Jung et al., 1999).

Une étude a eté effectuée par Kim et al., 2011, ces derniers ont trouvé que
I’extrait éthanolique d’Eriobotrya Japonica L. a inhibé la formation du radical
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DPPHe+ avec un pourcentage d’inhibition d’environ 40% a une concentration de
100pg/ml.

> Détermination des ICxg :

Le paramétre ICsy (Concentration inhibitrice a 50%) ou EC50 (Efficient
concentration) est défini comme étant la concentration du substrat qui induit une perte
de 50% de Tactivité, les IC50 de [Dactivitt du DPPH sont inversement
proportionnelles a I’effet scavenger dont les valeurs les plus faibles refletent un effet

anti-radicalaire important (Molyneux, 2004).

Une vue d’ensemble de la figure n°39 qui présente ’activité anti-radicalaire vis a
vie du radical DPPHe, de I’extrait organique du chloroforme des feuilles de la plante,
nous permet de constaté que I’activité anti-radicalaire augmente en fonction de la
concentration de 1’extrait, plus la concentration est élevée plus le pourcentage

d’inhibition augmente.

Notre échantillon a donné une valeur de 1’1Cs,=14.03ug/ml qui est légérement
supérieur a celles des standards utilisés : la BHA et I’acide ascorbique qui ont
respectivement des 1Csq égales a 0.98ug/ml et IC50=1.61ug/ml (figures 38 et 39).
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Figure (38) : Activité scavenging du radical Figure (39) : Activité scavenging du radicales
DPPH- a différentes concentration de 1’extrait DPPHe- a différentes concentration de I’acide

aqueux du chloroforme d’Eriobotrya Japonica L.  ascorbique et de la BHA.

11-3-2- Le pouvoir réducteur :

Le pouvoir réducteur d’une substance peut étre défini par sa capacité a
transférer un électron ou de donner un atome d’hydrogene. Dans cet essai, le potentiel
réducteur est mesuré par la transformation du ferricyanure de potassium (Fe®") en

forme ferreuse (Fe?*) qui se traduit par une coloration vert-bleuatre.

Les figures ci-dessous représentent le pouvoir réducteur des extraits des

feuilles d’Eriobotrya Japonica L. et celui de I’antioxydant de synthese (la BHA).
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2,5 +
+2d & 100pg/ml
2 A -
—_ 1 0.5mg/ml
= g
c
S 15
c v 1,27 ¢ 1,25¢
[<5]
[&]
c
5+
2 1
§ 0,65
<
0,5
O T 1
ethanol chlo aqu-chlo  Héx aqu-héx BHA
Extraits

Figure (41) : Pouvoir réducteur des extraits des feuilles d’Eriobotrya Japonica L. et de la BHA.

Une vue d’ensemble de ces résultats, nous permet de constater que tous les
extraits des feuilles d’Eriobotrya Japonica L.ont montré wune activité réductrice
appréciable, allant de 0.02%+0.01% a 0.37%+0.01% comparativement au standard
utilise(BHA) qui a donné un pourcentage d’inhibition de 0.65%=x0.02% a 100pg/ml.
Par contre, on constate une forte activité réductrice, allant de 0.23%+0.03% a+2% a
500pg/ml.

Aussi, nous faisons remarquer que c¢’est 1’extrait aqueux d’hexane qui a donné
le plus grand pourcentage d’inhibition par rapport a 1’extrait éthanolique pour les

deux concentrations (100pg/ml et 500ug/ml), cela pourrait étre expliqué par la
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richesse de la plante en composés phytochimiques qui engendrent un encombrement

stérique (Yang et al., 2013).

On constate également, que se sont les extraits aqueux d’hexane (0.29%z=
0.02% ;+2%) et aqueux du chloroforme (0.37%=0.02% ;1.25%0.06%) pour les deux
concentrations (100pg/ml et 500ug/ml) respectivement, qui ont donné des valeurs
d’inhibition  supérieures a celles des extraits organiques d’hexane
(0.02%=0.01% ;0.23%+0.03%) et du chloroforme (0.09%=0.01% ;0.26%=0.01%) ;
cela serait d0 a la richesse des extraits aqueux en tannins condensés et en phénols
totaux qui sont riches en Groupements hydroxyle donneurs d’hydrogenes et

d’électrons.

En effet, il existe une forte corrélation positive entre le pouvoir réducteur et
les teneurs en phénols totaux (R=0.94 a 100pg/ml et R=0.79 a 500ug/ml), et les
concentrations en tannins condensés (R=0.97 a100ug/ml et R=0.83 a 50ug/ml) des

extraits.

11-3-3- Activité scavenging du radical ABTS™ :

Les résultats de 1’activité anti-radicalaire, vis-a-vis du radical ABTSe+, du standard et

des extraits sont exprimés en pourcentage d’inhibition et représentés dans la figure 42.
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Figure (42) : Activité inhibitrice du radical ABTS™ par les extraits d’Eriobotrya Japonica L et des

standard.
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D’apres ces résultats, nous remarquons que tous les extraits des feuilles
d’Eriobotrya Japonica L.ont montré une forte activité scavenging du radical
ABTSe+, allant de 8.24%+2.34% a 64.06%z=1.77% comparativement au standard
utilisé(Trolox) qui a donné un pourcentage d’inhibition de 86.09%+0.06% a
100pg/ml.

Aussi, nous faisons remarquer que c’est 1’extrait aqueux du chloroforme qui a
donné le plus grand pourcentage d’inhibition par rapport a I’extrait éthanolique, cela
pourrait étre expliqué par la richesse de la plante en composés phytochimiques qui

engendrent un encombrement stérique.

En outre, les extraits aqueux du chloroforme (64.06%z+ 1.77%) et agueux
d’hexane (50.17%+5.97%), ont exhibé des pourcentage d’inhibition supéricures a
ceux des extraits organiques du chloroforme (20.63%%7.06%) et d’hexane
(08.24%=+2.34%) a 100ug/ml, et cela serait d0 a la richesse des extraits aqueux en
tannins condensés et en phénols totaux qui sont riche en Groupements hydroxyle
donneurs d’hydrogénes et d’électrons. (Alshaker et al., 2011; Hideyuki et al., 2000).

En effet, il existe une bonne corrélation positive entre 1’activité scavenging du

radical ABTSe+ et les phénols totaux (R=0.87), et les tannins condensés (R=0.97).

> Détermination des ICxp :

Les figures représentées ci-dessous montrent 1’évolution du pourcentage
d’inhibition d’ABTS"" en fonction des différentes concentrations de 1’extrait aqueux
du chloroforme des feuilles d’Eriobotrya Japonica L. et celles du standard (Trolox),

respectivement.
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Figure (43) : Activité scavenging du radical ABTS™ & différentes concentration des extraits des

feuilles d’Eriobotrya Japonica L et celles du standard Trolox.

On note également que notre échantillon a donné une valeur de 1’ICso=
67.60ug/ml qui est voisine de celle du standard Trolox (ICsp= 50.18ug/ml). Ceci
confirme la forte activité scavenging du radical ABTS™ d’Eriobotrya Japonica L.

Finalement, d’aprés les résultats obtenus concernant les trois testes
antioxydants (pouvoir réducteur, DPPH, ABTS), nous concluons que les feuilles

d’Eriobotrya Japonica sont douées d’une forte activité antioxydante.
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Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

Eriobotrya Japonica L est une plante trés répondue dans la zone
méditerranéenne et vu son utilisation locale comme plante médicinale, elle présente
un grand intérét pharmacologique. Notre étude réalisée sur les feuilles d’Eriobotrya

japonica L nous a permis d’aboutir aux résultats suivants :

A partir des résultats d’extraction nous constatant que 1’extrait éthanolique a
donné un taux d’extraction appréciable, ce qui montre la richesse des feuilles
d’Eriobotrya japonica L en composés phytochimique. En autre se sont les extraits
aqueux qui ont donné les pourcentages d’extraction les plus élevé par apport aux
extraits organiques ; cela pourrait supposer la richesse de la plante en composés
phytochimiques de polarité éleve, dont les composés phénoliques étant donné leurs

richesse en groupement hydroxyle.

> Les résultats des dosages des composés phénoliques montrent que les phases
aqueuses ont donné les teneurs les plus élevées en phénols totaux,
proanthocyanidines et en flavonoides, étant donné que les composés
phénoliques sont riches en groupements hydroxyles, ce qui leur confére un

caractére hydrophile.

» En ce qui concerne les activités anti-radicalaires, tous les extraits des feuilles
de la plante ont montré une forte activité scavenging du radical DPPHe
(92.12%+0.44% & 96.34%+0.59%) & 100ug/ml.

> Par ailleurs, le pouvoir réducteur et I’activité scavenging du radical ABTSe+

des feuilles de la plante ont été forts comparativement aux standards utilisés.

> En fin, I’activité antioxydant peut étre attribuée a la présence des polyphénols
dans les extraits, les résultats indiquent une forte corrélation entre les activités
antioxydants testées et les composés phénoliques suggerant que les composes

phénoliques sont probablement responsables de cette activité.




Conclusion et perspectives

Ce travail nous a permis d’avoir un apergu général sur les teneurs en composés

phénoliques, la nature biochimique et I’activité antioxydante des feuilles d’Eriobotrya

Japonica L.

Par ailleurs, il serait trés intéressant d’aller plus loin en essayant de réaliser ces
tests antioxydants in vivo afin d’étudier 1’efficacité et la toxicité des extraits ou des
constituants biochimiques isolés; aussi bien que de s’investir dans d’autres parties de

la plante a savoir, les fleurs, les graines et 1’écorce.
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Annexes

Annexe N° 01 : courbes d’étalonnages utilisés pour le calcul des teneurs en phénols
totaux, en flavonoides et en tannins.
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Figure 01 : Courbe d’étalonnage avec 1’acide gallique pour le dosage des phénols totaux (A=765nm).
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Figure 02 : Courbe d’étalonnage avec la quercétine pour le dosage des flavonoides (A=430nm).



09 -
08 - y =0,002x - 0,059 ¢
07 - R2=0,938
o 06 -
8
S 05 -
=
S 04 -
o
< 0,3 -
L
0,2 -
0,1 -
0 50 100 150 200 250 300 350
Concentrations (ug/ml)
Figure03 : Courbe d’étalonnage avec la catéchine pour le dosage des tannins (A=500nm).
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Annexe N°2 : Courbe obtenues par I’origine 8 utilisées pour le calcul des ICsg

—H—B
—— Boltzmann of B
100
u
80 +
60

m Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
40 4
Adj. R-Square 0,97714
Value Standard Error
B A1 -14369,39164 9,64933E6
B A2 166,31209 620,69349
20 B x0 -176,61984  28321,64082
B dx 39,55013 428,93581
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Figure 04 : Courbe pour le calcul de I’ICsq de I’extrait chloroforme organe des feuilles d’Eriobotrya
Japonica L dans I’activité scavenging du DPPHe.
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Figure 05 : courbe pour le calcul de ICs de I’extrait chloroforme aqueuse des feuilles d’Eriobotrya
Japonica L dans I’activité scavenging d’ABTSe+.
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Figure 06 : Courbe pour le calcul de I’ICsy de la BHA dans ’activité scavenging du DPPH.
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Annexe N°3 : Courbe de corrélation des différentes activités avec les teneurs en
phénols totaux, flavonoides et en tannins.
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Figure 07 : Courbe de corrélation entre I’activité scavenging du radical DPPHe et les teneurs en
phénols totaux des extraits des feuilles d’Eriobotrya Japonica L.
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Figure08 : courbe de corrélation entre I’activité scavenging du radical DPPH?e et les teneurs

flavonoides des extraits des feuilles d’Eriobotrya Japonica L.
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Figure 09: Courbe de corrélation entre I’activité scavenging du radical DPPH« et la teneur en
proanthocyanidines des extraits des feuilles d’Eriobotrya Japonica L.
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Figurel0 : Courbe de corrélation entre I’activité du radical scavenging du radical ABTSe«+ et la teneur
en phénols totaux des extraits des feuilles d’Eriobotrya Japonica L.
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Figurell : Courbe de corrélation entre I’activité scavenging du radical ABTSe+ et la teneure en
flavonoides des extraits des feuilles d’Eriobotrya Japonica L.
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Figurel2 : Courbe de corrélation entre 1’activité scavenging du radical ABTSe«+ et la teneur en
proanthocyanidines des extraits des feuilles d’Eriobotrya Japonica L.
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Figurel3 : Courbe de corrélation entre le pouvoir réducteur et la teneur en phénols totaux des extraits
des feuilles d’Eriobotrya Japonica L.
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Figurel4 : Courbe de corrélation entre le pouvoir réducteur et la teneur en phénols totaux des extraits
des feuilles d’Eriobotrya Japonica L.
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Figurel5 : Courbe de corrélation entre le pouvoir réducteur et la teneur en flavonoides des extraits

des feuilles d’Eriobotrya Japonica L.
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Figurel6 : Courbe de corrélation entre le pouvoir réducteur et la teneur en flavonoides des extraits des

feuilles d’Eriobotrya Japonica L
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Figurel7 : Courbe de corrélation entre le pouvoir réducteur et la teneur en flavonoides des extraits des

feuilles d’Eriobotrya Japonica L.
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Figurel8 : Courbe de corrélation entre le pouvoir réducteur et la teneur en flavonoides des extraits des

feuilles d’Eriobotrya Japonica L.
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Résumé

Les antioxydants jouent un role fondamental dans I’élimination de I’exces toxique en
especes réactives de l'oxygene a l’origine de diverses maladies dégénératives. Ainsi,
I’exploitation des molécules végétales naturelles serait trés bénéfique pour la santé humaine.
Par conséquent, cette étude a pour objectif I’évaluation de I’activité anti-oxydante des
composés phénoliques extraits a partir d’une plante médicinale locale, Eriobotrya japonica L,
apres avoir obtenu les différents extraits des feuilles de notre plante, le dosage des composés
phénoliques (phénols totaux, flavonoides et tanins condensés) est réalisé pour pouvoir faire
une appreéciation qualitative et gquantitative ;puis, la mesure de I’activité anti-oxydante des
extraits en réalisant trois tests: ’activité scavenging des deux radicaux DPPH’, ABTS ™ et le
pouvoir réducteur. Les résultats expérimentaux ont révélé que les extraits d’Eriobotrya
japonica L ont été riches en polyphénols totaux (45.53 + 3.8 &4 212.2 + 3.82mg EAG/g
d’extrait) et en tanins condenses (41+8.14 a 514.33 £21.55mg EC/g d’extrait) et aussi ils ont
exhibé des teneurs appréciables en flavonoides. Quant aux activités antioxydantes de la
plante, les extraits sont de trés bons scavengeurs du radical DPPH (I’IC50 de 1’extrait aqueux
du chloroforme des feuilles est de 14.03 pg/ml). L’activité scavenging d’ABTS™ et le
pouvoir réducteur sont forte (8.24% +2.34 % a 64.06% +1.77% et 0.02%=0.01 a 0.37%z=
0.01%) respectivement. Ces constatations nous laissent imaginer des études plus poussées sur
des extraits d’une panoplie de plantes médicinales afin d’en bénéficier d’avantage.

Mots clé : Eriobotrya Japonica L, Radicaux libre, Activité Antioxydants, Composes
phénolique.

Abstract

The antioxidants play a basic role in the elimination of the toxic reactive oxygen
species excess. Thus, the exploitation of natural plant molecules will be very beneficial for the
human health. Therefore, the aim of this study is the evaluation of the anti-oxidant activity of
the phenolic compounds extracted from our local medicinal plant, Eriobotrya japonica L, and
that by doing two types of manipulations, of course, after getting the different plant leaves
extracts. First, we quantified the phenolic compounds amounts (total phenolics, flavonoids,
and condensed tannins), in order to make a qualitative and a quantitative assessment. Then,
we realized the anti-oxidant activity assays such as: the DPPHe and ABTSe+ radical
scavenging activity and the reducing power. The experimental results revealed that
Eriobotrya japonica L extracts were rich in total phenolics (45.53 + 3.8 a 212.2 + 3.82mg
EAGI/g for extract) , showed hight levels of condensed tannins (41+8.14 a 514.33 +21.55mg
EC/g for extract) and they exhibited significant levels of flavonoids. As for the antioxidant
activities of the plant, the extracts wereb very good scavengers of radicals DPPH (the 1C50 of
the leaves aqueous extract from chloroforme (was14.03 pg/ml). whereas, the ABTS™ activity
and the reducing power were low (8.24% *2.34 % a 64.06% +1.77% et 0.02%=0.01 a 0.37%=*
0.01%). These observations leed us toward more studies in this field, so that we get more
benefits from our local medicinal plants.

Keywords: Eriobotrya japonica L, free radicals, anti-oxidants activity, phenolic compounds.



