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INTRODUCTION

Les plantes médicinales ont toujours eu une place importante dans I'arsend
thérapeutique. De nos jours, nous comprenons de plus en plus, que les principes actifs des
plantes médicinales sont souvent liés aux produits des métabolites secondaires, qui sont
largement utilisés en thérapeutique, comme des agents préventifs antioxydants, anti-
inflammatoires, antimicrobiens, antiseptiques, diurétiques (Bourgaud et al., 2001 ; Kar,
2007).

La production de radicaux libres est compensée par leur éimination gréace aux
antioxydants de I’ organisme. Chez tout individu, il existe, en permanence un équilibre entre la
bal ance des pro-oxydants et les systemes de défense (antioxydants), si cet équilibre est rompu,
le stress oxydatif apparait, ce qui conduit a des dégéts cellulairesirréversibles. Il semble donc
intéressent de soutenir la défense antioxydante de I’ organisme pour éviter cette rupture. C’ est
pourquoi les chercheurs ce sont reconvertis vers la phytothérapie. En effet, les plantes
médicinales représentent un réservoir immense en métabolites secondaires qui possédent un
tres large éventail d activités biologiques capables d’ entraver I’ action de ces radicaux libres
(Pincemail, 1998 ; Valko, 2007).

Eriobotrya japonica L est une plante médicinale qui appartient a la famille des
Rosacéae, bien connue en Japon et en Chine. Actuellement, cette plante est largement cultivée
en Algérie, elle est connue pour ses nombreuses effets bénéfiques sur plusieurs maladies (la
bronchite chronique, lafievre, latoux...) (Hideyuki et al., 2000 ; Takuhiro et al., 2013).

Par conséquent, notre travail sera porté sur |’ évaluation de I’ activité antioxydante des

extraits des feuilles d’ Eriobotrya japonica L.

Cette étude est présentée en deux parties:

» La partie théorique qui englobe et rassemble des généralités sur la plante
Eriobotrya japonica L ainsi les radicaux libres et leur effets néfastes sur
I’ organisme d’ une part et les antioxydants qui sont destinés ales neutraliser d’ autre
part.

» La partie pratique aura pour objectif la détermination des teneurs en composeés
phénoliques (phénols totaux, flavonoides et tannins) et I’évaluation de I’ activité
antioxydante vis-a-vis du radica DPPH" et ' ABTS™.

—
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» Findement, Nous alons égaement essayer de fractionner et caractériser les
polyphénols présents dans les extraits et leurs potentiels anti-radicalaires contre
deux radicaux synthétiques (DPPH:, ABTS™) par chromatographie sur couche

mince (CCM).

Des dosages des composes phénoliques et une caractérisation des extraits ont
été réalisés afin d établir des corréations entre les différentes activités étudiées et les

composés phénoliques.
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CHAPITRE 1 SYNTHESE BIBLOIGRAPHIQUE

|.1-GENERALITESSUR ERIOBOTRYA JAPONICA L :

[.1.1-HISTORIQUE:

Eriobotrya japonica a été employée depuis longtemps comme une plante medicinale,
bien connue au Japon et en Chine (Hideyuki et al., 2000 ; Hamada et al., 2004), elle a été
présentée comme un arbre ornementale en VXI11 éme siecle (Germana et al., 2006).

Elle a éé cultivée pendant plus de 2000 ans et maintenant elle est commércia ement
cultivée dans plus de 30 pays dans |le monde entier, y compris le Japon, la Turquie, I’ Espagne,
le Brésil....ect (Zhang et al., 2015), sa culture en Asie orientale est trés antique tandis que
la diffusion de larécolte vers I'Europe avait lieu plus récemment, en 1784 ou on |'a établie

dans les jardins botaniques de Paris (Vilanova et al., 2001).

La Chine, le Japon €t le nord Inde sont les régions principales de diversité génétique
d'Eriobotrya japonica dans le monde. On I'estime qu’ elle a été apportée en Turquie, Algérie
et le Liban depuis 150-200 ans (Demir, 1987), ains que la Chine est le plus grand producteur
du monde avec plus de 314.000 tonnes. En dépit de la conduite de la Chine dans la
production, I'Espagne explique 84% d'exportations dans le monde entier (Caballero et et
Ferna’'ndez, 2004).

1.1.2-DESCRIPTION BOTANIQUE D’ERIOBOTRYA JAPONICAL :

Eriobotrya japonica est un arbuste a feuilles persistantes ou un petit arbre avec les
feuilles étroites qui sont vert-foncé sur les extrémités et ont une couleur plus Iégére sous la
surface, il atteint 6-8m d hauteur (Figure 1) (Orwa et al., 2000 ; Cha et al., 2011). Il fleurit
a l'automne ou au début de I'hiver, et ses fruits murissent a la fin de I'hiver ou au début du
printemps (Delfanian et al., 2015), il est bien adapté pratiquement a tous les sols qui ont le
bon drainage interne et par conséquent se développe également bien dans I'acide et les sols
alcalins (El-Refaey et El- Dengawy, 2005). En général, on peut le trouver dans les climats
maritimes entre |’ atitude 20°et 35°au nord et au sud, mais il peut croitre a l'altitude 45°
(Chalaka et al., 2014).
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Figure 1. Photographie des parties aérienne d'Eriobotrya japonica L (i).

1.1.2.1-CARACTERISTIQUES DESDIFFERENTES PARTIESDE LA
PLANTE :

Tableau | : Principales caractéristiques des differentes parties d'Eriobotrya japonica L.

Organe Caractéristique Réference
Feuille -persistantes
. (Edouard et al., 1993)
-Forme: ovale

-Vennation des feuilles:Pinnate (Orwa et al., 2009)

-Couleur : verte (Goulaset al., 2014)

-Langueur : 21 a32cm

Fruits -Forme : arondi, ovale, avec une (Edouard et al., 1993)

peau lisse ou duveteuse (Orwa e al., 2000
-Couleur : orange, jaune
-Longueur : 2,5a8cm (Mesojo et al., 2010)

-chague fruit soutient 1 a5 graines (Ercidiaet al., 2012)

Fleurs -Parfum : plaisant
-Largueur : 1,2cm (Ferrereset al., 2009)

-Contient 5 pétale (Orwa et al., 2009)

Graines -couleur : brunes tendant ver lenoir | (Orwa et al., 2009)

- = 0,
sont grande et occupent 20 a 30% (Mesgjo et al., 2010)

de volume de fruit

-forme : oblongue de 1-2cm de long (Garima et Casimir, 2010)
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1.1.2.2-CLASSIFICATION BOTANIQUE DE ERIOBOTRYA JAPONICA
L:

» Régne: Végéta.

» Classe: Dicotylédones (Tonellie et Gallouin, 2013).
= Ordre: Pomée (Tonellie et Gallouin, 2013).

» Famille: Rosaceae (Delfania et al., 2014).

»  Sous-famille: Maoideae (Mesgo et al., 2007).

= Genre: Eriobotrya(Lin, 2007).

= Egpéce: Eriobotryajaponical.

1.1.2.3-NOMSVERNACULAIRES DE L'ESPECE :

Tableau Il : Principaux noms vernaculaires d'Eriobotrya japonica L.

Langue Nom et Référence
Arabe Zaroure
Kabyle Hab I’emlouk
Francais Bibassier ou prune japonaise, Néflier du japon
(kazunori et al., 2007 ; Lin et al., 2007)
Anglais Loquat (Edouard et al., 1993)

1.1.3-DISTRIBUTION GEOGRAPHIQUE DE LA PLANTE :

Eriobotrya japonica est un arbre provenant des régions fraiches de la Chine et du Japon de
sud-est, il se développe dans le climat subtropical et dans les tropiques, et trés bien adapté aux
pays a température douce et dans les secteurs ou du citron est cultivé (Demir, 1987 ; Lin et
al., 1999 ; Esmaelli et al., 2012). Il est maintenant également cultivé dans les régions
meéditerranéennes ains que en Australie, Afrique du sud, Amérique du sud, la Californie, en
Inde et le nord d'Inde (Figure 2) (Esmasili et al., 2012).

% Exotic range

Figure 2 : Distribution géographiques d'Eriobotrya japonica L (Orwa et al., 2009).
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1.1.4-COMPOSTION BIOCHIMIQUE D’ERIOBOTRYA JAPONICA L :

> LESFRUITS:

Le néfle est un fruit comestible composé de plusieurs dlements, il est riche en vitamines
A et B, substances minérales, sels, et les sucres (Shahi-Gharahlar et al., 2009 ; Ercidia et
al., 2012).

Tableau (111) : Composition biochimique des fruits du néflier.

I”eau d'hydrates de carbone | defibre de graisse d'autres composants

78% 10,6% 10,2% 0,5% 0,4%

> LESFEUILLES:

Les feuilles d'Eriobotrya japonica contiennent beaucoup de composants bioactifs tels
que des triterpénes, sesquiterpines, composés phénoliques ou les polyphénols (flavonoides,
tannins), glycosides de mégastignane (Ju-Sang et al., 2011 ; Xiao-Hang €t al., 2012).

v' LESTRITERPENES:

Les feuilles de cette plante contiennt une série de triterpenes, y compris
I’ acide tormentique (AT), I’acide ursolique (AU), |I’acide maslinique (AM), et I’ acide
oleanolique (AO) (Figure 3) (Hui-yaet al., 2010 ; Xiao-Hang et al., 2012).

tormenticacid OH OH Ry
corosolic acid maslinic acid OH
ursolic acid oleanolic acid H

Figure 3 : Structures chimiques des triterpénes dans | es feuilles d'Eriobotrya japonica L
(Hui-yaet al., 2010).




v LESHUILLESESSENTEILS:

Il existe plusieurs genres dhuiles essentielles dans les feuilles d'Eriobotrya
japonica, comme le nérolidol, le farnesol, I’a-pénéne, la B-pénéne, le camphéne, la B-
myrcéne, le p-cyméne, le linalol, l'oxyde trans-linalol, 1’a-ylangéne, 1’oa-frnesene,la f-
farméséne,le camphre,le nérol,l'a-cadinol, le cis -, y hexénol, ainsi que, 61 a 70% est

représenté par nérolidol (Zheng et al., 1998).

v LESSESQUITERPENES:

Beaucoup de sesquiterpénes ont été trouvés dans les feuilles d'Eriobotrya
japonica, dont la plupart d'entre eux sont des sesquiterpénes glycosides caractérisés par le
nérolidol ou isohumbrtiol comme I'aglycones et par les chaines oligosaccharidique ramifiées
constituées d'Al-rhamnopyranoxyl et de B-D-glicopryranosy! (Figure 4) (Chen et Li, 2008).

Figure 4 : Structure des sesquiterpénes trouvés dans les feuilles d’ Eriobotrya japonica L
(Chen et Li, 2008).

v LESPOLYPHENOLES:

L'extrait hydrophile des feuilles d'Eriobotrya japonica fournit une source riche en
composés phénoliques polaires tels que les flavonoides glycosidiques (Figure 5), les
procyanidines (M atalka et al., 2012).

Figure5: Structure des flavonoides glycosidiques trouvés dans | es feuilles d' Eriobotrya
japonica L (Chen et Li., 2008).
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» AUTRESCONSTITUANTS:

Il'y ad'autres constituants isolés dans les feuilles de la plante tels que : les vomifoliol-
9-0-B-D-glucopyranoside, 3-oxo-a-ionyl-9-O-B-D-glucopyranoside, 3-oxo-a-ionyl-9-O-B-D-
apiofuranosyl-(1-6)-B-D-glucopyranoside et vomifoliol-9-O-B-D-apiofuranosyl-(1-6) -B-D-
glucopyranoside (de Tommasi et al., 1992), acide chlorogenique, acide 3-Ocffeoylquinique,
acide 4-O-caffeoylquinique, acide 4-O-p-coumaroylquinique (Ito et al., 2000), amygdaline,
acide tartarique, acide citrique (Zheng et al., 1998).

1.1.5-USAGE THERAPEUTIQUESDE LA PLANTE:

Eriobotrya japonica est une plante médicinae bien connue en Asie de I'Est, ses
feuilles ont été utilisees traditionnellement pour le traitement de plusieurs maladies
comprenant les maladies de la peau, les maladies respiratoires, y compris la toux, I'asthme et
la bronchite chronique, la douleur et les maladies inflammatoires telles que le mal de téte, la
fievre. Aussi bien gue pour les désordres gastro-entériques, les tumeurs, les problémes de
foie, et la néphropathie...ect (Hideyuki et al., 2000 ; Cha et al., 2011 ; Kim et al., 2011 ;
Xiao-Hong et al., 2012).

.1.6-LESACTIVITESBIOLOGIQUESDE LA PLANTE :

Actuellement, diverses études pharmacologiques sont concentrées sur les feuilles
d'Eriobotrya japonica puisqu’ elles sont une source riche en composés phénoliques et en
triterpénes qui possedent des effets bénéfiques (Hui-ya et al., 2010 ; Jan-sang et al., 2011 ;
Xiao-Hong et al., 2012).

» ACTIVITE ANTIOXYDANTE :

Selon Yanping et al., (2008), Jung et al., (1999), Phyu et al., (2013), I'administration
d'extrait éthanolique des feuilles d'Eriobotrya japonica et les fractions solubles de la plante (le
thé de la plante) a des rats ont démontré une forte activité inhibitrice du radica DPPH (2,2-
diphenyl-1-picryl hydrazyl), de la peroxydation lipidique et de suppression des especes
Réactives de I'Oxygéné (ERO) cellulaires.

» ACTIVITE ANTIDIABETIQUE :

L es sesguiterpenes glycosidiques et |es triterpénes pol yhydroxylés ont produit une

inhibition marquée de glucoserie chez les souris génétiquement diabétique. En outre, ces
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triterpénes polyhydroxyl és (acide corosolique, acide pomolique) sont capable de réduire la
glycémie chez desrats sains (de Tommasi et al., 1991 ; Li et al., 2004).

Li et al.,, (2007), ont démontré que I'extrait éhanolique (70%) des feuilles
d'Eriobotrya japonica exerce un effet hypoglycémiant significatif chez les souris diabétiques
traités avec I'alloxane et les sesquiterpénes totaux abaissent la glycémie que sa soit pour les

souris normales ou les diabétique traité par |'alloxane.

» ACTIVITE ANTI-INFLAMMATOIRE :

Les acides de triterpénes dérivés des feuilles d'Eriobotrya japonica (extrait brut)
sont des composés efficaces qui pourraient supprimer la réponse inflammatoire induite par
LPS (lipopolysaccharide) en empéchant la production de I'oxyde nitrique (NO") dans les LPS
et les prostaglandines E2 (PGE2) chez lesrats (Phyu et al., 2013 ; Takuhiro et al., 2013).

» ACTIVITE ANTICANCEREUSE :

L'extrait des feuilles d'Eriobotrya japonica a plusieurs effets anticancéreux
comprenant la cytotoxicité forte dans le cancer du col de I'utérus et le cancer des pommons,
empéche |'adhérence, la migration et |'invasion du cancer du sein et la migration des cellules
de mélanome (Kim et al., 2011 ; Takuhiro et al., 2013).

Takuhiro et al., (2013), ont montré que les triterpénes des feuilles d'Eriobotrya japonica
ont des effets antiprolifératifs sur des cellules humaines de leucémie mais pas dans les cellules
fibroblastes de la peau normale, et cela se fait par dysfonctionnement mitochondriale et par

I'activation des caspases.

» ACTIVITE ANTI-VIRALE :

L’ acide 3-O-trans-caffeoyltormentique isolé de feuilles d'Eriobotrya japonica peut
reduire I'infection au rhinovirus mais inefficace contre HIV-1 et la replication du virus
sindbis (de Tommasi, 1992).

|.1.7-TOXCICTE D’'ERIOBOTRYA JAPONICA L :

Selon Shafi et Tabassum (2013), I'administration orale d'extrait éthanolique des graines
d'Eriobotrya japonica a des doses uniques (500, 1000,1200, 2000 mg/kg) a des souris peut
indiquer que la DLsg est plus grande que le poids corporelle 2000 mg/kg et I'extrait peut étre

sans risque donné jusgu'a cette dose et sans n'importe quel effet toxique chez les souris.
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|.2-RADICAUX LIBRES:
[.2.1-DEFINITION :

Un radical libre est une espéce chimique, neutre ou chargée, caractérisée par un électron
libre dit « célibataire » sur son orbitale externe. L'électron célibataire est conventionnellement
représenté par un «» (Vergely et Rochette, 2003), ¢'est un élément trés réactif du fait de la
tendance de cet électron a se réapparier ce qui déstabilise d’'autres molécules (Ghisolfi-
Marque et al., 1996). Il posséde une durée de vie extrémement courte (10°-10° S) (figure 6)
(Tessier et Marconnet, 1995 ; Vergely et Rochette, 2003).

IIs peuvent se former au cours de la rupture symétrique d’ une liaison covalente (fission
homolytique) pendant laquelle chague atome conserve son éectron, soit au cours d’'une
réaction redox avec perte ou gain d'électrons a partir d'un composé non radicaaire
(Kocechlin-Ramonatxo, 2006). En effet, ce radical libre aura toujours tendance a remplir son
orbitale en captant un éectron pour devenir plus stable: il va donc ce réduire en oxydant un

autre compose (Ghisolfi-Marque et al., 1996).

Figure 6 : Molécule d’ oxygene comme un Radical libre (Ohar e, 2007)

.2.2-LESESPECES OXYDANTESEN BIOLOGIE:

Dans le domaine de la biologie, les espéces radicalaires les plus importantes sont les
especes réactives de I'oxygene (ERO) et les espéces réactives d'azote (ERN) (Figure 7)
(Vergely et Rochette, 2003 ; Delattre et al., 2005a; Lien Ai Pham-Huy et al., 2008). Les
ERO/ERN sont connus pour jouer un réle bivalent dans les systémes biologiques, puisqu'ils
peuvent étre nocifs ou salutaires aux systémes vivants. Ils peuvent étre produits par des
sources endogenes et exogenes (Figure 8) (Valko et al., 2006 ; Lien Ai Pham-Huy, 2008).

e



Figure 7 : Mécanisme de production des ERO et ERN (Hazout et al., 2008)

1.2.2.1-ESPECESREACTIVESDE L'OXYGENE (ERO) :

Tableau IV : Les principal es especes réactives de I’ oxygéne :

L es especes r éactives oxygénées radicalaires

L es especes oxygénées non radicalaires

Radical Réactions Espéces Réactions
Radical anion L’'oxygéne | 'O-O° == !O;(sous
superoxyvde(O-»" singulet I’action de lalumiére).
PeroxydelOz) | o0 0P +e— 0-0° (027 (1?) )
2 (Choe et Min, 2005 ;
et al., 2011)
Radica hydroxyle | Laréaction dHaber Weiss:
(OH") 02¢ + HyOy==OH" + OH + _
O, Le peroxyde | (Halliwell et al., 1984 ;
' , L Stief, 2000 ; 2003).
o , d hydrogéne
Lareéaction de Fenton :
Fe'2+ H,0, = Fe'® + OH"* (H202) | 07+ 2H— H:02+ O,
OH"  (Vergelyetal., 2003 ; Ré Oy + 2H* H,0,
et al., 2005)
Radica est obtenu apres protonation de O2¢
perhydroxyle (HO") | apH inférieur a4,8 (pKa (HO2¢/
02+) = 4,8) (Hool et clin,
2006)
radical peroxyle Re+0; === ROO"
(ROO (Rezaire, 2012)

radical alkoxyle (RO")

ROZH [———" RO. + OH
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1.2.2.2-LESESPECESREACTIVESAZOTEES (ERN) :

Tableau V : Les principal es espéces réactives azotées :

Espéces radicalair es azotées Espéces non radicalair es azotées
Radical Réactions Espéce Réactions
monoxyde d' azote | L- Arginine+ 02 ———— dioxyde d' azote 2NO" + O, ==2NO7?'

(NO") (NO2?)
L-Citrulline +NO* (Halliwell, 1997 ;
(Barouki, 2006) Wiernsperger,
2003; Leeet al.,
2004)
o NOs + O2¢= ONOO"
Le peroxynitrite
(ONOO) ( Knight, 1999 ;
Wiernsperger,
2003)

1.2.3-PRINCIPALES SOURCES DES ESPECES REACTIVES DE
L’'OXYGENE ET DE L'AZOTE:

1.2.3.1-SOURCES ENDOGENES:

> NADPH OXYDASE :

La NADPH oxydase est une enzyme cellulaire initialement retrouvée dans les
cellules phagocytaires, a I'origine de la production extracellulaire d’anions superoxydes
nécessaires a la destruction d’ ééments étrangers qui seront finalement phagocytés (Parihar
et al., 2008). Des études récentes ont montré que les NADPH oxydases des cellules
vasculaires constituent une source majeure d’ ERO, particulierement, du radical superoxyde

O~ par transfert d' un éectron sur I’ oxygene (Bonnefont-Rousselot et al., 2002).

202+NADPH =2 02"+NADP*+H* (1)
> LA MITOCHONDRIE :

Elle est considérée comme une des principales sources d ERO dans la cellule par
le fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale (Pervaiz et Clement, 2007). Dans
la mitochondrie & I’ éat physiologique, il existe lors du transport éectronique le long de la
chaine respiratoire, une fuite d éectrons au niveau du complexe | et Ill, a I’origine de la
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production de I'O.*~ (Ballinger, 2005). Aussi la plupart du H202 cellulaire provient des
mitochondries par dismutation d’ O.*~ (Beaudeux et al., 2006).

2% 98%
02° 02 »H20  (2)
+le +4 e+ 4H"

» XANTHINE OXIDASE :

La xanthine oxydase fait partie d’ un autre systéme enzymatique capable de générer le
02 "~ par transfert d’un électron sur I’ oxygéne (Bonnefont-Rousselot et al., 2002). Dans les
situations d’ hypoxie ou d’ischémie suivie de reperfusion, |’ activation intracellulaire de la
xanthine déshydrogénase en xanthine oxydase va provoquer une formation importante de 02"~
en présence d'oxygene (réaction 3) (Goudable et Favier, 1997 ; Deby-Dupont et al., 2002).

Xanthine oxydase
Hypoxanthine = » Xanthine 3

R

02 Oz

» L'OXYDE NITRIQUE SYNTHETASE :

La NO synthase est une flavoenzyme calcium dépendante qui va produire du NO®
gréce a I’oxydation de la L-arginine par I’oxygéne (réaction 4) (Bérard, 1997 ; Huet et
Duranteau, 2008).

NO synthase
02 + Arginine + NADPH NO*+ Citrulline+ H20 + NADP* (4)

1.2.3.2-SOURCES EXOGENES:

Les radicaux libres (RL) également peuvent étre produits dans le cas des rayonnements
UV et des radiations ionisantes, des toxiques présents dans notre environnement (suie,
goudron, tabac, polluants industriels, des pesticide, des métaux lourds s,) ou des carences
nutritionnelles (Fontaine et al., 2002 ; Pincemail, 2002 ; Favier, 2003 ; Rao P et al., 2011).
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Figure 8 : Les sources des radicaux libres (Ohare, 2007).

1.2.4-ROLESPHYSIOLOGIQUESDESRADICAUX LIBRES:

Dans un systeme biologique, les radicaux libres peuvent avoir des effets opposés, et ce
en fonction de leur lieu de formation et des quantités produites. Les R-L lorsqu’ ils sont
formés en faibles concentrations, participent au fonctionnement de certaines enzymes, a la
transduction de signaux cellulaires, a la régulation de la dilatation capillaire, au
fonctionnement de certains neurones notamment ceux de la mémoire, a la fécondation de
I'ovule et & larégulation des génes. Jouant ainsi un réle important comme seconds messagers,
dans le contrdle des processus cellulaires physiologiques tels que la croissance, la migration,
la sénescence, |’ apoptose ou la survie des cellules endothéliales et des cellules musculaires
lisses (Bonnefont-Rousselot et al., 2002 ; Favier, 2003 ; Flourie et al., 2006 ; Ardestani et
Y azdanparast, 2007 ; Huet et Duranteau, 2008).

A titre d' exemple, I'anion radicalaire superoxyde (O2™) et le monoxyde d'azote (NO")
sont des médiateurs régulant certaines fonctions biologiques telles que la vasodilatation
capillaire, laprolifération ou encore la signalisation nerveuse (Favier, 2003).




[.2.5-STRESS OXYDANT:

1.2.5.1-DEFINITION :

Le stress oxydant est défini comme un déséquilibre entre les processus biochimiques de
production des ERO et ceux qui sont responsables de leur contrdle et élimination (Sayre et
al., 2005 ; Bloomer et al., 2008 ; Browne et al., 2008 ; Power et al., 2010). Ce déséquilibre
peut se produire quand le systéme de défense antioxydant est surmené par |’ augmentation des
oxydants ou lorsque les défenses sont affaiblies par une carence d’ apport et/ou de production
d’antioxydants (Kirschvink et al., 2008). Ce qui produit des dégéts tissulaires a travers les

modifications oxydatives des biomolécules cellulaires (Figure 9) (Gammoudi et al., 2013).

Figure 9 : Labalance Radicaux libres/antioxydants (Sandrine et Morandat, 2013).

1.2.5.2-CONSEQUENCES DU STRESS OXYDANT :

Les molécules biologiques : protéines, les lipides, glucides et I'ADN sont sujettes a
I attaque radicalaire, provoquant ainsi un dysfonctionnement dans les activités vitales des
cellules a I'origine du développement de diverses pathologies (Figure 10) (Koechli-
Ramonatxo, 2002 ; Pincemail, 2004 ; Halliwel, 2007 ; Jacob, 2007).
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Figure 10 : Lésions cellulaires induites par les radicaux libres (Roberts et Sindhu, 2009).

1.2.5.2.1-LA PEROXYDATION LIPIDIQUE :

Les membranes cellulaires riches en acides gras polyinsaturés (AGPI)
(acides linoléque, linolénique et arachidonique) sont trés sensibles a1’ oxydation en raison de
leur degré élevé d'instauration cellulaire phospholipidique déclenche une réaction en chaine
appelé lipoperoxydation cellulaire. Cette attaque des lipides peut concerner aussi bien les
phospholipides membranaires que les lipoprotéines circulantes, avec évidemment des
conséquences différentes. En effet, I'atteinte des phospholipides membranaires va entrainer
une modification de la fluidité membranaire, atérer les systémes de transfert d'ions ainsi que
le fonctionnement de nombreux transporteurs, récepteurs et affecter les voies de transduction
des signaux (Figure 11) (Pamplona et al., 2000 ; Favier, 2003 ; Lacolley et al., 2007 ;
Duranteau et Huet, 2008 ; Sachdev et Davies, 2008).

L —

Figure 11 : Mécanisme de la peroxydation lipidique et ses produits terminaux (Favier, 2003).




1.2.5.2.2-OXYDATION DE L'ADN :

L’ARN et I’'ADN constituent des cibles cellulaires importantes pour les attaques
radicalaires (Halliweli et Gutteridge, 2007). Les Iésions induites par les radicaux libres au
niveau de ces molécules peuvent consister en des modifications de bases, des cassures simple-
brin ou double-brin de la chaine oligonucléotidique, ou des pontages avec des résidus
protéiques (Favier, 1997 ; Duranteau et Huet, 2008). Les modifications observees aprés
action du radical hydroxyle sont trés nombreuses et peuvent consister en une conversion des
bases ou oxydation du désoxyribose entrainant une coupure des brins. Ces dénaturations
peuvent avoir de graves conséquences sur la réplication du génome (Figure 12) (Sohal et al.,
2002 ; Shimizu, 2004 ; Halliweil et Gutteridge, 2007 ; Amiard, 2013).

T \! _
T —— W P L [ —

Thymine glycol Lyxino d guanosine

Figure 12 : Lésionsdel’ ADN formées par attaque radicalaire (Favier, 2003).
1.2.5.2.3-OXYDATION DESPROTEINES:

Les protéines peuvent étre également la cible de réactions radicalaires ou oxydatives et
subir des modifications sous |'action des ERO et des ERN (Figure 13). Les protéines atteintes
peuvent se fragmenter ou se dénaturer avec atération de leurs structures primaires et
secondaires. La nitration des protéines par le peroxynitrite se traduit par l'inactivation de

nombreuses enzymes telles que la Mn-SOD. Les protéines comportant un pont sulfhydryle
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sont les plus sensibles aux attagues radicalaires. Les protéines modifiées deviennent

généralement plus sensibles a |’ action des protéases et sont donc éiminées (Grune et al.,
1998 ; Davies et al., 1999 ; Baudin, 2006 ; Koechlin-Ramonatxo, 2006 ; Duranteau et
Huet, 2008).
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Figure 13 : Nature de quelques modifications des chaines latérales d’ acides aminés des
protéines apres attaque radicalaire (Favier, 2003).

1.2.5.3-PATHOLOGIESLIEES AU STRESS OXYDANT :

Le stress oxydant est impliqué dans de nombreuses pathologies, incluant |’ obésité, le
diabéte, I’ athérosclérose, le vieillissement, cancer, cataracte, sclérose latérale amyotrophique,
syndrome de détresse respiratoire aigu, ccdéme pulmonaire, Alzheimer, les rhumatismes et les
maladies cardiovasculaires. La plupart des maladies induites par le stress oxydant
apparaissent avec I'age car le vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente
la production mitochondriale de radicaux (Ghisolfi-Marque et al., 1996 ; Durand et al.,
2005 ; Madamanchi et al., 2005 ; Pham-Huy et al., 2008).
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|.3-LESANTIOXYDANTS:

|.3.1-DEFINITION:

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les
dommages causés par les radicaux libres dans |'organisme et permettent de maintenir au
niveau de la cellule des concentrations non cytotoxiques de ROS. Les antioxydants sont des
systémes enzymatiques et des systemes non enzymatiques, endogéne ou exogene (Figure 14)
(Bonnefont-Rousselot et coll, 2003 ; Favier, 2003 ; Vansant, 2004).

Figure 14 : Répartition des principal es défenses antioxydants dans la cellule (Opar a, 2002).

|.3.2-LESDIFFERENTS TYPESDES ANTIOXYDANTS:

|.3.2.1-LESANTIOXYDANTSENZYMATIQUES:

La cellule est pourvue d’ enzymes antioxydantes qui sont des systémes de défense tres
efficaces. Cette ligne de défense est constituée de superoxyde dismutase (SOD), de catalase et
de glutathion peroxydase et de glutathion réductase qui sont considérés comme la premiére
ligne de défense de notre organisme contre les ERO (Figure 15) (Favier, 2006 ; Chavan et
Melinkeri, 2013 ; Sharma et al., 2012).
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v SUPEROXYDE DISMUTASE (SOD) :

C'est I’'enzyme la plus importante dans la défense contre le stress oxydatif (Buldak et
al, 2014), elle catalyse la dismutation de I’ Oz~ en H202 (Guichardant et al., 2006 ).
SOD
202"+ 2H" =— H;0,+ O2 ()

Il existe trois especes de cette enzyme :

e Uneforme cytosolique et nucléaire associée aux ions cuivre et zinc (Cu/Zn-SOD).

¢ Une forme mitochondrial e associée au manganese (Mn-SOD).

e Uneforme extracellulaire (Ec-SOD).

Il été récemment montré que la Cu/Zn-SOD était également présente dans |’ espace
intermembranaire (Okado-Matsumoto et Fridovich, 2001).

v' LA CATALASE (CAT):

Essentiellement présente dans les peroxysomes et dans les érythrocytes, elle est capable
de transformer |e peroxyde d’ hydrogéene en eau et en oxygéene moléculaire. Contrairement ala
glutathions peroxydases GPx I’ affinité de la catal ase pour I’ H>O> est élevée seulement lorsque
les teneurs en peroxyde d’hydrogene sont accrues (Delattre et al., 2005 ; Nicholls, 2012 ;
Buldak et al., 2014).

Catalase
2H202 » 2H20 + O2 (6)

v LA GLUTATHION (GPx) ET REDUCTASE (GR) :

» LA GLUTHATHION PEROXYDASE (GPx) :

La glutathion peroxydase (GPx) agit en synergie avec la SOD puisque son rble est
d accélérer la dismutation du H202 en H20 et O2. Lors de cette réaction deux molécules de
glutathion réduit (GSH) sont oxydées en glutathion-disulfure (GSSG), elle prend aussi en
charge des lipides peroxydés (Valko et al., 2006; Srinivason et al., 2012) Selon les
réactions :

GPx
H202 + 2GSH 2H20 + GSSG @)

GPx
2GSH + ROOH GSSG + ROH +H20  (8)

20




» LA GLUTHATION REDUCTASE (GRH) :

La glutathion réductase, quant a elle, a pour réle de régénérer le GSH a partir du
GSSG gréce au NADPH qui est utilise comme donneur d’ électrons. En effet, la concentration
cellulaire en glutathion étant limitée, il est nécessaire de le réduire constamment pour que la

GPx maintienne safonction (Srinivason et al., 2012)

Figurel5 : Schéma des défenses antioxydantes enzymatiques (Benlemlih et Ghanam,
2012).

1.3.2.2-LESATIOXYDANTSNON ENZYMATIQUES:

Les antioxydants non enzymatiques sont des systémes de défense secondaires
(Koechlin Ramonatxo, 2006) tels que la vitamine E, les caroténoides et les flavonoides
(Afonso et al., 2007), a ceux-la s gjoutent quelques oligo-éléments comme le séénium, le
cuivre et le zinc qui sont des cofacteurs importants pour |’ activité de certaines enzymes

antioxydantes (Pincemail et Defraigne, 2004).

v LAVITAMINEC :

La vitamine C ou acide ascorbique n'est pas synthétise par |'organisme, sa concentration
plasmatique dépend fortement de I'alimentation, il est considéré comme le plus important
antioxydant dans les fluides extracellulaires. C'est un piégeur trés efficace des ions
superoxydes, du peroxyde d hydrogene, des radicaux hydroxyles, et de I’oxygéne singlet. Le
r6le antioxydant de la vitamine C est basé sur sa réaction avec les radicaux peroxyles aqueux,
avant qu'ils initient la peroxydation lipidique le produit formé étant le radical ascorbyle. La
vitamine C protége ainsi les biomembranes et les lipoprotéines et joue un role essentiel dans

e
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la régénération de la vitamine E oxydée (Figurel6) (Delattre et al., 2005 ; Defraigne et
Pincemail, 2008 ; Bouldjadj, 2009).

HO AscH, Ho AscH HO Asc®

_ . o 0.0
Hoh_/\gifo pK = 4.1 Hom/\gt_f" pK =118 HO‘/\S_T
HO OH fe OH 0 0
© . .
. - HO ' 0 N
&' 7N

o) o]

O

Figure 16 : Différentes structures chimiques de la vitamine C et réaction avec les radicaux
libres (Valko et al., 2006).

v LA VITAMINE E (a-tocophérol) :

La vitamine E ou a-tocophérol est une vitamine lipophile, Le rdle essentiel de la
vitamine E (Figure 17) est de capter les radicaux peroxyles lipidiques RO2 qui propagent les
chaines de peroxydation. La partie active de la molécule étant la fonction phénol réductrice
(a-TH), celle-ci perd facilement un atome d'hydrogeéne et se transforme en radical a-
tocophéryle, o-T*®, tandis que le radical peroxyle est réduit en une molécule d'hydroperoxyde.
De plus, I'a tocophérol capte les radicaux superoxydes (sous leur forme protonée HO2®), les
radicaux hydroxyles OH®, ainsi que I'oxygéne singulet 'O, (Gardés-Albert et al., 2003 ;
Vertuani et al., 2004).

ROz + a-TH » RO2H +a-T" (9

CHs

HaC

o CH3
CW\/\‘/\/\l/

CHs CHs CHs
HO

CHs

Figure 17 : Structure chimique de lavitamine E (Evanset al., 2002)
v' Lescaroténoides (la provitamineA) :

Les caroténoides possedent dans leur structure chimique de tres nombreux
doubles liaisons conjuguées qui sont responsables de leur activité antioxydante (Figure 18).

I1s sont susceptibles d'inhiber les chaines de peroxydation lipidique. En outre, le [3-caroténe
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est lamolécule la plus connue comme étant un puissant désactivateur de I’ oxygene singlet
(*0»), (réaction 10) (Pincemail et al., 1999 ; Laguerre, 2007).

102+ B-caroténe === 302+ B-caroténe (10)

All-trans-3-carotene

Figure 18 : Structure des caroténoides (L aguerre, 2007).

v' LESOLIGOELEMENTS:

Le cuivre, le zinc, le manganése, le sélénium et |e fer sont des métaux essentiels dans
la défense contre le stress oxydant. Ces oligoéléments jouent le role de cofacteur pour
maintenir |’ activité catalytique des enzymes antioxydantes (Gar ait, 2006).

= Sédénium : 1l joue un rdle capital dans la détoxification des radicaux libre (Wolters
et al., 2006).

= Zinc : Il assure lastabilisation de la Cu-Zn SOD et donc il aun effet antioxydant
(Defraigne et Pincemail, 2008).

= Cuivre: Il est un cofacteur de la superoxyde dismutase. Il est essentiel dans la lutte

contre lesinfections (Pincemail, 2004).

1.3.2.3-LESCOMPOSES PHENOLIQUES:
[.3.2.3.1-DEFINITION :

Les composes phénoliques sont des métabolites secondaires caractérisés par la
présence d’'un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec
des glucides. Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux (racines, tiges, feuilles,
fleurs, pollens, fruits, graines et bois), Plus de 8000 structures ont été identifiées (D’ Archivio,
2007 ; Mehinagic, 2011).

Les composés phénoliques sont des molécules biologiquement actives, ils sont

largement utilisés en thérapeutique comme vasoconstricteurs, anti-inflammatoires, inhibiteurs

2
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enzymatiques, antioxydants et anti-radicalaires, antimicrobiens (Middleton et al., 2000 ;
Ksouri et al., 2007).

1.3.2.3.2-LES PRINCIPALES CLASSES DES COMPODES
PH2NOLIQUES:

% LESACIDESPHENOLIQUESSIMPLES:

v' ACIDESHYDROXYBENZOIQUES:
= Sont des dérivés de |'acide benzoique.
» Ont une structure générale de base de type (C6-C1).
» Existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides (TableauV1) (Macheix
et al., 2005).
Tableau VI : Principaux acides hydroxybenzoiques (Sar ni-M anchado et Cheynier, 2006).

Structure R1| R2 | R3 | R4 | Acidesphénoliques Activités
H |H H |H | Acidebenzoique -Antiallergique.
R2 Rl H |H OH | H | Acide p hydroxy -Anti-inflammatoire.
O B y
R3 enzolque -Antifongiques.
OH -Antioxydant.
R4
H |OCH3 | OH | H | Acidevanillique (Bahorun, 1997 ;
Martin et
Andriantsitohaina,
2002)

v' ACIDESHYDROXYCINAMIQUES:

=  Dérivent del'acide cinnamique.

= Ont une structure générale de base de type (C6-C3).

=  Existent souvent sous forme combinée avec des molécules organiques.

=  Lesdegrés dhydroxylation et de méthylation du cycle benzénique, conduisent a
une réactivité chimique importante de ces molécules (Tableau VII) (Bruneton,
1999 ; Macheix et al., 2005).
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Tableau V11 : Principaux acides hydroxycinamiques (Sar ni-M anchado et Cheynier, 2006).

Structure R1 | R2 | R3 | Acidesphénaliques Activité
H |H |H | Acidecinnamique -antipyrétiques.
OH H |OH|H | Acidepcoumarique -anti-inflammatoires.
R ~ -Activite antioxydants.
0 -Antiallergique.

(Bahorun, 1997 ; Martin
et Andriantsitohaina,
: 2002)

OH | OH | H | Acidecaféique

v' COUMARINES:

= Les coumarines dérivent des acides hydroxycinnamiques par cyclisation interne de

lachaine latérale.
= Les coumarines ont fréguemment un role écologique ou biologique (Tableau V1II)

(Macheix et al., 2005).

Tableau VIII : Principaux types de coumarines (M acheix et al., 2005).

Structure R6 | R7 | R8 | Acidesphénoliques Activité
; . H |[OH | H | Umbeliférol -Protectrices
R6 .
AN -Vasculaires.
-Anticedémateuses.
R7 0”70 -Neurosedative.
R8 -Activité antioxydant.

(Bahorun, 1997 ;
Motamed et Texier,
1999)

OH | OH | OH | Aescultal

% LESTANINS:

Les tannins sont des composes phénoliques hydrosolubles de masse moléculaire
comprise entre 500 et 3000 Dadtons (Woodward et reed, 1989; Gazenge-Amme et

Orecchioni, 2013), ils sont une activité antioxydant, anti-diarrhéique, anti-nutriments

(Bruneton, 2009).
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v' TANINSHYDROL YSABLES:

Les tannins hydrolysables sont des esters de I’ acide gallique et de glucose. 1ls sont
caractérisés par le fait qu'ils peuvent étre dégradés par I hydrolyse chimique (enzymatique).
IIs libérent alors une partie non phénolique (souvent du glucose) et une partie phénolique qui
peut étre soit de |’ acide gallique, soit un dimere de ce méme acide — |’ acide éllagique (Figure
19) (Bruneton, 1993 ; Cowan, 1999 ; krause et al., 2005).

P wo OH
COOH N ‘“& 50" H
- 0
o OH HO &%,A
o ':Q«.‘: I“\“"\co(}\“
HO “oH 0 “co "
OH 0 ’?\N
o
A B

Figure 19 : Structure chimique des acides gallique (A) et ellagique (B) avec |’ une des

structures de base des tannins hydrolysables (Sar nimanchado Et Cheynier, 2006 ;
Bruneton, 2009).

v' LESTANINS CONDENSES:

L es tanins condensés ou proanthocyanidines sont des polymeéres d’ unités flavaniques le
plus souvent liées entre elles par des liaisons C4-C6 ou C4-C8 (Figure 20) (Schofield et al.,
2001 ; Descheemaeker, 2004).

Figure 20 : Lestannins condensés (Haslam, 2007).

% LESFLAVONOIDES (Ce-C3-Ce) :

Tous les flavonoides possedent la méme structure de base (C6-C3-C6), ils contiennent
quinze atomes de carbone dans leur structure de base : deux cycles aromatiques A et B a six

atomes de carbones liés par un hétérocycle contenant un oxygene (cycle C) (Figure 21)

oo

(Bruneton, 1993 ; Elicoh-Middleton, 2000 ; Tsao et Deng, 2004 ; Tapaset al., 2008).




Figure 21 : Structure de base des flavonoides (T sao, 2010).

» STRUCTURE ET CLASSIFICATION DESFLAVONOIDES:

Tous les flavonoides peuvent étre classés en plusieurs groupes selon le degré d’ oxydation
du cycle pyranique centra (la chaine en C3), le noyau B est relié a |’ heterocycle C dans les
positions 2, 3 ou 4. Plus de 4000 flavonoides ont été identifiés dans les plantes. Les
flavonoides se divisent en six sous-catégories : les flavonols, les flavones, les isoflavones, les
flavanols (catéchines et proanthocyanidines), les flavanones et les anthocyanidines (Tableau
IX) (Brunton, 1999 ; Edenharder et Grunhage, 2003 ; Yao et al., 2004 ; D’ Archivio et al.,
2007).

Tableau (1X) : Les principales classes des composés phénoliques (Macheix et al., 2005 ;
Haslam, 2007 ; Terrier et al., 2009).

Classe Structure chimique Classe Structure chimique
Flavones Isoflavones
Flavanones Flavanols 0
OH
0
Anthocyanidines
Flavonols
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* MECANISMESANTIOXYDANTSDESPOLYPHENOLS:

Plusieurs modes d’ action de I’ activité anti-oxydante des polyphénols ont été decrits :

» PROPRIETESANTIRADICALAIRES:

Les flavonoides sont capables de piéger les radicaux libres en formant des
radicaux flavoxyles moins réactifs, cette capacité peut étre expliquée par leur propriété de
donation d'un atome d'hydrogene a partir de leur groupement hydroxyle selon la réaction
représentée ci-dessous :

FLOH + Re === FLO¢ + RH (réaction de piégeage)

Cette réaction de piégeage donne une molécule stable (RH) et un radical
flavoxyle (FLOe) ce dernier va subir un changement de structure par résonance ;
redistribution des éectrons impaires sur le noyau aromatique pour donner des molécules de
faible réactivité par rapport aux Re ; en outre les radicaux flavoxyles peuvent interagir entre
eux pour former des composés non réactifs (Figure 22) (Van Acker et al., 1996 ; Amic et al .,
2003).

FLOe + Re === FL O-R (réaction de couplage radical-radical)

FLOe + FLOs === FL O-OFL (réaction de couplage radical-radical)

Figure 22 : Piégeage des especes réactivés dérivées de I’ oxygene (Re) par les flavonoides
et laformation d'une structure stable (Tiqwari, 2001).

» CHELATION DESMETAUX DE TRANSITION :

Les polyphénols contribuent a I’inhibition de la formation des radicaux libres par
la chélation de métaux de transition tels que le fer (Fe?*) et le cuivre (Cu*) (Figure 23)
(Zheng et Wang, 2001 ; Laguerreet al., 2007 ; Prior et al., 2003 ; Saraf et al., 2007).

8
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La chéation des ions métaliques nécessite trois sites principaux (Pietta, 2000 ;
Marfak, 2003) :
» Sitesituéentrele groupe 3' OH et le groupe 4' OH du cycle B.

= Sitesitué entrele groupe 30H et 4 C=0 del’ hétérocycle C.
» Sitesitué entrele groupe 50H du cycle A et le groupe 4C=0 de |’ hétérocycle C.

Figure 23 : Principaux sites impliqués dans la chélation des ions métallique (Me™) (Pietta,
2000).

> INHIBITION ENZYMATIQUE :

Les flavonoides sont capables d’inhiber une large gamme d’enzymes génératrices du 02
et dautres ERO, comme la xanthine oxydase, la protéine kinase C, la cyclooxygenase,
lipooxygenase, monooxygenase microsomal, et la glutathion S-Transferase. Les flavonoides
ayant une moitié catéchol sur le cycle B inhibent la succinoxidase mitochondriale et laNADH
oxydase (Pietta, 2000 ; Densiov et Afanas ev, 2005).
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I1.1-PREPARATION DU MATERIEL VEGETAL :

L’ éude est effectuée sur les feuilles d’Eriobotrya japonica L (Figure 24) qui ont été

récoltées au mois de mars 2015 dans la commune de Boukhliffa de la willaya de Bejaia, 1oin
de tout impact de pollution.

Figure 24 : Photographie personnelle des feuilles d’ Eriobotrya japonica L.

1.2-SECHAGE ET BROYAGE :

Les feuilles de la plante d’Eriobotrya japonica L fraichement récoltées, ont éé
lavées afin de les débarrasser des poussieres et autres particules puis conservees a |I’ombre
dans un endroit sec et aéré. Lesfeuilles ont été séchées al’ air libre puis 24h al’ éuve, ensuite,

broyées al’ aide d’ un broyeur éectrique jusqu’ a obtention d’ une poudre trés fine (Figure 25).

(A) (B)
Figure 25 : Photographies personnelles des feuilles d’ Eriobotrya Japonica L (A) et dela
poudre obtenir des feuilles (B).

30
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11.3-EXTRACTION DES COMPODES PHENOLIQUES SIMPLES:

Le procédeé d’ extraction des polyphénols utilisé est celui décrit par Chiang et al.,
(1994), avec quelques modifications (Figure 26). Le principe de cette méthode se base sur
I’extraction sélective des composés phénoliques en utilisant des solvants de différentes
polarités, alant de solvant trés polaires a des solvants apolaires : I'éthanol, I'eau, le
chloroforme et I’hexane dans le but de séparer les composés phénoliques des feuilles
d’Eriobotrya japonica L en composes de polarités distinctes. Les étapes d extraction ont été
réalisées atempérature ambiante.

300 g de poudre fine des feuilles d’ Eriobotrya Japonica L

l

@ms |’ &hanol 96% (1/4 v/v) pendant 24h

Décantation pendant 24 h

Extrait d’ éhanol

| Chloroforme/eau (3/1, v/v) Hexane/ eau (3/1 viv)
Extrait d éhanol l |
Rl & tester Agitation et decantation pendant Agitation et décantation pendant
I 24h 24h
Séché al’ éuve a
40°C Récupérer Récupérer Récupérer Récupérer
la phase la phase la phase la phase
I organique agueuse a organique agueuse a
atester tester atester tester
Jusgu’ a
atteindre un
poids constant l l l l
del’extrait sec [ Séché a I’étuve a 40°C Jusqu’a atteindre un poids constant de 1’extrait ]
sec

Figure 26 : Schémad' extraction d’ Eriobotrya japonica L (Chiang et al., 1994)

=S
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» CALCUL DU RENDEMENT :
Aprés I’ extraction, Cing extraits ont été obtenus. Le taux d extraction de chague extrait

sec a été calcul é suivant laformule ci-dessous :

[ Taux d’extraction= [(P-Po)/poids dela poudre] x 100 ]

ou:
Po : Poids vide du creuset.

P : poids aprés évaporation du solvant.

[1.4-DOSAGE DES DIFFERENTS GROUPES DE COMPOSES
PHENOLIQUES:

Dans le but dévaluer qualitativement et quantitativement le contenu en composés
phénoliques des extraits des feuilles d' Eriobotrya japonica L. trois protocoles ont été suivis
afin de doser |es teneurs en phénols totaux, en flavonoides et en tanins condensee.

Il est & noter que pour tous les dosages, |’ extrait sec a été reconstitué dans le méthanol et
des blancs ont été préparés. Le dosage des différents groupes de composés phénoliques a éé
réalisé sur les extraits éthanoliques, organique et agueux du chloroforme et d hexane des

feuilles d’ Eriobotryajaponica L. dans les mémes conditions.

I1.4.1-Dosage des composes phénoliquestotaux (PPT) :

» PRINCIPE :

La quantification colorimétrique des composés phénoliques totaux a été effectuée selon

laméthode décrite par Yap et al., (2009) avec quelques modifications ( Figure 27).

La teneur phénolique totale est déterminée a I’aide d’un dosage colorimétrique avec le
spectrophotomeétre UV-Vis. Le réactif utilisé est le «Folin-Ciocalteu» ; ¢'est un Mélange de
complexes des acides phosphotungstenes (HsPW12040) et phosphomolybdénes (HzPM 012040)

de couleur jaune.

Le principe de la méthode est basé sur |’oxydation des composés phénoliques par ce

réactif, qui entraine la formation d’un nouveau complexe molybdéne-tungstene de couleur
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bleu, en présence d’'une solution alcaline. La coloration produite, dont I’ absorption maximale

se situe a 765 nanometre, la coloration produite est proportionnelle a la quantité de
polyphénols présents dans les extraits végétaux (Ribéreau-Gayon, 1968 ; Vuorela, 2005;
Boizot et Charpentier, 2006).

» MODE OPERATOIRE:

_____________________________

[ 03ml dextrait | {  15midufolin | _ | 02decabonatede !
 @mgm) | 1| diocateu (10%viv) | 1 | sodium (7,5%; V) |
, ,E Agitation du i
-7 mélange :
1
T Incubation pendant 30 mna .
. température ambiante et a1’ obscurité

AN
~.
~~—

-
-
-

________________________________________________________

Figure 27 : Protocole de dosage des polyphénols totaux (Yap et al., 2009).

N.B: Un blanc d'extrait a été préparé en mélangeant 0,3 ml de méthanol avec 1,5 ml du

réactif de Folin-Ciocalteu et 0,2 ml de solution de carbonate de sodium.

» EXPRESSION DESRESULTATS:

Une courbe d’ éalonnage a été réalisée dans les mémes conditions en utilisant |’ acide
gallique comme standard afin de déterminer les concentrations en phénols totaux des extraits

exprimeées en mg équivalent acide gallique /g d’ extrait.

E
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[1.4.2-DOSAGE DESFLAVONOIDESTOTAUX (FVT):

» PRINCIPE :

La teneur en flavonoides des extraits a été effectuée selon la méthode décrite par
Abdou et al., (2010) (figure 28).
Les réactifs utilisés sont : les solutions incolores d’acétate de sodium et de chlorure
d’aluminium (AICl3). Le principe de la méthode est basé sur la formation d’un complexe
jaunétre aluminium-flavonoide par chélation des métaux (fer et auminium), qui est due ala

présence des groupements hydroxyles libres (Ribér eau-Gayon, 1968)

» MODE D'OPERATOIRE:

___________________________________

1ml d’une solution d’ acétate de
i EE:' sodium et de chlorure d’ aluminium

/' Agitation | 133 mg d'ALCL3
du et 400 mg
mélange > \ d’ acétate de
N sodium dans
100ml d'eau
"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" distillée
Incubation pendant 10 mn a
N température ambiante et al’ obscurité

oo
~
~
~
~——e

-
-—"

______________________________________________

Figure 29 : Protocole de dosage des flavonoides (Abdou et al., 2010).

N.B: Un blanc d’extrait a éé préparé en mélangeant 2 ml de solution d’'extrait avec 1 ml
d eau distillée.

» EXPRESION DESRESULTATS:
Une courbe d éaonnage a été réalisée dans les mémes conditions, en utilisant la
guercétine comme standard éaon a différents concentrations. Les résultats sont exprimés en
mg équivalent quercétine /g de poids sec d’ extrait (mg EQ/g d’ extrait).

—
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CHAPIIRE 1T

11.4.3-DOSAGE DES TANINS CONDENSES:

» PRINCIPE :
Les tanins condensés sont déterminés par la méthode citée par Oyedmi et Afolayan,

(2011), avec quelque modifications (Figure 30).
En milieu acide, les tanins condenses réagissent avec la vanilline et entrainent une
coloration verte de la solution (Figure 30) mesurée a 500 nm (Nakatsubo et al., 2002).
Ar

Ar HO
OH

HO
OH H*
e

Figure 30: Réaction chimique de la vanilline avec les tanins condensés (Schofield et al.,

2001).
» MODE D’OPERATOIRE:
,// Préparée dans \\\
'\\ méthanol /,'
‘/’ 02midela o /7 3mldelavanilline Ny ‘/\ 1,5ml d; HCL /\,
‘._ solutiond'extrait -’ . (4%, viv) v . (37°) .
J Semmimmm o TR S o Rt .
Agitation et incubation pendant 15 mn atempérature ambiante :
et al’ obscurité apres mesure de I’ absorbance a 500nm

Figure 30 : Protocole de dosage des pro-anthocyanidines (Oyedmi et Afolayan, 2011).
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N.B : Un blanc d’ extrait a été préparé en mélangeant 0,5 ml de solution d’ extrait avec 3 ml de
méthanol et 1,5 ml d'HCI.

» EXPRESSION DESRESULTATS:
Une courbe d’éalonnage a été réalisée dans les mémes conditions en utilisant la
catéchine comme standard et la concentration a été exprimée en mg équivalent catéchine /g

d’ extrait.
[I.5-ACTIVITESANTIOXYDANTSDESEXTRAITS:

L’activité antioxydante a été évaluée en testant 1’activité scavenging du radical DPPH", et
ABTS™.

11.5.1-ACTIVITE SCAVENGING DU RADICAL DPPH":

L’ activité antioxydante des différents extraits est mesurée par la méthode du
radical libre DPPH" (CisH12N50g).

» PRINCIPE :

Le DPPH" (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), radical libre de couleur violette est réduit
en diphényl picryl hydrazine, un composé de couleur jaune en présence de COmMpOseEs
antiradicalaires. La différence de la densité optique, entre la solution de radical DPPH" en
absence et en présence des antioxydants reflete le potentiel des composés responsables de
cette activité a réduire le radica DPPH" (Figure 31) (Molyneux, 2004 ; Maataoui et al.,
2006 ; Athamena et al., 2010).

Diphenylpicrylhydrazyl (radical libre) Diphenylpicrylhydrazine (forme réduite)

Figure 31 : Forme libre et réduite du DPPH® (M olyneux, 2004).
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» MODE D'OPERATOIRE:

L’ effet « scavenging » des extraits des feuilles d' Eriobotrya japonica L. Vis-avis du
radical DPPH" a été effectué en suivant le protocole de Hemalatha et al., (2010).

Une solution de DPPH (0,1 mM) a été préparée en mélangeant 11,82 mg d' DPPH dans
300 ml du méthanol, et 1 ml de cette solution a éé gouté a 3 ml de solution d extrait a
différentes concentrations. L’ absorbance est mesuré au spectrophotométre apres 30min
d’incubation alalongueur d’ onde de 517nm.

Un contréle a été préparé en remplagant la solution d’ extrait par du méthanol.

Un blanc pour chaque extrait a été préparé en mélangeant 1 ml de méthanol avec 3 ml

de solution d’ extrait.

N.B : L’acide ascorbique et la BHA ont été utilisés comme standards et a différentes
concentrations.

» EXPRESSION DESRESULTATS:
Le pourcentage de I’ activité scavenging du radical DPPH" de chague extrait a été
calculé comme suit :

[ % de Dactivité scavenging du radical DPPH" = [(Ac-(AT-AE)/Ac] x 100 ]

Ou:
Ac : Absorbance du contréle ; ¢’ est I’ absorbance du blanc contenant seulement e DPPH.

At : Absorbance du test ; ¢’ est |’ absorbance de la solution de DPPH contenant I’ extrait.

Ak : Absorbance de |’ extrait ; ¢’ est |’ absorbance de la solution de |’ extrait sans le DPPH.
[1.5.2-ACTIVITE SCAVENGING DU RADICAL ABTS™:

» PRINCIPE :

L’ ABTS (2,2'-azino-his (3-ethylbenzothiazoline-6-sul phonic acide) est un radical libre et
stable capable de réagir avec des antioxydants (donneur d hydrogéne ou d éectron), il
présente une coloration bleu vert sombre, lorsqu’il est piégé par des substances antioxydantes,

sa coloration devienne transparente (Figure 32).
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Figure 32 : Formation et piégeage du radical ABTS™ par un antioxydant donneur de proton
(Marc et al., 2004).

» MODE D'OPERATOIRE:

L’ activité scavenger du radical ABTS a été mesurée en utilisant le protocole dele et al.,

(2007), avec quelques modifications.

Une solution de I’ ABTS (7 mM) a été préparée en mélangeant 72 mg de I’ ABTS™ avec
13,24 mg de persulfate de potassium (2,45 mM) dans 20 ml d'eau distillée, et laissée incuber
pendant 16h a I’obscurité. La solution d’ABTS™ (7 mM) est diluée avec d’'eau distillée
jusqu’ a atteindre une absorbance de 0,7 £ 0.02 a 734 nm. 1.9 ml de cette solution a é&é gjouté
a 100 ul de solution d extrait a différentes concentrations. Apres incubation pendant 7 min et
a température ambiante, |’ absorbance a été mesurée a 734 nm. Le blanc a été préparé en

remplagant la solution d’ extrait par du méthanol.

Le Trolox (acide 6-hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethylchroman-2-carboxylique), analogue

delavitamine E a été utilisé comme standard a différentes concentration (Miller et al., 1997).

» EXPRESSION DESRESULTATS:
Le pourcentage de I’ activité scavenging de I'ABTS™ de chague extrait a été calculé comme

Suit :

[ % de Dactivité scavenging de PABTS’* = [(Ac-AT)/Ac] x 100 ]

Ou:

Ac : absorbance du blanc.

AT : absorbance du test.
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[1.6-CHROMMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE :

» PRINCIPE :

La chromatographie sur couche mince (CCM) permet la séparation des composés
phénoliques selon leur poids moléculaire et leur degré de solubilité, afin de pouvoir les
caractériser.

La séparation des constituants du dépdt se fait al’ aide de deux phases : une phase
mobile qui est un solvant ou un méange de solvants et une phase stationnaire qui est un
adsorbant maintenu sur une plaque de verre ou de plastique rigide. L’ échantillon a analyser
doit se trouver dans un solvant volatil (dans notre cas : le méthanol). Le dépdt se fait alors sur
une extrémité de la phase stationnaire (ligne de dép6t). Les constituants de I’ échantillon sont
alors élués (entrainés) par la phase mobile qui monte par capillarité vers le haut de la plaque
(Delmeyda, 2001).

Chaqgue constituant migre d’ une certaine hauteur, caractéristique de la substance, que
hauteur de la tache
hauteur du front du solvant

I on appelle rapport frontal ou rétention frontdle: Rf =

» MODE D'OPERATOIRE:

< PREPARATION DE LA PHASE STATIONNAIRE :

Pour la plague chromatographique, elle est composée d'un support en verre de
dimension 20 x 20cm sur lequel est posée une fine couche de silice. Sur cette derniére ont été
tracées deux lignes séparées au niveau des deux extrémités de la plaque chromatographique :
I’'une se trouve a 2,5 cm de I'extrémité basse (ligne de dépét), et I'autre a 3,5 cm de
I’ extrémité haute (font de migration).

% CHOIX DE LA PHASE MOBILE (SYSTEME SOLVANTSAPPROPRIES):

On achoisi deux systemes de solvants :
1- toluene/acétone /acide formique : 60/60/10 (V/V/IV).
2- eau/méthanol/butanol/acide formique : 50/20/25/2 (VIVIV).

s+ DEPOT DESECHANTILLONS:
Le dépdt se fait linéairement de fagcon ponctuelle avec une micropipette du 10 pl

(Figure 33). Des échantillons de tous les extraits et des standards ont é&té déposés sur la

ligne basse de la plague chromatographique en respectant la méme concentration (10
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mg/ml) et le méme volume (10 pl), puis laissés sécher. Les témoins utilisés sont (la

qurcétine, larutine et I’ acide gallique).

Figure 33 : Dépbt des extraits sur le chromatographe.
< DEVELLOPEMENT DDESPLAQUES:

Les plaques sont placées dans la cuve de CCM, quand cette derniére est saturée en
vapeurs de solvant d’élution (Figure 34). Les différents constituants de |’ échantillon déposé

migrent avec des vitesses différentes.

Figure 34 : Développement chromatographique d’ une plaque.
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% VISUALISATION DESTACHES:

Apres I'éution, la plague chromatographique a été séchée a I'air libre puis
observée a la lumiére du jour et sous UV (250-300nm) dans une chambre noire. Une
révélation a la vanilline sulfurique a été effectuée par une simple pulvérisation puis un

chauffage 2 110° pendant 10 a15 min.

» MISE EN EVIDENCE DE L’'ACTIVITE ANTIOXYDANTE DU RADICAL
DPPH*ET ABTS™:

En utilisant le méme protocole de I’ analyse qualitative , les extraits ont été déposés sur
les chromatogrammes puis mis dans les cuve contenant |es mémes systémes de solvant
préalablement utilisés, ses dernieres ont été séchées puis pul vérisées avec une solution du
DPPH et ABTS pour lamise en évidence de |’ activité antioxydant des extraits.

I1.7-ETUDE STATISTIQUE :

Trois mesures ont été réalisées pour chagque échantillon analysé et les résultats ont été
exprimés sous la forme: moyenne + écartype. Des comparaisons statistiques ont été
effectuées en utilisant le teste ANOVA/MANOVA. Les différences ont éé considérées d étre

significative a a. = 0,05. Les valeurs des ICso ont été calculées en utilisant lelogiciel Origine 8.
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[11.1-RENDEMENT DE L'EXTRACTION :

Le rendement de |’ extraction varie en fonction de |’ espéce végétale, |’ organe utilisé dans
I’extraction, la taille des particules constituant la poudre de la plante, les conditions de
sechage, le contenu de chaque espece en métabolites et de la nature du solvant utilisé dans
I’ extraction ou fractionnement et de sa polarité (Chavan et al., 2000 ; Goli et al., 2004 ;
Mukhopadhyay et al., 2005).

Dans notre travail, afin d'obtenir des combinaisons phénoliques distinctes, une
extraction liquide-solide sélective a été realisée en utilisant plusieurs solvants de différentes
polarités, a savoir des solvants polaires : I'eau, I'éhanol et un solvant apolaire, le
chloroforme. Commencer |’ extraction par I’ é&hanol est intéressant car ce dernier représente un

solvant permettant la dissolution de la majorité des composés phénoliques (Cowan, 1999).

Une fois les extraits secs sont obtenus, le calcul des taux d’ extraction dans chague
étape a donné les résultats suivants (Tableau X) :

Tableau X : Lestaux d’ extraction des extraits d’ Eriobotrya japonica L.

Extrait Taux d’extraction (%)
Extrait éhanol desfeuilles 13,71
Extrait organique du chloroforme des feuilles 12,15
Extrait aqueux du chloroforme des feuilles 25,19
Extrait organigue d hexane des feuilles 4,37
Extrait aqueux d’ hexane des feuilles 34,42

Nous constatons que les extraits aqueux du chloroforme et d’ hexane ont donnés des taux
d’extraction les plus élevés par rapport aux extraits organiques. Cette différence peut étre
expliquée par la richesse des feuilles d’ Eriobotrya japonica L en composés phytochimiques

de polarité élevée, tels que les composés phénoliques.

La comparaison des taux d extraction de notre plante avec d’ autres études sont résumés
dans le tableau IX. Les résultats montrent des taux d’extractions obtenus par plusieurs
méthodes (solvants). D’ apres ces résultats nous pouvons constater que le taux d’ extraction
(41,56 mg +13,71%) des feuilles de notre plante est tres satisfai sant.
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Tableau X1 : Taux d extraction desfeuilles d’ Eriobotrya japonica L.

Solvants % d’extraction Reference
Eau, éthanol (50%), méthanol (80%) 23,7;10,7; 8,2 Jinetal. 2011
Eau 12,5 Kim et Shin, 2009
M éthanol 3,035 Chaet al., 2011
L’eau 4,46 Alshaker et al., 2011

[11.2-DOSAGE DES COMPOSES PHENOLIQUES:

11.2.1-DOSAGE DESPHENOLSTOTAUX:

Les composés phénoliques sont généralement solubles dans les solvants organiques

polaires et les solutions agueuses et peu solubles dans les solvants organiques apolaires
(Macheix et al., 2005).

Les teneurs en phénols totaux des extraits des feuilles d’'Eriobotrya japonica L,

exprimées en mg équivalent acide gallique /g d’ extrait sont représentés dans la Figure 35.
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Figure 35 : Teneurs en phénols totaux dans les extraits des feuilles d’ Eriobotrya japonica L.
(Ethanal : extrait brute ; Chlor : extrait organique du chloroforme ; Chlor Aq : extrait aqueux
du chloroforme ; Hex : extrait organique d' hexane ; Hex Aq : extrait agqueux d' hexane).




Les résultats du dosage montrent aussi que ce sont les extraits aqueux du chloroforme
(165,66 mg EAG/g d’extrait) et aqueux hexane (144,46 mg EAG/g d' extrait), qui ont donné
plus que les extraits organiques du chloroforme (94,66 mg EAG/g d extrait) et organique
d’ hexane (95,33 mg EAG/g d extrait). Cela semble évident étant donné que les polyphénols
sont des composes polaires grace a leur richesse en groupements hydroxyles, ce qui leur
confere une solubilité élevée dans les solvants polaires (chen et Ho, 2007).

Lateneur élevée en phénols totaux de I’ extrait éthanolique est peut-étre da au fait qu’il
est I’ extrait brut qui contient |a totalité des composés phénoliques.

Le taux en phénols totaux de I’extrait brut par rapport a un gramme de poudre est
de 35,96 mg EAG/g de poudre d’ Eriobotrya japonica L., ces taux nous permettent de classer
notre plantes d’'aprés une étude faite par Kahkonen et al., (1999), qui ont montré que la
guantité en phénols totaux varie beaucoup dans les plantes et sont classées de 0,2 a 155,3 mg
EAG/g de poudre. De ce fait Eriobotrya japonica L fait partie des plantes qui sont riches en

polyphénals.

1.2.2-DOSAGE DESFLAVONOIDES:

Les flavonoides sont des pigments naturels largement répandus chez les plantes.
(Martinez-Florez et al., 2002). Lafigure 36 illustre Le contenu en flavonoides des extraits de

Eriobotrya japonica L, exprimés en mg équivaent quercétine (EQ) /g d’ extrait.
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Figure 36 : Représentation graphique des teneurs en flavonoides des extraits des feuilles

d’Eriobotrya japonica L.
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Les résultats du dosage des flavonoides nous montrent que |’extrait des feuilles

d’Eriobotrya japonica L présente des teneurs élevées en flavonoides. On constate, d’ apres les
résultats obtenus, que le taux en flavonoides est considérable pour I'extrait aqueux du
chloroforme qui représente un taux de 13,17 + 1,27 mg EQ/g d’ extrait, et que I’ extrait aqueux
d’ hexane des feuilles représente un taux de 10,69 = 0,79 mg EQ/g d’ extrait, par rapport a
I’extrait organique du chloroforme et d’hexane qui présentent des taux faibles (< 2,34 mg
EQ/g d' extrait). Cette différence peut étre expliquée par le fait que les flavonoides sont des petit
mol écules tres solubles dans les solvants polaires et grace a leur teneur élevée en groupements
hydroxyles facilitent leur solubilisation dans les solvants polaires (Papagiannopoulos et
Galensa, 2005 ; Alshaker et al., 2011).

D’une maniére inattendu, les résultats montrent que I’ extrait éhanolique d’ Eriobotrya
japonica L a donné un taux faible de flavonoides (3,05+0,37 mg EQ /g d'extrait) en
comparaison a celui obtenu avec I’ extrait agueux du chloroforme. En conségquent, cela peut
étre expliqué au fait que les groupements réagissant avec le AIC13 ne soient pas disponibles
dans I’ extrait a cause de I’ encombrement stérique engendré par |es macromol écules lipidiques
(Azimova et al., 2011), et au fait qu'il se formerait des interactions intermoléculaires entre
eux mettant en ceuvre ces groupements révélateurs dans divers types de liaisons physico-
chimiques (Singleton et Rossi, 1965 ; Cicco et al., 2009).

11.2.3-DOSAGE DES TANINS CONDENSES:
Le contenu en tanins condensés des extraits des feuilles d Eriobotrya japonica L,
exprimé en mg équivalent catéchine /g d’ extrait est représenté dans I’ histogramme ci-dessous

(Figure 37) :
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Figure 37 : Représentation graphique des teneurs en pro anthocyanidines des extraits des
feuilles d’ Eriobotrya japonica L.

Les résultats obtenus du dosage des proanthocyanidines, nous laisse déduire gue notre
plante refléte un taux élevé en ces composes, ainsi les valeurs varient entre 183,77+1,76 et
12+1,53 mg équivalent catéchine/g d’ extrait. Cette teneur importante pourrait étre associée
au role des tanins dans la protection des plantes contre les organismes nuisibles (K athiresan,
2003).

Les résultats du dosage montrent également que le meilleur taux en proanthocyanidines
des feuilles d’ Eriobotrya japonica est enregistré avec I’ extrait éthanolique (183,77+1,76 mg
EC/g d extrait), cela semble évidant étant donné que le réactif révélateur (la vanilline) réagit

avec maximum d’ unité du polymere de proanthocyanidines.

En revanche, ce sont les extraits aqueux d’ hexane et du chloroforme qui ont donné des
teneurs plus élevées en proanthocyanidines (118.5 mg EC/g d'extrait ; 109.83 mg EC/g
d’extrait) par rapport aux extraits organiques correspandants, cela est peut étre di a la nature
biochimique des tanins condensés qui sont des polymeres riches en groupements hydroxyles

gui sont solubles dans les solvants polaires (Deschemaker, 2004 ; Gu et al., 2008).

ﬂ
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[1.3-ACTIVITE ANTIOXYDANTSD'ERIOBOTRYA JAPONICAL :

[1-3-1-L’ACTIVITE SCAVENGING DU RADICAL DPPH":

Lesrésultats de |’ activité anti-radicalaire, vis-a-vis du radical DPPH, des standards et des

extraits sont exprimés en pourcentage d’ inhibition et représentés ci-dessous (Figure 38) :
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Figure 38 : Activité scavenging du radical DPPH * des extraits d’ Eriobotrya japonica L et des
standards (BHA et I’ acide ascorbique).

Les standards employés présentent des pourcentages d’ inhibitions allant de 97.01% +
0.95% (A ascorbique) a 96.02% +1.33% (BHA) a 100pg/ml.

D’apres les résultats obtenus, nous constatons que tous les extraits d Eriobotrya
japonica L, ont exhibé une tres forte activité scavenging du radica DPPH* en comparaison
aux pourcentages d’inhibitions montrés par les standards utilisés. Cela serait di a la richesse
des feduilles de la plante en composés phénoliques riches en groupement OH donneur
d’ électrons et d’ hydrogénes (Jung., et al., 2009 ; Ojell et al., 2010).

On constate également, que les extraits organiques du chloroforme et d’hexane
d’eriobotrya japonica L, sont les plus efficaces (96,56% + 3,31% a 95.36% + 0%) par rapport
aux extraits aqueux. Cela s expliquerait par le fait que les extraits organiques seraient riches

en tannins hydrolysables (non mesurés), qui constituent des structures polycycliques d ou leur

ﬂ
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caractere légérement hydrophobe donc, se solubilisant dans les solvants organiques. Mais il

ne faut pas négliger le pourcentage d’inhibition des extraits aqueux qui constitue de puissants
agents antioxydants qu'’ils sont riches en phénols totaux, flavonoides et tanins condensé.

Une étude a été effectuée par Kim et al., (2011), ces derniers ont trouvé que I’ extrait
éthanolique d Eriobotrya japonica L, a inhibé la formation du radical DPPH* avec un
pourcentage d environ 40% a une concentration de 100ug/ml.

Néanmoins, il est a noter que les extraits organiques et aqueux du chloroforme et
d’ hexane des feuilles d’ Eriobotrya japonica L est positive ceci est di a la bonne corrélation
avec les teneurs en polyphénols totaux (R=0,67), les flavonoides (R=0,97) et les tannins

condensés (R= 0,53) (Annexe).

> DETERMINATION DESICso:

Le paramétre ICso (Concentration inhibitrice a 50%) ou ECso (Efficient concentration)
est défini comme étant la concentration du substrat qui entraine une perte de 50% de
I"activite. Les 1Cso de I'activité du DPPH sont inversement proportionnelles a |’ effet
scavenger dont les valeurs les plus faibles refletent un effet anti-radicalaire important
(Molyneux, 2004 ; Vilano et al., 2007).

D’ apres les résultats obtenus (Figure 39) qui présente |’ activité anti-radicalaire, vis-a-
vis du radical DPPH de I’ extrait organique du chloroforme et d’ hexane des feuilles, on déduit
gue I’ activité anti-radicalaire augmente en fonction de la concentration de I’ extrait, plus la

concentration est élevée plus le pourcentage d’ inhibition augmente.

Dans le cas de notre échantillon, I'lCso =114,91 pg/ml a I1Cs0=129,14 pg/ml,
respectivement avec |’ extrait organique du chloroforme et d’extrait organique d'hexane, qui
sont supérieure a celles des standards utilisés : la BHA et I'acide ascorbique qui ont

respectivement des 1Csp égales a 0.98 ug/ml et ICso=1,61 pug/ml (Figure).
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Figure 39 : Activité scavenging du radical Figure 40 : Activité scavenging du radical
DPPH’ adifférents concentration des extraits ~ du DPPH’ a différents concentration de
organique d’ Eriobotrya japonica L. I’ acide ascorbique et de laBHA.

11.3.2-L’ACTIVITE SCAVENGING DU RADICAL ABTS™:

Lesrésultats del’ activité anti-radicalaire, vis-a-vis du radical ABTS®", du standard et

des extraits sont exprimés en pourcentage d’inhibition et représentés dans lafigure 41 :
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Figure 41 : Activitéinhibitrice du radical ABTS ™" par les extraits d’ Eriobotrya japonica L et

de standard trol ox.
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D’ apres nos résultats, nous constatons que tous les extraits d’ Eriobotrya japonica L,
ont dévoailé une forte activité scavenging du radical ABTS*", allant de 12% + 6,22% a 66,88%

+ 1,58% comparativement au standard utilisé le trolox, qui a donné un pourcentage
d’inhibition de 86,09 % + 0,61 (a 100pg/ml)

Cependant, I’ extrait éthanolique d' Eriobotrya japonica L a donné en 53,89% + 0%
|égéerement inférieur a ceux des aqueux (66,88+1,58%), cela pourrait bien s expliquer par un
encombrement stérique en empéchant laréduction del’ ABTS par les groupements OH des
composes phénoliques.

On constate aussi que les extraits aqueux ont une activité légerement supérieure aux
extraits organiques, cela pourrait étre expliqué par le fait que notre plante contient des
composés phytochimiques riche en groupements OH et donc solubles dans les milieux
aqueux.

Néanmoins, il est a noter que I’extrait aqueux du chloroforme des feuilles d’ Eriobotrya
japonica L est supérieur a |’extrait organique, ceci est di a la bonne corréation avec les
teneurs en polyphénols totaux (R= 0,87), les flavonoides (R= 0,87) et les tannins condensés
(R=0,79) (annexe).

» DETERMINATION DESICso

Figure 42 : Activité inhibitrice du radical ABTS " a différentes concentration du standard

trolox.
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Figure 43 : Activitéinhibitrice du radical ABTS™* a différentes concentration d extrait
éthanol, d'extrait aqueux chloroforme et d’extrait aqueux hexane des feuilles d’ Eriobotrya
japonicalL.

D’ aprés ces figures, I’ activité scavenging du radical ABTSe+ est proportionnelle aux
concentrations des extraits, avec des | Cso indiquées dans e tableau N° VI, qui sont |égerement

supérieurs a celle du Trolox qui est de 50,18ug/ml (Figure 42).

Tableau XII : Les ICso de |’ extrait é&hanolique, extrait du chloroforme agqueux et d’ hexane
aqueux |’ extrait aqueux des feuilles Eriobotrya japonica L.

Extraits [Cso (ug/ml)
Ethanol 79,44
Aqueux du chloroforme 73,62
Aqueux d hexane 56,02
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[11.4-CARACTERISATION DES EXTRAITS DES FEUILLES

D’ERIOBOTRYA JAPONICAL :

Les différents extraits des feuilles d’ Eriobotrya japonica L ont éé soumis a des
chromatographies sur couche mince préliminaires pour pouvoir apporter un apercu sur la

nature des constituants que |’ on peut rencontrer chez cette espece.
+ LE PREMIERE SYSTEME DE SOLVANT (TOLUENE/ACETONE /ACIDE
FORMIQUE : 60/60/10; VIVIV) :

Le profil chromatographique des extraits alalumiéere du jour (Figure 44), nous permet
de constater que I’ extrait éthanolique a laissé apparaitre approximativement toutes les bandes
retrouvées dans les différents extraits, car I’extrait éhanolique contient la totalité des
COmposeés retrouveés dans les différentes fractions.

A noter également |’ apparition des spots correspondants aux trois standards utilisés

(quercetine, rutine et I’ acide galique).
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Figure 44 : Profil chromatographique des extraits des feuilles d Eriobotrya japonica L
réalisé a lumiére du jour. (1) : extrait é&hanolique; (2) : extrait organique du chloroforme;
(3) : extrait agueux du chloroforme; (4) : extrait organique d hexane; (5) : extrait aqueux
d’ hexane; (6) : quercétine; (7) : rutine; (8) ; acide gallique.
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La plague obtenue présente une bonne migration, par conséguent une bonne séparation
qui permet |’ analyse qualitative des composés phénoliques. Les taches sont bien distinctes et
montrent une richesse des feuilles en composes phénoliques.

On peut constater également la diversité et la richesse des extraits organiques par
rapport aux extraits agqueux.

D’apres la figure, on remarque que le spot de la quercétine est localiseé au méme
niveau que les spots jaunes des extraits organiques et de |’ extrait brut, ce qui nous laisse de

supposer que les feuilles d Eriobotrya japonica L sont riches en quercétine.

Le profil chromatographique sous UV (Figure 45), nous permet encore une fois de
constater que I’ extrait éthanolique contient le maximum de spots retrouvés dans les différents
extraits descendants.

1 2 3 4 5 6 7 8

Figure 45 : Observation sous UV de la plague chromatographique des extraits de feuilles

d Eriobotrya japonica L : (1) : extrait éthanolique F ; (2) : extrait organique du chloroforme F

; (3) : extrait agueux du chloroforme F ; (4) : extrait organique d’ hexane ; (5) : extrait aqueux
d hexane; (6) : quercétine; (7) rutine; (8) : acide gallique.

Les résultats de la CCM des extraits de la plante montrent  les rapports frontaux des

extrait organique sont éleve ce qui fait que leurs composés migre plus loin (entrainés par la

phase mobile qui est aussi de polarité réduite) et se trouvent au somment de la plague

chromatographique. Quant aux extraits aqueux leur migration n'est pas parfaite avec le

53



CHAPIIRE 111 RESULTATS ET RISCUSIONS

systeme utilise. En conséquent, ils ont tendance a s attacher et sadsorber a la phase

stationnaire qui est la silice (polarité élevée) ce qui fait que les composés n’ ont pas migré avec
la phase mobile et se trouvent ainsi au début de la plague chromatographique (Rf faible).

Ce chromatogramme révéle la présence de plusieurs bandes de différentes couleurs
correspondant a des composeés bien déterminés (Tableau X111).

Tableau X111 : Les couleurs des bandes des extraits sous UV et leur correspondance en
composeés phytochimiques (Akhanovna et al., 2012; Jork et al., 1994) :

couleurs Identification

- Oranges pale -Anthocyanidine 3,5 diglucoside.

-Blanc -Flavonols, flavonones, flavones.

-Roses -Anthocyanidine-3glucoside, Hydroxyflavonal.
-Roses foncé -Tanin, terpénes et triterpénes

Le profil chromatographique révélé par la vanilline sulfurique des extraits d’ Eriobotrya
japonica L (Figure 46) montre |a présence de taches viol ettes.

O OO
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Figure 46 : profil chromatographique de tous les extraits de feuilles et d' Eriobotrya japonica
L, pulvérisé avec lavanilline sulfurique. (1) : extrait éthanolique F ; (2) : extrait organique du
chloroforme F ; (3) : extrait agueux du chloroforme F ; (4) : extrait organique d hexane ;(5) :
extrait aqueux d hexane; (6) : quercétine ; (7) rutine; (8) : acide gallique.
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Ce chromatogramme montre |a présence de spots de différentes coul eurs correspondant

a des composés phytochimiques bien définis (Tableau X1V).

Tableau X1V : les couleurs des bandes des extraits aprés révélation avec la vanilline
sulfurique (Akhanovna et al., 2012 ; Jork et al., 1994) :

Couleur I dentification

- Gris -Acide gras.

- Violet -Terpenes, monterpenes, triterpenes.
-Bleu-vert -Terpenes.

Afin de bien séparer les composés des extraits agqueux, nous avons utilisé un autre systéme qui
est plus polaire.

+ LEDEIXIEME SYSTEME DE SOLVANT (EAU/METHANOL/BUTANOL
/ACIDE FORMIQUE 50/20/25/2 ; VIVIVIV) :

La chromatographie pour les extraits des feuilles alalumiére du jour représenté dans
lafigure 47 :

1 2 3 4 5 6 7 8

Figure 47: Profile chromatographique des extraits des feuilles d Eriobotrya japonica L
réalisé a lumiére du jour. (1) : extrait é&hanolique; (2) : extrait organique du chloroforme;
(3) : extrait agueux du chloroforme; (4) : extrait organique d hexane; (5) : extrait aqueux
d’ hexane; (6) : quercétine; (7) : rutine; (8) ; acide gallique.
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Le profil chromatographigue nous montre que [I'extrait éthanolique contient

approximativement toutes les bandes retrouveées dans | es différents extraits.

On peut constater également que la diversité et la richesse en composes

phytochimiques des extraits agueux en comparai son aux extraits organiques.

Il est a noter également que trois standards utilisés (quercetine, rutine et I’ acide galique)
comme molécules de référence.

D’ apres la figure 47, on remarque que le spot correspond a la rutine et a I’ acide
galique sont localisés aux mémes niveaux que les spots orange des extraits aqueux et de
I’ extrait brut, ce qui nous laisse supposer que les feuilles d' Eriobotrya japonica L sont riches
en rutine et en acide gallique.

Le profil chromatographique observé sous UV est présenté dans lafigure 48.

Figure 48 : Observation sous UV de la plague chromatographique des extraits de feuilles
d Eriobotrya japonica L.

Lafigure 49 montre que les extraits éthanoliques ont présenté presque toutes les
bandes retrouvées dans les différents extraits obtenus apres fractionnement liquide.
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Les résultats de la CCM des extraits de la plante avec un systeme d’ élution de polarité

élevé montrent une trés bonne séparation des composés contenant dans les extraits de la

plante.

Les extraits éthanoliques ont présenté presque toutes les bandes retrouveées dans les

différents extraits obtenus aprés fractionnement liquide.

Nous remarquons que les spots des extraits organiques se retrouvent en bas de la
plague chromatographique cela est évident étant donné que cet extrait contient des composés
de polarité réduite, ils ne sont pas entrainés en haut de la plague du fait que le gel de silice soit
hydrophile ainsi que la phase mobile utilisée. Par contre Les extraits agueux du chloroforme
et d’ hexane migrent en haut de la plaque car ils ont une grande affinité avec le gel de silice et

le systeme de solvant.

Nous remarguons aussi que de nouveaux spots sont apparus dans les extraits de la
plante et une meilleure séparation des composes a été obtenue. Différents composés obtenus
sont illustrés dans e tableau (XV).

Tableau XV : Les couleurs des bandes des extraits sous UV et leur correspondance en

composeés phytochimiques (Jork et al., 1994 ; Akhanovnaet al., 2012) :

Couleurs I dentification

-Oranges pale -Anthocyanidine 3,5diglucoside.

-Roses -Anthocyanidine-3glucoside, Hydroxyflavonal.
-Rose fonce -Tanin, terpénes et triterpénes

-Blanc -Flavonols, flavonones, flavones.
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Le profil chromatographique révélé par la vanilline sulfurique des extraits

d’ Eriobotrya japonica L (Figure 49) montre la présence de plusieurs taches viol ettes.

1 2 3 4 5 6 7 8

Figure 49 : profil chromatographique des extraits d’ Eriobotrya japonica L. pulvérisée avec le
DPPH (1) : extrait éthanolique F ; (2) : extrait organique du chloroforme F ; (3) : extrait
agueux du chloroforme F ; (4) : extrait organique d hexane ;(5) : extrait aqueux d hexane; (6)
: quercétine; (7) rutine; (8): acide gallique.

Nous constatons que le plus grand nombres de bandes se sont localisés au niveau des
extraits organique, ce qui pourrait supposer larichesse de notre plante en composes apolaires.
En outre, ce chromatogramme montre la présence de plusieurs spots de différentes couleurs
correspondant a des composés phytochimiques bien définis (Tableau XV1).

Tableau XV1 : les couleurs des bandes des extraits apres révélation avec lavanilline
sulfurique (Akhanovna et al., 2012).

Couleur I dentification
-Gris -Acide gras.

-Violet -Terpénes, monterpenes, triterpénes
-Maron -Cineol
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[11.42-CARACTERISATION DE L’ACTIVITE ANTIOXYDANT :

% LE PREMIERE SYSTEME DU SOLVANT (TOLUENE/ACETONE/ACIDE
FORMIQUE : 60/60/10 ; VIVIV) :

» CARACERISATION DE L’ACTIVITE SCAVEGING DU RADICAL DPPH":

La Figure 50 montre le chromatogramme des extraits de la plante apres
pulvérisation avec une solution de DPPH. Dans ce test, la réduction du radical DPPH" de

couleur violette peut étre visualisée par |” apparition de spots de couleur jaune.

1 2 3 4 5 6 7 8

Figure 50 : profil chromatographique des extraits d’ Eriobotrya japonica L. pulvérisée avec le
DPPH (1) : extrait éthanolique F ; (2) : extrait organique du chloroforme (3) : extrait agqueux
du chloroforme F ; (4) : extrait organique d hexane ;(5) : extrait aqueux d hexane ; (6) :
quercétine; (7) rutine; (8) : acide galique.

Une vue générale, nous permet de remarquer que les extraits d Eriobotrya japonica L
Ont une tres forte activité scavinging du radical DPPH. Ce qui explique I’ apparition de
plusieurs taches au niveau des extraits des feuilles.

D’ apres ces résultats, les extraits éthanoliques des feuilles qui ont laissé apparaitre le
maximum de bandes actives (jaunes), ceci serait évident étant donné que ¢’ est I extrait brut et

de cefait il constitue latotalité des extraits des feuilles.
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» CARACTERISATION DE L’ACTIVITE INHIBITRICE DU RADICAL

ABTS :
La figure 51 montre le chromatogramme des extraits des feuilles d Eriobotrya

japonica L apres pulvérisation avec une solution d' ABTS..

1 2 3 4 5 6 7 8

Figure 51 : profil chromatographique des extraits d' Eriobotrya japonica L, pulvérisée
avec I'ABTS: (1) : extrait éthanolique F ; (2) : extrait organique du chloroforme F ; (3) :
extrait agueux du chloroforme F ; (4) : extrait organique d hexane ;(5) : extrait aqueux
d hexane; (6) : quercétine; (7) rutine; (8) : acide gallique.

Le principe est basé sur la manifestation de |’ activité inhibitrice du radical ABTS par
la décoloration des spots actifs.

D’apres le profil chromatographique ci-dessus, nous observons la décoloration de
tous les spots des extraits des feuilles. Surtout |’ extrait éthanolique qui contient la totalité des
composes retrouves dans les différentes fractions et agqueux du chloroforme et d’ hexane cet
effet peut étre di alarichesse des feuilles d’ Eriobotrya japonica L par les composes chimique
tel que quercetine, tanins condense, qui s explique par la forte activité inhibitrice du radical
ABTS par cet extrait.
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+ LE DEUXIEME SYSTEME DE SOLVANT (EAU /METHANOL /BUTANOL
/IACIDE FORMIQUE 50/20/25/2 ; VIVINIV) :
» CARACTERISATION DE L'ACTIVITE SCAVENGING DU RADICAL
DPPH" :
Lafigure 52 montre le chromatogramme des extraits de la plante apres pul vérisation

avec une solution de DPPH".
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Figure 52 : profil chromatographique des extraits d' Eriobotrya japonica L. pulvérisée avec
le DPPH (1) : extrait éthanolique F ; (2) : extrait organique du chloroforme F ; (3) : extrait
aqueux du chloroforme F ; (4) : extrait organique d’ hexane ;(5) : extrait aqueux d’ hexane ; (6)

: quercétine ; (7) rutine ; (8) : acide gallique.

Nous remarquons que ce sont les extraits éthanoliques des feuilles qui ont laissé
apparaitre le maximum de bandes actives (jaunes), éant donné qu’ils constituent les extraits

bruts donc ils contiennent |a totalité des composés phénoliques.

6L



CHAPIIRE 111 RESULTATS ET RISCUSIONS

En outre, les extraits des feuilles ont montré une activité scavenging puissante ce qui

explique I’ apparition de plusieurs taches au niveau des extraits des feuilles.
» CARACTERISATION DE L’ACTIVITE INHIBITRICE DU RADICAL

ABTS':

D’ apres le profil chromatographique ci-dessous, nous observons la décoloration de tous
les spots des extraits des feuilles. Surtout I’extrait éthanolique qui contient la totalité des
composes retrouves dans les différentes fractions et aqueux du chloroforme et d’ hexane ce qui
s explique par laforte activité inhibitrice du radical ABTS par cet extrait.

1 2 3 4 5 6 7 8
Figure53: profil chromatographique des extraits d’ Eriobotrya japonica L, pul vérisée avec
I’ABTS : (1) : extrait é&hanolique F ; (2) : extrait organique du chloroforme F ; (3) : extrait
agueux du chloroforme F ; (4) : extrait organique d hexane ;(5) : extrait aqueux d hexane; (6)
: quercétine ; (7) rutine ; (8) : acide gallique.
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Finalement, d apres les deux systemes utilisés, on a pu identifier le maximum de

composes dans notre plante. On constate que les feuilles d’ Eriobotrya japonica L sont riches
en composeés de polarité élevée tels que les flavonoides (Flavonols, flavonones, flavones) et
en composés peu polaires tels que (Terpénes, monterpenes, triterpénes, tanin, anthocyanidine-
3glucoside, hydroxyflavonol) ainsi que des acides gras et des cineols, par comparaisons a des
études réalisées par Jung et al., (1999), Hideyuki et al., (2000), Louati et al., (2003),
Kawahara et al., (2002) et Chen €t Li., (2008) qui ont trouvé les memes constituants.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Eriobotrya japonica L est une plante tres répondue dans la zone méditerranéenne et vu son

utilisation locale comme plante médicinale, elle présente un grand intérét pharmacologique.

Notre étude réalisée sur les feuilles d’ Eriobotrya japonica L nous a permis d aboutir aux

résultats suivants :

>

Les taux d extraction obtenus montrent que I’ extrait éhanolique a donné un taux
d’ extraction important, ce qui montre la richesse des feuilles d’ Eriobotrya japonica L
en composés phytochimiques. En outre, ce sont les extraits agueux qui ont donné les
pourcentages d’extraction les plus éleves par rapport aux extraits organigques, cela
pourrait supposer la richesse de la plante en composeés phytochimiques polaires que

apolaires.

L’ évaluation du contenu en phénols totaux en adoptant la méthode de Folin-ciocalteu

arévélé des teneurs importantes en composés phénoliques par notre plante.

Les résultats des dosages des composés phénoliques montrent que les phases aqueuses
ont donné les teneurs les plus éevés en phénols totaux, pro-anthocyanidines et en
flavonoides, étant donné que les composes phénoliques sont riche en groupement

hydroxyle, ce qui leur confére un caractere hydrophile.

En ce qui concerne les activités anti-radicalaires, tous les extraits des feuilles de la
plante ont montré une forte activité scavenging du radical DPPH- et du radical ABTS**

a 100 pg/ml en comparaison avec les standards utilisés.

L’ analyse chromatographique des extraits des feuilles de notre plante a la lumiére du
jour, sous UV et avec la vanilline sulfuriqgue nous a permis d'identifier certains
composes phénoliques dont I'un corresponde a la quercétine, avec une éventuelle

présence des acides phénoliques et des flavonoides, des cinéoles et des terpene.

La caractérisation de I'activité antioxydante des extraits des feuilles d’ Eriobotrya
japonica L par chromatographie sur couche mince a confirmeé leur richesse en divers
composés doués d' une forte activité anti-radicalaire.
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> En fin, I'activité antioxydante peut étre attribuée a la présence des polyphénols dans

les extraits, les résultats indiquent une forte corrélation entre les activités
antioxydantes testées et les composés phénoliques supposant ainsi que les composés

phénoliques sont probablement responsabl es de cette activite.

Ce travail, méme général, nous permet de conclure que les extraits d Eriobotrya
japonica L constituent une source inestimable en divers composés phénoliques doués
d activité antioxydante, ce qui justifie leur utilisation en médecine traditionnelle. De
cefait, les résultats de la presente étude méritent d’ étre affinés et pour celail serait trés
intéressant d’aller plus loin en essayant de réaliser ces tests antioxydants in vivo afin
d étudier I’ efficacité et la toxicité des extraits ou des constituants biochimiques isolés,
aussi bien que de sinvestir dans d’ autres parties de la plante a savair, les fleurs, les

graines et |” écorce.
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Annexes

Annexe N°01 : Courbes d' étalonnage utilisées pour le calcul des teneurs en phénols totaux,
en flavonoides et en tannins.

Figure 01 : courbe d’ éaonnage avec I’ acide gallique pour le dosage des phénols totaux

(A =765 nm).

Figure 02 : courbe d’étalonnage avec la quercitrine pour le dosage des flavonoides (A=

430 nm).
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Figure 03 : courbe d’étalonnage avec la catéchine pour le dosage des tannins (A=500).



Annexe N° 2 : Courbe obtenues par I’ origine 8 utilisées pour le calcul des | Csyo.
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Figure 04 : Courbe pour le calcul del’ICso des extraits des feuilles d’ Eriobotrya Japonica
L dans I’ activité scavenging d ABTS™.
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Figure 05 : Courbe pour le calcul del’ICso de I’ extrait agueux de chloroforme des feuilles

d’ Eriobotrya Japonica L dans |’ activité scavenging o ABTS™.
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Figure 06 : Courbe pour le calcul del’ICso de I’ extrait aqueux d’ hexane des feuilles

d’ Eriobotrya Japonica L dans |’ activité scavenging o ABTS™.
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Figure 07 : Courbe pour le calcul del’1Cso de I’ extrait organique de chloroforme des

feuilles d’ Eriobotrya Japonica L dans |’ activité scavenging d DPPH".
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Figure 08 : Courbe pour le calcul del’1Cso de I’ extrait organique d’ hexane des feuilles

d’ Eriobotrya Japonica L dans |’ activité scavenging o DPPH’.



Annexe N° 03 : Courbe de corréation des différentes activités avec les teneurs en phénols

totaux, flavonoides et en tanins.

Figure 09 : Courbe de corrélation entre I’ activité scavenging du radical DPPH’et les
teneurs en phénols totaux des extraits des feuilles d’ Eriobotrya Japonica L.

Figure 10 : Courbe de corrélation entre |’ activité scavenging du radical DPPH’ et les
teneurs en flavonoides des extraits des feuilles d’ Eriobotrya Japonica L.



Figure 11 : Courbe de corrélation entre I’ activité scavenging du radical DPPH’et les

teneurs en proanthocyanidines des extraits des feuilles d’ Eriobotrya Japonica L.

Figure 12 : Courbe de corrélation entre |’ activité scavenging du radical ABTS et les
teneurs en phénols totaux des extraits des feuilles d’ Eriobotrya Japonica L.



Figure 13 : Courbe de corrélation entre |’ activité scavenging du radical ABTS et les

teneurs en flavonoides des extraits des feuilles d’ Eriobotrya Japonica L.

Figure 14 : Courbe de corrélation entre |’ activité scavenging du radical ABTS et les
teneurs en proanthocyanidines des extraits des feuilles d’ Eriobotrya Japonica L.



Résumé

Les antioxydants jouent un roéle fondamental dans I’ élimination de I’ excés toxique en espéces réactives
de I'oxygene a I'origine de diverses maladies dégénératives. Ainsi, I'exploitation des molécules végétales
naturelles serait trés bénéfique pour la santé humaine. Par conséquent, on c'est intéressé a I’évaluation de
I activité anti-oxydante des composés phénoliques extraits a partir d’ une plante médicinale locale, Eriobotrya
japonica L, et cela en faisant deux types de manipulations, aprés, bien évidemment, avoir obtenu les différents
extraits des feuilles de notre plante. D’ abord, on a effectué |e dosage des composés phénoliques (phénols totaux,
flavonoides, et tanins condensés) pour pouvoir faire une appréciation qualitative et quantitative ; puis, on est
passé a la mesure de I’ activité anti-oxydante des extraits en réalisant deux tests : I’ activité scavenging du radical
DPPH**, ABTS**. On a cléturé notre étude par le fractionnement et la caractérisation de I’ activité antioxydante
des extraits par chromatographie sur couche mince. Les résultats expérimentaux ont révélé que les extraits
d’ Eriobotrya japonica L ont été riches en phénols totaux (95.33 + 6.22 a179.2 + 2.66 mg EAG/g d' extrait) et en
tanins condensés (12+1.53 a 18377+1.76 mg EC/g d'extrait) et ont montré des teneurs appréciables en
flavonoide. Quant aux activités antioxydantes de la plante, les extraits ont été de trés bons scavengeurs du radical
DPPH® (I'lCs0 =114.91 pg/ml qui d’extrait organique du chloroforme et 1C5,=129.14 pg/ml d’extrait organique
d’ hexane). L’'activité ABTS** est forte (12% + 6.22% a 66.88% + 1.58%). Ces constatations nous laissent
imaginer des études plus poussées sur des extraits d’ une panoplie de plantes médicinales afin d’en bénéficier
d’ avantage.

Mot clé: Eriobotrya japonica L, radicaux libre, activité antioxydants, composés phénolique, CCM.

Abstract

The antioxidants play a basic role in the elimination of the toxic reactive oxygen species excess. Thus,
the exploitation of natural plant molecules will be very beneficial for the human health. Therefore, we were
interested by the evaluation of the anti-oxidant activity of the phenolic compounds extracted from our local
medicinal plant, Eriobotrya japonica L, and that by doing two types of manipulations, of course, after getting the
different plant leaves extracts. First, we quantified the phenolic compounds amounts (total phenolics, flavonoids,
and condensed tannins), in order to make a qualitative and a quantitative assessment. Then, we realized the anti-
oxidant activity assays such as : the DPPH® and ABTS** radical scavenging activity. Our study was fenced by
the fractionation and the characterization of the antioxidant activity of the extract. The experimental results
revealed that Eriobotrya japonica L extracts were rich in total phenolic (95.33 £ 6,22 2 179.2 + 2.66 mg EAGI/g
for extract), showed moderate levels of flavonoids and they exhibited significant levels of condensed tannins
(183.77+1.76 a 12+1.53 mg EC/g for extract) and they exhibited significant levels of flavonoids. As for the
antioxidant activities of the plant, the extracts were very good scavengers of radicals DPPH® (the ICs of the
leaves organics extract from chloroform (was114,91 pg/ml), and the leaves organics extract from hexane
(wasl129,14 pg/ml). whereas, the ABTS®*" activity very good (12% + 6,22% a 66,88% + 1,58%).These
observations lead us toward more studies in this field, so that we get more benefits from our local medicinal
plants.

Key words: Eriobotrya japonica L, free radicals, antioxidants, phenolic compounds, TLC.
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