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Introduction

Les plantes médicinales, grace a leurs pouvoirs curatifs, jouent un réle important dans le maintien
du bien-étre humain a I’échelle mondiale (Roland et Koffi, 2019). Elles contiennent divers
composants actifs qui trouvent leur utilité dans le traitement de plusieurs maladies (Nesrine et al.,
2022).

Le néflier, Eriobotrya japonica, est un arbre fruitier, qui fait partie de la famille des Rosacées. Ses
feuilles sont utilisées depuis longtemps en médecine traditionnelle (Tanaka et al., 2008). Elles sont
riches en composés ayant diverses activités biologiques, telles que la propriété anti-inflammatoire,
anti-virale, anti-oxydante, cytotoxique ainsi qu'anti-tumorale et hypoglycémiante (Banno et al.,
2005).

Le stress oxydatif est I'incapacité de I'organisme a se protéger contre les especes réactives de
I'oxygeéne ; qui se produit lorsqu'il existe un déséquilibre entre la production de ces substances et la
capacité de défense anti-oxydante de I'organisme (Koechlin-Ramonatxo, 2006). Ces derniers
jouent un role crucial dans I’élimination de ces molécules trés réactives, en agissant comme

substrats sacrificiels pour I’oxydation (Gongalves et al., 2013).

L’inflammation est un mécanisme de défense naturel et nécessaire lorsque le corps subit des
blessures physiques, est exposé a des produits chimiques nocifs ou a des agents microbiens. Cette
réponse sert a neutraliser ou a éradiquer les organismes envahisseurs, a éliminer les irritants et a
préparer les tissus affectés a la guérison. Elle peut étre aussi une origine de diverses maladies telle

que I’arthrite rhumatoide et la maladie de crohn (Chandra, 2012).

Notre étude est portée sur la recherche des constituants biochimiques en premier lieu, et sur
I’évaluation in vitro de D’activité anti-oxydante et anti-inflammatoire aprés vérification de la
toxicité, des différents extraits des feuilles d’Eriobotrya japonica. Pour cela on s’est fixé les

objectifs suivants :

= Analyse quantitative et qualitative du contenu en phénols totaux, en flavonoides et en tanins
des différents extrait d 'Eriobotrya japonica.

= Evaluation de I’activité anti-oxydante in vitro par deux tests, de 1’activité scavenging des

deux radicaux DPPHe ¢t ABTSe+.

= Suivie de 1’étude de la toxicité des extraits des feuilles d’Eriobotrya japonica par le test
d’hémolyse.

» En dernier lieu, I’appréciation de I’activité anti-inflammatoire in vitro via la méthode de
stabilisation de la membrane des érythrocytes humains des feuilles d’Eriobotrya japonica

par test d’anti-hémolytique.
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1. La constitution biochimique et activités biologique d’Eriobotrya japonica :

1.1. Généralités sur Eriobotrya japonica :

Le néflier (Eriobotrya japonica) est un type de plante a fleurs de la famille des Maloidaceae
(Rosaceae), qui comprend environ 940 espéces (Awad et Hameed, 2021). 1l s’agit d’un grand
arbuste ou petit arbre a feuilles persistantes cultivé commercialement pour ses fruits nutritifs (Joshi
etal., 2017).

Elle représente également une importante plante médicinale ; ses différentes parties sont utilisées
depuis longtemps dans la médecine traditionnelle chinoise pour le traitement de I'inflammation, du

diabete, du cancer, de I’infection bactérienne, du vieillissement, de la douleur et de 1’allergie

(Wang, 2021).
1.2. Description botanique :

La néfle se présente sous forme d'arbustes, généralement de 3 a 4 m de haut, ou de petits arbres a

feuillage persistant, atteignant parfois 10 m de haut ; la densité des bourgeons varie selon les
variétés. Elle se caractérise par un tronc extrémement court et une couronne arrondie. Les feuilles
sont disposées alternativement sur la tige, couvertes de poils sur le dessus et jaune-brun sur le
dessous ( Pawlowska et al., 2023 ; Sultan, 2017).

Durant 1’automne, la plante subit le processus de floraison avec 1’apparition des fleurs blanches a
odeur d’amande amere. Son fruit atteint sa maturité complete a la fin du printemps et au début de
I’été (mai-juin), prenant une forme de poire de 3 a 4 cm, pesant en moyenne 30 a 40 g et affichant

des teintes vibrantes de jaune et d’orange. Il peut y avoir de 1 a 5 graines brun foncé.

Les feuilles sont pour la plupart verticillées, ovales-lancéolées a obovales-lancéolées, de 12 a 30
cm de long et 3 a 10 cm de large. Leurs surfaces supérieures sont vert foncé et brillantes, et leurs

surfaces inférieures sont duveteuses de couleur blanche a rouille.

Les fleurs forment des grappes, allant de 30 a plus de 100, se trouvant au bout de panicules
allongees qui s'étendent sur 10 a 20 cm de longueur. Chaque fleur individuelle, d'un diamétre de

1,25 a 2 cm, présente un délicat arrangement de 5 pétales d'un blanc immaculé (Figure 1)

(Crane et Caldeira, 2023 ; Henmi et al., 2019 ; Li, 2016 ; Pinkas et al., 1996).
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Figure 1 : les différentes parties d’Eriobotrya japonica ; A. Feuilles et inflorescences. B. Ecorce.
C. Surface inférieure de la feuille. D. Fruits mars (Serviss & Serviss, 2020).

1.2.1. Caractéristiques des différentes parties de plante :

Les caractéristiques principales des diverses parties de la plante sont exposées dans le tableau ci-

dessous.
Tableau I : principales caractéristiques de différentes parties d'Eriobotrya japonica.

Caractéristiques Références

Gros, godt tres sucré, arrondi ou piriforme, type pommeau, (Sabri & Zahra, 2019) ;
. partie charnue composée d’un petit récipient floral, poids .
Fruits unitaire d'environ 10 a 80 g, peau a texture veloutée, (De Almeida Lopes et al.,

couleur jaune-orange, 2018)
Persistantes, etage supeérieur est lisse et celui du bas est (Awad & Hameed, 2021) ;
constitué de peluches, forme elliptique-lancéolée, texture Imeid |
rigide, bordure dentelée, coloration trés accentuée en ton (De Almeida Lopes et al.,
Feuilles vert fonce sur la face supérieure et blanche ou rouille sur la 2018)
face inférieure,
Blanches, légerement parfumées, a cinq pétales, produites (De Almeida Lopes et al.,
I en grappes de trois a dix fleurs, avant ouverture ont une 2018)
Fleurs texture veloutée,

Grain Situés au centre des fruits, de 3 & 5 par fruit, coloration (De Almeida Lopes et al.,
brune, 2018)

Extrémement court avec une couronne arrondie (Pawlowska et al., 2023)
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1.2.2. Classification botanique :

Eriobotrya japonica Lindl appartient & la famille des Rosacées selon la classification résumée dans
le tableau I1.

Tableau 11 : Classification taxonomique d’Eriobotrya japonica (Ibrahim, 2021).

Rang taxonomique Nomenclature

Reégne Plantae
Sous-Regne Viridaeplantae
Division Trachéophyta
Subdivision Spermatophytina
Classe Magnoliopsida
Ordre Rosales
Famille Rosacées
Genre Eriobotrya
Espéce Eriobotrya japonica (Thunb.)

1.2.3. Noms vernaculaires :

Les noms communs de la néfle dans diverses langues du monde sont souvent dérivés du nom

chinois ou de I’ancien nom scientifique de la néfle, mispilus ou néflier (Lin et al., 1998).
Tableau 111 : les principaux noms vernaculaires d’Eriobotrya japonica (Sultan, 2017).

Langue Nom

Anglais Loquat

Japonais Biwa

Chinois Luju, biba et pipa
Francais Bibassier ou néflier de japan
Espagnol Nespereira, nispero de japan
Portugais Ameixa do japao

Arabe Zaroure

1.3. Ecologie et distribution géographie :

Eriobotrya japonica est une plante subtropicale qui nécessite un climat doux pres de la mer avec
des précipitations réparties uniformément tout au long de I'année, sans chaleur excessive,
notamment pendant la maturation des fruits. Le cycle de développement des fleurs et des fruits

( 1
L 4 )
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s'étend jusqu'en hiver (Sultan, 2017). Elle peut étre greffé en fente, en placage et en fouet ou en
puce, en patch ou en bouclier. Ils poussent bien dans plusieurs gammes de sols bien drainés, des
sols limoneux fertiles aux sols argileux (Crane et Caldeira, 2023).

Les fruits du néflier du Japon sont répandus dans le monde entier, comme dans diverses régions du
continent asiatique (Chine, Japon, Inde, Madagascar et Corée du Sud), méditerranéennes (Algérie,
Espagne, France, Turquie, Grece, Portugal et Italie) et a travers les Amériques (Lopes et al., 2018).

|:| Native range
@ Exotic range

T, PR
=3 S = - <

- i
=0 = — =
-~ —— “

Figure 2 : Distribution géographique d’Eriobotrya japonica (Sultan, 2017).

1.4. Constitution biochimique :

Un large éventail de composés phyto-chimiques importants ont été détectés chez Eriobotrya
japonica, comme les phénols, les alcaloides, les glycosides cardiaques, les flavonoides, le mucilage,

les gommes et les phytostérols (Ibrahim, 2019).
» Fruits :

Selon Shahi et al., 2009, la néfle contient :
- Eau:78,0%
- Glucides :10,6 %
- Fibres: 10,2 %
- Matiéres grasses : 0,5 %
- Protéines : 0,4 %

- Autres composants : 0,3 %.
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> Feuilles :

Les feuilles d’Eriobotrya japonica sont riches en une variété de composés actifs, notamment, des
acides phénoliques (I’acide p-coumarique, gallique, caféique et ellagique), et des flavonoides (la
quercétine, I'épicatéchine et la catéchine). Rajoutant a cela des tanins, des sesquiterpénes, des
triterpénes (1’acides oléanolique, ursolique, maslinique et corosolique) et des glycosides

mégastigmanes (Tableau 1V) (Ibrahim, 2021).

Tableau 1V : les différents composés bioactifs dans les feuilles d’Eriobotrya japonica. (Ibrahim,
2021 ; Sagar et al., 2020 ; Parketal., 2019 ; Jian et al., 2018 ; Tan et al., 2017 ; Li et al., 2016).

Composés Structure Biodisponibilité Bioactivité
(%)
" Antioxydants, renforcateurs
o RN de I’immunité et anti-
La lutéine E 40 cancérigénes
Acide Hypoglycémique, anti-
oléanolique inflammatoire, Hépato-
66 s
protecteur, anti-oxydant
(CA)
Hépato-protecteur,
. . antimicrobien, anti-
Acide ursolique 30

inflammatoire, anti-
cancérigene

(UA)

Acide
maslinique

(MA)

Anti-oxydant ; Anti-
inflammatoire ; anti-
cancérigene
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Sesquiterpéne 70

Glycoside
yeos! Antidiabétique Antioxydant

Anti-cancéreux,
o = antidiabétique, antitussif et
Quercetine 0 x 33 expectorant, antimicrobien,

Normo glycémique,

_ antiathérogene,

Acide 0 _ hypoglycémigue, anti-

tormentique = cancéreux et anti-
(TA) s inflammatoire

Acide _ Antidiabétique, inhibiteur
corosolique ke - de la synthése de la
| mélanine avec moins de
(CA) cytotoxicité, antitussif
Antioxydant, hépato

protecteur,  antibactérien,
- Anti-inflammatoire,

Acide gallique

» Grains:

Diverses recherches montrent que les graines de la néfle contiennent plusieurs composés
bénéfiques qui présentent de nombreux avantages pour la santé. lls sont riches en amidon, acides
gras insaturés (acides linolénique et linoléique), tanins, minéraux, protéines, B-sitostérol et en
polyphénols. Parmi ces derniers figurent I’acide chlorogénique, 1’acide p-coumarique, 1’acide trans-

cinnamique, le kaempférol, la rutine, la naringine et 1’acide 3,4-dihydroxybenzoique. Comme les
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graines d'abricots et de péches de la méme famille (Rosacées), I'amygdaline est également le

principal constituant des graines de la néfle (Dhiman et al., 2022).
1.5. Activités biologiques :

Eriobotrya japonica est une plante posséde de nombreux effets biologiques, & savoir, des effets
antioxydants, antiviraux, anti-cancéreux, hypoglycémiants, anti-inflammatoires, cytotoxiques,

antimutagenes et hypolipidémies (Ibrahim, 2021).
1.5.1. Activité anti-inflammatoire :

Selon Lee et al., 2008, I’extrait d’Eriobotrya japonica peut réduire la production d’IL-8 induite par
les lipopolysaccharides (LPS), I'expression de I'ARNm de l'oxyde nitrique synthase (iNOS)
inductible et I'activation du facteur nucléaire (NF-xB). Huang et al., 2007, ont démontré que le
blocage de l'activité du ce dernier entrainait une régulation négative du TNF-a, d’IL-1, de la

prostaglandine E2 (PGE2) et I'expression du leucotriéne (LTB4).
1.5.2. Activité anti-cancéreuse :

Des recherches scientifiqgues modernes ont exhibé au niveau protéique et génétique que les extraits
du néflier peuvent inhiber la carcinogenese cellulaire a différents stades de progression, notamment

I'initiation, la prolifération et les métastases du cancer (Liu et al., 2016).
1.5.3. Activité anti-oxydante :

Shahat et al., 2018, ont rapporté que de nombreuses herbes sont d'excellentes sources en composes
phénoligues ayant des fonctions antioxydantes, et ont en outre montré que les feuilles du néflier ont

des effets anti-oxydants et peuvent inhiber les radicaux libres.

Dans le présent travail, Maher et ses collaborateurs, ont déterminé la teneur en composés
phénoliques et en flavonoides ainsi que leurs propriétés antioxydantes dans des extraits et des
fractions des feuilles d’Eriobotrya Japonica; ou les mesures DPPH de la fraction riche en
flavonoides ont également montré des propriétés antioxydantes élevées (Maher et al., 2015).

1.5.4. Activité-anti diabétique :

Des recherches récentes suggérent que I'extrait des feuilles ou des graines du néflier pourrait étre
utile pour prévenir et controler le diabete de type 1 et de type 2 (Liu et al., 2016)._Aussi,_Shafi et
Tabassum en 2018 ont découvert que 1’extrait éthanolique du fruit, la néfle du Japon a démontré un

effet antidiabétique positif chez les rats diabétiques.

2. Description théorique des activités a tester

2.1. Activité antioxydante :
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2.1.1. Les radicaux libres :

Les radicaux libres sont des molécules qui réagissant avec I’oxygene, également connu sous le
nom d’especes réactives de 1’oxygene (ERO), qui déclenchent ensuite une réaction en chaine
menant a la génération d’autres radicaux libres, entrainant un stress oxydatif (Subalakshmi et
Priya, 2021). En effet, toute réaction impliquant de 1’O2 et un systeme réducteur de transfert
d’¢électrons est susceptible de libérer des ERO, mais sa puissance reste controversée (Barouki,
2006). Les ERO peuvent étre produites par des agents physiques comme les rayonnements, des

réactions chimiques et surtout enzymatiques (Defraigne et Pincemail, 2008).

11 est courant d’appeler I’ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs sous le terme especes
réactives de I'oxygeéne. Ces radicaux sont issus de I'oxygéne par des réductions a un électron comme
I'anion superoxyde 02", le radical hydroxyle OH" et le monoxyde d'azote NO* (HAMMA et al.,
2015).

O | t—— | € )
'

HOC)

ONOO —_— ONOONE

Figure 3 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de 1’oxygene

impliqués en biologie (HAMMA et al., 2015).

Par ailleurs, il serait erroné de ne prendre en compte que la toxicité des ERO, car ils ont un impact
physiologique majore, en particulier dans les cascades de signalisation cellulaire (Barouki, 2006).
En effet, les ERO produites en permanence dans 1’organisme sont cruciales pour maintenir

I’homéostasie cellulaire et contrdler la production des ERO (Defraigne et Pincemail, 2008).
2.1.2. Stress oxydant :

le stress oxydant est largement reconnu comme 1’incapacité de I’organisme a se protéger contre
I’agression des ERO (Defraigne et Pincemail, 2008) ; en raison d’un déséquilibre lié a une
production accrue de ces derniéres, ce qui engendre plusieurs facteurs, ou a une réduction de la

capacité de défense anti-oxydante, qui survient lors de diverses pathologies (Ighodaro et Akinloye,
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2018). Les macro-biomolécules essentielles telles que les acides nucléiques, les protéines, les
glucides et les lipides sont fortement affectées par un exces de radicaux libres non neutralisés par
les moyens de défense (Subalakshmi et Priya, 2021). Le niveau de radicaux présents est
parfaitement adapté aux systémes de défense qui peuvent gérer une telle production physiologique
(Favier, 2006).

nutrition
cellule
Hg Pb Glutathion e ‘S’L‘g“'é"‘“‘s
cd Thiorédoxine Cu |
SOD, GPx Zn
Ferritine
Ozone NOx Mn

Adaptation
goudrons Tabac génomique

P ollujon Alcool

Vitamine C, E
Caroténoides
Polyphénols

Respiration

mitochondriale \

: Pro-oxydants
Phagocytose

Stress
[ Antioxydant

Figure 4 : La balance d’équilibre entre les systémes pro et anti-oxydants (Favier, 2006).
e Lesconséquences du stress oxydant :

Le stress oxydant peut cibler différents constituants dans I’organisme y compris, les macro-
biomolécules vitales comme les lipides, les protéines et I’ADN (Annick, 2018), En outre, il accroit
la prolifération cellulaire et I’expression de protéines d’adhésion, déclenche I’apoptose et

désorganise la membrane entrainant des lyses immediates (Favier, 2006).

Le stress oxydant représente I’un des facteurs précurseurs de multiples maladies comme le diabéte,
I’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires ; et aussi, il constitue la cause
initiale essentielle du : cancer, cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse

pulmonaire aigu, cedéme pulmonaire et vieillissement accéléré (Favier, 2006).
2.1.3. Anti-oxydants :
o Définition :

L’accumulation des ERO dans les cellules peut étre neutralisée par la production des molécules de
défense anti-oxydante (Barouki, 2006). Ces derniéres, qu’elles soient naturelles ou synthétiques,
ont la capacité d’interagir avec les radicaux libres et mettre fin a leurs réactions en chaine avant que
les molécules vitales essentielles ne soient endommagées (Subalakshmi et Priya, 2021). Les anti-
oxydants exercent leur action en dismutant les ERO, en les piégeant pour former des composés
stable et en chélatant les métaux de transition libres ou en générant du glutathion (GSH) (Annick,
2018).

10
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e Différent types d’anti-oxydants :

Les anti-oxydants peuvent étre classés selon la base de la ligne de défense, en anti-oxydants de la
premiere ligne de défense (enzymatiques) et anti-oxydants de la deuxiéme ligne de défense (non
enzymatiques) (Ighodaro et Akinloye, 2018).

Tableau V : Les types des antioxydants enzymatiques et non enzymatiques et leurs roles.

Superoxyde Dismutation de deux molécules d’O2e—

en (H202) et (O2).
Dismutase (SOD) ( ) et (02) (Parihar et al., 2008)

2 O2¢- +2 H+ — 02 + H20

Anti-oxydants
enzymatiques

Glutathions Dégradation des peroxydes d'hydrogene = (Socrier, 2017)
(H202) en eau (H20).

Peroxydases
H202 + 2GSH — 2H20 + GSSG

Dismutation du (H202) en (H20) et en (Parihar et al., 2008 ;
(02). 2H202 — 2H20 + 02 Socrier, 2017)

Catalase
LOOH + 2GSH LOH + GSSG

Vitamine C Le cofacteur de plusieurs enzymes et (Koechlin-Ramonatxo,
joue le role d’agent réducteur 2006)

Vitamine E Diminution de la peroxydation lipidique (Defraigne et Pincemail,

dans la membrane cellulaire, elle agit en 2008)

(a-tocopherol) neutralisant les radicaux libres

Anti-oxydants non

. Les caroténoides Fixation des radicaux pyroxyles ROO- et (Maudet et Nicol, 2000)
enzymatiques

(provitamine A) neutralisation de 1’oxygene singlet

Sélénium : cofacteur de la glutathion (Defraigne et Pincemail,
peroxydase. 2008 ; Haleng et al.,

Oligoéléments 2007)

Cuivre et Zinc : cofacteurs de la SOD

%+ Les composés phénoliques :

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires qui sont des dérivés des voies du
pentose phosphate, du shikimate et du phénylpropanoide chez les plantes. Ils sont essentiels a la
physiologie des plantes, en raison de leur implication dans diverses fonctions importantes

(croissance, structure, défense, pigmentation, lignifications, etc.) (Kumar et al., 2014). lIs sont

11
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divisés en plusieurs classes (Tableau VI), en fonction du nombre de cycles phénoliques qu’ils

contiennent et les fonctions chimiques liées a ces cycles (Vit et al., 2013).

Tableau VI : structure des squelettes des polyphénols (Crozier et al., 2006).

Nombre de | Squelette Classification Exemple Structure de base
carbones
7 Ce-C4 Acides phénols Acide gallique @L.UUI |
8 Ce-C Acétophénones Gallacetophénone )
o P P M}Liii;

8 Ce-Co Acide phénylacétique Acide p- _

hyroxyphényl- @—-'[ oo
acétique
9 Ce-Cs Acide hydroxycinamique Acide p-

A COOH
coumarique @J

9 Cs-Cs Coumarines Esculitine

10 Cs-Cs Naphthoquinones Juglone

13 Ce-C1-Cs Xanthones Mangiferine

15 Ce-C3-Cs Flavonoides Naringénine

<%
)
0
)|
Q0
]
14 Cs-C2-Cs Stilbénes Resveratrol [ 3
o™

e Meécanismes de I’activité anti-oxydante :
v Piégeage des radicaux libres :

La propriété des flavonoides la mieux décrite est leur activité anti-oxydante et leur capacité a piéger
les radicaux libres : radicaux hydroxyles (OH-), anions superoxydes (O27) et radicaux

peroxylipidiques selon la réaction suivante (Ghedira, 2005) :
Flavonoide (OH) + R — flavonoide (O) + RH
v Chélation des métaux :

Les polyphénols inhibent la formation des radicaux libres par la chélation de métaux de transition
tels que le fer (Fe?") et le cuivre (Cu*), qui sont essentiels pour de nombreuses fonctions

physiologiques. A leurs états libres, ce sont des activateurs potentiels de la formation d'ERO,

( 1
(| 2 )
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comme en témoigne la réduction du peroxyde d'’hydrogéne avec génération du radical hydroxyle,
tres agressif (Pietta, 2000).

H202 + Fe?*(Cu*) —»" OH + OH" + Fe?* (Cu?)

La chélation des ions métalliques par les flavonoides nécessite trois sites principaux : noyau
catéchol sur le cycle B, les groupements 3-hydroxyle et 4-oxo du cycle C et le groupement 4-oxo et

5-hydroxyle entre les cycles A et C (Heim et al., 2002).
v Inhibition enzymatique :

Les flavonoides inhibent les enzymes responsables de la production d'anions superoxydes, comme
la xanthine oxydase, la protéine kinase C, la glutathion S-transférase et la NADH oxydase qui sont
toutes impliquées dans la génération d'ERO (Pietta, 2000).

2.2. Activité anti-inflammatoire :
2.2.1. Généralités sur I’inflammation :

L'inflammation est la réponse d'un tissu vasculaire vivant a une infection pathogéne ou a une
attaque traumatique. Les objectifs de I’inflammation sont d’¢éliminer les agents pathogenes et de
réparer les 1ésions tissulaires. Parfois, I’inflammation peut €tre nocive car les agents pathogenes
persistent sur le site de ’inflammation en raison d’une dérégulation du processus inflammatoire

(Trabsa, 2018). On peut distinguer deux types d’inflammation :
e Inflammation aigué :

L’organisme utilise I’inflammation aigué comme mécanisme de défense contre différents types
d’agression, comme les infections ou les brilures, tout en facilitant la réparation des tissus. Ce
processus se caractérise par son apparition rapide, se produisant généralement en quelques heures a
quelques jours, et par sa nature dynamique, car il peut étre inversé et résolu spontanément. Au sens
traditionnel, il est caractérisé par quatre termes latins - calor (chaleur), dolor (douleur), rubor
(rougeur) et tumeur (gonflement) - qui englobent leurs principaux symptémes : rougeur,
gonflement, fievre, douleur et perte de fonction (Cadi et al., 2012 ; Noack et Kolopp-Sarda,
2018).

Le processus d’inflammation aigué se déroule en trois étapes distinctes : une phase vasculaire
initiale, une phase cellulaire ultérieure marquée par l'activation de diverses cellules immunitaires et

enfin, une phase de résolution (Weill et Batteux, 2003).

13
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Ruolullon]

Figure 5 : les différentes phases de I’inflammation aigué (Trabsa, 2018).
e Inflammation chronique :

L’inflammation chronique est le résultat d'une inflammation aigué¢ mal résolue, qui a son tour est
provoquée par l'infiltration de lymphocytes, monocytes, macrophages et plasmocytes dans les
tissus. Ces populations cellulaires produisent des cytokines pro-inflammatoires ainsi que des ERO,
une concoction qui peut conduire a la cicatrisation des tissus affectés jusqu'au développement de la
fibrose. La nature implacable des réponses inflammatoires chroniques signifie que, dans de
nombreux cas, elles peuvent persister pendant un certain temps (un mois, une année) (Palavra et
al., 2015 ; Begon-Pescia, 2020 ; Serhan et al., 2010).

2.2.2. Les anti-inflammatoires :

La thérapeutique anti-inflammatoire est utilisée pour réguler la réponse trop agressive des tissus et
pour éviter la progression de la phase aigué de 1’inflammation en phase chronique (Dvorakova et

Landa, 2017).
e Les anti-inflammatoires stéroidiens :

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou les glucocorticoides, appartiennent a une grande
famille de médicaments dérivés du cortisol, une hormone synthétisée par les glandes surrénales
(Baud et Gressens, 2009). L’action de I’AIS consiste a réprimer 1’expression des geénes pro-
inflammatoires tout en induisant I’expression des génes anti-inflammatoires. Ceci est réalisé grace a
divers mécanismes tels que 1’inhibition de la production des prostaglandines et des leucotriénes en
bloquant la phospholipase A2, en réduisant la perméabilité capillaire et la phagocytose, ainsi qu’en
bloquant la libération de sérotonine, d’histamine et de bradykinine. Les effets immunosuppresseurs

de ces médicaments peuvent &tre mieux compris en raison de leur impact sur la production de
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cytokines ( y compris les interleukines, interféron y et TNF a), qui jouent un role essentiel dans

I’immunité cellulaire et humorale (Ferdjioui, 2020).
e Les anti-inflammatoires non stéroidiens :

Les anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS) sont une des classes thérapeutiques les plus utilisées

au monde pour leurs propriétés anti-inflammatoires, antipyrétique et antalgiques (Nicolas et al.,
2001). En fait, tous les AINS agissent en bloguant les deux formes de cyclo-oxygénase (COX-1 et
COX-2), réduisant ainsi la production de prostaglandine E2 et de thromboxane A2 (RISSER et al.,
2009).

Phospholipides

=2
AlS - Phospholipase A2

AINS

Acide arachidonique

Cyclo-oxygénase \f-hpﬂoxygénase

Prostaglandines
Thromboxane A2 LTA4
e \\“

e
> \

LTC4-D4-E4 LTB4

Figure 6 : mécanisme d’action des anti-inflammatoire (Annick, 2018).
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La partie pratique est réalisée au niveau du laboratoire de biologie physico-chimique de
I’université de Bejaia, dans le but d’étudier ’activité anti-oxydante et anti-inflammatoire en
relation avec la constitution biochimique des différents extraits des feuilles du néflier,

Eriobotrya japonica, qui appartient a la famille des rosacées.
1. Matériel :
1.1. Préparation du matériel végétal :

Les feuilles d'Eriobotrya japonica ont été récoltées en février, 2024, dans la wilaya de Bejaia,
dans un endroit loin de toute source de pollution. Aprés la cueillette, les feuilles ont été
nettoyées par 1’eau courante pour éliminer toute poussiére ou particule ; puis séchées pendant
un mois a l'abri de I'humidité et du soleil et a température ambiante. Ensuite, a 1’aide d’un
broyeur électrique les feuilles sont écrasées puis tamisées, jusqu’a I’obtention d’une poudre
fine d’un diamétre inférieur a 125 um (figure 7). Enfin, la poudre obtenue a été stockée dans

des flacons étiquetés, a I’abri de la lumiére jusqu’a utilisation.

Figure 7 : photographie originale des feuilles d’Eriobotrya japonica L (A), et de la poudre
obtenue (B).

2. Méthodes :
2.1. Extraction des composés phénoliques :

L’extraction des composés phénoliques a partir de la poudre des feuilles d’Eriobotrya
japonica a été réalisée par macération dans 1’éthanol 96% ; ensuite, par fractionnement dans
I’eau et le chloroforme a température ambiante conformément a la méthode décrite par
(Mbatchou et al., 2010), avec quelques modifications (Figure 8). Le principe de cette

méthode est basé sur I’extraction solide-liquide des composés phénoliques ; il s’agit d’une
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extraction sélective dont 1’objectif est de préparer un extrait ¢éthanolique brut et deux
fractions, 1’'une aqueuse et I’autre organique, afin de pouvoir analyser 1’activité de tous les
composés phyto-chimiques d’une part, et des composés polaires et apolaires séparés, d’autre

part.

e Mode opératoire :

100 g de poudre végétale

2

Macération dans I’é¢thanol 96 % (1/10) pendant 24 h

¥

Décantation pendant 24 h

¥

Extrait éthanolique

Extrait humide a tester Chloroforme/eau (3/1, v/v)
|
.’ | |
Séchage a 1’étuve entre & Phase organique a tester Phase aqueuse a tester
38 °C jusqu’a atteindre un I I
poids constant de I’extrait !
sec Séchage a I’étuve a 40°

jusqu’a atteindre un poids
constant de 1’extrait sec

Figure 8 : le protocole d’extraction des différentes phases (Mbatchou et al., 2010).
e Calcul du rendement :

Aprées I’extraction, on obtient trois extraits qui sont mis a I’étuve afin d’évaporer le solvant
jusqu’a ’obtention d’un poids constant. Le rendement d’extraction de chaque extrait a été

calculé selon la formule suivante :

Rendement d' extraction = [(P — P0)/Poids de la poudre] x 100

Ou : Po: poids vide du creuset. ;

P : poids aprés évaporation du solvant.
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2.2. Dosage des composés phénoliques :

Afin d’évaluer qualitativement et quantitativement le contenu en composés phénoliques des
extraits des feuilles d’Eriobotrya japonica, trois protocoles ont été suivis pour doser les
teneurs en phénols totaux, en flavonoides et en tanins condensés. Ce dosage a été réalisé sur
les extraits éthanoliques, organique et aqueux ; sachant qu’a chaque dosage I’extrait a été

reconstitué dans du méthanol, et des blancs ont été préparés.
2.2.1. Dosage des phénols totaux :
e Principe :

Le principe de dosage des phénols totaux repose sur les capacités réductrices des complexes
ioniques polymériques formés a partir des acides phosphomolybdiques (H3PMo012040) et
phospho-tungstique (HsPW12040) du réactif du Folin-Ciocalteu par les composés phénoliques.
Il en résulte la formation d’un complexe bleu qui accompagne I’oxydation des composés
phénoliques et qui est stabilisé par I’addition de carbonate de sodium (Na2CO3z) (Dif et al.,
2015).

e Mode opératoire :

Le protocole établi par Yap et al., 2009, pour le dosage des composés phénoliques totaux est

schématisé dans la figure n° 9.

0,3 ml d’extrait 1,5 ml de Folin 0,2 ml de carbonate de
(0,5 mg/ml) + Ciocalteu (10 % ; v/v) + sodium (7,5% ; v/v)

Agitation

Incubation pendant 30 min a température
ambiante et a I’obscurité

2

Mesure de 1’absorbance a 765nm

Figure 9 : Protocole de dosage des phénols totaux (Yap et al., 2009).

NB : : un blanc a été préparé en remplagant I’extrait par le méthanol (blanc général).
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e Expression des résultats :

Une courbe d’étalonnage a été réalisée dans les mémes conditions en utilisant 1’acide gallique
comme standard (Annexes 01) pour determiner les concentrations en phénols totaux des
extraits exprimés en milligramme €quivalant acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG /g

d’extrait).
2.2.2. Dosage des flavonoides :
e Principe :

La quantification du contenu en flavonoides des feuilles de la plante est estimée par la
méthode du trichlorure d’aluminium (AICI3). Cette méthode se base sur le principe suivant :
les groupements hydroxyles des flavonoides fixent I’aluminium, et il y a formation d’un

complexe jaunatre qui absorbe a 430 nm (Ribéreau, 1968).
e Mode opératoire :

Le protocole de dosage des flavonoides est schématisé dans la figure n°10 :

2 ml d’extrait I 1ml de solution d’acétate de sodium

(Img/ml) et de chlorure d’aluminium
-
I T I : . > T~ N = = ~.
o | 133 gd’AICI3+ 400mg
Agitation ,  d’acétate de sodium dans !
. : 100 ml d’eau distillée '
. /

Incubation pendant 10 min a température
ambiante et a I’obscurité

\ 4

Mesure de 1’absorbance a 430 nm

Figure 10 : protocole de dosage des flavonoides (Abdou et al., 2010).

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

1ml d’eau distillée.
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e Expression des résultats :

Une courbe d’étalonnage a été réalisée dans les mémes conditions, en utilisant la quercétine
comme standard a différentes concentrations (Annexes 1). Les résultats sont exprimés en

milligramme équivalent quercétine par gramme de poids sec d’extrait (mg EQ/g d’extrait).
2.2.3. Dosage des tanins :
e Principe :

Cette méethode de détermination du taux en tanins condensés est basée sur la condensation des
composés proanthocyanidines avec la vanilline en milieu acide, qui donnera un composé
rouge (Dif et al., 2015).

e Mode opératoire :

Le protocole que nous avons suivi pour le dosage des tanins condensés contenus dans nos
extraits est celui décrit par Oyedemi et Afolayan, 2011, avec quelques modifications. Cette

méthode est schématisée dans la figure 11.

0,5 ml d’extrait (1mg/ml) == 3 mldevanilline (4 %, W/v) o= 1,5 ml d’HCI (37 %)

Agitation et incubation pendant 15 min

Lecture de I’absorbance a 500 nm

Figure 11: Protocole de dosage des tanins (Oyedemi & Afolayan, 2011).

NB : Un blanc d’extrait a été préparé avec : 0.5 ml de solution d’extrait + 3 ml de méthanol et
1.5 ml d’HCL.

e Expression des résultats :

La concentration des tanins condensés présents dans chaque extrait a été déduite a partir
d’une courbe d’étalonnage, établie dans les mémes conditions avec la catéchine (Annexes 2)

et est exprimée en mg équivalent catéchine par gramme d’extrait sec (mg EC/g d’extrait).
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2.2.4. Screening phyto-chimique :

I1 s’agit d’une analyse qualitative basée sur des réactions de coloration et/ou de précipitation
(Lebri et al., 2015).
e Terpénoides :

5 ml d’extrait ont été ajoutés a 2 ml de chloroforme ; et 3 ml d’acide sulfurique concentré
ont été ajoutés pour développer la couleur. L’exposition d’une coloration brune rougeatre a

I’interface confirme la présence de terpénoides (Shabbir et al.,2013).
e Glycosides cardiaques :

5 ml de chacun des extraits ont été ajoutés a 2 ml d’acide acétique glacial et une goutte de
Fecls et 1 ml de I’acide chlorhydrique, et le développement d’un anneau brun a I’interface

permet de détecter la présence de glycosides cardiaques (Shabbir et al., 2013).
e Alcaloides :

Les tests sont réalisés par des réactions de précipitation avec le réactif de Dragendoeff. On
prend Iml de chaque extrait plus quelques gouttes du réactif de Dragendoeff. L’apparition

d’un précipité blanc ou brun, respectivement révéle la présence des alcaloides (EL-Haoud et
al., 2018).

e Saponines:

10 ml d’extrait ont été préparés avec de 1’eau distillée ; puis agitation pendant 15 secondes a
raison de 2 agitations par seconde et laisser reposer pendant 15 min et mesure de la hauteur de

la mousse produite dans chague tube (Nisar et al., 2011).
e Flavonoides :

Il consiste a traiter 1ml de chaque extrait avec quelques gouttes de NaOH (pure) et aussi
d’HCL (pure). L’apparition d’une solution jaune qui devient incolore indique la présence de

flavonoides (Dharmalingam et Nazni, 2013).
e Tanins

1 ml d’extrait a analyser a été ajouté a 0,5 ml d’une solution aqueuse de Fecls & 1 %. La
présence de tanins est indiquée par une coloration verdatre ou bleu-noiratre (Mahesh et
Niharika, 2017).
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e Anthocyanines :

I ml de chaque extrait a ét¢ ajouté a 1 ml d’alcool chlorhydrique et 1ml d’alcool iso-
amylique ; puis I’ensemble a été chauffé pendant 15 min dans un bain marie bouillant.

I’apparition d’une couleur marron révéle la présence d’anthocyanines (Harborne, 1998).
e Mucilages:

I ml de chacun des extraits a été ajouté a 5 ml d’éthanol. L’apparition d’un précipité

floconneux indique la présence de mucilages (EL-Haoud et al., 2018).
e Acides aminés :

Iml d’extrait est mis dans 10 % de Ninhydrine. La présence d’acides aminés se manifeste par

I’apparition d’une coloration violéte (Ashika et al., 2018).
e Protéines:

Quelques gouttes de Folin- Ciocalteu ont été ajoutées a 1ml de chaque extrait. L’expression

d’une couleur verte indique la présence de protéines (Ashika et al., 2018).

2.3. Tests de I’activité antioxydante in vitro :

Dans notre étude la capacité anti-oxydante des trois extraits a été déterminée in vitro par deux
méthodes chimiques : la méthode utilisant le radical 2,2-diphenyle-1- picrylhydrazyle
(DPPH?*) et la méthode du radical-cation (ABTS*").

2.3.1. Activité scavenging du radical DPPH: :

Le DPPHe est un radical présent sous sa forme monomérique a 1’état solide ainsi qu’en
solution, qui porte une couleur violette foncée. Il est disponible dans le commerce et n’a pas
besoin d’étre généré avant le test comme ABTSe+. Ce protocole est basé sur la mesure de la
capacité de réduction des anti-oxydants envers le DPPHe (Prior et al., 2005 ; Munteanu et
Apetrei, 2021).

e Principe :

La délocalisation de I’¢électron donne également naissance a la couleur violette profonde,
caractérisée par une bande d’absorption dans une solution d’éthanol centrée a environ 517

nm. Lorsqu’une solution de DPPH® est mélangée a celle d’un substrat (AH) pouvant donner
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un atome d’hydrogéne, cela donne lieu a la forme réduite avec le virage de la couleur violette

au jaune (Alam et al., 2013).

gj@ @: P — g*'*‘%z}**oz\ 2 “

DPPH DPPH-H

| Rose.SU7m Jaune

‘ *H represents antioxidant

Figure 12 : Mécanisme réactionnel du test du DPPHe entre 1’espéce radicalaire DPPHe

et un anti-oxydant (RH) (Goudjil, 2016).

e Mode opératoire :

L’effet scavenging des extraits d’Eriobotrya japonica vis & vis du radical DPPH® a été

mesuré selon le protocole de Hemalatha et al., 2010), représenté dans la figure 14 .

3 ml de solution d’extrait + 1ml de solution DPPH (0,1
diluée (0,2mg/ml) mM)
7 v
- - ‘. . I I ‘\ e N
o - = I L, = e . - ~
| er:]r:gd/(ranslollgt:rc:ln die I Incubation pendant 30 min a obscurit¢ eta T | 1,18 mg de DPPH +
I ambiante - 30 ml de méthanol

: méthanol

.. L l . mm e .

Mesure de 1’absorbance a 517nm

Figure 13 : Protocole de I’activité scavenging du radical DPPH*® (Hemalatha et al., 2010).
NB : des blancs ont été préparés comme suit :

Blanc général (contréle) : 3ml de méthanol + 1ml de solution de DPPH.

Blanc d’extrait : 3 ml de solution d’extrait + 1ml de méthanol.
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e Expression des résultats :

A la fin de la durée d’incubation, 1’absorbance a 517 nm est lue et le pourcentage de

I’activité scavenging du radical DPPH® a été calculé selon la formule suivante :

% de ’activité scavenging du radical DPPH = [(Ac - (At - Ae) /Ac] x 100 J

Ou:
Ac : Absorbance du contrdle (solution de DPPH + méthanol).
At : Absorbance du test (solution de DPPH +solution d’extrait).

Ae : Absorbance de I’extrait (solution de I’extrait + méthanol).

2.3.2. Activité scavenging du radical ABTS*" :

Le test ABTS a été développé pour la premiére fois par Miller et son équipe, 1993, comme
méthode simple et pratique utilisée pour mesurer la capacité anti-oxydante totale (TAC)
(Munteanu et Apetrei, 2021).

e Principe :

Dans ce test, ’ABTS est oxydé par des radicaux pyroxyles ou d’autres oxydants en son
cation radicalaire, ABTS®", qui est intensément coloré, et ’AOC est mesurée comme la
capacité des composés testés a diminuer la couleur en réagissant directement avec le radical
ABTS*". Les résultats des composés analysés sont exprimés par rapport au Trolox (Prior et
al., 2005).

| o
o

_______________________________________

Figure 14 : structure de 2,2i-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acide) (ABTS*")
(Prior et al., 2005).
e Mode opératoire :
L activité scavenging du radical-cation ABTS®*" de notre extrait a été déterminée selon le
protocole de (Le et al., 2007), ayant subi quelques modifications ; les etapes de cette méthode

sont représentées dans la figure n° 15.
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300 pl d’extrait (100 I 1,9 ml de solution d’ABTS (diluée
pg/ml) jusqu’a 0,7 nm d’absorbance)
™~

| M~
[ LN
. ~ .
Incubation pendant 7min PR So— = RN
a T° ambiante | 1,5 ml de solution

I
: ABTS mére + eau -
‘ ! distillée !
\ ——————————————— ,
Mesure de 1’absorbance a

734nm

Figure 15 : Protocole de I’activité scavenging du radical-cation ABTS** (Le et al., 2007).

NB :

Un blanc général (contrdle) : 300 ul de méthanol + 1,9 ml de solution ABTS.

Standard : 300 pl de solution trolox (préparée dans le méthanol) + 1,9 ml de solution ABTS.
e Expression des résultats :

L’activité¢ anti-oxydante des trois extraits a été exprimée en pourcentage d’inhibition du

radical ABTS®*" selon la formule suivante :

(%) d’inhibition du radical-cation ABTS** = [(AC - AE/ AC] x 100 J

Ou:
AC : absorbance du contrdle.

AE : absorbance du test.

2.4. Etude de la toxicité in vitro « activité hémolytique » :
e Principe :

Le principe consiste a mettre en suspension des globules rouges humains (GRh) dans une
solution isotonique. La fuite d'hémoglobine, qui refléte I'éclatement des globules rouges, est
ensuite mesurée. La couleur rouge du sang dans le surnageant refléte la toxicité de I'extrait.
Une augmentation de I'absorbance correspond a une augmentation du pouvoir hémolytique de
I'extrait testé (Bulmus, 2003).

e Mode opératoire :
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Le protocole d’évaluation de cette activité et celui décrit par (Phuse & Khan, 2018) avec

quelques modifications, schématisé dans la figure n°16.

0,5ml d’extrait 0,5ml suspension
(Lmg/ml) + des GR

Incubé pendant 30min a 37°C

4

Centrifugation a 3000rpm pendant 10min

4

Mesure d’absorbance a 540nm

Figure 16 : protocole de test de toxicité d’Eriobotrya japonica (Phuse et Khan, 2018).
NB :
Controle positif : 0,5 ml d’eau distillé + 0,5 ml de suspension de GR.

Controdle négatif : 0,5 ml de tampon phosphate salin, pH = 7,2 ; + 0,5 ml de suspension de
GR.

Blanc d’extrait : 0,5 ml de solution NaCl (0,9%) + 0,5 ml de solution d’extrait.

Standard : 0,5 ml de standard (diclofénac et acide gallique, a 1mg/ml) + 0,5 ml de
suspension de GR.

v’ La solution d’extrait est préparée dans un tampon phosphate salin, PH = 7,2 (avec du
DMSO, comme indiqué ci-dessus).
v La suspension de GR de 10 % a été préparée dans la solution de NaCl (0,9 %) et le

lavage avec la solution tampon phosphate.

e Expression des résultats :

Les pourcentages d’hémolyse des différents extraits sont calculés selon 1’équation suivante :

Pourcentage d’hémolyse (%) = [DoE/ Doc+] X 100 J

DoE : Densité optique de 1’échantillon (absorbance du test - absorbance du blanc d’extrait).
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Doc- : Densité du contrdle négatif.

Doc+ : Densité du contr6le positif.

2.5. Test de ’activité anti-inflammatoire in vitro :

L’étude de D’activité anti-inflammatoire in vitro des trois extraits des feuilles d’Eriobotrya
japonica a été effectuée selon le test de stabilisation de la membrane des érythrocytes

humains.

2.5.1. Activité anti-hémolytique :

e Principe :
Le principe de cette méthode est basé sur la capacité de 1’extrait & empécher ’hémolyse des
globules rouges (GRh), induite par 1’hypotonie et la chaleur; et de ce fait, prévenir la
libération de I’hémoglobine (Oyedapo et al., 2010).

e Préparation de la suspension des globules rouge :

Du sang fraichement prélevé a partir d’'un donneur sain unique dans un des tubes héparinés ;
puis, centrifugé a 3000 tours/minutes pendant 10 minutes. Apres élimination du plasma, le
culot est lavé 3 fois avec une solution de NaCl (0,9 %), et centrifugé a 3000 tours/ minutes
pendant 10 minutes. La suspension érythrocytaire de 10% a été préparée dans la solution de
tampon phosphate (0,15 M, PH = 7,4) (Oyedapo et Famurewa, 1995).

e Mode opératoire :

L’évaluation de ce test a été réalisé selon la méthode décrite par (Oyedapo et Famurewa,

1995), avec quelques modifications.

27

——
| —



Chapitre 11 Matériels et méthodes

1ml de solution -
d’extrait (Img/ml)
Agitation et incubation a 56 °C Refroidissement dans 1’eau
NE [ pendant 30 min » 20 min

2ml de solution
hyposaline (0,25 %)

e Centrifugation a 3000 T/min pendant
5min
1 ml de tampon
phosphate (0,15 M, .v

PH=74
4) Lecture de ’absorbance a

= 560nm

0,5ml de suspension
desGR a 10 % —

Figure 17 : protocole de I’activité anti-hémolytique (Oyedapo et Famurewa, 1995)
NB :
Blanc général : I’extrait est remplacé par le tampon phosphate, PH = 7.4.
Blanc d’extrait : possede toutes les solutions sauf la suspension des GR.

Standard d’acide gallique : la solution d’extrait est remplacée par la solution d’acide
gallique (1 mg/ml).

v" Les solutions des extraits sont préparées dans la solution de 1’eau physiologique (NaCl
0,9 %) ; avec 100 pl de cette derniére substituée par 100 pul de DMSO pour la

solubilisation de I’extrait.
e Expression des résultats :

Le pourcentage d’inhibition de I’hémolyse a €té calculé a partir de la formule suivante :

(%) d’inhibition de I’hémolyse = [(Ac —At) / Ac] * 100 J

Ac : absorbance de contréle.

At : absorbance de I’échantillon (absorbance du test — absorbance du blanc d’extrait).

2.6. Etude statistique :
Trois mesures ont été effectuées pour chaque echantillon testé et les résultats ont été exprimés
sous la forme : moyenne + écartype. Des comparaisons statistiques ont été realisees en

utilisant le test Anova. Les différences ont été considérées d’étre significatives a o = 0,05.
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3.1 Rendement d’extraction
Les taux d’extraction des différents extraits des feuilles d’Eriobotrya japonica sont
mentionnés dans le tableau VII :

Tableau VII : Les pourcentages d’extraction pour chaque extrait d 'Eriobotrya japonica.

Extrait Taux d’extraction (%)
Extrait éthanolique des feuilles 18,11
Extrait organique du chloroforme des feuilles 16,45
Extrait aqueux des feuilles 32,36

En analysant ce tableau, on découvre 1’abondance des feuilles du néflier en composés phyto-
chimiques ; ainsi, I’extrait éthanolique brut a donné un pourcentage d’extraction qui
représente un bon rendement d’extraction.

Ainsi, Seon et al., 2020, ont trouvé un taux d’extraction de 1’extrait éthanolique (100 %) des
feuilles d’Eriobotrya japonica de 9,16 % ; c’est une valeur qui est voisine de celle de notre
extrait éthanolique brut.

Par ailleurs, nous remarquons que la fraction aqueuse a montré un taux supérieur a celui de la
fraction organique. Ce qui pourrait s’interpréter, par le fait que les composés bioactifs
d’Eriobotrya japonica seraient beaucoup plus polaires qu’hydrophobes, dont les polyphénols,

qui constituent des molécules polaires vu leur richesse en groupements hydroxyles.

3.2 Screening phyto-chimique

L’analyse phyto-chimique est nécessaire dans le but d’élucider les différentes activités
biologiques des plantes médicinales, et aussi afin de caractériser les principes actifs a I’origine
de leurs vertus (Shaikh, 2020).

Le screening phyto-chimique réalisé pour les extraits des feuilles d’Eriobotrya japonica nous
a permis de mettre en évidence la présence de terpénoides, de tanins, d’alcaloides, de
saponines, de mucilages, de glycosides cardiaques ainsi que des flavonoides et des

anthocyanines, a des degrés de visualisation distincts, comme indiqué dans le tableau VIII :
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Tableau VII1 : Résultats des tests phyto-chimiques sur les feuilles d ‘Eriobotrya japonica.

Résultats et discussions

Tests Extrait Extrait Extrait
éthanolique organique aqueux
Terpénoides ++ - F++
Tanins - ++ B
Alcaloides +++ ++ ++
Saponines - - ++
Mucilages ++ ++ -
Glycosides cardiaques + ++ +
Flavonoides ++ ++ -
Acides aminés - - -
Protéines ++ ++ +
Anthocyanines +++ - F++

(+++) : Fortement positif ; (++) : Moyennement positif ; (+) : Faiblement positif ; (-) : négatif

Les protéines ont été également détectées dans les extraits comme étant des métabolites
primaires ; les acides aminés par contre n’y figurent pas.

En effet, d’aprés Mogole et ses collaborateurs en 2020, le screening phyto-chimique de
I’extrait méthanolique des feuilles d’Eriobotrya japonica a révélé la présence de : phénols,
flavonoides, tanins, alcaloides, protéines, carbohydrates, glycosides et des stéroides ; mais les

saponines ont été inexistantes.

3.3 Dosage des composés phénoliques
3.3.1 Les phénols totaux
Le contenu en phénols totaux des extraits des feuilles d’Eriobotrya japonica, exprimé en mg

équivalent acide gallique/g d’extrait, est représenté dans les figures (18) ci-dessous :
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Concentration en mg EAG/g d'extrait

éthanolique organique aqueux
Extrait

Figure 18 : représentation graphique des taux en phénols totaux des extraits des feuilles

D Eriobotrya japonica.

Une vue d’ensemble de cette figure nous permet de constater que les feuilles d’Eriobotrya
japonica sont riches en composés phénoliques, avec des valeurs comprises entre 23,46 + 4,36
et 126,2 + 3, 64 mg EAG/g d’extrait.

Par ailleurs, nous remarquons que c’est I’extrait aqueux qui a exhibé la teneur la plus élevée,
vu que les composés phénoliques représentent des molécules phyto-chimiques riches en
groupements hydroxyles, se solubilisant donc dans les solvants polaires tel que I’eau.
Néanmoins, il est a noter que I’extrait éthanolique a montré une valeur (70,4 + 5,93 m EAG/g
d’extrait) inférieure a celle de I’extrait aqueux (126,2 + 3, 64 mg EAG/g d’extrait), bien qu’il
constitue I’extrait brut, et qu’il contiendrait de ce fait la totalité des composés phénoliques ;
ceci serait dii a I’encombrement stérique, engendré par beaucoup de molécules, qui
empécherait la révélation des composés phénoliques par le réactif de Folin Ciocalteu (Garcia
Alonso et al., 2004).

En effet, le fractionnement de cet extrait a permis de sélectionner les substances d’intérét

biologique, comme cela est observé dans 1’extrait aqueux.
3.3.2. Les flavonoides

Les résultats du dosage des flavonoides de la plante, exprimés en mg EQ/g d’extrait, sont

illustrés par la figure (19) :
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Figure 19 : représentation graphique des concentrations en flavonoides des

extraits de la plante.

D’aprés cette figure, nous déduisons, qu’Eriobotrya japonica, bien qu’elle soit connue pour sa
richesse en composés phénoliques, a reflété de faibles teneurs en flavonoides (0- 7,42 + 1,43
mg EQ/g d’extrait). Ce qui démontre la variabilité de la constitution biochimique de la méme
plante par rapport a plusieurs facteurs, la région, particuliérement.

En outre, c’est toujours D’extrait aqueux qui a donné une concentration statistiquement
supérieure a celle de la fraction organique étant donné que les composés phénoliques sont
généralement polaires.

Seon et ses collaborateurs en 2021, en analysant les teneurs en flavonoides et en phénols
totaux de I’extrait éthanolique (100 %) des feuilles d’Eriobotrya japonica, ils ont abouti aux
valeurs de, 66,74 + 0,16 mg EC/g et 19,11 + 1,06 mg TAE/g, respectivement.

3.3.3. Les tanins condensés

Les concentrations en tanins condensés en mg EC/g d’extrait figurent ci-dessous :
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Figure 20 : représentation graphique des teneurs en tanins condensés des extraits des

feuilles.

La figure (20) indique I’abondance de la plante en proanthocyanidines, avec des teneurs allant
de 0 a 104,58 + 5,3 mg EC/g d’extrait.
Effectivement, le néflier est reconnu comme étant une plante a activité anti-cancéreuse

remarquable, reliée notamment, a la présence de tanins condenseés (Ito et al., 2002).

3.4. Activité anti-oxydante
L’évaluation de I’activité anti-oxydante a été réalisée par les deux tests : I’activité scavenging
du radical DPPH-et ABTS*.

3.4.1. Activité scavenging du radical DPPH:

Les pourcentages d’inhibition du radical DPPH- Sont représentés dans I’histogramme ci-

dessous :
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Figure 21 : les pourcentages de 1’activité scavenging du radical DPPH' des extraits des

feuilles d’Eriobotrya japonica et des standards (BHA et acide ascorbique).

Nous remarquons que la plante a exhibé une activité scavenging du radical DPPH- trés élevée
(94,76 £ 0,58 % - 97,19 + 0,16 %) comparativement aux standards utilisés, la vitamine C et la
BHA avec des valeurs de, 97,51 £ 0,66 % et 96,02 £ 1,33 %, respectivement, a 100 pg/ml.
Mogole et al., 2020, a montré que 1’extrait méthanolique des feuilles d’Eriobotrya japonica a
donné un pourcentage scavenging du radical DPPH de 87 % ; ce qui confirme la richesse des
feuilles du néflier en puissants anti-oxydants.

Par ailleurs, nous déduisons que I’extrait éthanolique a donné le plus grand pourcentage, et il
n’y a pas de différence significative avec la fraction organique ; ceci semble évident car il
s’agit de ’extrait brut, donc il contient la totalit¢ des composés phénoliques qui sont connus
pour leur tres importante activité anti-radicalaire, émanant de leur richesse en groupements
hydroxyles donneurs d’hydrogénes ou d’¢lectrons (Jayaprakasha et al., 2008).

Cependant, il ne faut pas nier une constatation importante, bien que ¢a soit I’extrait aqueux
qui possede les teneurs les plus élevées en phénols totaux, flavonoides et tanins condensés,
c’est la fraction organique qui a été¢ plus active. Cela peut étre expliqué par le fait que
I’activité anti-oxydante des polyphénols ne dépend pas que de la quantité mais aussi de la

qualité de ces derniers, c.a.d., de leur structure moléculaire.

3.4.2. Activité scavenging du radical ABTS:*
Les pourcentages d’inhibition du radical ABTS: * figurent en bat :
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Figure 22 : les pourcentages de I’activité scavenging du radical ABTS-*

des extraits des feuilles d’Eriobotrya japonica et du standard (Trolox).

D’aprés cette figure, nous concluons qu’Eriobotrya japonica est une plante médicinale douée
d’une trés forte activité anti-oxydante (33,58 * 4,36 %- 95,1 + 3,76 %) par rapport au trolox
(99,57 + 0,12 %), qui constitue une molécule de référence. Ceci est en relation avec son
contenu élevé en phénols totaux et proanthocyanidines ; ajoutant a cela, la présence de
terpénoides, d’alcaloides, de saponines et de mucilages.

A partir de 1’étude de Ahumada et ses collaborateurs en 2017, I’extrait méthanolique (95 %)
a exhibé une activité inhibitrice du radical ABTS de 1325,06 + 47,86 umol TE/g de poids sec.
Le profil de I’effet des extraits du néflier vis-a-vis de I’ABTS* a été similaire a celui obtenu
par rapport au DPPH-. Ce qui revient a confirmer ’intérét de la nature moléculaire d’un

composé phyto-chimique.

3.5. Etude de la toxicité in vitro

La stabilité des membranes des globules rouges constitue un bon outil d’évaluation de I’effet
cytotoxique in vitro pour divers composeés, qui est proportionnel a leurs structures et a leurs
caractéristiques physiques (Sharma et Devi Sharma, 2001).

Le test de cytotoxicité in vitro est représenté par le pourcentage d’hémolyse des globules
rouges, il est réalisé en utilisant des érythrocytes d’un donneur en bonne santé, et les résultats

sont représentés dans la figure (23).
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Figure 23 : les pourcentages de toxicité des extraits des feuilles d’Eriobotrya japonica.

A partir de cette figure, nous observons, une tres faible toxicité des extraits des feuilles
d’Eriobotrya japonica vis-a-vis de la membrane des globules rouges, a 1 mg/ml.

Il est a noter également que c’est 1’extrait aqueux qui a affiché le plus grand pourcentage ;
ceci serait probablement d0 a son contenu appréciable en composés bioactifs, en particulier,
en alcaloides connus pour leur grande toxicité a fortes doses, qui en plus d’avoir de bonne
activité biologique, ont laissé apparaitre une trés faible toxicité.

D’apres Tabassum et al., 2022, si le taux de toxicité de 1’extrait dépasse 30 %, la plante est
supposée étre toxique.

En considérant cette stipulation, on pourrait classer Eriobotrya japonica parmi les plantes

médicinales non toxiques et sans danger pour 1’étre humain.

3.6. Activité anti-inflammatoire in vitro :

La régulation de I’inflammation par les plantes médicinales a permis de substituer la thérapie
inflammatoire conventionnelle, et ce pour diverses maladies. Actuellement une panoplie de
plantes médicinales a montré un potentiel anti-inflammatoire considérable (Tasneem et al.,
2018). Ainsi, I’activité anti-inflammatoire in vitro de nos extraits a été étudiée selon le test de
stabilisation de la membrane des érythrocytes humains.

Durant I’inflammation, la lyse des lysosomes libére des composants enzymatiques qui causent
une variéte de troubles. Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) agissent soit en
inhibant la fuite de ces enzymes soit en les stabilisants les enzymes membranaires. Or, ces

derniéres sont homologues aux membranes des érythrocytes humains. De ce fait, la
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stabilisation des membranes des globules rouges est un indicateur de I’activité anti-
inflammatoire (Anosike et al., 2012).
Les pourcentages de D’activité anti-hémolytique des extraits d’Eriobotrya japonica sont

affichés dans I’histogramme (24) :

activité anti-hémolytique

100 91,28:b 92,57;b
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Figure 24 : les résultats de I’activité anti-hémolytique des extraits des feuilles d’Eriobotrya
japonica.

De la figure (24) nous déduisons que les feuilles du néflier ont exhibé un pouvoir anti-
hémolytique significatif, et les pourcentages variants entre 71,57 + 3,92 % et 92,57 £ 2,35 %.
En outre, le pourcentage de la fraction aqueuse (92,57 + 2,35 %) est significativement
supérieur a celui de la fraction organique (71,57 £ 3,92 %) ; vu I’abondance de I’extrait
aqueux en phénols totaux et en tanins condensés.
Les plantes médicinales et leurs extraits sont reconnus depuis longtemps pour leur activité
anti-inflammatoire, dont certains qui sont potentiellement actifs. Ainsi, les polyphénols, étant
I’'un des principaux groupes de composés phyto-chimiques qui ont exhibé des effets anti-
inflammatoires (Liu et al., 2023). De plus, le screening phyto-chimique a détecté I’existence
d’autres métabolites secondaires, autres que les polyphénols.
L’inflammation représente une réponse de défense de 1’organisme contre un antigene. Elle
induit la formation d’especes réactives de 1’oxygenes par les neutrophiles et les macrophages
activés, a I’origine de I’altération des macromolécules et de la désintégration des membranes
biologiques (lysosomale) par le phénomene de la peroxydation lipidique, impliquées dans les
maladies inflammatoires. Par conséquent, les agents anti-oxydants pourraient remédier a ces

pathologies (Bag et al., 2013). Cette constatation pourrait étre extrapolée a nos résultats.
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Ainsi, les extraits des feuilles d’Eriobotrya japonica auraient un impact considérable sur les
troubles inflammatoires telle que 1’arthrite, comme étant de bons anti-inflammatoires, mais
aussi en temps qu’anti-oxydants avérés en consequence.

Une étude de corrélation entre les différentes activités testées et les teneurs en phénols totaux,
flavonoides et tanins de la plante a été effectuée. Dans I’ensemble, d’apres les valeurs du
coefficient du corrélation, R (0,64 ; 0,94 ; 0,83; 0,92 ; 0,91 ; 0,94 ; 0,92), on déduirait que les
activités des feuilles d’Eriobotrya japonica seraient en bonne corrélation avec le contenu en
composés phénoliques de la plante. Sans oublier, bien évidemment, la présence d’autres
métabolites secondaires, révélés par le screening phyto-chimique, tels que les saponines, les
mucilages, les glycosides cardiaques, les terpénoides, les tanins et les alcaloides ainsi que les

flavonoides et les anthocyanines qui seraient également a I’origine de ses effets.

Figure 25 : Les courbes de corrélations
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Conclusion et perspectives

Eriobotrya japonica. L est une plante trés appréciée dans la région méditerranéenne, qui joue

un réle important dans les pratiques de guérison traditionnelle. L’abondance de la plante en

métabolites secondaires, en particulier, en composés phénoliques, en fait d’elle une option

exceptionnelle pour soulager et se prémunir contre toute une série de pathologies.

Notre étude réalisée sur les extraits des feuilles d’Eriobotrya japonica nous a permis

d’aboutir aux résultats suivants :

>

La quantification des phénols totaux, des flavonoides et des tanins condensés dans les
différents extraits des feuilles du néflier a été réalisée a 1’aide des méthodes, de folin-
ciocalteu, de chlorure d’aluminium (AICI3) et celle de la vanilline, respectivement.
Ces analyses ont révélé 1’abondance remarquable de la plante en phénols totaux, avec
des concentrations allant de 23,46 + 4,36 a 126,2 + 3, 64 mg EAG/g d’extrait. En
revanche, le contenu en flavonoides s’est avéré faible, allant de 0 & 7,42 + 1,43 mg
EQ/g d’extrait. De plus, il est intéressant de noter que notre plante a affiché une forte
présence en tanins condensés, avec des taux allant de 0 a 104,58 = 5,3 mg EC/g
d’extrait.

L’analyse phyto-chimique qui a effectuée sur les différents extraits nous a permis de
mettre en évidence la présence de terpénoides, de tanins, d’alcaloides, de saponines,
de mucilages, de glycosides cardiaques ainsi que des flavonoides et des
anthocyanines.

L’évaluation des propriétés anti-radicalaires menée a 1’aide de deux approches
différentes, ciblant spécifiqguement les deux radicaux, DPPH' et ABTS*, a démontré
que les composés phénoliques des feuilles d’Eriobotrya japonica possedent une
activité anti-oxydante significative, allant de 94,76 + 0,58 % a 97,19 = 0,16 %,
concernant la neutralisation du DPPH et atteignant 95,1 + 3,76 %, quant a ’ABTS.
En outre, ’activité anti-inflammatoire in vitro entreprise via le test de stabilisation des
érythrocytes humains a exhibé que les feuilles du néflier sont douées d’un pouvoir
anti-hémolytique tres élevé, et les pourcentages variant de 71,57 + 3,92 % a 92,57 +
2,35 %.

Par ailleurs, 1’évaluation in vitro de I’innocuité de nos extraits a révélé que les feuilles
du néflier ne sont pas toxiques.

En fin, I’étude de corrélation entre les différentes activités testées et les teneurs en
phénols totaux, flavonoides et tanins de la plante nous permettrait d’attribuer les

propriétés biologiques d’Eriobotrya japonica aux composés phenoliques. Sans
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oublier, bien évidemment, I’impact significatif de la présence d’autres métabolites
secondaires, révélés par le screening phyto-chimique, tels que les saponines, les
mucilages, les glycosides cardiaques, les terpénoides, les tanins et les alcaloides ainsi

que les flavonoides et les anthocyanines, quant a son potentiel effet thérapeutique.

Ce travail nous a permis d’avoir une simple esquisse sur les activités des feuilles d 'Eriobotrya
japonica. Il serait trés intéressant d’effectuer ces tests in vivo afin de confirmer 1’efficacité et

I’innocuité des extraits ou des constituants biochimiques isolés et identifiés.
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Annexe No 01 : Courbes d’étalonnage utilisées pour le calcul des teneurs en phénols totaux, en
flavonoides et en tannins.
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Figure 1 : courbe d’étalonnage avec 1’acide gallique pour le dosage des phénols totaux (A =
765nm).
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Figure 2 : courbe d’étalonnage avec la quercétine pour le dosage des flavonoides (A = 430 nm).

courbe d'etalonage des proanthocyanidines

0,8 -
0,7 - y =0,0022x + 0,0353 &
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

0 T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Concentrations (ug/ml)

Absorbances

Figure 3 : courbe d’étalonnage avec la catéchine pour dosage des proanthocyanidines (A = 500 nm).

Annexe No 02: photos de test screening phytochimique.
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Résumé :

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a la plante médicinale Eriobotrya japonica, qui
représente un arbre fruitier appartenant a la famille des rosacées, tres connue pour ses diverses
vertus thérapeutiques. La premiére partie de cette étude concerne I’analyse phyto-chimique
qualitative et quantitative des différents extraits d’Eriobotrya japonica. Ainsi, la plante s’est révélée
riche en phénols totaux (23,46 + 4,36 et 126,2 + 3, 64 mg EAG/g d’extrait) et en tanins condensés
(0 a2 104,58 + 5,3 mg EC/g d’extrait). En revanche, les teneurs en flavonoides sont faibles. En outre,
le screening phyto-chimique a laissé apparaitre la présence de terpénoides, de tanins, d’alcaloides,
de saponines, de mucilages, de glycosides cardiaques ainsi que des flavonoides et des
anthocyanines. La deuxiéme partie consiste en 1’étude de ’activité anti-oxydante par deux tests
(activité scavenging des deux radicaux DPPH* Et ABTS™). Effectivement, les feuilles du néflier ont
montré une tres forte activité anti-oxydante (% d’inhibition du DPPH = 97,19 + 0,16 % ; %
d’inhibition de I’ABTS = 95,1 + 3,76 %). De plus, le test de toxicité a confirmé 1’innocuité des
feuilles du néflier sur les globules rouges humains. Quant a I’activité anti-inflammatoire in vitro,
Eriobotrya japonica a exhibé une activité anti-hémolytique tres élevée (92,57 + 2,35 %). Ceci, nous
incite a entreprendre des investigations scientifiques plus poussées, afin de mieux exploiter les
propriétés biologiques de notre plante.

Mots clés : Eriobotrya japonica, anti-oxydant, anti-inflammatoire, polyphénols.

Abstract:

In this study, we were interested in the medicinal plant Eriobotrya japonica, which represents a fruit
tree belonging to the Rosaceae family, well known for its various therapeutic virtues. The first part
of this study concerns the qualitative and quantitative phyto-chemical analysis of the different
extracts of Eriobotrya japonica. Thus, the plant was found to be rich in total phenols (23.46 + 4.36
and 126.2 + 3.64 mg GAE/g of extract) and in condensed tannins (0 to 104.58 + 5.3 mg CE/g of
extract). On the other hand, the flavonoid contents were low. In addition, the phyto-chemical
screening revealed the presence of terpenoids, tannins, alkaloids, saponins, mucilages, cardiac
glycosides as well as flavonoids and anthocyanins. The second part consists of the study of the
antioxidant activity by two tests (scavenging activity of the two radicals DPPH® and ABTS™).
Indeed, Loquat leaves showed very strong antioxidant activity (% inhibition of DPPH = 97.19 £
0.16%; % inhibition of ABTS = 95.1 £ 3.76%). In addition, the toxicity test confirmed the safety of
our plant leaves extracts on human red blood cells. As for the in vitro anti-inflammatory activity,
Eriobotrya japonica exhibited a very high anti-hemolytic activity (92.57 + 2.35%). This encourages
us to undertake more in-depth scientific investigations, in order to better exploit the biological
properties of our plant.

Key words: Eriobotrya japonica, anti-oxidant, anti-inflammatory, polyphenols.



