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Introduction

Le stress oxydatif est une situation damgidde la production d’espéces réactives de
I'oxygéne (ERO ou ROS) et/ou d’espéces réactivdiadete (ERN ou RNS) est supérieure a
celle d’antioxydants (Bessada et al., 2015). Augeilit, il peut étre définie comme étant un
déséquilibre entre les défenses antioxydantes emesget la production d’ERO et/ou d’'ERN
(Kamdem et al., 2013). Ce déséquilibre joue un ilgortant dans I'apparition de maladies
inflammatoires, cardiovasculaires et neurodégéivéstdans le vieillissement, ainsi que dans
I'apparition de certains cancers (Bessada et @L5R D’ou, certains antioxydants sont utiles
afin de prévenir I'apparition des maladies génépsesdes radicaux libres (ERO et/ou ERN),
étant donné qu'’ils jouent un réle important dans Eimination (Udayaprakash et al., 2015).

De nombreux antioxydants synthétisés chiemgent sont trés efficaces. Cependant, ils
possédent des propriétés toxigues. Par contresaeposés naturels, tels que les flavonoides,
peuvent montrer une activité antioxydante signiiigaet une faible toxicité. Par conséquent,
I'extraction d’antioxydants a partir de sourcesunelles est un domaine de recherche trés
important (Sunil et al., 2014). En d’autres ternies,antioxydants extraits de plantes attirent
de plus en plus l'attention, puisque d’'une pastekercent une influence sur le stress oxydatif
grace a leur capacité de piéger des radicaux Jibtasautre part, ils permettent de remeédier a
I'effet toxique de certains antioxydants synthégisjutels que I'hydroxytoluéne butylé (BHT)
et I'hydroxyanisole butylé (BHA) (Udayaprakash kf 2015).

Dans le monde entier, la médecine la pluseane est celle qui utilise uniquement des
plantes pour le traitement de certaines plaiesaadies (Maamar Sameut et al., 2020). En
effet, les plantes médicinales sont utilisées def@s anciennes civilisations afin de remédier
a certains problémes de santé et/ou pour prévappdrition de certaines maladies. En plus,
en raison de leurs composés bioactifs naturelin@aflavonoides, huiles essentielles, ...), les
plantes médicinales continuent d’attirer I'attentabes chercheurs et peuvent étre considérées
comme étant de nouvelles sources d’agents théigpest(Landoulsi et al., 2018).

Eriobotrya japonica(loquat ou néflier du Japon) est un exemple datptamédicinales
comestibles, un arbre fruitier de la famille des&utes et source naturelle d’antioxydants (Fu
et al., 2019). Les feuilles du néflier du Japonterment des composés phénoliques qui
peuvent procurer une protection naturelle contee dfets négatifs du stress oxydatif et
montrer des effets pharmacologiques importants ¢gHenh al., 2008, Tan et al., 2017).

Effectivement, des polyphénols peuvent présenteefiet antiagrégant plaquettaire, anti-



allergenes et anti-thrombotique (Martin and Andséohaina, 2002). Par exemple, des
flavonoides peuvent procurer une protection vissade certains cancers (Kumar and Pandey,
2013). Tandis que, des acides phénoliques, telslefuacides férulique, chlorogénique et
caféique, peuvent montrer un effet antibactérientreo différentes souches ddsteria
monocytogene@Ven et al., 2003).

Les paragraphes précédents mettent tréemlant en évidence I'importance du théme de
ce modeste travail, c’est-a-dire, I'importance thvdluation de l'activité antioxydante des
extraits des feuilles &riobotrya japonica En effet, certaines études ont révélé d'impoesnt
activités biologiques des extraits des feuillesndtlier du Japon, en particulier, leur activité
antioxydante (Fu et al., 2019).

Ce modeste travail est divisé en deux chepil.e premier est consacré a des généralités
sur le néflier du Japon, les radicaux libres etlgsoxydants. Le second s’intéresse surtout a :

» L’extraction de composés phénoliques a partir deoladre fine de feuilles séchées du
néflier du Japon.

* La détermination des teneurs en phénols totauxneffawonoides des extraits des
feuilles séchées du néflier du Japon.

« L’évaluation de l'activité antioxydante des extsaites feuilles séchées du néflier du

Japon.
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Chapitre | : Généralités surEriobotrya japonica les radicaux libres et les

antioxydants

1. Généralités surEriobotrya japonica

1.1Historique

Eriobotrya japonicaest une plante a fleurs appelée biwa en japoiais €t al., 2014).
De cette appellation japonaise dérive son nom bdaci@r. Mais, dans les pays de langue
anglaise, c’est I'appellation chinoise de loquat gst surtout utilisée (Rivals and Assaf,
1977). Elle est aussi appelée le néflier du Jaeharbre fruitier a été naturalisé et cultivé au
Japon depuis plus de 1000 ans. Cependant, il gghare du sud-est de la Chine (Perea-
Moreno et al., 2020). En effet, il existait en Ghotepuis plus de 2 000 ans. Plus précisément,
les régions du sud-est du mont Gongga ainsi questgens basses et moyennes du Danube
peuvent étre considérées comme ses principalesnggl’origine. Quant a la région du
Yunnan, elle peut étre considérée comme sa regiongiche secondaire. Puis, il a été
introduit en France et en Angleterre. Effectiveméatnéflier du Guangdong a été introduit
dans le jardin national de Paris et dans les jarbdotaniques royaux de Kew en 1784 et en
1787, respectivement. Par la suite, il s’est prépdans des régions du bassin méditerranéen,
a savoir, Chypre, 'Espagne, la Turquie, la Gréttaie, la Tunisie, 'Egypte et I'Algérie. En
Californie et en Floride, il a été introduit entt867 et 1870 depuis le Japon et I'Europe,
respectivement. Alors qu’il aurait été introduitHawai par l'intermédiaire d'immigrants
chinois (Badenes et al., 2009).

1.2 Habitat

La famille des Rosaceae (Rosacées) regmep@lantes a noix, ligneuses, ornementales,
aromatiques, herbacées et fruitieres (a titre digle, 'amandier, le fraisier, le framboisier,
le pommier, le cerisier, le prunier, le pécheregpabirier). Elle contient environ 3 000 especes
et 100 genres. Des composes issus de certains fiest Rosacees, tel que I'acide ellagique,
ont le potentiel d’'induire I'apoptose de certaiseules cancéreuses et d’empécher ainsi leur
prolifération (Soundararajan et al., 2019).



Eriobotrya japonica(loquat ou le néflier du Japon) est un exemplene’plante de la
famille des Rosacées. C’est un petit arbre (ousaehdruitier avec des branches courtes. |l
s’adapte bien aux sols alcalins, acides, argil@fieux, sableux, lourds ou légers. Il pousse, a
températures modérées, dans des régions subtepi@aitre 20 et 35° de latitude au sud ou
au nord de I'équateur). Tandis qu’en climat maitipeut étre cultivé a 45° de latitude. Il se
propage rapidement dans des régions du bassinemédien. Il pousse aussi en Asie du
Sud-est, en Inde, au Venezuela, au Brésil, sumestagnes de I'Equateur, en Nouvelle-
Zélande, au Guatemala, en Azerbaidjan, au Mexigne(zéorgie, aux Indes orientales, au
Vietnam, au Laos, en Corée du Sud, au Chili, a Masear, au Pakistan, en Arménie, en
Argentine, au Népal, en Californie, en Australie@etAfrigue du Sud. En résumé, méme s'il
est originaire de Chine et il est cultivé depuisspile 2 000 ans dans des régions de la Chine,
il pousse aussi dans d’autres régions et il partafieellement avec les agrumes les mémes
zones environnementales (Al-Bachir and Koudsi, 2@2benes et al., 2009, Cha et al., 2011,
Delfanian et al., 2015, El-Dengawy, 2005, Kikuchiaé, 2014, Walali Loudyi and Skired;,
2003, Yin et al., 2021).

1.3Fruits

Le néflier du Japon fleurit au début deudri ou a la fin de I'automne. Ses fleurs et ses
jeunes fruits peuvent geler entre -3 et -5 °C. Auae peau duveteuse ou lisse, ses fruits
poussent en grappes et mdrissent au début dumpsteu a la fin de I'hiver. Leur couleur
peut étre rougeatre, orange ou jaune et leur fqreue étre arrondie (circulaire), ovale ou en
forme de poire. Leur pulpe peut étre sucrée, aigre< (Iégerement acide) ou acide et elle
peut étre de couleur orange, blanche ou jaune.r&mn la couleur et la qualité des fruits du
néflier du Japon est fonction de la variété cudtie¢ de la région ou ils poussent (Delfanian et
al., 2015, Ercisli et al., 2012, Walali Loudyi a8#iredj, 2003). Effectivement, au cours de la
maturité des fruits, un temps brumeux ou I'humiditéhosphérique peuvent avoir un impact
sur leur teneur en sucre (saveur). De plus, étamdilsles aux bralures du soleil, un été chaud
peut aussi influencer leur croissance, maturitfuatité (Walali Loudyi and Skiredj, 2003).

En Chine, le néflier du Japon est cultive glus de 100 000 hectares et sa production
annuelle peut atteindre 380 000 tonnes. D’ou, llm€peut étre considérée comme le premier
exportateur et producteur des fruits du néflieddpon (Ali et al., 2021). Ces fruits populaires
sont également utilisés en industrie alimentainar @ production de confitures et jus (Jing et

al., 2023). En outre, étant une source de terpénpitk flavonoides (composés phénoliques),
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de caroténoides et de vitamine C, ils constituemicdune source intéressante de composeés
phytochimiques qui pourraient jouer un réle impottan santé humaine (Sultan, 2018). En
plus des vitamines A et B et de leur valeur éneggét ils constituent aussi une source
intéressante de sucres, de fibres alimentairesuldstances minérales (minéraux) et de sels
(Ercisli et al., 2012, Sultan, 2018).

Certains auteurs ont rapporté que la canistit chimique d’un fruit du néflier du Japon,
en pourcentage (%) par rapport au poids fraisjJaesuivante : protéines (0.4 %), glucides
(10.6 %), lipides (0.5 %), eau (78 %), fibres (1062, autres composants (0.3 %) (Shahi-
Gharahlar et al., 2009). Alors que d’'autres onpaafe que 100 g du fruit du néflier du Japon
contiennent une teneur en cendre de 0.4 a 0.5questeurs apports nutritionnels sont les
suivants : eau (de 86.5 a 88.2 ml), énergie (da 488 kcal), flavonoides totaux (24.3 mg),
phénols totaux (33.6 mg), caroténoides totaux @#eal302Qug), sodium (1 mg), calcium (de
16 a 70 mg), phosphore (de 20 a 126 mgq), fer (@8 @.1.4 mg), magnésium (13 mg),
potassium (de 266 a 1216 mg), caroténe (h§R vitamine A (de 1528 a 2340 unités
internationales), vitamine C (de 1 a 3 mg), prasitde 0.43 a 1.4 g), matiere grasse (de 0.2 a
0.7 g), fibres alimentaires totales (de 0.8 a J,7glycides (de 9.6 a 43.3 g) (Pareek et al.,
2014).

1.4Graines

La proportion comestible d’'un fruit du néflidu Japon n’est pas trés inférieure a celle
des autres fruits, bien qu’on ait l'impression geéte proportion comestible est limitée, vu
gu’en générale un fruit du néflier du Japon contol 4 a 7 grosses graines (Kikuchi et al.,
2014). Ces derniéres sont utilisées comme un m@eicatraditionnel pour le traitement de
I'indigestion et de la toux. En outre, méme si ¢éligamer des noyaux des graines du néflier
du Japon les rend non-comestibles, ces noyaux gientraméliorer la fonction immunitaire
chez certains animaux, ils pourraient étre utilise@gr traiter I'némie ou un cedeme et ils sont
riches en glucides, en protéines, en acides gnaacides aminés et en amygdaline (Al-Bachir
and Koudsi, 2021). Ce dernier fait partie des losides cyanogenes et s’hydrolyse en
glucose, en benzaldéhyde et en acide cyanhydrifjuassociation avec certaines vitamines et
les graines de certains fruits (amandes ameresotd)r il est utilisé en médecine alternative
et conventionnelle comme une thérapie anticancérélspendant, étant donné que certaines
bactéries anaérobies présentes dans l'intestifaonapacité d’hydrolyser 'amygdaline en

cyanure d’hydrogene grace a I'enzyfglucosidase, et vu qu’a un certain niveau, le ayan
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d’hydrogéne peut causer une toxicité, il faut donaver le mode d’administration adéquat et
la dose optimale afin d’améliorer la capacité amta@reuse de 'amygdaline et, surtout, pour
remédier a la toxicité du cyanure d’hydrogene quistitue un obstacle pour ['utilisation

thérapeutique de 'amygdaline (Jaswal et al., 2018)

1.5Feuilles

Les feuilles du néflier du Japon sont péasies et étroites. Elles ont une couleur vert
foncé sur leur surface supérieure et plus clairdesu surface inférieure. Elles peuvent geler
a une température de -12 °C (Cha et al., 2011,abi@if et al., 2015, Walali Loudyi and
Skiredj, 2003). En bref, pour des raisons de coiteefacilité de collecte, les études sur les
activités pharmacologiques du néflier du Japonoseentrent surtout sur ses feuilles qui sont
constituées de divers composants bioactifs (XU.g2@12). En effet, elles sont constituées de
triterpenes, tels que les acides maslinique, upselioléanolique et corosolique qui pourraient
présenter d'importantes activités biologiques,eatitres, un effet antiviral (Taniguchi et al.,
2002, Li et al., 2017). A titre d’exemples, I'acideéanolique et I'acide ursolique (qui sont des
isomeres difficiles a séparer et toujours présemtanéme temps dans une méme plante)
pourraient montrer des effets antimicrobiens eipastbzoaires. L’acide oléanolique pourrait
montrer également des effets hépato-protectewasteticéreux (Xu et al., 2012). En plus des
triterpenes, elles sont constituées aussi de degggmes, de tanins, de flavonoides et d’huiles
essentielles (Taniguchi et al., 2002, Li et al.1 20 Par exemple, le p-cymeéne, le nérolidol,
I'a- et le-farnéséne, le linalol, le farnésol, le géranial; ket le B-pinéne figurent parmi les

huiles essentielles présentes dans le folnmbotryae(Chen and Li, 2008).

1.6 Activité biologique des feuilles

1.6.1 Effet antidiabétique

Certaines plantes peuvent présenter un affetiabétique, puisqu’elles constituent une
source slre de composés capables de remédierdgsienctionnements métaboliques liés au
diabéte. En d’autres termes, ces composés bioaetifgent étre utilisés comme compléments
a des médicaments antidiabétiques. Par exempldedidles du néflier du Japon constituent
une source de composés bioactifs (flavonoidesgaquthénoliques,...) qui peuvent montrer

un impact positif sur I'’hyperlipidémie et le diabefAutrement dit, un extrait des feuilles du
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néflier du Japon peut améliorer les niveaux sargydes lipides et du glucose (Khouya et al.,
2022). En plus, un glycoside de sesquiterpenesiexie feuilles séches du néflier du Japon a
montré un effet anti-hyperglycémiant significatifffectivement, les feuilles du néflier du

Japon pourraient constituer une source d’agenidialpétiques (Chen et al., 2008).

1.6.2 Effet anti-inflammatoire

Les feuilles Eriobotrya japonicacontiennent des triterpenes, a titre d’exemplaside
oléanolique et I'acide ursolique qui pourraientgamdter un effet anti-inflammatoire (Li et al.,
2017, Taniguchi et al., 2002, Xu et al., 2012).sRivécisémenEriobotrya japonicapourrait
montrer un puissant effet anti-inflammatoire, pusgles extraits des feuillesEdiobotrya
japonicaréeguleraient la synthese de cytokines pro-inflatomes, telles que I'interleukine 8,
le facteur de nécrose tumorale alpha et l'interile@il6 dans les mastocytes. lIs inhiberaient
également la phospholipase A2 pro-inflammatoirka etynthese de cytokines induite par des

lipopolysaccharides (Maher et al., 2015).

1.6.3 Effet antiasthmatique

Les métalloprotéinases matricielles constitwne famille d’enzymes protéolytiques qui
seraient impliquées dans l'inflammation et dangpérréactivité des voies respiratoires. Par
exemple, la métalloprotéinase-9 matricielle est aneyme protéolytique sécrétée par des
cellules inflammatoires impliquées dans I'asthnigiobotrya japonica pourrait réguler
négativement (atténuer) la réponse inflammatoires dlasthme allergique, vu que des extraits
des feuilles dEriobotrya japonicapourraient inhiber I'expression de la métalloprage-9
matricielle dans des cellules musculaires lissedadgachée et dans le liquide de lavage
bronchoalvéolaire. Effectivement, en Chine, lesliiesid’Eriobotrya japonica(contenant des
composés phytochimiques puissants, tels que désstah des flavonoides) sont utilisées
comme traitement de I'inflammation bronchique é¢slont considérées comme antitussifs

et anti-inflammatoires (Kim et al., 2020).

1.6.4 Effet antiprolifératif

Les feuilles Eriobotrya japonicacontiennent des triterpénes qui pourraient présemt

effet anti-tumoral (Taniguchi et al., 2002, Li &t 2017). En effet, ces triterpénes pourraient
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montrer un effet antiprolifératif contre des cadlsilimpliquées dans certains cancers, tels que
le cancer du cdlon, le cancer du col de I'utéressancer de I'estomac, le cancer colorectal et
le cancer du cerveau. Par exemple, I'acide corgpseliprovenant des feuillesktiobotrya
japonicapourraient induire 'apoptose et présenter ungans effet antiprolifératif contre des
lignées cellulaires responsables de la leucémie @tal., 2013). De plus, I'acide ursolique
peut exercer une cytotoxicité (un effet anti-tunijoves-a-vis de certaines cellules cancéreuses
(Xu et al., 2012). En outre, des oligomeres de yapitliines d'un extrait de feuilles du néflier
du Japon serait a l'origine de l'activité cytotoxegde cet extrait contre des tumeurs buccales.
En d’autres termes, cet extrait serait bénéfiqums da chimioprévention du cancer buccal (Ito
et al., 2000).

1.6.5 Effet antioxydant

Parmi les méthodes fréquemment utilisées dfévaluer la capacité de piégeage de
radicaux libres par des antioxydants présents di@ssextraits d’'une plante, il peut étre
mentionné des techniques de spectrométrie baséts migégeage des radicaux ABTE2,2-
azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic  acid)) et DPPH  (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl) (Sujarwo and Keim, 2019, Liu et,&016).

Des étudem vitro etin vivo ont démontré que des extraits du néflier du Jasuvent
présenter un fort effet antioxydant qui peut éttebaé a des composés phénoliques. En effet,
en tenant compte du test utilisé afin d’évaluerdpacité antioxydante en équivalent trolox et
celui utilisé pour déterminer le pouvoir réductémique, des feuilles du néflier du Japon ont
présenté un effet antioxydant plus élevé que addub4 autres plantes meédicinales chinoises.
Cependant, il devrait étre noté que I'environnententroissance et le patrimoine génétique
ont un impact sur I'effet antioxydant (c’est-a-daer la richesse des fruits du néflier du Japon
en antioxydants). Effectivement, les fruits d’urai@té cultivée en Chine ont montré un effet
antioxydant significativement différent de celusdeuits d’'une variété cultivée en Turquie. Il
devrait étre noté aussi que des caroténoides jenéran réle majeur dans l'effet antioxydant
lipophile et que certains composés phénoliquesspandraient aux contributeurs principaux

a I'effet antioxydant hydrophile (Liu et al., 2016)



2. Généralités sur les radicaux libres

2.1Remargues introductives

Les minéraux, les vitamines, les oligo-élatagles glucides, les lipides et les protéines
représentent les composants nutritionnels des aigre nutriments. Par oxydation, certains
nutriments permettent la production d’énergie (Kd@eRamonatxo, 2006). Autrement dit,
étant donné que I'oxygéne moléculaire est génématéaccepteur final d’électrons pour la
production d’énergie sous forme d’adénosine triphase (ATP) (Pietta, 2000), la production
d’ATP a partir de certains nutriments nécessitecdanprésence de I'oxygene moléculaire
(Koechlin-Ramonatxo, 2006). D’un autre c6té, legassus de respiration cellulaire permet au
dioxygene d’étre réduit en oxydant par phosphoigfabxydative des molécules organiques.
Plus précisément, pour qu’il soit réduit et pounmler naissance a deux molécules d’eau,
I'oxygéne moléculaire doit recevoir quatre électr@b quatre protons (réaction chimique 1).
Cependant, sa réduction se fait par étapes e@peuincompléete, vu qu’il est impossible qu'il
recoive quatre électrons et quatre protons a fa é& qui peut conduire a la création d'especes
réactives de I'oxygene (Costa et al., 2021). Erepatcause de la présence de 2 électrons non
appariés sur son orbite externe, la molécule d'érggpeut étre considérée comme un radical
(biradical) (Phaniendra et al., 2015). Heureusemestspins des deux €lectrons non appariés
sur la couche externe de I'oxygéne moléculaire pardlléles, ce qui lui confére une stabilité
relativement grande, c’est-a-dire que sa réactastdimitée (Koechlin-Ramonatxo, 2006).
O+4e” +4H" - 2H,0 (1) (Costa et al., 2021).

Un réducteur gagne un atome d’oxygene od perélectron et un proton (ion hydrogene
positif) au cours d’'une réaction d’oxydation, c-astlire que I'oxydation est le transfert
d’électrons d’un réducteur a un oxydant (PiettaQ@0Alors qu'un oxydant perd un atome
d’oxygene ou gagne un €électron et un proton auscduine réaction de réduction, c’est-a-dire
gu'une molécule oxydée se forme suite a la rédnctimne autre molécule et vice versa
(Costa et al., 2021). Par exemple, en cédant aesré@hs a d’'autres molécules, un radical
libre se comporte comme un réducteur. A linverse, captant des électrons dautres
molécules, il se comporte comme un oxydant (Tvrad@ #Benko, 2020). Cependant,
généralement les espéces réactives de I'oxygen® (@RROS) et les especes réactives de
'azote (ERN ou RNS) sont nommées pro-oxydants rydants et la réduction de ces

derniers par I'oxydation d’autres molécules désiggnpar le terme antioxydants peut étre



décrite comme une réaction d’oxydoréduction (redo¥st-a-dire que les antioxydants sont
considérés des réducteurs (Gholivand et al., 2R@niendra et al., 2015).

2.2 Définition

Un radical libre peut étre crée soit en gatiun électron a un atome ou a une molécule
neutre soit en enlevant un électron a un atome awne molécule neutre. Un clivage
homolytique de liaisons covalentes obtenu en atligpar exemple des radiations ionisantes,
la chaleur ou la lumiére ultraviolette comme souddénergie, peut aussi conduire a la
création de radicaux libres (Tvrda and Benko, 20HD) bref, un atome ou une molécule
ayant un ou plusieurs électrons célibataires suiosbite externe est appelé(e) un radical libre
(Phaniendra et al., 2015, Durand et al., 2013)d'RBatres termes, les atomes et les molécules
contenant au moins un électron non apparié sordglé@ppadicaux libres. Les radicaux libres
les plus importants en biologie sont les ERO eBEBN (Tvrda and Benko, 2020). On parle
d’ERO si I'électron non apparié est localisé swrhite externe d'un atome d’oxygene
(Durand et al., 2013). Tandis que, les ERN corredpot a des composés contenant un atome
d’azote (Doshi et al., 2012).

2.3Exemples

Comme exemples d'ERO et d’ERN, il peut &t I'anion superoxyde (02, le
monoxyde d’azote radicalairédNQ), I'anion peroxynitrite (ONOQ et le radical hydroxyle
(HO) (Huet and Duranteau, 2008).

2.3.1 Anion superoxyde

L’anion superoxyde peut résulter de la réidacde I'oxygene aprés action de certaines
enzymes, telles que la NADH-déshydrogénase, la NADRydase, la xanthine oxydase, la
cyclooxygénase et la lipooxygénase (Huet and Deeant2008, Phaniendra et al., 2015). Il
peut aussi étre formé de maniére non enzymatiquergaréaction d’auto-oxydation (réaction
chimique 2) ou par une réaction dans laquelle wcten est transféré a I'oxygene

moléculaire (réaction chimique 3).

o Fot2 réaction d’auto—oxydation
> e

Fet? + O," (2)
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transfert d'un électron

O, +e” O,” (3) (Phaniendra et al., 2015).

2.3.2 Monoxyde d’azote radicalaire

Le radical libre dont l'orbiteg contient un électron célibataire (non appariéyésenté
par un point sur I'atome d'azote est appelé le mgde d’'azote radicalaire ou I'oxyde
nitrique. A forte concentration, ce dernier agitrene une molécule de stress. Alors qu'a
faible concentration, il agit comme une moléculesdmal. En d’autres termes, sa fonction
dépend de son taux de production (Corpas, 2016).

L’expression constitutive d’oxyde nitriqugnghases (ONS) au niveau de I'endothélium
correspond a la source habituelle du monoxyde tkaradicalaire. Tandis que, dans un état
inflammatoire, I'expression inductible d’'ONS au @au des cellules des muscles lisses et des
macrophages peut étre la cause d’'une productioariante de monoxyde d’azote radicalaire
(Huet and Duranteau, 2008).

En effet, grace aux ONS, le monoxyde d’'azaf#icalaire peut étre synthétisé a partir
d’'une molécule d’oxygene et d’'un atome d’azote adical guanidium de l'acide aminé L-
arginine. Plus précisément, les ONS catalysendftwylation d’'un atome d’azote terminal
du groupement guanidine du résidu L-arginine, ceegtraine la formation d'un résidu L-
arginine modifié instable qui donnera naissancemamoxyde d'azote radicalaire et a L-

citrulline (réaction chimique 4) (Phaniendra et 2015, Beaudeux et al., 2006).

ONS
L-arginine + NADPH + @— NADP* +'NO + L-citrulline (4) (Phaniendra et al., 2015).
2.3.3 Anion peroxynitrite

L’interaction entre I'anion superoxyde etn@noxyde d’azote radicalaire peut donner
naissance a l'anion peroxynitrite (Huet and Duranfe2008). Ce dernier peut se protoner
pour donner naissance a l'acide conjugué du peroign(l'acide peroxynitreux) qui est une
espéce instable se décomposant spontanément eydeidiazote radicalaire NO,) et en
radical hydroxyle (réaction chimique 5). Ces deadicaux libres et/ou I'acide peroxynitreux
(ONOOH) peuvent initier la peroxidation lipidique absence de fer (Radi et al., 1991). En
résume, I'anion peroxynitrite est une espéce haemémeéactive qui pourrait jouer un role

important dans la peroxidation lipidique (Huet &hdranteau, 2008).
H
0,™ +'NO - ONOO <> ONOOH—'NO, + HO  (5) (Radi et al., 1991).
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2.3.4 Radical hydroxyle

Réagissant de maniére non sélective et eamdt avec la plupart des sites riches en
électrons des composés organiques, le radical Ryldr@st une espéce électrophile réactive
et un oxydant puissant (Minakata et al., 2009)pdut causer de graves dommages aux
cellules en réagissant avec l'acide désoxyribongeée(ADN), des glucides, des protéines et
des lipides. C’est un radical libre hautement iéagti peut réagir aussi avec des molécules
inorganiques. Il correspond a la forme neutre driéin hydroxyleet il peut étre formé dans
des conditions de stress suite un excés de I'asuperoxyde qui cause la libération du fer
(Fe?*) de la ferritine (une protéine intracellulaire auiocke le fer). Ce fer libéré (libre) va
réagir avec le peroxyde d’hydrogene pour donnessaaice au radical hydroxyle et a I'anion
hydroxyle ([OH]) (réaction chimique 6). Ces derniers peuvent aéissi formés suite a une
réaction entre le peroxyde d’hydrogéne@g) et I'anion superoxyde (réaction chimique 7)
(Phaniendra et al., 2015).

réaction de Fenton

Fe?t + H,0, Fe3t + HO + [OH]” (6)

réaction de Haber-Weiss

0, + H0O, O, + HO +[OH]™ (7) (Phaniendra et al., 2015).

2.4Impact du stress oxydant

Une bonne régulation de I'état redox d’'usbute reflete un équilibre entre la production
d’antioxydants et celle de pro-oxydants. En d’aitiermes, un retour rapide a un équilibre
redox d’'une cellule apparait lorsqu’il y a une protibn suffisante d’antioxydants en réponse
a une production de courte durée et faible de pyokants. A l'inverse, un stress oxydant peut
étre définie comme étant le résultat d’un désdupeilentre la production d’antioxydants et
celle de pro-oxydants. Une telle situation appdm#qu’il y a une production insuffisante
d’antioxydants en réponse a une production proleregéntense de pro-oxydants (Durand et
al., 2013).

Les ERO peuvent montrer un impact positif Ifvoméostasie cellulaire et sur certaines
voies de signalisation cellulaire (Huet and Durante2008). Mais, une production excessive
d’ERO cause un stress oxydatif qui peut endommdggmmolécules biologiques. En effet, a
cause de son instabilité et de sa grande reactivaén de devenir plus stable, un radical libre

peut capter des électrons d’une molécule biologiQwtte derniére perd ses électrons suite a
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I'attaque du radical libre et devient ainsi un cadlilibre, ce qui peut déclencher une cascade
de réactions qui peut endommager la cellule (Phdrnéeet al., 2015).

Certains radicaux libres peuvent jouer unbi® réle, c’est-a-dire qu’ils peuvent étre
bénéfiques ou délétéres, puisqu'a des concentsafamibles ou modérées, ils peuvent étre
impliqués dans la défense contre des agents iategtidans des systémes de signalisation
cellulaire, dans la production d’énergie et danschaissance cellulaire. Alors qu'a une
concentration excessive, ils peuvent entraineitn@ss oxydatif qui peut endommager 'ADN,
I'acide ribonucléique (ARN), des protéines et dpglés, ce qui peut engendrer I'apparition
de diverses pathologies (Sen et al., 2010). Enméswn radical libre est un produit du
métabolisme cellulaire normal. Mais, étant un éieetrophile contenant au moins un électron
non apparié (c’est-a-dire qu’en raison du nombneaiimd’électrons sur son orbite externe), il
est généralement instable et tres réactif et it pgaquer des sites nucléophiles possédant une
densité électronique élevée, tels que des commmsdsnant une double liaison (acide gras
polyinsaturé, phospholipide) ou un atome d’azotet§ine, acide nucléique) (Durand et al.,
2013, Phaniendra et al., 2015, Tvrda and Benkd)202

2.4.1 Peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique conduit a la foima d’un radical peroxyle suite a l'attaque
des acides gras polyinsaturés des lipides pardieaiahydroxyle. Effectivement, ce dernier
forme un radical diéne conjugué (qui sera oxyddéaglical peroxyle) en arrachant un atome
d’hydrogéne d’'un carbone localisé entre deux daubdésons. Il en résulte une réaction en
chaine, vu qu’au contact d’autres acides gras pséyurés, le radical peroxyle se convertit en
peroxyde qui a son tour donne naissance a un nouadgal diene conjugué (Favier, 2003).

L’attaque par le radical hydroxyle peut tioeic des phospholipides membranaires et/ou
des lipoprotéines circulantes. Dans le premier tadfuidité membranaire pourrait étre
modifiée, ce qui pourrait entrainer un dysfonctiement de certains transporteurs et
récepteurs membranaires, ainsi que celui de lssdrartion de certains signaux. Dans le
second cas, il pourrait y avoir formation de lipuipines de basse densité oxydées, ce qui
pourraient contribuer a l'apparition de maladiesdmasculaires, car ces lipoprotéines
oxydées pourraient contribuer a la formation dgsotglipidiques de la plague d’athérome
(Favier, 2003).
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2.4.2 Oxydation des protéines

Certaines pertes d’activités enzymatiquefouetcertains changements structurels
pourraient se produire suite a I'attaque de pretepar des ERO et/ou des ERN (Pham-Huy
et al.,, 2008). Plus précisément, les protéinesestdnzymes contenant un groupe —SH
(sulfhydryle) sont remarquablement sensibles aattesjues par des ERO et/ou des ERN, ce
qui pourrait entrainer leur inactivation par oxydatet la perte de leur fonction biologique,
vu gque la modification de ces protéines par oxyahagiourrait augmenter leur hydrophobicité.
Ces protéines pourraient alors former, autour et/Bintérieur de certaines cellules, des amas
qui, associés avec certains lipides, pourraienhdonaissance a des dép6ts de lipofuschines

apparaissant chez des personnes agées (Faviej, 2003

2.4.3 Oxydation de 'ADN

L’anion superoxyde et le radical hydroxykupent interagir avec les bases azotées et le
désoxyribose d’'une molécule d’ADN induisant aines désions au niveau de cette molécule
d’ADN (Koechlin-Ramonatxo, 2006). Par exemple,ddical hydroxyle pourrait contribuer a
I'apparition de cassures au niveau d’'une moléciA®N double-brin, ainsi qu’'a la formation
de pontages ADN-protéine. En outre, le stress axydaurrait entrainer une modification de
certaines bases azotées sensibles a I'oxydatidamnaent la guanine. Il pourrait également
créer un site abasique en attaquant la liaisoroglgque entre le sucre (désoxyribose) et une
base azotée, ou bien créer une bréche au niveae aholécule d’ADN simple-brin en
attaquant le désoxyribose (Favier, 2003). Enfinpéxoxydation lipidique pourrait aussi
contribuer a I'apparition d'un adduit a 'ADN qustun complexe formé suite a la fixation
d’'une espéce réactive sur un site situé au nivamednolécule d’ADN. Par exemple, un
adduit de type guanine-dialdéhyde malonique. Ceidepourrait résulter de la dégradation
des peroxydes provenant de la peroxydation lipeli¢@uichardant et al., 2006, Wiencke,
2002, Favier, 2003).

Pour récapituler, le stress oxydatif podrrétre impliqué dans le processus du
vieillissement, il pourrait contribuer a l'appaoiti de maladies neurodégénératives,
cardiovasculaires et auto-immunes et il pourraitejoun réle dans le développement de
I'arthrite et de certains cancers. En effet, I'ippdflation de certaines bases azotées de ’'ADN
pourrait jouer un réle dans la cancérogenese erifiantda transcription normale de certains

genes. En bref, les radicaux libres pourraient exades Iésions au niveau des molécules
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d’ADN qui pourraient contribuer a linitiation etuadéveloppement de certains cancers
(Pham-Huy et al., 2008). Autrement dit, & long teroes Iésions pourraient étre a l'origine de

I'apparition de certaines mutations (Koechlin-Ratan, 2006).

3. Geénéralités sur les antioxydants

3.1 Définition

Un antioxydant est un composé chimique iéqot permet aux cellules vivantes d’éviter
les effets nocifs des radicaux libres (Karak, 2029Jaible concentration relativement a celle
d’'une substance oxydable, il est capable d’empéahate retarder de facon importante son
oxydation, c’est-a-dire qu’il est qui est capabliatdber I'apparition d’'une Iésion oxydative

sur une substance oxydable (Halliwell and Guttezid®95).

3.2Exemples

Les antioxydants peuvent étre enzymatiqeeperoxyde dismutase (SOD), catalase,
glutathion peroxydases, ...) ou hon enzymatiquearfvite C (acide ascorbique), vitamine E,
caroténoides, flavonoides, tanins, acides phéresiqu.). lls peuvent étre retrouvés dans les
oléagineux, les noix, le thé, les fruits, le cafdes légumes a feuilles vertes. Méme a des
concentrations relativement faibles, ils ont legntiel d’inhiber le stress oxydatif et de
prévenir I'apparition de certains problemes de &anméls que des dysfonctionnements
cérébraux, I'hypertension, la cataracte, l'athélgrsse, certains cancers, linsuffisance
cardiaque, des maladies artérielles et coronargerire plus, ils pourraient jouer un réle dans
la protection de la stabilité membranaire (en pnéwe la formation de radicaux libres ou en
les piégeant), dans la stimulation du systéme initmoe (par I'augmentation de la
production d’immunoglobulines et de cytokines etfar 'amélioration de la prolifération
des lymphocytes T apres une infection), ainsi qaesde ralentissement du processus de

vieillissement (Verma and Mishra, 2014).

3.2.1 Superoxyde dismutase

La SOD est une métalloenzyme endogene dugsain d’'un cofacteur métallique afin

d’étre active. Il peut étre distingué trois typesS0Ds : la cuivre/zinc-SOD, la fer-SOD et la
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manganese-SOD, puisque la SOD peut se lier avedivee, le zinc, le fer et le manganese.
C’est un antioxydant de détoxification puissantattribue a la diminution de la dangerosité
de l'anion superoxyde en catalysant la dismutatier?2 molécules de I'anion superoxyde en
oxygene moléculaire et en peroxyde d’hydrogeneodgno and Akinloye, 2018). Autrement
dit, en I'absence d’oxyde nitrique, la SOD peutgsfarmer rapidement I'anion superoxyde en
une espeéce plus stable, le peroxyde d’hydrogénet(&hd Duranteau, 2008), c’est-a-dire que
ce dernier peut ne pas étre considéré comme ucatdithre. Mais, méme s'’il n’a pas un effet
direct sur 'ADN, il peut étre impliqué dans la draction d’un radical hydroxyle et étre ainsi
impliqué indirectement dans certaines lésions (Rimana et al., 2015). Effectivement, selon
la quantité produite en anion superoxyde et enxyeld’hydrogene et lors d’un déséquilibre
entre la production d’antioxydants et celle de pxgdants, le peroxyde d’hydrogéne peut se
transformer en radical hydroxyle soit par la réactile Haber-Weiss (réaction chimique 8) ou
celle de Fenton (réaction chimique 9) et étre ampliqué indirectement dans I'apparition de
certaines lésions au niveau des molécules d’ADbtémues, et lipidiques (en déclenchant la
peroxydation lipidique), étant donné qu’en préseatio@ métal de transition (cuivre, fer, ...),
le radical hydroxyle (produit suite a la transfotima du peroxyde d’hydrogéne) peut étre trés

réactif a I'égard des lipides membranaires.

._réaction de Haber—Weiss

H,O, + O, HO +[OH]” + O, (8)

réaction de Fenton

H,O, + Fe?* HO' + [OH]™ +Fe3* (9) (Huet and Duranteau, 2008).

D’autre part, a une concentration relativetnidevé, le peroxyde d’hydrogéne peut étre

impliqué dans l'inactivation de certaines enzynmsjt un rble important dans la production
d’énergie cellulaire, comme la glycéraldéhyde-3gqpi@mte déshydrogénase. Cependant, il
peut étre éliminé par certaines enzymes antioxgdanelles que la catalase et la glutathion
peroxydase (Phaniendra et al., 2015).

3.2.2 Catalase

La catalase est un tétramere formé de qsatis-unités de 60 kilo-Daltons et de quatre
molécules d’heme. Il s’agit d’'une oxydoréductaseisgu’elle catalyse la conversion du

peroxyde d’hydrogene en eau et en oxygene (réactiomque 10).

catalase

2 HO,—— 2 HO + O, (10) (Kirkman and Gaetani, 1984).
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3.2.3 Glutathion peroxydase

En utilisant le glutathion réduit (GSH) comndonneur d’électrons, une glutathion
peroxydase est une enzyme qui catalyse la réduchiorperoxyde d’hydrogéne en eau
(réaction chimique 11) ou bien la réduction d'undtoperoxyde (R-O-OH) en alcool
correspondant et en eau (réaction chimique 12).

glutathion peroxydase

H,0, + 2 GSH GS-SG +2 KO (11) (Margis et al., 2008).

lutathion peroxydase

R-O-OH + 2 GSH: GS-SG + R-OH + bD  (12)

3.2.4 Acide ascorbique

En présence d’ions métalliques et/ou a delefa concentrations, I'acide ascorbique
(vitamine C) pourrait agir comme un pro-oxydantaenéliorant I'activité des ERO. Mais, a
des concentrations éleveées, il se comporte comnantioxydant, soit en régénérant d’'autres
systémes antioxydants, soit en piégeant I'oxygénguket, le radical hydroxyle et/ou des
peroxydes lipidiques dont le piégeage pourraitdomér a I'induction de I'apoptose (Griffiths
and Lunec, 2001). En effet, en plus de son réles dmprévention de I'apparition de maladies
causées par une carence en vitamine C, il powausii jouer un role dans la réduction du
risque du développement de certains cancers egrtirees maladies chroniques, notamment
des maladies cardiagues. D’ou, une consommatiotidigrene de légumes et de fruits frais
est essentielle pour garantir un apport suffisantvigamine C (Vissers et al., 2013). En
résume, le stress oxydatif peut étre réduit pacid@ ascorbique qui est un antioxydant
puissant (Wani et al., 2021).

3.2.5 Vitamine E

En tant gu'un antioxydant liposoluble puigtsda vitamine E pourrait montrer un impact
positif contre des troubles de la reproduction.dirs, en empéchant I'auto-oxydation des
acides gras polyinsaturés et en piégeant les ER® lda membranes cellulaires, elle pourrait
jouer un réle dans la protection des membraneslagts d’une attaque par des ERO (Mohd
Mutalip et al., 2018).
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3.2.6 Caroténoides

Le terme caroténe a été proposeé par Waclenen 1831 pour décrire un pigment qu’il
avait extrait des racines des carottes. Alors dgienot xanthophylle a été proposé par
Berzelius en 1837 pour décrire un pigment de coujeune qu’il avait isolé a partir de
feuilles sénescentes. Mais, a cause du lien chienigu existe entre les xanthophylles et les
carotenes, Tswett a proposé en 1911 le terme caide afin de regrouper ces deux types de
composes dans une méme classe de pigments. LédSnmides peuvent jouer un role dans la
protection contre les effets négatifs de I'oxygémmeyulet et des radicaux produits par photo-
oxydation (Armstrong and Hearst, 1996).

L’activité antioxydante de certains carotiéles (qui a été demontrée vivo etin vitro)
attire I'attention, puisque qu’elle pourrait entrai I'élimination de certains radicaux libres
(oxydants) impliqués dans certains processus pagltples. Cependant, vu qu'ils contiennent
un nombre relativement significatif de doublesskais conjuguées, ils devraient étre trés
sensibles a des attaques par certains radicaesibe qui peut leur conférer un caractére pro-
oxydant. Autrement dit, ils peuvent se comportdt somme antioxydants ou bien comme
pro-oxydants, en fonction surtout des conditionssdasquelles ils agissent (Palozza, 1998).
Plus précisément, la capacité de certains caratéaai’étre des antioxydants efficaces, en
piégeant 'oxygéne singulet et d’autres radicalxels, dépondrait de leur structure de base
qui consiste en un squelette polyéne contenanséne de doubles liaisons conjuguées, étant
donné que certains changements dans leur squetdyne (notamment un changement dans
le nombre de doubles liaisons conjuguées), pelutein€er leur activité antioxydante (Young
and Lowe, 2018).

3.2.7 Composés phénoliques

Présents dans différents aliments et bosssobase de plantes et comprenant un groupe
de molécules dont la structure est relativemenpleEmle groupe des polyphénols et des
polyméres dérivés des deux précédents groupespieposés phénoliques représentent une
large classe de métabolites secondaires présentamt grande diversité de structures
(Cheynier, 2012).

Un cycle phénolique (sous-unité phénoliquegmupe phénol) est un cycle aromatique
sur lequel est attaché au moins un groupe hydraxy®dH) (Robbins, 2003). Sur la base du
nombre de cycles phénoliques, les composés phéesligeuvent étre divisés en phénols
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simples et en polyphénols. Par exemple, les flaid@socontiennent deux cycles phénoliques
ou plus. Tandis que, les tanins contiennent au snoais cycles phénoliques (Robbins, 2003).
En d’autres termes, méme si le nom de composé phees est souvent utilisé comme un
synonyme du terme polyphénols, ce dernier devtest réservé aux métabolites secondaires
portant au moins deux cycles phénoliques et neeoant dans leur structure de base aucun
groupe fonctionnel a base d'azote (Cheynier, 20Raur résumer, la structure chimique des
composeés phénoliques (lignanes, stilbenes, aciténotiques, flavonoides, tanins, ...)
contient un ou plusieurs groupes hydroxyles avemains un cycle aromatique (Zhang et al.,
2022).

Certaines études ont révélé qu'il existe goerélation inverse entre l'incidence de
certains problemes de santé (diabete, obésitéecamaladies cardiovasculaires, ...) et un
régime alimentaire riche en légumes et en fruitsla(peut-étre di a la présence dans les
légumes et les fruits de certains composés phéredigntioxydants qui pourraient engendrer
des effets positifs sur la santé en piégeant eherrralisant les effets négatifs des ERO
partiellement responsables de l'incidence de certamaladies (De la Rosa et al., 2019). En
d’autres termes, certains composés phénoliquesretfet antioxydant et jouent ainsi un role
dans la prévention de l'apparition de patholog@ssées par le stress oxydatif (Zhang et al.,
2022).

3.2.7.1Flavonoides

Un squelette de quinze atomes de carbog€{C;s désigné par A, C et B) constitue la
structure chimique de base des flavonoides. Cetietsre contient deux cycles benzéniques
(aromatiques : A et B) reliés par trois atomesatbane formant un hétérocycle contenant un
atome d’oxygene (cycle pyrane : C) (Karak, 2019). dtructure chimique des flavonoides
présente des différences dans la stéréochimieatberes asymétriques du cycle C ainsi que
dans le nombre de groupes hydroxyles sur les cykles B (Santos-Buelga and Scalbert,
2000). En bref, trois cycles composés de 15 atateesarbone forment le noyau flavan qui
constitue la structure de base des flavonoide#tdPR2000). Ces derniers se classent parmi les
meilleurs composés phytochimiques agissant comriexgdants, tel que I'arrangement des
groupes fonctionnels dans leur noyau flavan a ymaghsur leur effet antioxydant (Karak,
2019). Plus précisément, leur effet antioxydantt @dxe attribué a leurs groupes hydroxyles
fonctionnels capables de chélater des ions méiabigu de piéger des radicaux libres, ce qui

devrait prévenir le stress oxydatif et la génératle radicaux libres qui peuvent endommager
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des molécules biologiques et étre a I'origine deparition de certaines maladies (Tiwari and
Husain, 2017). En d’autres termes, l'effet protectdes flavonoides peut étre attribué a leur
capacité a chélater des ions métalliques, a tramsties électrons a des radicaux libres, a

inhiber des oxydases et a activer des enzymesxgdtates (Alzand and Mohamed, 2012).

3.2.7.2Tanins

Les flavan-3-ols figurent parmi les polypbEnles plus bioactifs et sont abondants dans
notre alimentation. lls peuvent étre sous forme onoérique, oligomérique ou polymérique
correspondant aux proanthocyanidines ou tanins esm@$ (Monagas et al., 2010). Ces
derniers sont des flavonoides complexes, étantedguae I'unité flavan-3-ol a le squelette
typique des flavonoides §C3-Cs) (Santos-Buelga and Scalbert, 2000). En plus deing
condenseés, les tanins comprennent aussi le groepdadins hydrolysables (contenant les
ellagitanins et les gallotanins), le groupe destanomplexes (constitués de deux fractions :
tanins hydrolysables et flavonoides), et enfinrteuge de composeés présents dans les algues :
les phlorotanins (Ky et al., 2016).

Les aliments contenant des proanthocyarsdpgeivent étre considérés comme aliments
fonctionnels, puisque ces composés phénoliqueemer® diverses activités biologiques,
notamment un effet antioxydant (Ashok and Upadhy&fd 2, Monagas et al., 2010). En
effet, la capacité des tanins a piéger des radithres en leur cédant des électrons permet la
formation de structures radicalaires plus stablesneins nocives. Plus précisément, le
piégeage de radicaux libres, l'inhibition d’enzynps-oxydantes et la chélation de métaux
de transition correspondent aux méecanismes dedaaldeffet antioxydant des tanins. En bref,
les tanins peuvent jouer un réle important dansriésanismes de la défense antioxydante.
D’autre part, il est intéressant de noter que V&€t anti-radicalaire des tanins composés
d’acide gallique est plus significative. Cette aitéi est également dépendante de leur taille
ainsi que du nombre de groupes hydroxyles, étanh@au’elle augmente des monomeres
aux trimeres puis diminue et vu gu’elle augmentssaavec I'augmentation du nombre des

groupes hydroxyles (Macakova et al., 2014).

3.2.7.3Acides phénoliques

Les acides phénoliques représentent 'unpilieeipaux types de polyphénols. lls sont

caractérisés par la présence d’'un groupe acidexgifue. lIs comprennent principalement
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les acides hydroxycinnamiques et les acides hydengoiques dérivés de I'acide benzoique.
Par exemple, l'acide syringique, I'acide protochigue, l'acide p-hydroxybenzoique et
I'acide vanillique sont des acides hydroxybenzo$guelors que, I'acide sinapique, I'acide
caféique, I'acide férulique, l'acide p-coumariquiel’acide chlorogénique sont des acides
hydroxycinnamiques dérivés de l'acide cinnamiquar(iar and Goel, 2019). Ce dernier,
présente une structure eg-G;, c’est-a-dire, il contient neuf atomes de carbdrendis que,
'acide benzoique présente une structure gi€C c’est-a-dire, il possede sept atomes de
carbone (Teixeira et al., 2013).

Les acides phénoliques existent raremend ame libre, mais plutét sous forme liée,
généralement sous forme de glycosides, d’esteidamides. lls sont présents surtout dans
les feuilles de certains légumes ainsi que darseé et les graines de certains fruits. Par
rapport a certaines vitamines antioxydantes, et antioxydantin vitro est beaucoup plus
élevé (Kumar and Goel, 2019). Par exemple, I'a@¢g&5-trihydroxybenzoique ou acide
gallique posséde un effet antioxydant relativengdmiée (Badhani et al., 2015).
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Chapitre |l

Partie Pratique



Chapitre 2 : Matériels, méthodes, résultats et discision

Ce chapitres’intéresse surtout a I'extraction de composés qligires a partir de |
poudre fine de feuilles séchées du néflier du Japdadétermination des teneurs en ptls
totaux et en flavonoides ektraits de ces feuill séchéesinsi qu’'a I'évaluation de I'activit
antioxydante de ces extraitSertaines manipulatio (travaux pratiquesont été réalisées au
niveau du laboratoire F a l'université Akli Moha@lhadj de BouiraMais, la plupart de

manipulationont été effectué au sein ddaboratoire N° 2 de notre univers
1. Préparation du matériel végéta
1.1Récolte

Les feuilles dunéflier du Japa (Figure 1)ont été récoltées au mois de février 2@ la
wilaya de Bouira. Plus précisémedans des régions difiéntes du village de M’chedalli a
savoir : Ath Hemmad: échantillon 1 (E ; M’chedallah centre: @antillon 2 (E2; Thala
I’Arvaa : échantillon 3 (E3gt Akkach(: échantillon 4 (E4).

1.2Séchage et broyage

Afin d’enlever la poussiére et d’autres particulles, feuilles récoltées oiété rincées a
I'eau courante. Ensuite, elles ont étchées a I'air libre pendant un moknfin, a I'aide d’ur
broyeur électrique, elles onié réduites en poudre fine. Pour les protétgeta lumiéere, cette
derniere a été conservée dans des sachmés et étiquetés (Figure Bn plus des quatre

échantillons récoltéa partir de régions différentes du village de Maaléal (E1, E2, E3 et
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E4), un cinquieme échantillon (E5) de 50 g de poudre €le feuilles séchées néflier du

Japon a été pparé a raison 12,5 g de poudre de chaque échantillon.

Lol

Figure 2 : Poudre obtenue a partir feuilles séchées du néflier du Jagphoto originale.
2. Extraction de composés phénolique

L’extraction de composés phénoliques a partir dtére végéte (c’esi-a-dire a partir de
la poudre fine ddeuilles séchées  néflier du Japon) a été réaksén suivant la méthot
utilisée par Atmani et al.2009, avec quelques modificationEn bref, la poudre fine
feuilles séchées duéflier du Japc a été macérée dans I'éthanol (1:4) pendan24 h. Plus
précisément, 50 g de chaque antillon ont été macérés dans 200 ml d’éthanol pendant
Aprés décantation pendant 2 et aprés séchage jusqu’a atteindre un poids cd, des
extraits éthanoliques brubst été obtent :

» L'’extrait éthanolique bri correspondant a E5 a été consam@&@uemenisous forme

d’extrait éthanolique.

» L’extrait éthanolique brut correspondant a E3 anéééange avec du chloroforme et

'eau distillée (1:3:1, p/v/iv Tandis que, I'extrait éthanolique brut respondant a E1
a été mélange avec de l'acétate d'éthyle et dauldiatillée (1:3:1, p/viv)Apres
agitationet macération pendant 24  phases (2 aqueuses ebi@aniqus) ont été
obtenues. Ces ghases ont été séchées séparément jusqu’a atten poids constant
pour obtenir 2 extraitaqueux (extrait aqueux dt extrait aqueux 2), un extrait
chloroforme et un extrait d’acétate d’éthyle. C extraits ont été conserv
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3. Taux d'extraction

Le taux d’extraction (rendement ou pourcgetd’extraction) a été calculé en utilisant la
formule ci-dessous :
Taux d’extraction(%) = (X/Y) x 100.
Avec :X = poids apres évaporation du solvantpoids vide du creuset et ¥ poids de la

poudre ou de I'extrait de départ.

4. Dosage des phénols totaux

Le contenu en phénols totaux a été déterpané&pectrophotométrie a 765 nm en suivant
la méthode décrite par Hismath et al. (2011). Rbaque extrait, 0,3 ml d’extrait (1 mg/ml) ;
1,2 ml d'une solution de carbonate de sodium (7,5%) et 1,5 ml d’une solution du réactif
de Folin-Ciocalteu (10 % ; v/v) ont été mélangégstés agitation et incubation pendant 30 mn
a température ambiante et a I'obscurité, 'absarbam été mesurée a 765 nm (Figure 3). Un
blanc a été préparé en mélangeant 0,3 ml d’eailiébst 1,2 ml d’une solution de carbonate
de sodium (7,5 % ; p/v) et 1,5 ml d’'une solutionrdactif de Folin-Ciocalteu (10 % ; v/v).
Dans les mémes conditions et afin de détermineofgenu des extraits en phénols totaux,
une courbe d’étalonnage a été réalisée en utilisacide galligue comme standard. Les
concentrations ont été exprimées en mg équivaleide agallique/g d’extrait (mg EAG/g
d’extrait).

Enfin, il convient de noter que le test ddir~Ciocalteu se base sur I'oxydation de
composeés phénoliques par le réactif de Folin-Cieaa{hétéropolyanion molybdo-tungsto-
phosphorique). Ce dernier forme avec les compdsésgliques un complexe de transition au
sein duquel il y a un transfert d’électrons des posés phénoliques vers le réactif. Comme le
molybdate (Mo(VI)) est plus facilement réduit quetlngstate, le transfert d’électrons se
produit principalement entre le Mo(VI) et les coregs phénoliques et donne un produit de
couleur bleue avec une longueur d’onde maximaleg@ fm (réaction chimique 13). Il
convient de noter également qu’au cours de la tédudu réactif de Folin-Ciocalteu, le pH
exerce une influence sur la déprotonation des ratdégphénoliques et leur capacité a donner
des électrons, c’est-a-dire que la réaction denFBiocalteu dépend du pH. Plus précisément,
I'ajout de la solution de carbonate de sodium,tededire un pH basic§pH10), permet un

développement visible de la couleur. Mais, le testolin-Ciocalteu échouerait si le réactif
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de Folin-Ciocalteu et I'échantillon ne sont pasanégs plusieurs minutes avant I'ajout de la
solution de carbonate de sodium (Hao et al., 2021).
Mo(V1) (couler jaune) 4~ — Mo(V) (couleur bleue) (13) (Hao et al., 2021).

Pour chaque solution 1,5 ml d’'une solution 1,2 ml d'une solution de
d’extrait (1 mg/ml) : du réactif de Folin- carbonate de sodium (7,p
0,2ml ‘ Ciocalteu (10 % ; v/v) ‘ % ; p/v)

N _/
e

Agitation

L ]

Incubation pendant 30 mn a températuTe

ambiante et a I'obscurité

1

Mesure de I'absorbance a 765 nnlx

Figure 3 : Schéma montrant les étapes suivies pour le dadag phénols totaux (Hismath et
al., 2011).

5. Dosage des flavonoides

D’abord, une solution d'acétate de sodiumHZD,Na) et de chlorure d’aluminium
(AICI3) a été préparée en mélangeant 133 mg dA€CKU00 mg de £130,Na dans 100 ml
d’eau distillée (Figure 4). Les flavonoides présafans les extraits ont été dosés en suivant la
méthode décrite par Abdou Bouba et al. (2010). Bbague extrait, 2 ml d’extrait (1 mg/ml)
et 1 ml de la solution d’acétate de sodium et derate d’aluminium ont été mélangés. Apres
agitation et incubation pendant 10 min a tempéeatumbiante, I'absorbance a été mesurée a
430 nm (Figure 5). Pour chaque extrait, un blagtegpréparé en melangeant 2 ml d’extrait (1
mg/ml) et 1 ml d’eau distillée. Dans les mémes @wmts, une courbe d’étalonnage a été
réalisée en utilisant la quercétine comme standagd.concentrations ont été exprimées en
mg équivalent quercétine/g d’extrait (mg EQ/g dfait}. Enfin, il est intéressant de noter que

cette méthode se base sur le fait que grace adeowpes hydroxyles libres, les flavonoides
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sont capables de former des complexes jaunatreprésence de chlorure d’aluminium
(Vedekoi and Selestin, 2021).

133 mg d’AICk 400 mg d’'acétate de
C ) - ( sodiun

<100 ml d'eau distillée>

Solution d’acétate de sodium et de chlorure d’ahiom

Figure 4 : Préparation de la solution d’acétate de soditideechlorure d’aluminium (AlG)
(Abdou Bouba et al., 2010).

26



2 ml d’extrait (1 mg/ml) 1 ml de la solution d’acétate d

sodium et de chlorure

d’aluminium

J

Agitation

}

Incubation pendant 10 min a température ambiinte

}

Mesure de I'absorbance a 430 nm

Figure 5: Schéma montrant les étapes suivies pour le éasdeg flavonoides (Abdou Bouba
et al., 2010).

6. Capacité de piégeage de radicaux libres

Dans la partie théorique, il a été indiqué des techniques de spectrométrie basées sur le
piégeage des radicaux ABTSt DPPH figurent parmi les méthodes fréquemment utilisées
afin d’évaluer la capacité de piégeage de radididwes par des antioxydants présents dans

des extraits d’'une plante (Sujarwo and Keim, 209t al., 2016).

6.1Piégeage du radical ABTS

Une solution d’ABTS mére, c’est-a-dire une solution contenant le mldication)
ABTS™, a été obtenue en faisant réagir du persulfapotissium avec 'ABTS et en laissant
le mélange reposer pendant 16 h, a températureaatabet a I'obscurité avant utilisation
(Figure 6) (Re et al., 1999). En bref, le test dgpage du radical ABTSa été réalisé en

suivant la méthode décrite par Re et al. (1999%cayelques modifications. Une solution
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d’ABTS™ diluée a été obtenue en diluant la solution d’ABT8ére jusqu’a obtention d’'une
absorbance de 0,70 (+ 0.02) & 734 nm. Pour chadqtagte0,6 ml d’extrait (100 pg/ml) et 1,9
ml de la solution d’ABTS diluée ont été mélangés. Aprés incubation pendantin a
I'obscurité et a température ambiante, I'absorbam@été mesurée a 734 nm (Figure 7). Un
contrdle ou blanc général a été préparé en mélah§ed ml de méthanol avec 1,9 ml de la
solution d’ABTS" diluée. En utilisant la formule ci-dessous, l'sité antioxydante a été
exprimée en pourcentage (%) d’inhibition du ca#diTS™.

Pourcentage d’inhibitios ((Agg — Ag)/Agg) X 100.

Avec : Agc : absorbance du blanc général et Absorbance de I'extrait.

72 mg
d'ABTS
20 ml d'eau 13,24 mg du
istillé persulfat de
distillée _
potassium

Incubation
pendant 16 h a
I'obscurité

Figure 6 : Obtention d’'une solution d’ABTS sous forme radire (Re et al., 1999).

0,6 ml d’extrait (10Qug/ml) 1,9 ml d’'une solution d’ABTS

. diluée

N J

Incubation pendant 7 min a I'obscurité et a temjpgesambiante

<Mesure de I'absorbance a 734D
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Figure 7 : Schéma montrant les étapes suivies pour testesjacité de piégeage du radical
ABTS™ (Re et al., 1999).

Enfin, il est intéressant de noter que c& teesure la perte de couleur lorsqu’'un
antioxydant est ajouté. En effet, la présence dnioxydant dans une solution d’ABTS sous
forme radicalaire (qui est d’'une couleur bleue-@eentraine la réduction du radical ABTS
en ABTS et ainsi la décoloration de la solution BES (Alam et al., 2013).

6.2 Piégeage du radical DPPH

Le test de piégeage du radical DPB#ibase sur le fait que la présence d’un antiaxyda
dans une solution de DPPH sous forme radicalatraiee sa décoloration. Cette derniére est
directement proportionnelle a I'effet antioxydarm kextrait contenant I'antioxydant et elle
permet de le mesurer en suivant la diminution dbsorbance a 517 nm (Bourkhiss et al.,
2010). En d’'autres termes, en tant que donneurddidgéne, un antioxydant réagit avec le
radical DPPH en le réduisant en DPRHréaction chimique 14), ce qui entrainera la
décoloration de la solution de DPPH sous formeceddire (qui est d’une couleur violette)
pour donner une couleur jaune, ainsi que la dinonude I'absorbance, c’'est-a-dire que plus
I'absorbance diminue, plus I'activité de piégeageradical DPPHest élevée (Hemalatha et
al., 2010).

DPPH + H-A - DPPH + A (14) (Hemalatha et al., 2010).

Une solution (0,1 mM) de DPPH sous formeaaadire dans le méthanol a été préparée
(Figure 8). En bref, le test de piégeage du radd2PH a été réalisé en suivant la méthode
décrite par Hemalatha et al. (2010), avec quelguadifications. Pour chaque extrait, 3,0 ml
d’extrait (100 pg/ml) et 1,0 ml de la solution dePH sous forme radicalaire ont été
mélangés. Apres incubation pendant 30 min a lofigcuet a température ambiante,
I'absorbance a été mesurée a 517 nm (Figure 9odtidle ou blanc général a été prépare en
mélangeant 3,0 ml de méthanol avec 1,0 ml de latisal de DPPH sous forme radicalaire.
Enfin la formule ci-dessous permet de calculerderpentage (%) de 'activité de piégeage du
radical DPPH
Pourcentage de I'activité de piégeage du radic&fR- ((Ag; — Ag)/Agg) X 100.

Avec : Agc : absorbance du blanc général et Absorbance de I'extrait.
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C 3,94 mg de DPPH ) ‘ ( 100 ml de méthanol )

( Solution de DPPH sous forme radicalaire )

Figure 8: Préparation d’'une solution de DPPH sous fornticadaire dans le méthanol
(Hemalatha et al., 2010).

3.0 ml d’extrait (10Qug/ml) 1.0 ml de la solution de DPPH
. sous forme radicalaire (0.1 mM

\ J

Incubation pendant 30 min a I'obscurité et a terapge ambiante

<Mesure de I'absorbance a 517D

Figure 9: Schéma montrant les étapes suivies pour testesgacité de piégeage du radical
DPPH (Hemalatha et al., 2010).

7. Analyse statistique

Pour chaque échantillon étudié, 3 mesuregt@nréalisées. L’'expression des résultats est
sous la forme : moyenne = écart-type. En utilisdat logiciel STATISTICA 5.5
(ANOVA/MANOVA), des comparaisons statistiques o éffectuées. Les différences ont

été considérées comme significatives a p < 0,05.
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8. Reésultats et discussion

8.1Taux d’extraction

Le Tableau ci-dessous montre les taux ciekitvn calculés.
Tableaul : Taux d’extraction calculés.

Extrait Taux d’extraction (%)
Extrait éthanolique brut d'E5 25.52
Extrait du chloroforme 11.28
Extrait aqueux 1 17.40
Extrait d’acétate d’éthyle 08.70
Extrait aqueux 2 16.30

L’extraction de composés phytochimiques factiépend de la polarité du solvant
d’extraction utilisé, car un solvant polaire deveaitraire des molécules polaires. Tandis que,
un solvant non-polaire devrait extraire des molésulon-polaires. Il peut étre distingué des
solvants hautement polaires (un alcool absolu,u)edes solvants modérément polaires
('acétate d'éthyle) et des solvants plutét nonapgels (le chloroforme) (Das and Chandra,
2012).

Oh et al. (2011) ont rapporté qu’en utilisales feuilles fraiches ou transformées
d’Eriobotrya japonica les rendements des extraits frais d’éthanol (50e%ad’eau étaient
respectivement de 10,7 et 23,7 %. Ces résultats retativement compatibles avec ceux
présentés dans le tableau précédent. En outrered'ae tableau, il peut étre déduit que la
plante étudiée est relativement riche en composéngliques, étant donné que le taux
d’extraction correspondant a I'extrait éthanolidueat d’E5 est relativement appréciable. En
plus, les taux d’extraction correspondant aux @strd’acétate d’éthyle et du chloroforme
sont plus faibles que ceux correspondant aux éxtagjueux 1 et 2. Il peut alors étre suggéré
que la plante étudiée est relativement riche enposés phénoliques polaires, tels que des
polyphénols riches en groupes hydroxyles (—OH)efiet, il a été démontré que des extraits
d’Eriobotryajaponicaconstituent une source de composés phénoliqguesgmolAlshaker et
al., 2011).
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8.2Teneur en phénols totaux

La présence de phénols totaux est révéléd gpparition d’'une couleur bleue (Figure
10). La Figure 11 montre la teneur des extraitplgnols totaux exprimée en mg équivalent
acide gallique/g d’extrait (mg EAG/g d’extrait).uBlprécisément, la teneur en phénols totaux
a été déterminée a l'aide d’'une courbe d’étalonnagdisée en utilisant I'acide gallique

comme standard (Figure 12).

Figure 10: Figure montrant I'apparition d’'une couleur bleqai révéle la présence de
phénols totaux (photo originale).
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Figure 11: Graphique montrant la variation de la teneumpbanols totaux en fonction de
I'extrait des feuilles du néflier du Japon.
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Avec : E T B 5 : Extrait éthanolique brut d'E5 (EA E : Extrait d’acétate d’éthyle ; EA C:
Extrait aqueux 1 ; E O C: Extrait du chloroformeEeA A E : Extrait aqueux 2. Enfin, en
utilisant le logiciel STATISTICA 5.5 (ANOVA/MANOVA) des comparaisons statistiques
ont été effectuées, tel que les lettres a, b, & iatliquent des différences significatives des

teneurs en phénols totaux entre les extraits.

1 -
0,9 ~ y = 0,009x + 0,007
0,8 1 R2=0,996
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

0

Absorbance a 765 nm

0 20 40 60 80 100 120

Concentration en acide gallique (ug/ml)

Figure 12: Courbe d’étalonnage utilisée pour le calculaleeheur en phénols totaux.
Avec : y = 0,009 x + 0,007 : L'équation de la caurbétalonnage ; y : Absorbance a 765
nm ; X : Concentration en mg EAG/g d’extrait et Raefficient de corrélation.

Kahkénen et al. (1999) ont rapporté que dmetr en phénols totaux varie
considérablement entre les matieres végétales pRdgtssément, elle varie de 0,2 a 155,3 (mg
EAG/g d’extrait). Ces résultats sont compatiblescageux présentés dans la Figure 11. En
outre, une analyse statistique indique que lesutsnen phénols totaux des extraits aqueux 2
et 1 (65,07 £4,75 et 67,11 £ 1,81 mg EAG/g d’dktraspectivement) n’ont pas présenté une
différence significative. Alors que, les teneurspi@nols totaux de I'extrait éthanolique brut
d’E5 (102,56 = 4,89 mg EAG/g d’extrait), de I'extralu chloroforme (38,18 + 3,78 mg
EAG/g d’extrait) et de I'extrait d’acétate d’éthy(@6,11 + 4,96 mg EAG/g d’extrait) ont
présenté une différence significative. En plustéegurs en phénols totaux correspondant aux
extraits d’'acétate d’éthyle et du chloroforme sphis faibles que celles correspondant aux
extraits aqueux 1 et 2 (Figure 11). Il peut alone &uggéré que la plante étudiée est
relativement riche en composés phénoliques polates que des polyphénols riches en

groupes hydroxyles (—OH).
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8.3Dosage des flavonoides

La présence de flavonoides est révélée’ggpdrition d’'une couleur jaune (Figure 13).
La Figure 14 montre la teneur des extraits en fiaides exprimée en mg équivalent
guercétine/g d’extrait (mg EQ/g d’extrait). Plu®gsément, la teneur en flavonoides a été
déterminée a l'aide d’'une courbe d’étalonnage séalien utilisant la quercétine comme

standard (Figure 15).

’ [ 3 W
e
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Figure 13: Figure montrant I'apparition d’'une couleur jaugai révéle la présence de
flavonoides (photo originale).

Certains auteurs ont rapporté que 100 grdi du néflier du Japon contiennent une
teneur en flavonoides totaux de 24.3 mg (Pareed.ef014). Tandis que, Lee and Kim
(2009) ont rapporté que la teneur en flavonoidésutod’extraits de feuilles Eriobotrya
japonicapeut étre de I'ordre de 24,85 mg/g. Ces résultas relativement compatibles avec
ceux présentés dans la Figure 14. En outre, urlgsanstatistique indique que les teneurs en
flavonoides des extraits aqueux 2 et 1 (9,60 + @B820,35 + 0,47 mg EQ/g d’extrait,
respectivement) n'ont pas présenté une différempeifisative. De méme, les teneurs en
flavonoides des extraits d’acétate d’éthyle et ldoroforme (0,43 + 0,18 et 1,03 £ 0,67 mg
EQ/g d’extrait, respectivement) n'ont pas présemté différence significative. Tandis que,
les teneurs en flavonoides de I'extrait éthanoligug d’E5 (20,70 + 0,24 mg EQ/g d’extrait)
et des extraits du chloroforme et d'acétate d'&toit présenté une différence significative.
En plus, les teneurs en flavonoides correspondaxt extraits d’acétate d'éthyle et du
chloroforme sont plus faibles que celles correspahdux extraits aqueux 1 et 2 (Figure 14).
Il peut alors étre suggéré que la plante étudieeekivement riche en composés phénoliques
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polaires, tels que des flavonoides riches en gouieH, car les flavonoides présentent

différents degrés d’hydroxylation (Ollila et alQ@2).
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Figure 14: Graphiqgue montrant la variation de la teneurflamonoides en fonction de

I'extrait des feuilles du néflier du Japon.

Avec : E T B 5 : Extrait éthanolique brut d’E5 (EA E : Extrait d'acétate d’éthyle ; EA C :
Extrait aqueux 1 ; E O C: Extrait du chloroformeEeA A E : Extrait aqueux 2. Enfin, en
utilisant le logiciel STATISTICA 5.5 (ANOVA/MANOVA) des comparaisons statistiques

ont été effectuées, tel que les lettres a, b etdmuent des différences significatives des

teneurs en flavonoides entre les extraits.
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Figure 15: Courbe d’étalonnage utilisée pour le calculadeeheur en flavonoides.

Avec : y = 0,046 x - 0,007 : L’équation de la caudiétalonnage ; y : Absorbance a 430 nm ;

x : Concentration en mg EQ/g d’extrait et R : Cméfht de corrélation.
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8.4Piégeage du radical ABTS

Le test de piégeage du cation ABTS:ut étre appliqué aux antioxydants hydrophiles et
lipophiles. Il est trés utilisé pour évaluer I'dffntioxydant des plantes. Plus précisément, vu
gue I'absorption maximale de grandes longueursd&an734 nm élimine les interférences de
couleur dans les extraits de plantes, il est ghoéterable de l'utiliser pour des extraits de
plantes (Song et al., 2010).

Une analyse statistique indique que le pentage d'inhibition du cation ABTSde tous
les extraits ont présenté une différence signifreafFigure 16). Le pourcentage d’inhibition
du cation ABTS le plus élevé correspond I'extrait éthanoliquet of&5 (77,85 + 0,67 %) et
il est proche de celui du standard trolox (86,5®,15 %). En d'autres termes, |'extrait
éthanolique brut de feuilles séchées du néflierddpon a montré une bonne activité de
piégeage du cation ABTS Il peut alors étre suggéré que la plante étudstaelativement
riche en composés phénoliques polaires, tels gaepdyphénols riches en groupes —OH.
Alors que, les pourcentages dinhibition du catidBTS™ correspondant aux extraits
d’acétate d’éthyle et du chloroforme (6,31 £ 0,82@&90 £ 0,62 %, respectivement) sont plus
faibles que ceux correspondant aux extraits aqeeix1 (48,68 + 0,67 et 50,20 + 0,70 %,
respectivement) (Figure 16). Par conséquent, lexcda solvant d’extraction est trés
important, car la polarité et le type de solvants un impact sur le transfert d’électrons et
d'atomes d’hydrogene, qui joue un réle clé dansmasure de l'effet antioxydant
(Jayaprakasha et al., 2008).
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Figure 16: Activité de piégeage du cation ABTSles extraits de feuilles séchées du néflier
du Japon.

Avec : E T B 5 : Extrait éthanolique brut ’E5 (EA E : Extrait d'acétate d’éthyle ; EA C :
Extrait aqueux 1 ; E O C: Extrait du chloroformeEeA A E : Extrait aqueux 2. Enfin, en
utilisant le logiciel STATISTICA 5.5 (ANOVA/MANOVA) des comparaisons statistiques
ont été effectuées, tel que les lettres a, b, €t @ indiquent des différences significatives

concernant les activités de piégeage du cation ABI& extraits.

8.5Piégeage du radical DPPH

Certains auteurs ont rapporté que le potagende l'activité de piégeage du radical
DPPH d’un extrait méthanolique (0,1 mg/ml) de feuild&riobotryajaponicaest de I'ordre
de 52,45 % (Uysal et al., 2016). Ces résultats selattivement compatibles avec ceux
présentés dans la Figure 17. En outre, une ansigtstique indique que les pourcentages de
I'activité de piégeage du radical DPPHe tous les extraits ont présenté une différence
significative. Les pourcentages de I'activité dégaiage du radical DPPEorrespondant aux
extraits d’acétate d’éthyle et du chloroforme (548,88 et 9,48 + 1,05 %, respectivement)
sont plus faibles que ceux correspondant aux éxtagjueux 2 et 1 (46,31 £ 1,29 et 48,49 £
1,02 %, respectivement). En plus, le pourcentagkadtavité de piégeage du radical DPPH
le plus élevé correspond l'extrait éthanolique &S (88,67 + 0,91 %) et il est proche de
celui du standard BHA (96,22 + 0,91 %) (Figure Et).d’autres termes, I'extrait éthanolique
brut de feuilles séchées du néflier du Japon a mdame bonne activité de piégeage du
radical DPPH Il peut alors étre suggéré que la plante étuditerelativement riche en
composés phénoliques polaires, tels que des poigihériches en groupes —OH.
Effectivement, I'activité de piégeage du radicalAPP des composés phénoliques est due a
leur capacité a donner des atomes d’hydrogéndeat@lrait étre proportionnel au nombre de
groupes —OH. Autrement dit, plus le nombre de gesupOH est grand, plus la capacité a
donner des atomes d’hydrogene est élevée et pictvité de piégeage du radical DPRidt
élevée (Chen and Ho, 1995).
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Figure 17 : Activité de piégeage du radical DPPdés extraits de feuilles séchées du néflier
du Japon.

Avec : E T B 5 : Extrait éthanolique brut d'E5 (EA E : Extrait d’acétate d’éthyle ; EA C:
Extrait aqueux 1; E O C: Extrait du chloroformE ;A A E : Extrait aqueux 2 et BHA :
Hydroxyanisole butylé. Enfin, en  utlisant le logkc STATISTICA 55
(ANOVA/MANOVA), des comparaisons statistiques ot#é éffectuées, tel que les lettres a, b,
c, d et e indiquent des différences significativescernant les activités de piégeage du radical

DPPH des extraits.
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Conclusion



Conclusion

Le néflier du Japon est un exemple d’'unatplanédicinale comestible de la famille des
Rosacées. Ses feuilles contiennent des composémligfues (flavonoides, tanins, acides
phénoliques,...) qui peuvent montrer des effets phaohgiques importants, notamment un
effet antioxydant. Ce modeste travail s’est int&ges I'extraction de composés phénoliques a
partir de la poudre fine de feuilles séchées diianafu Japon, a la détermination des teneurs
en phénols totaux et en flavonoides d’extraitsedefeuilles séchées ainsi qu’a I'évaluation de
I'activité antioxydante de ces extraits.

Il peut étre déduit de ce modeste travad qlest toujours I'extrait brut qui a donné les
teneurs les plus élevées en phénols totaux etagoribides. En effet, puisque I'extrait brut
représente I'extrait de départ, il devrait doncteair tous les composés phénoliques. En
outre, par rapport aux extraits d’'acétate d'étlegldu chloroforme, les extraits aqueux 1 et 2
ont donné les teneurs les plus élevées en phétalsxtet en flavonoides. D’ou, il peut étre
suggéré que les feuilles du néflier du Japon saativement riches en composés phénoliques
solubles dans des solvants hautement polairesi¢aal absolu, I'eau). En d’autres termes, il
peut étre suggéré que les feuilles du néflier qaodasont relativement riches en composés
phénoliques polaires, tels que des polyphénolesiem groupes hydroxyles.

Il peut également étre conclu de ce modeatail que c’est toujours I'extrait brut qui a
montré l'activité antioxydante la plus élevée. Auatent dit, I'extrait brut de feuilles séchées
du néflier du Japon a montré une bonne activitdogydante. De plus, les activités
antioxydantes correspondant aux extraits d’acétaéhyle et du chloroforme sont plus
faibles que celles correspondant aux extraits aqaeet 2. Il peut alors étre suggéré que la
plante étudiée est relativement riche en compobkésgliques polaires capables de donner
des électrons et des atomes d’hydrogéne a desauadibres, ce qui permettra de les piéger
et de neutraliser leurs effets négatifs responsatdd’apparition de certaines maladies. Enfin,
en perspective, il peut étre suggeéré que des exttaifeuilles du néflier du Japon pourraient
étre utilisés comme ingrédient dans la productiaamel creme agissent pour ralentir le

processus du vieillissement cutané.
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Résumé: Ce modeste travail s’est intéressé a I'évaluatie I'activité antioxydante des
extraits de feuilles séchéesEdiobotrya japonicaou néflier du Japon qui est une plante
médicinale comestible de la famille des Rosacéemetsource naturelle d’antioxydants qui
jouent un réle important dans I'élimination de dlix libres partiellement responsables de
I'apparition de certaines maladies. Les teneurgplmnols totaux correspondant a I'extrait
éthanolique brut, & I'extrait du chloroforme, axti@it d’acétate d’éthyle et aux extraits
aqueux 2 et 1 ont été 102,56 + 4,89 ; 38,18 + 32811 + 4,96 ; 65,07 + 4,75 et 67,11 +
1,81 mg EAG/g d’extrait, respectivement. Les teseen flavonoides correspondant aux
extraits aqueux 2 et 1, aux extraits d'acétatehgllét et du chloroforme et a I'extrait
éthanolique brut ont été 9,60 + 0,82 ; 10,35+ 0,843 + 0,18 ; 1,03 £ 0,67 et 20,70 + 0,24
mg EQ/g d'extrait, respectivement. Les pourcentagédshibition du cation ABTS
correspondant a I'extrait éthanolique brut, auxaitd d’acétate d’éthyle et du chloroforme et
aux extraits aqueux 2 et 1 ont été 77,85 + 0,631 & 0,32 ; 10,90 + 0,62 ; 48,68 + 0,67 et
50,20 + 0,70 %, respectivement. Enfin, les pouimges de I'activité de piégeage du radical
DPPH correspondant aux extraits d’acétate d’éthyleuethldoroforme, aux extraits aqueux 2
et 1 et a I'extrait éthanolique brut ont été 5,08,88 ; 9,48 + 1,05; 46,31 + 1,29 ; 48,49 +
1,02 et 88,67 + 0,91 %, respectivement.

Mots clés: Néflier du Japon, extrait éthanolique brut, attdu chloroforme, extrait d’acétate

d’éthyle, extrait aqueux, activité antioxydante

Abstract: This work was interested on the assessment of athtgoxidant activity of
Eriobotryajaponica(loquat) dried leaves extracts. Loquat is an edibédicinal plant of the
Rosaceae family and a natural source of antioxgddéimat play an important role in the
elimination of free radicals partially responsilite the appearance of certain diseases. The
total phenols contents corresponding to the craldanelic extract, chloroform extract, ethyl
acetate extract, and to the aqueous extracts 2 drave been 102,56 + 4,89; 38,18 + 3,78;
26,11 + 4,96; 65,07 £ 4,75; and 67,11 + 1,81 mg KAGf extract, respectively. The
flavonoids contents corresponding to the aqueousa@s 2 and 1, ethyl acetate extract,
chloroform extract, and to the crude ethanolic atthave been 9,60 + 0,82; 10,35 + 0,47;
0,43 £0,18; 1,03 £ 0,67; and 20,70 £ 0,24 mg EG)/gxtract, respectively. The percentages
of inhibition of ABTS™ radical corresponding to the crude ethanolic extrathyl acetate
extract, chloroform extract, and to the aqueousaeig 2 and 1 have been 77,85 + 0,67; 6,31
+ 0,32; 10,90 £ 0,62; 48,68 £ 0,67; and 50,20 #0%, respectively. Lastly, the percentages
of DPPH radical scavenging activity corresponding to thieyleacetate extract, chloroform



extract, aqueous extracts 2 and 1, and to the atigmolic extract have been 5,03 + 0,88;
9,48 + 1,05; 46,31 + 1,29; 48,49 £ 1,02; and 8&®791 %, respectively.
Keywords: Loquat, crude ethanolic extract, chloroform estir@thyl acetate extract, aqueous

extract, antioxidant activity
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