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Intruduction

L'oxygéne est vital pour tous les organismes, qu'ils soient animaux, végétaux ou bacteriens,
car il est essentiel a la production d'énergie. Cependant, ce processus métabolique génére des
especes réactives de lI'oxygene (ERO), connues pour leur potentiel toxique bien supérieur a

celui de I'oxygene ordinaire (Gardes-Albert et al., 2003).

Le stress oxydant survient lorsque I'organisme perd sa capacité a neutraliser efficacement
les ERO, perturbant ainsi I'équilibre naturel entre celles-ci et les agents oxydants. Cette
altération peut entrainer des dommages structurels et fonctionnels significatifs (Bensakhria,
2018).

L'inflammation est une réaction biologique du systeme immunitaire déclenchée par divers
facteurs. Lorsque ces stimuli sont excessifs et pathologiques, ils peuvent provoquer des
réponses inflammatoires aigués et/ou chroniques. Actuellement, le traitement de
I'inflammation repose sur [lutilisation d'anti-inflammatoires, a savoir les corticoides
(glucocorticoides) et les non-stéroidiens. Ces molécules peuvent étre efficaces, mais elles ont
géneralement des effets secondaires qui peuvent rendre difficile leur utilisation prolongée.
(Gaziano et Gibson, 2006).

Les plantes médicinales sont définies par leur capacité a contenir dans leurs organes
diverses substances utilisables a des fins thérapeutiques ou comme sources pour la synthése
de médicaments. Ces composés naturels bioactifs sont souvent concentrés dans des cellules
spécialisées de la plante. Cette classification permet de distinguer les plantes médicinales dont
les propriétés thérapeutiques et les constituants ont été scientifiquement démontrés de celles
qui sont réputées médicinales mais qui nécessitent encore une étude scientifique approfondie

pour validation (Abayomi et al., 2013).

Le néflier, Eryobotria japonica, est un arbre fruitier subtropical a feuilles persistantes natif
de Chine et du Japon, mais sa culture s'est étendue a travers le monde (Pawlowska et al.,
2023). Ainsi, les extraits du néflier ont été historiquement employés pour traiter des affections
telles que la toux, la bronchite chronique, I'inflammation, le diabete et méme le cancer. Des
recherches ont permis d'identifier et de caractériser des composeés bioactifs comme les
composes phénoliques et les terpénoides, ce qui aide a mieux comprendre les mécanismes
chimiques sous-jacents responsables des effets biologiques des extraits d’Eriobotrya japonica
(Dhiman et al., 2022).

D’ou I’'intérét porté a I’égard de cette plante. Par conséquent, 1’objectif de notre travail

consiste en 1’étude des activités anti-oxydantes et anti-inflammatoires in vitro des extraits des
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feuilles d’Eriobotrya japonica, en corrélation avec sa constitution biochimique en composés

phyto-chimiques.

De ce fait, notre travail est scindé en deux parties : la premiere partie est une synthese
bibliographique qui résume les concepts théoriques sur la composition biochimique
d'Eriobotrya japonica, ainsi que des généralités concernant les radicaux libres, les

antioxydants, l'inflammation et les anti-inflammatoires.

La seconde partie de notre etude représente une étude pratique orientée vers notre objectif
de recherche. Dans un premier temps, un screening phyto-chimique a été réalisé afin
d'effectuer des tests biochimiques permettant la détection qualitative de différentes familles de
composés bioactifs. En deuxieme lieu, un criblage phyto-chimique a été effectué pour
déterminer les teneurs en polyphénols, flavonoides et tannins; suivi par des tests
préliminaires évaluant I'activité anti-oxydante des différents extraits a travers deux méthodes :
l'utilisation du radical DPPH: et la méthode du radical-cation ABTS*. En troisieme lieu, une

évaluation de I'activité anti-inflammatoire in vitro par test anti-hémolytique
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I-1 Généralités sur Eriobotrya japonica

Le nom botanique du néflier du Japon est Eriobotrya japonica (thumb) lindl. 11 est
formeé par la combinaison de deux mots grecs : "erion” qui signifie "laine" et "botrys" pour
"grappe” (Khatak et al., 2019).

Eriobotrya japonica, appartenant a la famille des Rosaceae, est un petit arbre originaire
de Chine. Cependant, il est largement cultivé dans de nombreuses autres régions du monde,
notamment au Japon, en Italie, au Brésil, en Espagne, en Algérie et dans le nord de I'Inde (Li
etal., 2009 ; Xu et Chen, 2016 ; Palou et al. 2016).

Le fruit du néflier est reconnu comme une excellente source de nutriments essentiels. Il est
particulierement riche en minéraux, en caroténoides, en sucres, en composés phénoliques, en
flavonoides, en vitamine C et en terpénoides en acides organiques. Tous ces €léments

contribuent & promouvoir la santé humaine figure 1 (Pareek et al. 2014).

Figure 1 : Le néflier, Eriobotrya japonica. (Sagar et al., 2020).

I-2 Description

Le néflier, ou Eriobotrya japonica, peut se présenter sous deux formes principales: un
arbuste de 3 a 4 metres de haut ou un arbre pouvant atteindre jusqu'a 10 metres. Il se
caractérise par son tronc court et sa couronne arrondie. Les feuilles sont disposées
alternativement le long de la tige, avec une surface supérieure poilue et une face inférieure

jaune-brun, mesurant généralement de 10 a 25 cm de longueur (Pawlowska et al., 2023).

Les fruits du loquat sont regroupés en grosses grappes laches et ont une forme ronde ou

ovale, parfois semblable a une poire, pouvant mesurer jusqu'a 7 cm de long dans les

e}
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meilleures variétés. Leur couleur varie du jaune pale a lI'orange foncé, et leur peau est dure,
ressemblant a celle d'une prune. La chair, qui peut étre blanche ou orange, est juteuse,
savoureuse et peut étre ferme ou molle. Chaque fruit d’Eriobotrya japonica contient
généralement de 1 a 4 graines brunes et lisses. Ces derniéres constituent environ 20 a 30 % du
poids total du fruit (Murad, 2012).

Les néfliers se différencient des autres arbres fruitiers par le fait que leurs fleurs
fleurissent en automne ou au début de I'hiver, et leurs fruits mdrissent a la fin de I'hiver ou au

début du printemps tableau 1. (Ercisli et al., 2012).
I-3 Caractéristiques des différentes parties

Tableau | : Les principales caractéristiques des différentes parties d'Eriobotrya japonica.

Organe Caractéristiques Références

Fleur e Couleur : blanche

e Contient 5 pétales (Ferreresetal., 2009 ;

e Dimension : 12-20 mm Linetal., 1999;
e Parfumée Gilman et Watson,
1993)

e Couleur : brune

e Nombre: 3a5

e Environ 20 a 30 du
poids total du fruit 1993;

e Poids:11-36 g Linetal., 1999)

(Ercisli et al., 2012;

Gilman et Watson,

e Forme: ovale, ronde,

poire (Ercislietal., 2012 ;
e Peau: lisse ou Ferreresetal., 2009 ;
duveteuse Linetal., 1999)

e Couleur: jaune péle a
orange foncé
e Poids:30a40g

e Taille:2-5cm
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Feuille

Couleur : verte

Forme : ovale

Marge : dentelée (Gilman et Watson,

Longueur : 12330cm | 1993;

Largeur : 349 cm Linetal, 1999 ;
Ercisliet al., 2012)

Persistantes

I-4 Classification
Eriobotrya japonica Lindl appartient a la famille des Rosaceées et est classée comme suit :

Regne : vegetal

Classe : Magnaliopsida
Sous classe : Rosidés
Ordre : Rosales

Famille : Rosacées
Sous famille :Maloideae

Genre : Eriobotrya

N N N N N R

Espéce :Eriobotrya japonica Lindl (Singh et al., 2023 ; Pareek et al., 2014)
I-5 Noms vernaculaires

Eriobotrya japonica posséde plusieurs noms communs qui sont mentionnés dans le

tableau Il ci-dessous :

Tableau Il : Principaux noms vernaculaires d’Eriobotrya japonica L (Lin et al., 1999).

Longue Nom

Anglais Loquat

Francais neflier du Japon ; bibasse
Chinois biba; luju; pi ba

Japon bipa; biwa

Espagnol Nisperojapones

Italie Nisperojapones




Chapitre | Constitution biochimique et activités biologiques d’Eriobotrya japonica

Arabe Zaroure

Kabyle Heb lemlouk

1-6 Ecologie et distribution géographie

Eriobotrya japonica est une plante subtropicale, prospere dans un climat doux avec des
précipitations uniformes (650 a 1000 mm/an) et sans chaleur excessive, surtout pendant la
maturation des fruits. Elle fleurit et fructifie jusqu'en hiver, nécessitant une température
moyenne supérieure a 15 °C. Préférant les sols acides, elle pousse bien dans divers types de
sols, notamment alluviaux Iégers, bien drainés, profonds et humides. Les meilleures zones de

croissance sont proches de la mer (Sultan, 2017).

Cette espéce est native du sud-est de la Chine, mais elle est également cultivée dans
diverses autres régions a travers le monde, notamment en Afrique du Sud, en Amérique du

Sud, en Australie et en Californie figure 2. (Delfanian et al., 2015).

Native range
% Exotic range

———

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

I-7 Composition biochimique

Une variété importante de composés phyto-chimiques a été identifiée dans les néfles du
Japon, comprenant des phénols, des alcaloides, des glycosides cardiaques, des flavonoides, du
mucilage, des gommes et des phytostérols. La composition phyto-chimique des extraits des
différents organes varie considérablement ( Li et al., 2016) :

v' Les fruits

Ils sont riches en composés actifs tels que des flavonoides, des vitamines, des phénols,
des caroténoides et autres. L’Acide caféique, I’acide néochlorogénique, I’acide 4-o-
caféoylquinique, I’acide chlorogénique ainsi que l'acide 4- hydroxybenzoique, I'acide proto
catéchique, l'acide ellagique, o- I'acide coumarique et l'acide férulique ont été identifiés dans

les fruits mars du néflier du Japon comme composés phénoliques majeurs.
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D’aprés Shahi-Gharahlar et al., 2009 et Singh et al., 2023, la composition de la nefle

varie en fonction de la variété et du stade de maturité du fruit moyen, et contient :

e cau:78,0%;
e lucides: 10,6 % ;
o fibres:10,2% ;
e matiére grasse: 0,5 % ;
e protéines: 0,4 %
e etautres composants : 0,3 %.
v' Les graines
Les graines du néflier sont enrichies en tanins, amidon, minéraux et protéines. Elles
contiennent également des acides gras insaturés, tels que l'acide linoléique et linolénique,

ainsi que des stérols végétaux, comme le B-sitostérol (Nishioka et al., 2002).

v Les fleurs

Elles sont abondantes en flavonoides et en composés phénoliques. (Ibrahim, 2021).

v' Les feuilles
Les feuilles d’Eriobotrya japonica renferment une variété d'acides phénoliques tels que
l'acide p- coumarique, gallique, caféique et ellagique, aussi bien que des flavonoides comme
la quercétine, I'épicatéchine et la catéchine. En addition a ces composés, des tanins, des
sesquiterpénes, des triterpenes et des glycosides mégastigmanes ont également été décelés
(Alshaker et al., 2011 ; Liet al., 2016 ; Shii et al., 2011).

> Les triterpénes
IIs sont représentés par 1’acides oléanolique (OA), I’acide ursolique (UA), l'acide
corosolique (CA), l'acide tourmentique (TA) et I’acide maslinique (MA). Le (TA) refléte des
propriétés normoglycémiques, anti-athérogenes, hypoglycémiques, anti-cancéreuses et anti-
inflammatoires, et il contribue a réduire I'expansion des cellules musculaires lisses

vasculaires. (Ibrahim, 2021).

> Les sesquiterpénes
Les sesquiterpénes sont des glycosides sesquiterpéniques caractérisés par la présence de
nérolidol ou d'isohumbertiol sous forme d'aglycones, accompagnés de chaines
oligosaccharidiques ramifiées composées d'unités p-D  glucopyranosyl et a-L-

rhamnopyranosyl. (Chen et Li, 2008 ; Ao et al., 2015).

> Les polyphénols
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Eriobotrya japonica offre une abondance en polysaccharides et en composés phénoliques
polaires, comprenant notamment des procyanidines et des glycosides flavonoides (Alshaker
etal., 2011).

Les feuilles d'Eriobotrya japonica L. contiennent divers polyphénols, notamment I'acide
chlorogénique, 1’acide3-O-caféoylquinique, 1’acide4-O-caféoylquinique, [’acide4-O-
pcoumaroylquinic, la quercétine, 1’isoquercitrine, la quercétine3-O-sophorosides, le
kaempférol 3-O-sophorosides, le kaempférol3-O-a-rhamnopyranosyl (1 — 2)--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. (Chen et
Li, 2008 ; Hong et al., 2008).

> Les huiles essentielles
L'huile essentielle des feuilles d'Eriobotrya japonica L inclue une multitude de
compos¢s, notamment le nérolidol, le farnesol, l'a-pinéne, la B-pinene, le camphéne, la (-
myrcéne, le p-cymene, le linalol, I'oxyde trans-linalol, l'a-ylangéne, l'a-farnéséne, la f-
farnésene, le camphre, le nérol, le géraniole, 1'a-cadinol et le cis-B, y hexénol, représentant
entre 61% et 74% de I'ensemble, le nérolidol étant prédominant (Chen et Li, 2008)

I-8 Activités biologiques

Le néflier est utilisé dans divers systémes de santé pour traiter un éventail de troubles, y
compris des maladies graves. Des études ont identifié plusieurs composés phytochimiques tels
que les triterpénes, les sesquiterpénes, les flavonoides, les tanins et les glycosides de
mégastigmane dans cette plante. Certains de ces composés ont montré des activités
biologiques remarquables comme des propriétés anti-inflammatoires, anti-diabétiques, anti-
oxydantes et anti-tumorales. Ces découvertes suggerent que le néflier posséde un fort
potentiel en tant qu'agent thérapeutique naturel, exploitant efficacement les ressources
naturelles pour le développement de traitements efficaces. (Xochitl et al., 2014 ; Chen et Li,
2008).

A/ Activité anti-diabétique

Le diabete est une condition métabolique marquée par une élévation du taux de sucre
dans le sang, causée par un dysfonctionnement dans la sécrétion ou l'action de I'insuline, ou

parfois par les deux simultanément (Shafi et Tabassum, 2013).
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Des études chinoises sur les constituants chimiques du feuille Eriobotrya japonica ont
révélé une activité anti-hyperglycémique. Cette propriété est principalement attribuée aux
triterpénoides et aux glucosides sesquiterpéniques presents, qui stimulent les cellules B
pancréatiques non endommagées pour augmenter la sécrétion d'insuline (Chen et Li, 2008 ;
Linetal., 1999).

B/ Activité anti-inflammatoire

Dans la médecine populaire chinoise, la feuille du néflier est utilisée depuis I'Antiquité
pour traiter les maladies inflammatoires. Des études scientifiques modernes, utilisant divers
modeles expérimentaux, ont confirmé les propriétés anti-inflammatoires des différents tissus

du néflier du Japon tels que les feuilles, les graines et les fruits (Liu et al., 2016).

D'aprés de nombreuses recherches sur l'activité anti-inflammatoire du Folium
Eriobotrya, il semble que les acides triterpéniques puissent étre les principes biologiguement
actifs. En 1986, Shimizu et al., ont été les premiers a signaler cette activité. Leur étude a
révélé que l'acide méthylchlorogénique, présent dans le Folium Eriobotryae, présente une
forte capacité a inhiber I'activation du NF-«kB induite par le BHP. Cet effet se traduit par une

réduction significative de la translocation de la sous-unité p65 du NF-kB induite par le BHP.
C/ Activité anti-oxydante

Le néflier est riche en propriétés anti-oxydantes et constitue une importante source en

antioxydants naturels (Baljinder et al., 2010).

L'acide méthylchlorogénique, un puissant composant anti-oxydant présent dans la
feuille du néflier, démontre une capacité a inhiber I'activation du facteur nucléaire NF-«xB.
Cette propriété est cruciale car le NF-xB est sensible aux réactions d'oxydation rouge.
L'isolement de I'acide méthylchlorogénique a partir de la feuille du néflier montre qu'il peut
étre un inhibiteur efficace de I'activation du NF-«xB (Li et al., 2016 ; Xochitl et al., 2014).
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L'acide chlorogénique, la quercétine-3-sambubioside, le chlorogénate de méthyle, le
kaempférol-3-rhamnoside et la quercétine-3-rhamnoside, tous isolés a partir d'extraits des
feuille du néflier, ont montré une activité inhibitrice significative contre la génération de

radicaux libres (Liu et al., 2016).

D/ Activité anti-cancéreuse

Les extraits du néflier ont également démontré des propriétés de protection contre le
cancer sur diverses lignées cellulaires. Des études scientifiques récentes ont exhibé que ces
extraits peuvent influencer les protéines et les génes impliqués dans la carcinogenése, en
supprimant la progression du cancer a différentes étapes, telles que l'initiation, la prolifération

et les métastases (Liu et al., 2016).

E/ Activité anti-virale

Les composés chimiques trouvés dans la plante, notamment I'acide oléanolique, l'acide
pomolique et les triterpénoides, similaires sur le plan structural, possédent également des
propriétés anti-virales contre le VIH. Les dérivés de l'acide 3-O-acyl ursolique ont exhibé leur
efficacité contre le virus du SIDA (Baljinder et al., 2010).

F/ Autre activités

Les extraits d’Eriobotrya japonica ont été efficaces dans la protection de plusieurs
organes et systemes comme les reins, le foie, les poumons et les cellules neuronales. Les
extraits du néflier du Japon ont également exhibé des bénéfices appréciables, incluant des
effets anti-obésité et hypo-lipidémiques, une activité anti-thrombotique, des propriétés anti-

age, anti-allergiques ainsi que des actions anti-nociceptives (Sagar et al., 2020).
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I1-1 Radicaux libres et stress oxydant

11-1-1 Radicaux libres

Un radical libre est une molécule ou un atome avec un ou plusieurs électrons non

appariés, ce qui le rend tres réactif et lui donne une durée de vie tres courte. Il cherche

constamment a capter un électron pour devenir plus stable (Goudable et Favier, 1997).

11-1-2 Les principales espéces ERO dans les systémes biologiques :

Les principales espéces réactives de I'oxygene générées dans les systémes biologiques sont

répertoriées dans le tableau Ill.
Tableau 111 : Les ERO et les (ERN).

Espéces Propriétés Référenc
réactives e

02: peut attaquer les centres positivement chargés et (Pisoschi

anion réagir avec des donneurs d’hydrogene et Pop,
Superoxyde 2015)

H>0> En présence de métaux de transition comme le fer (Birben

Peroxyde (Fe) et le cuivre (Cu), le H20, forme des radicaux | etal., 2012)
d’hydrogene hydroxyles (HO') tres réactifs par la réaction de Fenton

OH: Le radical hydroxyle (OH-), produit a partir du H20- (Goudab

Radical lors de la réaction de Fenton avec le le Fe2+ ou le Cu+, | le et Favier,
Hydroxyle est l'espéce la plus réactive pour attaquer les molécules | 1997)

biologiques.
H,0, + fe?* OH' + fe* +OH-

02 Cela se forme lorsque l'oxygene est sous haute (Chu et

oxygene pression et expose aux rayons UV al., 2010)
Singulet

NO: le NO- présente une réactivité moins prononcée et (Rodrigo

Nitrique oxyde | peut se diffuser sur des distances plus importantes, | et al., 2002)

allant jusqu'a quelques microns, avant de réagir
ONOOr Produit dans les neutrophiles, il exerce sa toxicité par (Lismont
Peroxynitrite des réactions d'halogénation et d'oxydation et al., 2015)
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I1-1-3 Stress oxydant
Le stress oxydant résulte de perturbations prolongées de I'équilibre naturel entre radicaux
libres et antioxydants, ce qui entraine des effets nocifs dus a une faible capacité de défense
anti-oxydante ou a une augmentation de l'activité oxydative, appelée également stress

oxydant. (Berger, 2006).

11-1-4 Définition d’un anti-oxydant

Les anti-oxydants regroupent différentes enzymes (comme le superoxyde dismutase, la
glutathion peroxydase, la catalase) et non enzymatique (comme la séquestration des métaux)
ainsi que de petites molécules liposolubles (comme la vitamine E, le [B-caroténe) ou
hydrosolubles (comme la vitamine C, I'acide urique). Selon Halliwell, une définition étendue
du terme anti-oxydant est : « Toute substance qui, a une concentration inférieure a celle du
substrat oxydable, retarde ou prévient fortement l'oxydation de ce substrat ». Un anti-oxydant,
en tant qu'additif alimentaire, est une substance qui préserve les aliments des réactions
d'oxydation qui accélérent le processus du vieillissement. Cela est principalement causé par
I'oxygene présent dans l'air, la lumiere, les résidus de métaux et éventuellement certaines

enzymes (Lassaad et Christian, 2014).

I1-1-5 Types d’antioxydants
L'organisme développe des moyens de défense a travers des systémes enzymatiques et
d'autres non enzymatiques (Hénaff, 2006).
» Les anti-oxydants enzymatiques
a. Lasuperoxyde dismutase (SOD)
La dismutation de I'O2~ en dioxygéne et H.O. est catalysée par la SOD selon la formule
suivante: (Afonso et al., 2007 ; Belli et al., 2010).

20, +2H 02+ H20,
b. Glutathions peroxydases
Les peroxydases de glutathion permettent de convertir le H,O2 en H,O en méme temps

que l'oxydation du glutathion (Hemmadi, 2016).

H>0, + 2GSH 2H,0 +GSSG
c . Lacatalase
Le peroxyde dhydrogéne est transformé en eau et en oxygéne moléculaire par la

catalase ; d'aprés la réaction qui suit : (Griveau et Le Lannou, 1995 ; Matés et al., 1999).

2H,07 2H,0 + O»
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» Anti-oxydants non enzymatiques
a. Vitamine C
Hydrosoluble, 1’acide ascorbique possede une capacité anti-oxydante a la fois au niveau
intracellulaire et extracellulaire, principalement, en éliminant les radicaux libres d'oxygéne en
phase aqueuse (Birben et al., 2012). 1l est le cofacteur de diverses enzymes et agit comme un

agent réducteur (Tessier et Marconnet, 1995).

b. Vitamine E
La vitamine E qui est liposoluble, se trouve dans le site hydrophobe intérieur de la
membrane cellulaire et joue un rodle essentiel dans la protection contre les dommages
membranaires causés par les oxydants. L'apoptose des cellules cancéreuses est déclenchée par

la vitamine E, qui inhibe la production de radicaux libre (Birben et al., 2012).

c. Oligoélements
Le selénium joue un réle clé dans la GPx (Tessier et Marconnet, 1995) ; alors que, le zinc

et le cuivre sont des cofacteurs de la SOD (Pincemail et al., 2002).
d. Caroténoides

Les radicaux libres comme les peroxyles (ROOQ-), les hydroxyles (OH-), et les superoxydes

(02--) sont capables d'engager des interactions. (Birben et al., 2012).

e. Les composés phénoliques
Les composés phénoliques sont des molécules polyphénols (c'est-a-dire avec plusieurs
groupes hydroxyles sur les cycles aromatiques), mais aussi des molécules monophénols (c'est-
a-dire avec un seul cycle phénol), tels que les acides phénoliques/alcools phénoliques (Ignat
etal., 2011).

Les végétaux constituent des sources abondantes en composés phénoliques, des
molécules qui peuvent jouer un rdle d'anti-oxydants afin de prévenir les maladies cardiaques,
diminuer l'inflammation, diminuer l'incidence des cancers et du diabéte. Les principales

classes de ces composés sont representées dans le tableau 1V (Khoddami et al., 2013).

Tableau IV : les différentes classes de polyphénols:

Classe Sous classe Références

Acides phénoliques Acide hydroxybenzoique (Brglez et al., 2016)

Acide hydroxycinnamique
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Flavonoides Flavones (Narayanaet al., 2001)
Flavonols
Flavonones

Tanins Tanins hydrolysables (Ignat et al., 2011)
Tanins condenses

I1-1-6 Mécanismes de I’activité anti-oxydante des polyphénols
A/ Piégeage des radicaux libres
Les flavonoides peuvent capturer les radicaux libres en générant des radicaux flavoxyles,

moins réactifs, selon la réaction suivante (Pietta, 2000) :
FLOH + R FLO +RH

Le radical flavoxyle (FLO-) formé subit des transformations structurelles par résonance,
redistribuant I'électron célibataire sur le noyau aromatique, ce qui aboutit a des molécules
moins réactives par rapport au radical R-. Par ailleurs, les radicaux flavoxyles peuvent

interagir entre eux pour former des composés non réactifs (Dorman et al., 2003).

B /Chélation des metaux
Le fer et le cuivre, impliqués dans la génération de radicaux libres, peuvent étre
complexés par des chélateurs. Ces chélateurs se lient aux métaux en utilisant des sites
spécifiques sur les flavonoides, notamment le fragment catéchol dans le cycle B, les groupes
3-hydroxyle et 4-oxo dans le cycle hétérocyclique, ainsi que les groupes 4-oxo et 5-hydroxyle

entre les cycles hétérocyclique et A figure 5. (Pietta, 2000 ; Josiane et Pierre, 2006).

Figure 3: Les trois sites essentiels des flavonoides impliqués dans la chélation des ions
métalliques (Pietta, 2000).
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C/ Inhibition enzymatique

Les flavonoides inhibent des enzymes telles que la xanthine oxydase et la protéine kinase
C, responsables de la production danions superoxydes. lls inhibent également la
cyclooxygénase, la lipoxygénase, la monooxygénase microsomale, la glutathion S-transférase,

la succinoxydase mitochondriale et la NADH oxydase (Pietta, 2000).
11-2 L’inflammation et les anti-inflammatoires
11-2-1 Généralités sur I’inflammation

L'inflammation est un mécanisme de défense naturel des organismes contre diverses
agressions externes telles que les infections, les blessures et les allergies. Son réle principal
est d'éliminer les agents pathogenes et de favoriser la réparation des tissus Iésés (Yougbareé-
Ziébrou et al., 2016).

L'inflammation est un processus dynamique caractérisé par une serie de réactions
vasculaires, cellulaires et humorales. Elle se manifeste par quatre signes principaux : la
rougeur, 1'eedéme, la chaleur et la douleur. Ces signes résultent d'une augmentation du flux
sanguin et de la perméabilité capillaire. Cela permet aux composants tels que les
compléments, les anticorps et les cytokines de traverser la barriére endothéliale et de favoriser
la migration des leucocytes vers le tissu lésé, contribuant ainsi & la réparation de la Iésion
(Figure 6). (Zeghal et Sahnoun, 2013 ;Yougbaré-Ziébrou et al., 2016).

Compression des terminaisons S — Augmentation de
Fibres nerveuses = douleur i Y la pe_rmeablllte
nerveuses Echarde —— ‘aw. . vasculaire = eedéme

Derme

- - m = =

Capillaire sanguin Bactones Vasodilatation = rougeur | Multiplication des bactéries
et chaleur locales dans la plaie

Figure 4 : Les principales étapes de la réaction inflammatoire (Yougbaré-
Ziébrou et al., 2016)
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11-2-2 Les cellules de ’'inflammation

Les principales cellules qui jouent un réle crucial dans les différentes phases de

I'inflammation incluent :

v Les cellules endothéliales du réseau de la microcirculation, en particulier des

capillaires et veinules

v' Les cellules sanguines transportées par le sang: plaquettes, neutrophiles,

éosinophiles, basophiles, monocytes et lymphocytes.
v des cellules du tissu conjonctif : mastocytes, histiocytes et fibroblastes.

Ces cellules coopérent entre elles en séquences successives grace a la production de
médiateurs pro-inflammatoires libérés dans le sang ou le tissu conjonctif telles que les

enzymes, cytokines, immunoglobulines (diebold et al., 1995).
11-2-3 Les types de I’inflammation

L'inflammation peut se présenter de deux manieres : soit comme un processus aigu (a

court terme), soit comme un processus chronique (a long terme) (Xu et Larbi, 2018).
» L’inflammation aigué

L'inflammation aigué représente la réaction immédiate de I'organisme face a un agent
agresseur. Ces symptdmes sont associés aux effets des substances inflammatoires présentes
sur le site de l'agression (Dallegri et Ottonello, 1997 ; Noack et Kolopp-Sarda, 2018). Les
inflammations aigués peuvent guérir spontanément ou avec un traitement, mais elles peuvent
laisser des séquelles si elles entrainent une importante destruction tissulaire (Yougbaré-
Ziébrou et al., 2016).

» L’inflammation chronique
L'inflammation chronique se produit lorsque l'inflammation aigué echoue et elle est
associee a de nombreuses pathologies. Elle se caractérise par une infiltration progressive et
persistante de cellules vers le site inflammatoire, accompagnée d'une destruction simultanée
des tissus. Cela peut conduire a diverses maladies chroniques telles que la polyarthrite
rhumatoide, le psoriasis et les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI)
(Noack et Kolopp-Sarda, 2018).
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L'inflammation chronique peut causer des douleurs persistantes en affectant les
terminaisons nerveuses sensibles a la douleur. Les médiateurs inflammatoires diminuent les
seuils d'excitabilité neuronale et augmentent la sensibilité des nerfs, provoquant ainsi une

sensibilisation tant au niveau périphérique que central (Zhang et al., 2023).

11-2-4 Les anti-inflammatoires
Les anti-inflammatoires appartiennent a différentes classes chimiques et agissent
principalement pour soulager les symptomes. lls sont utilisés dans divers domaines de la
médecine pour réguler la réponse excessive et non spécifique des tissus, afin d'éviter que

I'inflammation aigué ne devienne chronique (Muster, 2005).

11-4-5 Classification des différents anti-inflammatoires

A. Les anti-inflammatoires stéroidiens (A.1.S)

Les anti-inflammatoires stéroidiens, tels que les corticoides, agissent en bloguant
I'enzyme, la phospholipase A2. Cette enzyme est responsable de la libération de I'acide
arachidonique a partir des membranes cellulaires. En inhibant cette enzyme, les corticoides
préviennent la formation de leucotrienes, de prostaglandines et de thromboxane A2,

substances essentielles dans le processus inflammatoire (Dolci et al., 2020).
B. Les anti-inflammatoires non stéroidiens (A.l1.N.S.)

Les anti-inflammatoires non stéroidiens regroupent diverses molécules ayant des
propriétés anti-inflammatoires, antipyrétiques et analgésiques. Leur mécanisme d'action est
généralement similaire : ils inhibent l'activité des cyclooxygénases (COX), enzymes
nécessaires a la synthése des prostaglandines a partir de I'acide arachidonique. Il existe deux
isoformes de la COX : la COX-1, une enzyme constitutive exprimée dans la plupart des
tissus, et la COX-2, également constitutive dans certains tissus mais induite lors de processus

inflammatoires (Orliaguet et al., 2013)
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Partie expérimentale Materiel et méthodes

Nous présentons dans cette partie les travaux expérimentaux réalisés au niveau
du laboratoire de biologie physico-chimique de la faculté des sciences de la nature et de

la vie de ’université Abderrahmane-Mira de Bejaia.
I-1 Matériel végétal

Le matériel utilisé dans cette étude est constitué des feuilles d’Eriobotrya japonica,
qui ont été récoltée en février, 2024, a la commune de Boukhlifa de la wilaya de Bejaia.
Apres la récolte, les feuilles ont été lavées soigneusement a I’eau courante afin de se
débarrasser de la poussiere et d’autres particules. La plante a été par la suite séchée a
I’abri de la lumiére pendant 21 jours ; ensuite, broyée a 1’aide d’un broyeur électrique
jusqu'a obtention d’une poudre fine. La poudre est passée a travers un tamis en acier
inoxydable de 125 um. Cette poudre a été conservee dans des flacons fermés, recouverts

de papier aluminium.

Figure 5:La poudre des feuilles de la plante Eriobotrya japonica (Photo originale).
I-2 Méthodes

I-2-1 Extraction des composés phénoliques

L'extraction représente la phase essentielle dans l'obtention d'un extrait brut de
composés bioactifs a partir de matiéres végétales. Les exigences et les méthodes d'extraction
varient selon les types de végétaux ; visant a maximiser la récupération des composés

phénoliques qui présentent des particularités propres a chaque plante (Zulkifli et al., 2020).

Afin d’obtenir des composés phénoliques distincts, une extraction solide-liquide (S-L)
sélective a été réalisée en utilisant quatre rapports « 1:2; 1:5; 1:10; 1:15 g/ml (S/L) »

(Annexe 1). La quantité de poudre a été fixée a 20 g. En se servant de 1I’éthanol 96 % comme
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extractant, I’éthanol est utilisé pour extraire les composes phenoliquest figure 6 (Sai-Ut et al.,
2023).

%+ Mode opératoire

80 g de poudre (quantité de poudre fixée a 20 g pour
les quatres rapports : 1:2, 1:5, 1:10, 1:15)

!

Macération dans 1’éthanol 96 % pendant 4 H a 1100 rpm (a différentes
concentration)

!

Décantation centrifugée pendant 10 min a température ambiante a
8000 tr/min

!

Filtration a I’aide du papier filtre

!

Séchage de I’extrait éthanolique a I’étuve a 38°C jusqu’a atteindre
un poids constant de 1’extrait sec.

Figure 6: Le protocole d’extraction des composés phénoliques (Mbatchou et al., 2010).

v" Calcul du rendement

Le taux d’extraction de chaque extrait a ét¢ calculé selon la formule suivante :

Taux d’extraction (TE) = (|P-Po / poids de la poudre]* 100)

Po : poids vide de la boite pétri.
P : poids apres évaporation du solvant.
I-2-2 Screening phyto-chimique

Pour détecter la présence ou l'absence de certains composés appartenant aux métabolites

primaires et secondaires, des tests phyto-chimiques spécifiques, basés sur des réactions de
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coloration, de turbidité ou de précipitation, ont été entrepris, en suivant les méthodes décrites

dans la littérature spécialisée (Haddouchi et al., 2018).

D’apres Daira et al., 2016, les résultats sont présentés selon le degre de la couleur
(Annexe 4) :

(+++) : Fortement positif ; (++) : Moyennement positif ; (+) : Faiblement positif ; (-) : négatif
Les différents tests de détection sont décrits ci-dessous :

v' Terpénoides
En mélangeant 5 ml d'extrait avec 2 ml de chloroforme et 3 ml dacide sulfurique
concentré, le liquide forme deux phases distinctes, avec une zone intermédiaire montrant une

coloration marron, révélant ainsi la présence de terpénoides (Shabbir et al., 2013).

v' Tanins
En ajoutant 1 ml d'extrait a analyser a 0,5 ml d'une solution aqueuse de FeClz a 1 %, la
présence de tanins est révélée par un changement de couleur vers le vert ou le bleu-noir
(Kumar et al., 2014).

v" Alcaloides
Afin de tester la présence d'alcaloides avec le réactif de Dragendorff, 1 ml de chaque
extrait a été mélangé avec 0,5 ml du réactif de Dragendorff. La présence d'alcaloides est

indiquée par la formation d'un précipité blanc ou brun (Akré et al., 2022).

v/ Saponines (Test de mousse)

Il consiste a verser 2 ml de chaque extrait dans un tube a essai et compléter avec 5 ml
d'eau distillée. Les tubes sont agités pendant 15 secondes en les inclinant, puis laissés reposer
pendant 20 minutes. Un résultat positif est confirmé si une couche de mousse de plus de 1 cm
se forme (Haddouchi et al., 2018).

v" Mucilages
En ajoutant 1 ml de chaque extrait a 5 ml d'éthanol, la détection des mucilages est

signalée par l'apparition d'un précipité floconneux (El-Haoud et al., 2018).

v" Glycosides cardiaques
En mélangeant 5 ml de chaque extrait avec 2 ml d'acide acétique glacial, une goutte de
FeCl; et 1 ml d'acide chlorhydrique, la présence de ce type de métabolites secondaires est

détectée par l'apparition d'un anneau marron-violet ou vert a l'interface (Shabbir et al., 2013).
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v" Flavonoide
En traitant 1 ml de chaque extrait avec quelques gouttes de NaOH pure et également
d'HCI pure, la présence de flavonoides est révélée par l'apparition d'une coloration verte

jaunatre (Dharmalingam et Nazni, 2013).

v' Acides aminés
Lorsque 1 ml d'extrait est ajouté a une solution de Ninhydrine a 10 %, la présence de

composes réactifs est indiquée par I'apparition d'une coloration violette (Chitrali et al., 2019).

v" Protéines
En ajoutant quelques gouttes de réactif de Folin-Ciocalteu a 1 ml de chaque extrait, la

présence de protéines est détectée par l'apparition d'une couleur verte (Chitrali et al., 2019).

v' Anthocyanines
1 ml de chaque extrait a été mélangé avec 1 ml d'alcool chlorhydrique et 1 ml d'alcool
iso-amyle, puis le mélange a été chauffé pendant 15 minutes dans un bain-marie bouillant. la
présence d'anthocyanines est indiquée par l'apparition d'une couleur marron (Harborne,
1998).

1-2-3 Dosage des composes phénoliques

Dans le but d’évaluer de maniere qualitative et quantitative le contenu en composés
phénoliques des extraits des feuilles d'Eriobotrya japonica, trois protocoles distincts ont été
mis en ceuvre pour mesurer les teneurs en phénols totaux, en flavonoides et en tanins

condenses.
A. Dosage des phénols totaux

Le réactif de foline ciocalteau est composé d'un mélange d'acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (HsPMo12040). Lorsque les phénols s'oxydent, ce
réactif est réduit pour former un mélange d'oxydes bleus de tungstene et de molybdene. La
coloration résultante, dont I'absorption maximale se situe a 765 nm, est proportionnelle a la

quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux (Boizot et Charpentier, 2006).

% Mode opératoire
Le protocole utilisé par Yap et al., 2009 pour le dosage des composés phénoliques totaux

est schématisé dans la figure n°7.
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0,3 ml d’extrait (0,5 15 ml du folin 0,2 ml de carbonate de
mg/ml) + ciocalteau (10 % ;v/v) =+ | sodium (7,5 % ; v/v)

N /
Y

Agitation

|

Incubation pendant 30 min a température
ambiante et a 1’ obscurité

|

Mesure de 1’absorbance a765 nm

Figure 7 : Protocole de dosage des composés phenoliques (Yap et al., 2009).
NB:

e Préparation du blanc : 0,3ml de méthanol + 1,5ml de folin-ciocalteau + 0,2 de
carbonate de sodium.
¢ Expression des résultats
Les concentrations phénols totaux des extraits sont déterminées en se référant a la courbe
d’étalonnage obtenue a différentes concentrations d’acide gallique dans le méthanol. Les

résultats sont exprimés en mg équivalent acide gallique par g d’extrait (mg EAG/g d’extrait).

B. Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides a été effectuée a l'aide d'une méthode basée sur leur
réaction avec le chlorure d'aluminium. Les flavonoides possedent un groupe hydroxyle libre
en position 5 qui, en présence de chlorure daluminium, forme un complexe jaunatre par
chélation avec l'ion AlI3+. L'intensité de la coloration jaune observee est directement
proportionnelle a la concentration de flavonoides présents dans I'extrait. (Ali-Rachedi et al.,
2018).

%+ Mode opératoire
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Nous avons suivi le protocole décrit par Abdou et al en 1992 pour doser les flavinoides

dans nos extraits, en y apportant quelques modifications figure n°8.

2 ml d’extrait (1 mg/ml) 1 ml de solution d’acétate de
+ sodium et de chlorure

K / "l‘ S ~
Y 133 ml CAICI3
| 400

et mg
Incubation pendant 10 min d’acétate de

sodium dans

E . 100 ml d’eau |

Mesure de ’absorbance a 430 nm

Figure 8 : Protocole de dosage des flavonoides (Abdou Bouba et al.,1992).
NB:

e Préparation du blanc pour chaque extrait : 2 ml de solution d’extrait (1 mg/ml) +1

ml d’eau distillée.

+ 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).
C. Dosage des tanins condensés (Proanthocyanidines)

La méthode de la vanilline repose sur la réaction de cette derniere avec les tanins
condensés, entrainant la formation de complexes colorés spécifiques d'un rouge prononce,
dont l'intensité peut étre mesurée a l'aide d'un spectrophotométre a une longueur d'onde de
500 nm (Schofield et al., 2001 ; Ayda et Ridha, 2012).

%+ Mode opératoire
Le protocole que nous avons suivi pour le dosage de tanins condensés contenus dans nos

extrait est celui décrit par Oyedemi et Afolayan, 2011 avec quelques modification figure n°9
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0,5 ml de solution + 3 ml de Vanilline  + 1,5 ml de HCL
extrait (1 mg/ml) (4 % wiv)

RS
SN
\\ \\ _______
\\ ~ ,‘— \\
~ \\\I 4 d
V SR g €

Agitation et incubation pendant 15 min “~. vanilline

a température ambiante dans 100 ml
de méthanol

l \
S - ————

Mesure de ’absorbance a 500 nm

Figure 9: Protocole de dosage des Proanthocyanidines (Oyedemi et Afolayan, 2011).
NB:

e Préparation du blanc d’extrait en remplacant la vanilline par le méthanol.
% 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 et est

exprimée en mg équivalent catéchine par gramme d’extrait sec (mg EC/g d’extrait sec).
I-2-4 Evaluation de I’activité anti-oxydante des extraits

Plusieurs tests ont été développés pour évaluer l'activité anti-oxydante totale. Chaque
méthode implique la création d'un radical spécifique qui agit a travers différents mécanismes
(Reetal., 1999).

A. Activité « scavenging» du radical DPPH’

Le test de piégeage des radicaux DPPH" est une méthode couramment utilisée pour

évaluer la capacité des extraits de plantes médicinales a neutraliser les radicaux libres. Le
DPPH est un radical stable, il absorbe dans la gamme de 517-528 nm et contribue a
évaluation de l'activité anti-oxydante. Lorsqu'il capture un électron ou un radical hydrogéne, il

passe du violet au jaune figure 10 (Gadamsetty et al., 2013).
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Figure 10: Solution contenant le radical DPPH. avant et aprés 1’ajout de 1’échantillon a

R/
L X4

tester (Cahyana et al., 2015).

Mode opératoire

Nous avons évalué l'effet de scavenging des extraits d'EJ sur le radical DPPH en utilisant

une méthode basée sur le protocole de Hemalatha et al. 2010, avec des ajustements notés

dans la Figure n° 11

3 ml d’extrait (100 pg/ml)

" 2 ml se solution
extrait 1mg/ ml
+ 18 ml de

. méthanol

—— - - —————

+

_—— - - ——

Y

Incubation pendant 30 min a 1’obscurité et a
T ° ambiante.

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

-—m =

DPPH + 30 ml
de méthanol

—— - ————

!

L’absorbance est déterminée a 517 nm.

Figure 11 : Protocole de I’activité scavenging du radical DPPH* (Hemalatha et al., 2010).
NB:

e Preparation du blanc genéral : 3 ml de méthanol + 1 ml de solution DPPH.
e Préparation du blanc d’extrait : 3 ml d’extrait + 1 ml de méthanol.
% Expression des résultats
Le pourcentage de I’activité scavenging du radical DPPH" a été calculé selon I’équation

suivante :
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% scavenging du radical DPPHe = (AC - AE /AC) * 100.

AC : Absorbance du controle.

AE : Absorbance de 1’échantillon ((Absorbance de test (échantillon+ DPPH) - Absorbance du

blanc d’extrait (échantillon + méthanol)).
A. Test de ’activité scavenging du radical ABTS™

La méthode ABTS est un test de décoloration qui étudie comment les anti-oxydants
réagissent avec les radicaux cationiques ABTS, produits chimiquement. Le radical ABTS* est
base sur l'azote. Lors de ce test, la décoloration résulte de la conversion de la forme
radicalaire de couleur bleu-vert caractéristique, aprés réduction par les anti-oxydants, a la
forme non radicalaire incolore (ABTS). Cette méthode mesure la capacité de capture en
analysant I'absorbance du mélange antioxydant-radical a 734 nm, a un moment donné, en

utilisant un spectrophotometre (Moore et Yu, 2007).

CoHs CaHg
} [
NS N
0S5 N= || | M O a8 MN=X | [N
UhE P el S HOE as eY| ®)=N 87 ™"s0,
N Antioxidamt R
: N
1
CHe C5Hs
ABTS ABTS++

Figure 12 : Mécanisme de la réaction de I’ABTS et du radical oxygéné (ABTS'+) (Dong
et al., 2015).
s Mode opératoire
Nous avons évalué l'activité de scavenging du radical cation ABTS** de notre extrait en

suivant le protocole de Le et al. 2007, avec des ajustements spécifiques. Les étapes de cette

méthode sont illustrées dans la Figuren® 13.
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300 pl d’extrait diluée (100 pg/ml) F 1,9 ml de solution d’ABTS (diluée
n Jusqu’a 0.7 d’absorbance)

C J 7
s Tt " '~ \\ Y ,’ - B
0,2 ml de | i m— - ! 1.5 ml de
solution d’extrait i Incubation pendant 7 mina T ° ambiante. " solution
1 mg/ml) | . d’ABTS mére +
+1,8ml de | @ | Teau distillée
méthanol ! TP

N~ ———

Mesure de I’absorbance a 734 nm

Figure 13 : Protocole de I’activité scavenging du radical-cation ABTS (Leetal., 2007).

e Préparation du contréle : 300 pl de méthanol + 1,9 ml d’ABTS diluée.

e Preparartion de la solution ABTS : La solution d’ABTS meére a été préparée en
mélangeant 36 mg de I’ABTS (7 mM) avec 6,62 mg de persulfate de potassium (2.4
mM) dans 10 ml d’eau distillée ; le mélange est ensuite incubé pendant 16 h a
I’obscurité pour étre a la fin prét a ’utilisation.

e Preéparation du standard : 300 ul de solution Trolox + 1,9 ml d’ABTS diluée

% Expression des résultats

L’activité anti-oxydante des quatre extraits a été exprimée en pourcentage d’inhibition

du radical ABTS‘Jr selon la formule suivante :

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

AC : absorbance du controle.
AE : absorbance du test.
I-2-5 Test de toxicité in vitro « hémolyse »

Avant d’évaluer I’effet anti-hémolytique des extraits, il est indispensable d’effectuer un

test d’innocuité.

4+ Préparation de la suspension érythrocytaire
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Le sang preleve dans des tubes héparinés a partir d’un donneur

préparer la suspension érythrocytaire figure n°14
%+ Mode opératoire

Récupérer le sang dans des tubes héparinés

m

!

4
4
1

Centrifuger a 3000 T/min pendant 10min

a

Récupérer le culot

\
\
\

Laver le culot 3 fois par le tampon phosphate salin jusqu’a 1’obtention d’un

sain est utilisé pour

Préparation du
Tampon  phosphate
salin Ph=7,2

- 3,12 g de KH2PO4
dans 100 ml d’eau
Physiologique

- 3,56 g de Ko;HPO4
dans 100 ml d’eau
physiologique

rd

surnageant clair « centrifuger a chaque fois pendant 10 min a 3000 T /min

!

Préparer la suspension de globules rouges
(GR) de 10 % dans I’eau physiologie 0,9 %

Figure 14 : Protocole de préparation de la suspension érythrocytaire (Shital et Zia 2018)
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R/

% Mode opératoire

0,5 ml d’extrait a été préparé dans le 0,5 ml suspension érythrocytaire
tampon phosphate salin (2 mg/ml) + de 10 %

N /
Y

Incubation pendant 30 min a 37°

!

Centrifugation a 3000 rpm pendant 10 min

!

Lecture de I’absorbance du surnageant a 540 nm

Figure 15 : Protocole du test d’hémolyse (Fetni et Bertella, 2020).

Nb

e Préparation du blanc d’extrait : 0,5 ml d’extrait + 0,5 de NaCl (0,9 %).
e Préparation des contréles
Positif (+): 0,5 ml d’eau distillée et 0,5 ml de GR & négatif (-): 0,5 ml de tampon
phosphate salin et 0,5 ml de GR.

e Préparation des standards
- 0,5ml d’acide gallique (1 mg/ml) + 0,5 ml de suspension de GR.
¢+ Expression des résultats

Le pourcentage d’hémolyse de chaque extrait est calculé comme indiqué ci-dessous :

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

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

Doc+ : Densité du contréle positif.
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I-2-6 Evaluation de P’activité anti-inflammatoire in vitro

Pour évaluer I'effet anti-inflammatoire in vitro des extraits éthanoliques des feuilles
d'Eriobotrya Japonica, des tests ont ete réalisés en utilisant la méthode de stabilisation des

membranes des érythrocytes humains
A. Stabilisation de la membrane des érythrocytes humains

L'objectif de cette étude est d'évaluer la capacité des quatres extraits éthanoliques de la
plante Eriobotrya japonica a prévenir I'némolyse des globules rouges et la libération
d'hémoglobine (Gadamsetty et al., 2013). Le test repose sur I'effet des extraits éthanoliques
des plantes étudiées sur la stabilisation des érythrocytes, apres avoir induit I'némolyse par une

solution hypotonique a température élevée (Ganesh et al., 2013).
* Préparation de la suspension érythrocytaire

Récupérer le sang dans des tubes héparinés

=

Centrifuger a 3000 T/min pendant 10 min

'€ =

Récupérer le culot

'€ =

Laver le culot 3 fois par 1’eau physiologique (0,9 %) jusqu’a I’obtention d’un
surnageant clair « centrifuger a chaque fois pendant 5 min a 3000 T /min

!

Préparer la suspension de GR de 10 %
dans le tampon phosphate

Figure 16 : Protocole de préparation de la suspension érythrocytaire (Oyedapo et

Famurewa, 1995).
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%+ Mode opératoire
Le procédé utilisé pour stabiliser la membrane des globules rouges humains a été détaillé
par Oyedapo et Famurewa en 1995 figure n°17

2 ml de solution 1 ml de tampon 1 ml de solution 05 ml de
hyposaline 0,25 4 phosphate (0,15 M, | 4 d’extrait (I,  solution
O Ph=7 ,4) mg/ml) d’hématie 10 %

\_ /

Agitation et incubation a 56° C pendant 30 min

-[2<

Refroidissement dans 1’eau pendant 20 min

-

Centrifugation a 3000 rpm /5 min

-

Mesure de 1’absorbance du surnageant a 560

Figure 17 : Protocole de stabilisation de la membrane des GR humains (Oyedapo et

Famurewa, 1995).

e Préparation du blanc d’extrait : a la place des GR on met le tampon phosphate.
e Préparation de blanc général : a la place de I’extrait on met de 1’eau physiologie
(0,9%).

e Préparation des standards : a la place de I’extrait on met de 1’acide gallique.

% Expression des résultats

Le pourcentage d’hémolyse a été calculé selon 1’équation suivante :

(%) d’inhibition de I’hémolyse = [(Ac —At) / Ac] * 100
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Ac : absorbance de controle.
At : absorbance de 1’échantillon (absorbance du test — absorbance du blanc d’extrait).

11-2-7 Etude statistique

Trois mesures ont été réalisées pour chaque échantillon analysé et les résultats ont été

exprimés sous la forme : moyenne * écartype. Des comparaisons statistiques ont été

effectuées en utilisant le test Anova. Les différences ont été considérées d’étre significatives a
0=0,05
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I1-1 Rendement d’extraction

Suite a des travaux de recherche réalisés précédemment, nous nous sommes intéresses au
ratio d’extraction ; ainsi, nous souhaitons vérifier si le ratio 1/10 constitue un bon choix pour
la continuation dans cette investigation scientifique. Pour ce faire, nous avant opté pour quatre
ratio différents, y compris le ratio 1/10. Les taux d’extraction des extraits des

feuillesd’Eriobotrya japonica sont représentés dans le tableau (V) :

TableauV : Pourcentages d’extraction pour chaque extrait d’ Eriobotrya japonica.

Extrait Rendement
1:2 2,25 %
1:5 10,5 %
1:10 16 %
1:15 19,25 %

D’aprés ce tableau, nous constatons que le pourcentage d’extraction augmente en fonction
du ratio d’extraction, mais l’intervalle est trés léger, avec un maximum de 19,25 % a la
concentration de 1/15, qui constitue un rendement trés élevé. Ceci reflete la richesse

d’Eriobotrya japonica en composés phyto-chimiques.

En effet, une étude de Maher et al. 2015, sur la plante Eriobotrya japonica a révélé un
taux d’extraction de 1’extrait méthanolique (70 %) des feuilles équivalent a 15 % ; elle

représente une valeur trés proche de celle de I’extrait éthanolique 1/10 de notre plante.
I1-2 Screening phyto-chimique

Le screening phyto-chimique consiste en des tests biochimiques, qui permettent la
détection qualitative de différentes familles de composés phyto-chimiques. Les principes de
cette identification sont fondés sur : soit des réactions de précipitation a 1’origine de la
production de complexes insolubles, soit des réactifs qui engendrent des complexes colorés
(El-Haoud et al. 2018).

Ainsi, le screening phyto-chimique réalisé nous a permis de mettre en évidence la présence
d’une variété de composés appartenant aux différentes classes de métabolites secondaires, tels
que : les terpénoides, les alcaloides, les saponines, les glycosides cardiaques et les
flavonoides ; avec des nuances de couleurs bien évaluées dans le tableau (VI). Néanmoins, les

tanins et les mucilages se sont révélés negatifs.
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Cette étude phyto-chimique a laissé apparaitre également les protéines, faisant partie

intégrante du métabolisme primaire, mais 1’absence d’acides aminés.

D’apres Hasibuan et ses collaborateurs en 2020, le screening phyto-chimique de 1’extrait
méthanolique des feuilles d’Eriobotrya japonica a laissé apparaitre la présence d’alcaloides,
de flavonoides, de stéroides (terpénoides) et de tanins, avec absence de saponines. Nos
propres résultats, présentés dans le tableau 1V, indiquent que les extraits éthanoliques
contiennent des saponines mais ne contiennent pas de tanins. Cette différence pourrait
s'expliquer par des facteurs environnementaux tels que la température et le type de sol, qui

influencent directement la composition chimique de la plante.

Tableau VI: Résultats du screening phyto-chimique des extraits.

Tesy Extrait 1:2 1:5 1:10 1:15
+ + + +
Terpénoides
Tanins - - - -
+++ +++ +++ +++
Alcaloides
+ + + +
Saponines
Mucilages
Glycosides +++ ++ ++ ++
cardiaques
Flavonoides ++ + + +
Acides aminés
++ ++ ++ ++
Protéines
Anthocyanines + +++ +++ +++

Avec : (+++) fortement positif ; (++) Moyennement positif ; (+) faiblement positif ; (-) négatif

11-3 Dosage des composés phénoliques
11-3-1 Phénols totaux

Le contenu en phénols totaux, exprimé en mg EAG/g d’extrait, est illustré dans

I’histogramme ci-dessous :
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Figure 18: Représentation graphique des teneurs en phénols totaux des extraits des feuilles
d’Eriobotrya japonica.

A partir de cette figure, nous déduisons que les feuilles du néflier sont riches en composés

phénoliques avec des valeurs variant entre 70,73 + 6 et 86,8 + 7,66 mg EAG/g d’extrait.

Song et al., 2010, ont trouvé une concentration en phénols totaux d’Eriobotrya japonica de
31,47 + 0,48 mg/g, qui est tres inferieure par rapport au contenu de notre plante en phénols

totaux.

Par ailleurs, c’est I’extrait éthanolique 1/10 qui a donné la plus grande concentration ; ce
qui nous permettrait d’avancer 1’hypothése, qu’il pourrait s’agir de 1’extraction optimale, bien
que le rendement d’extraction soit concentration (poudre/solvant) dépendant, car, dans un
extrait, ce qui est vraiment intéressant ce sont les composés phyto-chimiques dotés d’activités

biologiques diverses, tels que les composés phénoliques.

Néanmoins, il est nécessaire de traiter les résultats successivement afin de pouvoir émettre

une conclusion quant au meilleur ration d’extraction.
11-3-2 Flavonoides

Les teneurs en flavonoides, exprimés en mg EQ/g d’extrait, sont retrouvés dans la figure

qui suit :
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Figure 19: Teneurs en flavonoides des extraits des feuilles d’Eriobotrya japonica.

De cet histogramme, nous remarquons que les extraits d’Eriobotrya japonica sont pauvres
en flavonoides. ( Lee et Kim ; 2009)

Nous remarquons qu’il n’y a pas de différence significative entre les quatres extraits ; ce

qui appuie encore I’hypothése émise précédemment.

Lee et Kim en 2009 ont montré qu’un extrait des feuilles d’Eriobotrya japonica a donné

une teneur en flavonoides de 24,85 mg/g.
11-3-3 Tanins condensés

Les concentrations de nos extraits en proanthocyanidines, en mg EC/g d’extrait, sont

affichées dans 1’histogramme suivant :
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Figure 20 : Représentation graphique des teneurs en proanthocyanidines des extraits des

feuilles d’Eriobotrya japonica.

La figure (20) nous permet de conclure I’abondance de la plante en tanins condenses. En
effet, les feuilles d’Eriobotrya japonica sont connues pour leur importante activité anti-

cancéreuse, découlant justement de ces polymeres phénoliques (Ito et al. 2000).

Cependant, il ne faut pas nier que les teneurs en proanthocyanidines des feuilles du néflier
diminuent avec 1’élévation du ratio d’extraction. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que les
tanins condenses représentent des structures polycycliques, donc, a caractére légérement
hydrophobe, se solubilisant, par conséquent, de moins en moins aux fortes concentration du

solvant éthanolique polaire (Wijekoon et al., 2011).
I1-4 Activité anti-oxydante

Les tests qui nous ont permis 1’étude de I’activité anti-radicalaire des extraits des feuilles

d’Eriobotrya japonica sont : le dosage de ’activité scavenging des deux radicaux, DPPH" et

ABTS™.

11-4-1 Activité scavenging du radical DPPH:

Les pourcentages d’inhibition du radical DPPH" des différents extraits de notre plante sont

représentés dans la figure (21) :
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Figure 21: Les pourcentages de I’activité scavenging du radical DPPH des extraits des

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

A partir de cette figure, nous constatons que les feuilles du néflier ont une trés bonne
activité anti-oxydante (96, 16 + 0,42-98,69 + 0,16 %) comparativement aux standards utilisés,
la vitamine C (97,51 + 0,66 %) et la BHA (96,02 £ 1,33 %), a 100 pug/ml. Ce qui est relatif a
son contenu ¢levé en phénols totaux et proanthocyanidines, mais aussi a la présence d’autres
métabolites secondaires autres que les composés phénoliques, tels que les terpenoides, les

alcaloides et les saponines.

Une étude réalisée par Kumari et Selvam en 2023 a montré qu’un extrait éthanolique des
feuilles d’Eriobotrya japonica a exhibé un pourcentage scavenging du radical DPPH" de
60,21 % qui est inférieur a celui trouvé dans notre étude.

En outre, nous observons cette fois-ci également que c’est le ratio 1/10 qui a été
statistiquement le plus actif par rapport au ratio 1/15. Ainsi, en avancant dans I’interprétation
des résultats obtenus, il devient plus évident quant au meilleur ratio d’extraction.

Il est a noter que c’est I’extrait éthanolique 1/2 qui a donné le maximum en activité
inhibitrice du DPPH" et de I’ABTS'*, en dépit de son faible ratio. C’est son abondance en

phénols totaux et proanthocyanindines possédant beaucoup de groupements hydroxyles
donneurs d’électrons ou d’hydrogénes qui est a I’origine de ce résultat (Jayaprakasha et al.,
2008).
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11-4-1 Activité scavenging du radical ABTS™

Les valeurs de I’activité d’inhibition du radical ABTS™ des quartes extraits figurent dans

I’histogramme ci-dessous :
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Figure 22: Activité inhibitrice du radical ABTS™ par les extraits d’Eriobotrya japonica et

par le Trolox.

Concernant I’évolution de 1’activité anti-oxydante, de la figure (22), il apparait clairement
un méme profil de résultats que celui du DPPH’, ce qui confirme que les feuilles du néflier

offrent une bonne source d’anti-oxydants.

Ainsi, un pourcentage scavenging du radical ABTS-* de 74,35 £ 3,78 mmol TE/100 g de

poids sec a été révélé par 1’étude de Pawlowska et ses collaborateurs en 2023.

En outre, il n’y a pas de différence significative entre le pourcentage donné par 1’extrait
éthanolique 1/10 (91,99 + 0,26 %) et celui donné par I’extrait éthanolique 1/15 (93,36 + 5,74

%) ; ce qui serait en faveur du ratio 1/10.

11-5 Etude de I’innocuité

L’étude de toxicité in vitro pourrait déceler divers troubles découlant de 1’administration

des plantes ou des herbes médicinales, notamment chez les patients vulnérables. L’hémolyse
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est la lyse des hématies ; ce qui témoigne d’une cytotoxicité envers ces derniéres (Tabassum
et al., 2022).

Les pourcentages d’hémolyse de nos extraits sont représentés sur la figure qui suit :
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Figure 23: Les pourcentages de 1’activité hémolytique des extraits des feuilles d ’Eriobotrya

japonica.

D’aprés cette figure, nous observons que les feuilles du néflier ont montré une trés faible

toxicité vis-a-vis des érythrocytes humains a 1 mg/ml.

Ainsi, P’extrait éthanolique 1/2 n’a reflété aucune toxicité ; alors que I’extrait éthanolique
1/10, quant a lui, a été le plus toxique. On pourrait supposer que le contenu tres élevé de ce
dernier en composés bioactifs variés est a I’origine de cette toxicité trés minime ; car, bien que
sa richesse en métabolites secondaires, en particulier, en alcaloides connus pour leur grande
toxicité a fortes doses référence, ait attribué a la plante ses bienfaits divers, ils ont dégagé une

certaine toxicité .

Néanmoins, d’aprés Tabassum et al., 2022, si le pourcentage d’hémolyse de 1’extrait est

supérieur a 30 %, la plante est présumée étre toxique.

C’est pourquoi, on pourrait catégoriser Eriobotrya japonica parmi les plantes non toxiques

et inoffensive pour ’'Homme.

11-6 Activité anti-inflammatoire
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Les plantes représentent une source immense en composes phyto-chimiques tels que les
flavonoides, I’acide ascorbique et les acides phénoliques. Ces bioactifs naturels sont doués

d’activités biologiques diverses, y compris, 1’activité anti-inflammatoire (Poti et al., 2019).

L’étude de P’activité anti-inflammatoire in vitro des extraits des feuilles d’Eriobotrya
japonica a été réalisée par la méthode de stabilisation de la membrane érythrocytaire vis-a-vis

de I’hémolyse.

Le test de stabilisation de la membrane des globules rouges a été entrepris, car la
membrane des érythrocytes humains est similaire a celle des lysosomes ; et de ce fait, la
protection de la membrane des hématies (Al-Timimi et Hameed, 2016) signifierait que nos
extraits pourraient bien agir sur la stabilisation de la structure lysosomale. Car, ceci
entraverait le relachement, par les neutrophiles activés, des enzymes bactériennes et des
protéases, qui sont les acteurs de ’inflammation aigue ou chronique. Les anti-inflammatoires
agissent soit en stabilisant la membrane lysosomale soit en inhibant ces enzymes (Kiranmayi
etal., 2018).

Les pourcentages de I’activité anti-hémolytique des différents extraits des feuilles

d’Eriobotrya japonica sont représentés dans la figure qui suit :
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2
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Figure 24: Les pourcentages de I’activité anti-hemolytique des extraits des feuilles
d’Eriobotrya japonica.
A partir de cet histogramme, nous déduisons que notre plante est douée d’une activité anti-
hémolytique trés élevée, et de ce fait, d’une bonne activité anti-inflammatoire, et les valeurs

sont comprises entre 70,77 = 12,51 et 94,74 %, a 1 mg/ml d’extrait. Ceci est en accord avec
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son contenu remarquable en métabolites secondaires, a savoir, les composés phénoliques

(glycosides cardiaques), les alcaloides et les terpénoides.

Les procyanidines possedent des effets biologiques, en particulier, ’inhibition de la

synthese des cytokines pro-inflammatoires (Parke et al., 2013).

Similairement a 1’activité anti-oxydante, il n’y a pas de différence significative entre les
valeurs des extraits éthanolique 1/15 (91,28 + 4,48 %) et éthanolique 1/10 (81,07 + 25,21 %)
bien que c’est ce dernier qui a affiché la plus grande teneur en phénols totaux. Ceci pourrait
étre di au fait que D’activité¢ de stabilisation des érythrocytes pourrait ne pas dépendre de la
quantité mais plutét de la qualité, de la nature et de la structure moléculaire des composés

phénoliques

Par ailleurs, nous remarquons que 1’extrait éthanolique 1/2 a montré le plus faible effet

anti-hémolytique, probablement dii a son taux d’extraction qui est le plus bas.

En revanche, c’est ’extrait éthanolique 1/5 qui a exhibé le plus grand pourcentage, étant

donné sa richesse en phénols totaux et en proanthocyanidines.

Les membranes des érythrocytes humains sont riches en acides gras polyinsaturés qui sont
sujets a de la peroxydation lipidique lors d’un stress oxydant ; d’ou la déstabilisation et la lyse
de ces membranes. Il s’aveére ainsi qu’il y aurait un lien étroit entre 1’activité anti-oxydante et
anti-inflammatoire de nos extraits, suggérant que le pouvoir anti-oxydant tres élevé
d’Eriobotrya japonica contribuerait pour beaucoup a I’activité anti-hémolytique potentielle
des extraits des feuilles du néflier (Shabbir et al., 2013).

I1-7 Corrélation

Par ailleurs, il semblerait que les résultats obtenus concernant les différentes activités
biologiques des feuilles du néflier ne seraient pas en corrélation avec le contenu de la plante
en composes phénoliques ; car I’étude de corrélation a révélé des coefficients de corrélation
inferieursa 0,5 (0,19 ; 0,3 ;0,47 ;0,08; 0,39, 0,17;0,28; 0,11 ; 0,46 ; 0,36), excepté pour la
relation entre I’activité scavenging du radical DPPH- et les teneurs en phénols totaux (R =
0,53) . En effet, le screening phyto-chimique nous a permis de mettre en évidence la présence
d’autres classes de métabolites secondaires tels que : les terpénoides, les alcaloides, les
saponines, les glycosides cardiaques. Par consequent, les différentes activités testées

d’Eriobotrya japonica seraient attribuées a sa richesse en métabolites secondaires.
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Figure 25: Courbe de corrélation entre 1’activité

scavenging du DPPH et la teneur en phénols
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Figure 27 : Courbe de corrélation entre 1’activité

hémolytique et la concentration en phénols totaux.
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Figure 29: Corrélation entre la teneur en

flavonoides et 1’activité scavenging du radical
DPPH.
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Figure 26 : Courbe de corrélation entre 1’activité

scavenging ABTS et la concentration en phénols
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Figure 28 : Courbe de corrélation entre

’activité anti-hémolytique et la concentration en

phénols totaux.
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Figure 31 : Courbe de corrélation entre 1’activité

hémolvtiaue et la concentration en flavonoides.
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Figure 33 : Courbe de corrélation entre I’activité

scavenging du DPPH et la concentration en tanins

condensés.
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Figure 35 : Courbe de corrélation entre I’activité

hémolytiqgue et la concentration en tanins
condensés.
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Figure 32 : Courbe de corrélation entre I’activité

anti-hémolytique et la concentration en

flavonoides.
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Figure 34 : Courbe de corrélation entre I’activité
scavenging du ABTS et la concentration en

tanins condensés.
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Figure 36 : Courbe de corrélation entre 1’activité

anti-hémolytique et la concentration en tanins
condenseés.

En fin, aprés traitement de tous les résultats expérimentaux, nous concluons que la bonne

appréciation phyto-chimique et biologique justifierait notre choix quant au meilleur ratio

d’extraction. Effectivement, c’est le ratio 1/10 qui a permis la préparation de I’extrait le plus

actif parmi les quartes testées. Ainsi, il serait intéressant de poursuivre nos travaux de

recherche avec le méme ratio d’extraction de départ.
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Conclusion et Perspectives

Eriobotrya japonica est une plante médicinale riche en métabolites secondaires, qui
possedent d’importantes propriétés biologiques. Ces composés bioactifs sont largement

utilisés dans divers domaines en raison de leurs effets potentiellement bénéfiques sur la santé.

Notre étude a porté sur l'influence du ratio d'extraction poudre/solvant sur la composition
biochimique et les activités biologiques notamment anti-oxydante et anti-inflammatoire des
extraits des feuilles d'Eriobotrya japonica. Cette approche nous a permis d'obtenir les

résultats suivants :

e Dr’apres les résultats d’extraction, nous avons constaté que le pourcentage d’extraction
augmente en fonction du ration d’extraction (poudre/solvant) ; cela pourrait postuler la
richesse de la plante en métabolites secondaires.

e Suite au screening phytochimique, nous avons confirmé la présence d'une gamme de
composes appartenant a différentes classes de métabolites secondaires dans les feuilles
d’Eriobotrya japonica, tels que les terpénoides, les alcaloides, les saponines, les
glycosides cardiaques et les flavonoides. En revanche, aucune trace de mucilages n'a
été détectée.

e Lesrésultats du dosage des composés phenoliques indiquent que la plante présente des
teneurs appréciables en phénols totaux et en tanins condensés; par contre les
flavonoides se sont montrés réduits.

e L’¢évaluation de D’activité anti-radicalaire vis-a-vis du radical DPPH. et ABTS.+, a
différentes concentrations d’extrait, a prouvé que les composés phyto-chimiques des
feuilles d’Eriobotrya japonica possedent une bonne activité anti-oxydante, allant
jusqu’a 98,69 % et 99,39 % pour le DPPH et I’ABTS, respectivement.

e Avant de procéder au test anti-hémolytique, il est essentiel d'évaluer la toxicité des
extraits sur les érythrocytes, qui ont montré une faible toxicité envers les érythrocytes
humains a une concentration de 1 mg/ml. Malgré cela, la plante reste non toxique,
avec un pourcentage d'hémolyse inférieur a 30 %.

e Concernant les résultats du test de stabilisation de la membrane des érythrocytes
humains des feuilles d'Eriobotrya japonica, ils ont exhibé une activité anti-
hémolytique significative, indiquant une forte activité anti-inflammatoire avec une
valeur de 94,74 % a 1 mg/ml.

e Par ailleurs, il n’y aurait pas de corrélation entre les différentes activités biologiques
des feuilles du néflier et le contenu de la plante en composés phénoliques ; hormis

pour la relation entre I’activité scavenging du radical DPPH. et les teneurs en phénols
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totaux. Néanmoins, le screening phyto-chimique nous a permis de mettre en évidence
la présence d’autres classes de métabolites secondaires tels que : les terpénoides, les
alcaloides, les saponines, les glycosides cardiaques. Par conséquent, les différentes
activités testees des feuilles d’Eriobotrya japonica seraient attribuées a sa richesse en
métabolites secondaires.

e En fin, linterprétation de tous les résultats justifierait notre choix quant au meilleur
ratio d’extraction, a savoir, 1/10. Ainsi, il conviendrait bien de poursuivre nos

investigations de recherche scientifique avec le méme ratio d’extraction d’origine.

Ce travail nous a permis d’avoir un apergu général sur la constitution biochimique en
composés phyto-chimiques et les activités anti-oxydante et anti-inflammatoire des feuilles
d’Eriobotrya Japonica. Ainsi, nous souhaitons aller au-dela des tests des extraits bruts, et de
tenter d’isoler, de purifier et d’identifier les constituants biochimiques responsables de ces

différentes activités.
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Annexe N 01 : Les quantités de poudre et solvant pour chaque extrait.

Tableau I : Le ratio d’extraction poudre / solvant.

Rapport 1:2 15 1:10 1:10
Poudre (g) 20 20 20 20
Concentration 40 100 300 400
d’éthanol (ml)

Annexe N 02 : Courbes d’étalonnage utilisées pour le calcul des teneurs en phénols totaux,

en flavonoides et en tannins condensés.

0.9 - y =0,010x- 0,025 R? = 0,998
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Figure 1 : Courbe d’étalonnage avec I’acide gallique pour le dosage des phénols

totaux.
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Figure 2 : courbe d’étalonnage avec la quercétine pour le dosage des flavonoides.
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Figure 3 : courbe d’étalonnage avec la catéchine pour le dosage des tanins condenses

Annexe N 03 : Screening phyto-chimique
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Figure B : Tanins
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Figure G : Flavonoides

Figure H : Acid Amine
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Figure | : Saponines Figure J : Mucilage



Résume

L'objectif de cette étude est d'évaluer in vitro les propriétés anti-oxydantes et anti-

inflammatoires des extraits des feuilles d'Eriobotrya japonica, une plante médicinale
appartenant a la famille des Rosacées.
Aprés avoir préparé les quartes extraits de la plante, en fonction du ratio d’extraction, nous
avons d'abord réalisé un screening phyto-chimique pour une évaluation qualitative, suivi par
des dosages phénoliques (phénols totaux, flavonoides et tanins condensés) pour une
appréciation quantitative. Les résultats révélent la présence de métabolites secondaires a
I'exception des mucilages et des acides aminés. Les dosages phénoliques ont montré des
niveaux élevés en phénols totaux (70,73 + 6 et 86,8 + 7,66 mg EAG/g d’extrait) et en tanins
(52,33 £ 13-102,41 + 1,06 mg EC/g d’extrait) condensés, mais une faible présence de
flavonoides (4,64 + 0,29-5,89 + 0,33 mg EQ/g d’extrait). Par ailleurs, les extraits
d’Eriobotrya japonica ont exhibé une activité anti-radicalaire élevée vis-a-vis des deux
radicaux DPPH: (98,69 + 0,16 %) et ABTS * (99,39 £ 0,36 %). L’étude d’innocuité des
extraits n’a révele aucune toxicité envers les érythrocytes humains. D’autre part, 1'activité
anti-hémolytique (94,74 %) suggére une activité anti-inflammatoire significative. Cette étude
souligne ainsi les promesses des extraits des feuilles d'Eryobotrya japonica en tant que source
potentiellement riche en agents anti-oxydants et anti-inflammatoires naturels ; bien que la
confirmation de 1’efficacité de ses effets étudiés requiert davantage d'investigations.

Mots clés: Eriobotrya japonica, Anti-radicalaire, Anti-inflammatoire, Anti-hémolytique,
Composés phénoliques.

Abstract

The objective of this study was to evaluate the anti-oxidant and anti-inflammatory

properties of extracts from leaves of Eryobotrya japonica, a medicinal plant belonging to the
Rosaceae family, through in vitro methods.
After preparing the extracts of the plant, depending on the extraction ratio, we first conducted
a phytochemical screening for qualitative assessment, followed by phenolic content assays for
quantitative evaluation (total phenolics, flavonoids and tanins). The results revealed the
presence of various secondary metabolites, except for mucilages and amino acids. Phenolic
assays indicated high levels of total phenols (70,73 £ 6 et 86,8 £ 7,66 mg GAE/g of extract)
and condensed tannins (52,33 + 13-102,41 + 1,06 mg CE/g of extract), with a low presence of
flavonoids (4,64 £ 0,29-5,89 = 0,33 mg QE/g of extract). The leaves extracts of Loquat
exhibited significant anti-radical activity as demonstrated by DPPH (98,69 + 0,16 %) and
ABTS (99,39 = 0,36 %) methods. The extracts were non-toxic to human erythrocytes.
Moreover, the anti-hemolytic activity (94,74 %) suggests a significant anti-inflammatory
activity. This study highlights the best extraction ratio which was, 1/10 as to our plant, as well
as the potential of Eryobotrya japonica leaf extracts to be a rich source of natural anti-
oxidants and anti-inflammatory agents; although further investigations are needed to
corroborate their biological effects efficacy.

Keywords: Eriobotrya japonica, Anti-oxidant, Anti-inflammatory, Anti-hemolytic, Phenolic
compounds.
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