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Résumé

Dans une démarche de valorisation des ressources végétales locales a des fins
thérapeutiques, cette étude vise a analyser les propriétés phytochimiques et les activités
biologiques des extraits de feuilles du néflier du Japon. Le travail a été réalisé en Algérie,
dans la wilaya de Médéa, commune de Tamezguida, a partir de feuilles récoltées localement.
Trois types d’extraits ont été préparés par macération : un extrait alcoolique pur100%, un
extrait aqueux100%, et un extrait hydro 50%-alcoolique 50% (mélange eau/alcool), dans le
but d’évaluer leur activité antioxydante (test des radicaux libres) et antimicrobienne
(méthode de diffusion en gélose). Les résultats ont révélé que 1’extrait alcoolique présentait
le rendement d’extraction le plus élevé (16,44 %), suivi de 1’extrait hydro-alcoolique (10,47
%) et de I’extrait aqueux (9,5 %). L’activité antioxydante a été maximale pour I’extrait
alcoolique, avec une concentration inhibitrice médiane de 4,15 pg/mL, contre 4,65 pug/mL
pour I’extrait hydro-alcoolique et 70 pg/mL pour ’extrait aqueux. Concernant ’activité
antimicrobienne, 1’extrait alcoolique a montré une inhibition marquée contre Aspergillus
brasiliensis (zone d’inhibition de 28 mm), tandis que Staphylococcus aureus s’est révélé
résistant a tous les extraits. Ces résultats mettent en lumiere le potentiel thérapeutique des
feuilles de Eriobotrya japonica en tant que source naturelle de composés bioactifs,
notamment antioxydants et antimicrobiens. Ils soulignent également I’importance du choix
du solvant dans ’optimisation de 1’efficacité des extraits. Cette étude contribue ainsi au
développement de solutions phytothérapeutiques basées sur des plantes locales, efficaces et

sans danger.

Mot clés : Composés phénoliques, Eribotrya japonca, activité antioxydante, activité

antibactérienne.




Abstract

As part of a strategy to promote the value of local plant resources for therapeutic purposes,
this study aims to analyze the phytochemical properties and biological activities of leaf
extracts from the Japanese loquat. The study was conducted in Algeria, in the Médéa
province, Tamezguida commune, using locally harvested leaves. Three types of extracts
were prepared by maceration: a pure alcoholic extract 100%, an aqueous extract 100%, and
a hydro 50%-alcoholic 50% extract (water/alcohol mixture), in order to evaluate their
antioxidant activity (free radical test) and antimicrobial activity (agar diffusion method). The
results revealed that the alcoholic extract had the highest extraction yield (16.44%), followed
by the hydroalcoholic extract (10.47%) and the aqueous extract (9.5%). Antioxidant activity
was highest in the alcoholic extract, with a median inhibitory concentration of 4.15 pg/mL,
compared to 4.65 pug/mL for the hydroalcoholic extract and 70 pg/mL for the aqueous
extract. Regarding antimicrobial activity, the alcoholic extract showed significant inhibition
against Aspergillus brasiliensis (inhibition zone of 28 mm), while Staphylococcus aureus
proved resistant to all extracts. These findings highlight the therapeutic potential of
Eriobotrya japonica leaves as a natural source of bioactive compounds, particularly
antioxidants and antimicrobials. They also underscore the importance of solvent choice in
optimizing extract effectiveness. This study thus contributes to the development of effective

and safe phytotherapeutic solutions based on local plants.

Key-words: Phenolic compounds, Eriobotrya japonica , antioxidant activity, antibacterial

activity.
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Introduction

Dans un contexte mondial marqué par un intérét croissant pour les alternatives naturelles
aux médicaments synthétiques, les plantes médicinales suscitent un regain d’attention en tant
que sources potentielles de composés bioactifs. L’Eriobotrya japonica Lindl., plus
communément appelé néflier du Japon ou bibassier, est une espéce appartenant a la famille
des Rosaceae, largement cultivée dans les régions subtropicales et tempérées.
Traditionnellement utilisée en médecine asiatique pour ses propriétés thérapeutiques variées,
cette plante présente un intérét particulier en raison de la richesse de ses feuilles en composés

phénoliques, triterpéniques et flavonoidiques (Zhang et al., 2015 ; Jiang et al., 2010).

L’¢étude de I’activité antioxydante des plantes occupe une place importante en biologie et
en pathologie cellulaire, car les composés naturels qu’elles contiennent, comme les
polyphénols, flavonoides et vitamines, possedent la capacité de neutraliser les espéces
réactives de ’oxygene (ERO) responsables du stress oxydatif. Ce stress, lorsqu’il est mal
régulé, endommage 1I’ADN, les protéines et les membranes cellulaires, contribuant ainsi au
développement de nombreuses maladies telles que le cancer, les maladies
neurodégénératives, le diabete ou les maladies inflammatoires (Lobo et al., 2010 ; Valko et
al., 2007). En explorant les propriétes antioxydantes des extraits de plantes, les chercheurs
cherchent a identifier de nouveaux agents protecteurs capables de renforcer les défenses
cellulaires naturelles et de prévenir ou limiter les dommages oxydatifs. Ces études
permettent aussi de mieux comprendre les mécanismes de défense cellulaire et d’ouvrir la
voie a des applications thérapeutiques basées sur des substances naturelles (Lobo et al.,
2010). Ainsi, les plantes représentent une source précieuse de molécules bioactives dans la

lutte contre les pathologies liées au stress oxydatif.

L’¢étude de I’activité antibactérienne des plantes est essentielle en biologie et en pathologie
cellulaire, car elle permet de découvrir de nouveaux composés naturels capables d’inhiber
ou de détruire les bactéries pathogénes. Les extraits de plantes contiennent divers composeés
bioactifs, tels que les alcaloides, les flavonoides, les tanins et les huiles essentielles, qui
agissent a différents niveaux : perturbation des membranes bactériennes, inhibition des
enzymes, ou encore blocage de la réplication de I’ADN bactérien (Cowan, 1999 ;
Khameneh et al., 2019). Dans un contexte ou la résistance aux antibiotiques ne cesse de
croitre, ces substances végeétales représentent une alternative prometteuse aux traitements

classiques. En pathologie cellulaire, 1’analyse des effets de ces extraits permet de mieux
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comprendre les mécanismes d’interaction entre les agents antimicrobiens naturels et les
cellules bactériennes, mais aussi leurs effets sur les cellules humaines, notamment en termes
de cytotoxicité. Ainsi, 1’étude de I’activité antibactérienne des plantes contribue au
développement de nouvelles stratégies thérapeutiques, plus naturelles et potentiellement

moins nocives.

Dans un contexte de valorisation de la biodiversité végétale locale, ce travail s’ inscrit dans
une démarche de recherche et de mise en valeur des ressources naturelles de la région de
Médéa (Algérie). L’objectif de cette étude est double : d’une part, explorer le potentiel
antioxydant et antimicrobien des extraits de feuilles d’E. japonica selon différents solvants
(éthanol, eau, mélange hydro-alcoolique), et d’autre part, contribuer a une meilleure
compréhension de ’impact du choix du solvant sur la nature et I’efficacité des composés

extraits (Bouzid et al., 2011 ; Benkeblia, 2005).

A travers une approche expérimentale rigoureuse combinant des techniques d’extraction,
d’analyse spectrophotométrique (test DPPH) et des essais microbiologiques (méthode de
diffusion en puits), ce mémoire vise a évaluer les performances biologiques des extraits
obtenus, en mettant en relation les rendements d’extraction, la composition probable en
métabolites secondaires, et leurs effets sur diverses souches microbiennes (Blois, 1958 ;
Valgas et al., 2007).

Ce travail se veut une contribution modeste mais ciblée a 1’ethnopharmacologie et a la
phytothérapie moderne, dans la perspective de développer des agents thérapeutiques

d’origine végétale, slrs, efficaces et accessibles.
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.1 Généralités sur néflier du japon

1.1.1 Origine et historique

Le néflier du japon est une espéce végétale appartenant a la famille des rosacées. Elle est
utilisée depuis de nombreuses années comme reméde traditionnel, notamment au Japon et
en Chine (Hideyuki et al., 2000 ; Hamada et al., 2004). Au 18 éme siecle, elle a également

éte introduite comme arbre ornemental en Europe (Germana et al., 2006).

Cette plante est cultivée depuis plus de 2000 ans et est aujourdhui produite
commercialement dans plus de 30 pays a travers le monde, notamment au Japon, en Turquie,
en Espagne et au Brésil (Zhang et al., 2015). Sa culture en Asie orientale remonte a des
temps trés anciens, tandis que son introduction en Europe est relativement récente : elle a été
implantée pour la premiere fois en 1784 dans les jardins botaniques de Paris (Vilanova et
al., 2001).

La Chine, le Japon et le nord de I’'Inde constituent les principales zones de diversité
génetique de néflier du japon dans le monde. Selon Demir (1987), cette espéce aurait été
introduite en Turquie, en Algérie et au Liban il y a environ 150 a 200 ans. Aujourd'hui, la
Chine est considerée comme le premier producteur mondial, avec une production annuelle
dépassant 314 000 tonnes. Toutefois, malgré cette domination au niveau de la production,
I’Espagne se distingue sur le marché international en réalisant 84 % des exportations

mondiales (Caballero et Fernandez, 2004).

I.1.2 Description botanique de néflier du japon

néflier du japon, un arbuste ou un petit arbre a feuilles persistantes avec des feuilles étroites,
vert foncé et plus claires en dessous (Figure 1), atteint une hauteur de 6 a 8 métres (Orwa
et al., 2009 ; Cha et al., 2011). Elle fleurit en automne ou au début de I'hiver, et les fruits
marissent a la fin de I'hiver ou au début du printemps (Delfanian et al., 2015). La plante est
bien adaptée a une large gamme de sols avec un bon drainage interne, poussant efficacement
dans des environnements acides et alcalins (EI-Refaey et EI- Dengawy, 2005). On la trouve
généralement dans les climats tempérés entre les altitudes 20° et 35° de latitude, bien qu'elle

puisse pousser a des altitudes plus élevées, jusqu'a 45° (Chalaka et al., 2014).
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Figure 0I-1 : Photographie des parties aérienne de néflier du japon

1.1.3 Caractéristiques des différentes parties de la plante
Les principales caractéristiques des différentes parties de néflier du japon sont représentées
dans le (Tableau I-1)

Tableau I-1 : Principales caracteéristiques des differentes parties de néflier du japon.

Organe Caractéristique Référence
Feuilles -persistantes (Edouard et al., 1993)
(o SN | -Forme : ovale (Orwa et al., 2009)
-Vennation des | (Goulas et al., 2014)

feuilles:Pinnate
-Couleur : verte

-Langueur : 21 a 32cm

Fleurs Parfum : plaisant (Ferreres et al., 2009)
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Couleur : blanche
Largeur : 1.2 cm

Contient 5 pétales

(Linetal., 1999)
(Edouard et al., 1993)

-couleur : brunes
-sont

occupent 20 a 30% de

grande et

volume de fruit
-forme : oblongue de

1-2cm de long

(Orwa et al., 2009)
(Mesejo et al., 2010)
(Garima et Casimir,
2010)

-Forme arondi,
ovale, avec une peau
lisse ou duveteuse
-Couleur orange,
jaune

-Longueur : 2,5a 8cm

(Edouard et al., 1993)
(Orwa et al., 2009)
(Mesojo et al., 2010)
(Ercislia et al., 2012)

Tronc et branche

- Ecorce fine.

- Pas d'épines

(Gilman &Watson,
1993).
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.14 DISTRIBUTION GEOGRAPHIQUE DE LA PLANTE

néflier du japon, espéce originaire du Japon et de la Chine, connait aujourd'hui une large
diffusion a travers le monde. Outre sa culture dans les pays méditerranéens, elle est
également présente sur les continents africain et américain, avec une implantation notable
au Brésil (Walali et Sciredj, 2003).

% Exotic range

e <
- - - — <

Figure 1-2 : Distribution géographique de néflier du japon (Orwa et al.,2009).

I.1.5 Classification botanique de néflier du japon

. Régne : Végétal.

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

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

. Sous-famille : Maloideae (Mesejo et al., 2007).

. Genre : Eriobotrya (Lin, 2007).

. Espéce : Eriobotrya japonica L
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I.1.6 Noms vernaculaires de la plante

Tableau I-1 : Principaux noms vernaculaires de néflier du japon.

Langue Nom et Référence

Arabe Zaaroure

Francais Bibassier ou prune japonaise, Néflier du
japon

(kazunori et al., 2007 ; Lin et al., 2007)

Anglais Loquat (Edouard et al., 1993)

Japonais Tang Biwa (Lin et al., 1999) ; (Tan et
al.,2014).

Chinois Luju ou biba (Lin et al., 1999)

Kabyle Hab I’emlouk

I.1.7  Composition biochimique de néflier du japon

1.1.7.1 Fruits

La nefle est un fruit comestible composé de :

. 78,0% d’eau ;

. 10,6% d'hydrates de carbone ;

. 10,2% de fibre ;

. 0,5%de graisse (lipides complexes) ;

. 0,4% de protéines ;

. 0,3% d’autres composantes (Shabhi et al., 2009).
1.1.7.2  Feuille

Un certain nombre de composeés biologiquement actifs ont été rapportés dans les feuilles
de cette plante, par exemple, des polyphénols (tanins, flavonoides), des triterpénes,

sesquiterpénes et les glycosides de Megastigmane (Jin et al., 2001; Alshaker et al., 2011).

8
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e Huiles essentielles :

Les feuilles de néflier du japon renferment plusieurs types d’huiles essentielles, parmi
lesquelles on retrouve le farnésol, le nérolidol, I’a-pinéne, le B-pinéne, le camphéne, le B-
myrcene, le p-cymene et le linalool (Ayouni & Adrar, 2017). D’autres composés comme

I’a-farnésene, le B-farnésene et le Iénérol ont également été identifiés (Chen, Li et al., 2008).

e Triterpenes:

Les feuilles de cette plante sont riches en triterpenes (Tamiguchi et al., 2002), parmi
lesquels figurent ’acide corosolique (CA), I’acide maslinique (MA), I’acide ursolique (UA)
et ’acide oléanolique (OA). D’autres composés, tels que I’acide tormentique (TA), (Er-Na
et al., 2009 ; Hui-ya et al., 2010 ; Ayouni & Adrar, 2017)

e Polyphenols :

L'extrait hydrophile des feuilles de néflier du japon fournit une source riche en composés
phénoliques polaires tels que les flavonoides glycosidiques (Figure 1-3), les procyanidines
(Matalka et al., 2012)

- - - (:\;““
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Figure 1-3 : Structure des flavonoides glycosidiques trouvés dans les feuilles de néflier du
japon (Chen et Li., 2008).

e Sesquiterpenes :

De nombreux sesquiterpenes ont été identifiés dans les feuilles de néflier du japon, la
majorité d’entre eux étant des sesquiterpenes glycosides. Ces derniers sont caractérisés par

la présence de nérolidol ou d’isohumbertiol en tant qu’aglycones, associes a des chaines
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oligosaccharidiques ramifiées composées d’a-L rhamnopyranosyle et de [-D-

glucopyranosyle (Figure 1-4) (Chen et Li, 2008).

Al e
OR:O OR."

Figure 1-4 : Structure des sesquiterpénes trouvés dans les feuilles de néflier du japon
(Chen et Li, 2008).

1.1.8  Utilisations traditionnels de la plante

Les fleurs sont utilisées comme Les fruits sont utilisés crus ou
tisane cuisinés (sirop, vin...)

La feuille est utilisée en médecine
traditionnelle dans les maladies
Les graines sont utilisées inflammatoires et en cataplasme
commecomplément alimentaire (toux, CB) ainsi que l'effet
hypoglycémiant significatif dans
le diabéte type 1let type 2.

Figure I-5 : Les utilisations de néflier du japon (Wilhem et al., 2012).
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I1.1.9  Activités biologiques d’Eriobotrya japonica L
1.1.9.1 Activité anti-inflammatoire :

De nombreuses études ont montré que les feuilles de néflier du japon sont capables d'inhiber
la production de cytokines induites par les LPS, d'une maniére dépendante de la dose. Ces
recherches ont également démontré que I'extrait aqueux de ces feuilles régule la production
de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a, I'IL-6 et I'L-8 au niveau des

mastocytes (Kammoun et al., 2015).

1.1.9.2 Activité antioxydante :

Plusieurs études, menées a I’aide de différentes méthodes de dosage des antioxydants, ont
démontré, tant in vitro qu’in vivo, la forte capacité antioxydante des extraits de néflier du
japon. Cette activité antioxydante est attribuée a la présence de composés phénoliques et

d’acides triterpéniques dans divers tissus de la plante (Liu et al., 2016).

Selon Chen et Li 2008, I’extrait méthanolique des feuilles séchées de néflier du japon
ainsi que ses fractions solubles ont montré une activité antioxydante significative, mesurée
par l'inhibition du radical DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle) et par la réduction de la

peroxydation lipidique

1.1.9.3 Activité antimicrobienne :

Le néflier est une plante médicinale reconnue pour ses propriétés antimicrobiennes,
attribuées a la richesse de ses feuilles en composés bioactifs tels que les flavonoides, les
triterpénes (notamment I’acide ursolique et I’acide corossolique) et les tanins. Des études in
vitro ont démontré que les extraits de feuilles de néflier, en particulier ceux obtenus avec des
solvants comme le méthanol ou I’éthanol, présentent une activité inhibitrice significative
contre plusieurs micro-organismes pathogenes. Parmi eux, on retrouve des bactéries Gram
positives comme Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis, ainsi que des bactéries Gram
négatives telles que Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa. Certaines recherches ont
également mis en évidence une action antifongique contre Candida albicans. Ces résultats
suggerent un potentiel thérapeutique intéressant, bien qu’il soit encore nécessaire de mener
des études approfondies, notamment in vivo, pour confirmer I’efficacité et la sécurité de

cette plante dans un cadre médical.

1.1.9.4 Activité sur ’obésité :
Les résultats de cette étude ont permis de mettre en évidence I'efficacité des extraits de

feuilles de néflier du japon dans la lutte contre l'obésité. En effet, ces extraits ont démontré
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une capacité a réguler les facteurs de transcription impliqués dans le développement des
cellules adipeuses, notamment l'adipogéne PPARY et le facteur de transcription C/EBPa.
Cette regulation s'est produite dans les cellules 3T3-L1, un modele cellulaire utilisé dans les

études de recherche sur l'obésité (Jin et al., 2011).

1.1.9.5 Activité anti-cancéreuse :

Dans leur étude de Takuhiro et al., 2013 ont constaté que le triterpene antiprolifératif
dérivé des feuilles de néflier du japon. était le plus puissant dans des lignées cellulaires de
leucémie, mais pas dans des lignées cellulaires de fibroblastes de peau normale. Ce résultat
a été obtenu par l'induction de l'apoptose médiée par un dysfonctionnement mitochondrial

et l'activation des caspases.

1.1.9.6 Activité anti-diabétique :

Les sesquiterpenes glycosidiques et les triterpénes polyhydroxylés ont produit une
inhibition marquée de glucoserie chez les souris génétiquement diabétique. En outre, ces
triterpénes polyhydroxylés (acide corosolique, acide pomolique) sont capable de réduire la

glycémie chez des rats sains (de Tommasi et al., 1991 ; Li et al., 2004).

1.1.10 Toxicité

Une étude de toxicité sub-chronique de 3 mois sur ’extrait des feuilles de néflier du japon
a ete réalisee sur des Rats par voie orale. 40 rats femelles et 40 rats males ont été classés en
4 groupes expérimentaux différents, c'est-a-dire 3 groupes recevant I’extrait a des doses de
250, 500 et 1 000 mg/kg/jour et un groupe témoin. Aucun effet négatif lié au traitement n'a
¢été observé chez les deux sexes pendant 13 semaines. Par conséquent, I’extrait des feuilles
d’E. japonica peut étre considéré comme une médecine traditionnelle siire pour les études

cliniques (Sagar etal., 2020)

20 souris femelles et 20 souris males ont été réparties en cing groupes. Le groupe témoin
a été gavé par voie orale une fois par jour, tandis que les groupes traités ont recu des doses
de LTA (Leaf triterpene acid) de 150, 300 et 600 mg/kg p.c. pendant 28 jours. Les souris ont
fait l'objet d'un examen médical quotidien visant a détecter les changements dans la

respiration, les sécrétions mugueuses anormales, la piloérection et la locomotion. Les
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résultats n'ont révélé aucun effet indésirable sur le plan de la biochimie clinique, de
I'hnématologie et de I'histopathologie. Par conséquent, le LTA pourrait avoir une marge de

sécurité pour la consommation humaine. (Li et al. ; 2017)
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Le présent travail a été réalisé au sein du laboratoire de chimie de la Faculté des Sciences
de I’Université Yahia Farés de Médéa, dans le but de valoriser les feuilles de bibacier a

travers ’extraction, I’identification et I’évaluation de leurs activités biologiques.
Ce travail vise plus précisément a :

* Extraire les composés phénoliques a partir des feuilles de bibacier en utilisant différents

solvants, afin d’optimiser le rendement selon la polarité du solvant utilisé ;

« Evaluer D’activité antioxydante des extraits obtenus, en s’appuyant sur des méthodes
spectrophotométriques telles que le test DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle), afin de

déterminer leur pouvoir réducteur et leur capacité a piéger les radicaux libres ;

« Etudier I’activité antibactérienne et antifongique des extraits vis-a-vis de différentes
souches microbiennes pathogenes, en utilisant des tests microbiologiques (diffusion en
disque, mesure de zones d’inhibition, etc.), dans le but d’explorer leur potentiel en tant

qu’agents antimicrobiens naturels.

1.1 Matériel et méthodes

11.1.1 Materials utilisés

I.L1.1 Matériel et produits et appareillage de laboratoire

Tableau I1-1 : Appareillage utilisé

Appareillage

e Incubateur a agitation

e Centrifugeuse

e Evaporateur rotatif (Rota vap)

e Bain-marie

e Spectro-photométre ultraviolet-visible
e [’¢tuve

e \ortex..

e Balance analytique

e Autoclave

e Dbroyeur électrique
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Tableau 11-2 : Matériel verrier et équipements utilisés.

Matériel
e Béchers e Pipettes graduées
e Erlenmeyers e Mortier
e Verre a montre e Entonnoir
e Spatule e Tubes a essais
e Eprouvettes graduées e Boites de pétrie
e Fioles jaugees e Pipettes Pasteur
e Anse de platine e Micropipette
e Ecouvillons e Flacon
Tableau 11-3 : Produits utilisée.

Produits Pureté %
e Méthanol0 99.7
e Ethanol 99.6
o Eaudistillé /
e Eau physiologie /
e Milieu de culture Mueller-Hinton /
e Gélose nutritive /

(<97 %)

e DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle )

11.1..2 Récolte et préparation du matériel vegétal

Les feuilles de bibacier utilisées dans cette étude ont été récoltées au mois de février 2025,
dans la wilaya de Médéa, plus précisément dans la commune de Tamezguida, une zone au

climat favorable a la croissance de cette espece. (Figure 11-1).
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Figure 11-1 : La plante d'Eriobotrya japonica L. (Origine).

Apres la récolte, les feuilles ont été soigneusement lavées a 1’eau du robinet afin d’éliminer
les impuretés, les poussieres et tout autre contaminant éventuel provenant
del’environnement. Elles ont ensuite été séchées a I’air libre dans une piéce bien ventilée, a
température ambiante, pendant une durée de trois semaines. Il est important de noter que le
séchage a été effectué a I’abri de la lumiere directe du soleil, afin de préserver I'intégrité des

composeés bioactifs, qui peuvent étre sensibles a la chaleur et aux rayons UV.
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Figure 11-2 : La partie de la plante de néflier du japon aprés séchage.

Une fois le séchage complet, les feuilles ont été broyées a I’aide d’un broyeur électrique
jusqu’a obtention d une poudre homogene et fine. Cette poudre constitue la matiére premiére

pour la préparation des différents extraits végétaux utilisés dans les analyses phytochimiques
et biologiques

Figure 11-3 : Poudre fine de feuilles séches de néflier du japon préte pour I’extraction
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11.2.1  Preparation des extraits de feuilles de néflier

> Extraction des composes phénoliques par macération (solide/liquide)

L’extraction des composés bioactifs présents dans les feuilles de bibacier a été réalisée par
la méthode classique de macération solide/liquide, qui consiste a immerger la matiere

végétale dans un solvant approprié afin de permettre la diffusion des constituants solubles.

Pour cette étude, trois types d’extraits ont été préparés a partir de feuilles séchées et finement

broyées :
* Extrait aqueux : obtenu a 1’aide de I’eau distillée ;
* Extrait éthanolique : préparé¢ avec de 1’éthanol pur (100 %) ;

* Extrait hydroalcoolique : réalis¢ a partir d’un mélange eau/éthanol dans un ratio volumique

de 50 :50 (v/v).
» Protocole d’extraction
Le protocole de macération a été réalisé selon les étapes suivantes :
* Peser 4 g de poudre de feuilles de néflier.
« Ajouter 40 mL du solvant correspondant (eau distillée, éthanol pur ou mélange 50:50) ;

« Laisser le mélange en agitation douce pendant 24 heures a température ambiante, a 1’abri

de la lumiere (Figure 11-4).
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Figure 11-4 : Agitateur incubateur orbital utilisé pour I'extraction des composés bioactifs

« Filtrer les extraits a I’aide de papier filtre propre pour séparer la phase liquide de la matiere

végétale résiduelle (Figure 11-5).

Figure 11-5 : Filtrations des extraits.
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« Transférer le filtrat dans des tubes a centrifuger et centrifuger a 4500 tr/min pendant 5

minutes afin d’obtenir un extrait clair

* Transférer le surnageant obtenu dans un ballon, puis concentrer 1’extrait par évaporation

du solvant a I’aide d’un évaporateur rotatif (Rotavap) sous pression réduite (Figure 11.6).

Figure 11-6 : Evaporation du solvant par Rotavap.

. Conserver les extraits dans des flacons stériles, hermétiques, a 1’abri de la lumiére et

a basse température (environ +4 °C) jusqu’a leur utilisation.

11.2.2 Rendement des extraits
Les extraits filtrés ont été ensuite concentrés a I’aide d’un évaporateur rotatif (Rota-vapeur)

sous pression réduite, afin d’éliminer les solvants sans altérer les composés thermosensibles.
Les etapes de concentration sont les suivantes :
* Verser I’extrait liquide dans le ballon du Rota-vapeur.

* Effectuer I’évaporation jusqu’a élimination compléte du solvant a 80 °C (ou température

adaptée au solvant) (Figure 11.6).
* Laisser refroidir, puis peser le ballon pour déterminer la masse d’extrait brut ;

* Récupérer I’extrait et le stocker dans des tubes stériles a basse température.
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Ce protocole permet une extraction sélective des composés phénoliques selon la polarité
du solvant, garantissant ainsi des extraits exploitables pour les tests antioxydants,

antibactériens et antifongiques.
» Calcul du rendement d’extraction

Le rendement d’extraction permet d’évaluer I’efficacité du procédé d’extraction en
quantifiant la masse d’extrait sec obtenue a partir d’une masse initiale de matiere végétale.

Il s’exprime généralement en pourcentage (%).

Azwanida, (2015) Le rendement est calculé selon la formule suivante :

Masse de 'extrait sec (g) 100
X
Masse de la poudre végétale utilisée (g)

Rendement (%) = (

11.2.3 KEvaluation de Pactivité antioxydante par la méthode DPPH
L’activité antioxydante des extraits de feuilles de bibacier a été évaluée en utilisant la
méthode du radical libre DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle), une technique

couramment utilisée pour mesurer la capacité antiradicalaire des composés naturels.

» Principe du test :

Le radical DPPH est un compose stable de couleur violette intense, qui présente une forte
absorption a une longueur d’onde de 517 nm. En présence d’un antioxydant, ce radical capte
un électron ou un atome d’hydrogéne, ce qui entraine sa réduction et un changement de
couleur de violet a jaune. Ce changement est proportionnel a I’activité antioxydante de

I’échantillon testé, et peut étre quantifié par spectrophotométrie UV-Visible.
» Protocole expérimental :
1. Préparer la solution de DPPH a 0,1 mM dans du méthanol.

2. Dans un tube a essai, ajouter 200 pL d’extrait (ou de solvant pour le témoin) a 800 puL de

la solution de DPPH.

3. Mélanger doucement, puis incuber les tubes a 1’obscurit¢ pendant 30 minutes a

température ambiante, afin d’éviter la dégradation du DPPH par la lumiére.
4. Apres incubation, mesurer I’absorbance a 517 nm a I’aide du spectrophotometre.
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5. Brand-Williams et al., (1995) Calculer le pourcentage d’inhibition du DPPH selon la

formule suivante :

Ay — A,
Inhibition (%) = (”T) x 100
0

A0 : Absorbance de la solution témoin (DPPH sans extrait)
AS : Absorbance de la solution contenant I’extrait.

11.2.4 KEvaluation de P’activité antimicrobienne (Méthode de diffusion en puits sur
geélose)

L’activité antimicrobienne des extraits de feuilles de bibacier a été évaluée a ’aide de la

méthode classique de diffusion en puits sur gélose, une technique qualitative et semi-

quantitative permettant de tester I’effet inhibiteur d’une substance sur divers micro-

organismes.
» Principe du test :

La méthode repose sur la diffusion de I’extrait dans un milieu gélosé préalablement
ensemence avec un micro-organisme cible. Si I’extrait posséde une activité antimicrobienne,
il inhibe la croissance du micro-organisme dans la zone entourant le puits. Cette zone
d’inhibition, observable a I’ceil nu, est mesurée en millimetres pour évaluer I’efficacité de

I’extrait.

» Micro-organismes testeés :

Les souches microbiennes utilisées dans cette étude sont représentatives de différents

groupes :

Bactéries :
Staphylococcus aureus (Gram positif)

Escherichia coli (Gram négatif)

AN NEEAN

Pseudomonas aeruginosa (Gram négatif)

Champignons :

v Aspergillus brasiliensis (champignon filamenteux)
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v Candida albicans (levure, si applicable)

Incubateurs :
a 37 °C pour les bactéries
a 25°C pour les champignons

v < X

Protocole expérimental :

L'ensemble des manipulations a été réalisé dans une zone stérile afin de garantir la fiabilité

des résultats. Le protocole expérimental s’est déroulé selon les étapes suivantes :

1. Préparation du milieu de culture :

e Un total de 38 g de poudre de milieu Muller-Hinton a été dissous dans 1000 mL
d’eau distillée.

e Liquéfier et stériliser le milieu de culture Muller-Hinton dans un autoclave pour
éliminer toute contamination.

e Verser le milieu stérilisé dans des boites de Pétri stériles puis laisser solidifier a

température ambiante (Figure 11-7).

2. Préparation de la suspension bactérienne :
e Préparer des suspensions microbiennes fraiches, standardisées (généralement a
une densité équivalente a 0,5 McFarland, soit environ 1,5 x 108 UFC/mL pour les

bactéries et les Champignons) (Figure 11-7).

3. Ensemencement, application des disques et incubation :
e Ensemencer uniformément la surface de I’agar avec la suspension microbienne a

I’aide d’un écouvillon stérile.

e A I’aide d’un tube en verre stérile ou d’un emporte-piéce, creuser des puits dans la
gélose (diametre standard : 6 mm) (Figure 11-7).

e Remplir chaque puits avec 100 pL d’extrait (préalablement filtré ou stérilisé si

nécessaire) (Figure 11-7).

e Incuber les boites de Petri dans les conditions suivantes :
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24 heures a 37 °C pour les bactéries et 48 & 72 heures a 25 °C pour les champignons.

4. Lecture des résultats :

e Observer et mesurer le diamétre des zones d’inhibition (en millimétres) autour des

puits, a I’aide d’une régle graduée ou d’un pied a coulisse

> Interprétation des résultats :

Les résultats sont exprimés en diamétre (mm) de la zone d’inhibition autour du puits. Plus

le diamétre est grand, plus I’effet antimicrobien est fort

Diametre (mm) Interprétation

<8 Activité faible
9-14 Activité modérée
15-19 Activité forte
>20 Activité trés forte

Figure 11-7 : Différentes étapes d'antibiogramme.
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Chapitre 111 : Reésultats et Discussions

I.1 Rendement de I’extraction

L'efficacité de l'extraction des composes phénoliques est conditionnée par plusieurs
parametres clés, notamment la méthode d'extraction, la nature du solvant, la température et
la granulométrie de la poudre végétale (Chavan et al., 2000 ; Goli et al., 2004 ;
Mukhopadhyay et al., 2005).

Les rendements d’extraction des feuilles de néflier par la méthode solide-liquide varient en
fonction du solvant utilisé. Trois extraits ont été préparés : un extrait éthanolique, un extrait
hydro-éthanolique et un extrait aqueux. Les rendements obtenus sont présentés dans le

tableau ci-dessous : (Tableau I11-1)

Tableau 111-4 : Les pourcentages d’extraction pour chaque extrait de néflier du japon.

Extrait Taux d’extraction (%)
Extrait éthanolique des feuilles 16.44 %
Extrait hydro-éthanolique des feuilles 10.47 %
Extrait aqueux des feuilles 9.5%

Ces résultats montrent que 1’extrait éthanolique présente le rendement le plus élevé, suivi

de I’extrait hydro-éthanolique, puis de 1’extrait aqueux.

L’¢étude des rendements d’extraction des feuilles de néflier par la méthode d’extraction
solide-liquide a mis en évidence des variations notables selon le type de solvant utilisé.
L’extrait éthanolique a affiché le rendement le plus élevé avec 16,44 %, suivi de I’extrait
hydro-éthanolique (10,47 %) et enfin de I’extrait aqueux (9,5 %). Ces différences
s’expliquent principalement par la nature chimique des composés présents dans les feuilles.
L’éthanol, en tant que solvant organique polaire, est capable de solubiliser efficacement une
large gamme de composes bioactifs, notamment les flavonoides, les triterpenes, les phénols
et certains alcaloides (Zhou et al., 2011; Okmen et al., 2019). Ces molécules, en grande
partie lipophiles ou modéréme00nt polaires, sont mieux extraites avec un solvant organique

que par I’eau seule (Khoddami et al., 2013).
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Figure 111-1 : représentation graphique des Evolution de rendement en fonction de nature
de solvant. Données traitées avec (Excel 2019)

Le mélange hydro-éthanolique, quant a lui, combine les propriétés des deux solvants (eau
et ethanol), permettant une extraction plus équilibrée de composes polaires et semi-polaires.
Cependant, la dilution de I’éthanol avec de I’eau peut réduire sa capacité a extraire certains
composés peu solubles dans I’eau, expliquant un rendement inférieur a celui de I’éthanol pur
(Do et al., 2014). En revanche, I’extrait aqueux, bien que plus sir, non toxique et plus
écologique, présente une faible capacité a solubiliser des composés faiblement polaires, ce

qui limite son rendement global (Dai & Mumper, 2010).

Sur le plan pratique, chacun de ces extraits peut étre valorisé selon sa composition
chimique. L’extrait éthanolique, riche en composés lipophiles, peut étre particuliérement
intéressant pour des applications pharmaceutiques ou cosmétiques, notamment en raison de
ses propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et antimicrobiennes bien documentées
dans la littérature (Jin et al., 2016; Thring et al., 2009). L’extrait hydro-éthanolique, plus
équilibré, peut étre utilisé dans des formulations polyvalentes, notamment en phytothérapie,
pour le traitement des troubles respiratoires ou métaboliques (Silva et al., 2020). Enfin,
I’extrait aqueux, bien que moins concentré, reste adapté a des usages alimentaires ou
médicinaux doux, en particulier sous forme de tisane ou d'infusion, notamment pour ses
effets bénéfiques sur les voies respiratoires et le systéme digestif (Gonzalez de Mejia et al.,
2017).
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» Comparaison des rendements d’extraction avec d'autres régions :

Les rendements d’extraction des feuilles de néflier (Eriobotrya japonica) varient
considérablement selon les conditions géographiques, la variété de la plante, le solvant
utilisé et le protocole d’extraction appliqué. Dans la présente étude menée en Algérie, le
rendement de I’extraction avec I’éthanol pur a atteint 16,44 %, ce qui s’avére relativement
élevé comparé a plusieurs études internationales. Par exemple, une étude réalisée en Italie
par Silva et al. (2018) a montré que l'extraction au méthanol pur des feuilles de néflier
produisait un rendement de seulement 2,3 %, tandis que l'utilisation d’un mélange
méthanol/eau (70 :30) permettait d’atteindre 15 %, ce qui est plus proche de nos résultats.
Cette diftérence illustre I’influence marquée du choix du solvant, mais aussi probablement

des facteurs climatiques et varietaux.

En Corée du Sud, Park et al. (2003) ont comparé I’efficacité de ’eau chaude, d’un mélange
a 20 % d’éthanol et d’un mélange a 80 % d’éthanol. Leur étude a révélé que I’extrait aqueux
a chaud présentait un rendement supérieur (environ 20 %) par rapport aux extraits hydro-
alcooliques, qui affichaient des rendements autour de 14,5 % pour 20 % d’éthanol et 14,4 %
pour 80 % d’éthanol. Ces valeurs suggerent que 1’eau chaude, malgré son profil moins
favorable a la solubilisation de composés lipophiles, peut favoriser 1’extraction de certains

composes hydrosolubles tels que les acides phénoliques et certains polysaccharides.

Par ailleurs, une étude comparative menée en Europe (France/Allemagne) par Kim, Muller
et Bertrand (2021) a mis en évidence un rendement de 20,2 % avec le méthanol pur, 9,59 %
avec l’acétone, 6,79 % avec I’acétate d’éthyle et seulement 2,09 % avec I’hexane. Cette
hiérarchie de rendements refléte bien I’influence de la polarité du solvant sur I’extraction
des composés phénoliques. En comparaison, le rendement de 10,47 % obtenu dans notre
étude avec un solvant hydro-éthanolique est en cohérence avec les performances attendues
d’un mélange polaire équilibré, capable d’extraire aussi bien des flavonoides hydrophiles

que des composés moderément lipophiles.

Ces comparaisons démontrent que les résultats obtenus en Algérie sont compétitifs et
confirment que I’utilisation de 1’éthanol ou d’un mélange hydro-éthanolique constitue une
stratégie efficace pour maximiser 1’extraction des composés bioactifs a partir des feuilles de
néflier. Toutefois, les rendements doivent toujours étre interprétés en lien avec la
composition qualitative de I’extrait, et non uniquement sur la base de la masse séche

récupeérée.
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Figure I111-2 : Comparaison des rendements d’extraction des feuilles de néflier selon

différents solvants et régions géographiques (Excel 2019).

I.1 Activité antioxydantes de neflier du japon

¢ Activité scavenging du radical DPPH :

L’activité antiradicalaire des extraits de feuilles de néflier a été évaluée par la méthode du
radical libore DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle), un test couramment utilisé pour
mesurer le pouvoir antioxydant des substances naturelles. Cette méthode repose sur la
capacité des antioxydants présents dans les extraits a réduire le radical DPPH, caracterisé
par sa couleur violette intense. La réaction de réduction, suivie par spectrophotométrie a une
longueur d’onde de 517 nm, se traduit par un changement progressif de la coloration violette
vers le jaune pale, indiquant la neutralisation des radicaux libres. Plus I’extrait posséde une
capacité antioxydante élevée, plus la décoloration est rapide et marquée. Ce test fournit ainsi
une indication directe de la puissance antioxydante des extraits en quantifiant leur efficacité

a piéger les radicaux libres. (Figures : 111-3 ;111-5 ;111-8).
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1) Extrait éthanolique des feuilles

Figure 111-3 : illustration de la réaction colorimétrique (Extrait éthanolique des feuilles)
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Figure I11-4 : Courbe d'inhibition en fonction de la concentration en composés phénoliques
de I’extrait éthanolique. (Excel 2019).
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2) Extrait hydro-éthanolique des feuilles

Figure I11-5 : illustration de la réaction colorimétrique (Extrait hydro-éthanolique des

feuilles)
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Figure 111-6 : Courbe d'inhibition en fonction de la concentration en composés phénoliques

de I’extrait hydro-éthanolique. (Excel 2019).

3) Extrait aqueux des feuilles

Figure 111-7 : illustration de la réaction colorimétrique (Extrait aqueux des feuilles)
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Figure 111-8 : Courbe d'inhibition en fonction de la concentration en composés phénoliques
de de I’extrait aqueux. (Excel 2019).

> DETERMINATION DES IC50 :

Le parametre IC50 (concentration inhibitrice a 50 %) ou EC50 (concentration efficace) est
défini comme la concentration d’un composé nécessaire pour entrainer une réduction de
50 % de l’activité mesurée. Dans le cas de 1’activité antioxydante évaluée par le test DPPH,
les valeurs d’IC50 sont inversement proportionnelles a la capacité piégeuse des radicaux
libres : plus I’'IC50 est faible, plus I’effet antiradicalaire est important (Molyneux, 2004 ;
Vilano et al., 2007).

Le tableau 1V.4 présente les valeurs de I'IC50 des composés phénoliques issus des trois
types d’extraits (éthanolique, hydro-éthanolique et aqueux) de néflier, comparées a celle de
I’acide gallique, utilis¢é comme standard de référence. Ces valeurs correspondent a la

concentration d’extrait nécessaire pour inhiber 50 % du radical libre DPPH.
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Tableau I11-2 : Les valeurs des IC50 des différents extraits.

Extraits et antioxydants de référence IC50 (pg/ml)
Extrait éthanolique 4,15+0,2
Extrait Hydro-éthanolique 4,65+0,3
Extrait Aqueux 70 £ 0,27
Acide gallique 3,77 £0,11

Les résultats obtenus pour 1’'ICso des extraits secs riches en composés phénoliques des
feuilles seches de néflier, préparés par macération a température ambiante avec différentes
proportions d’éthanol/eau (100/0 %, 50/50 %, 0/100 %), ont révélé des valeurs respectives
de 4,15 + 0,2 pg/mL, 4,65 £ 0,3 pg/mL et 70 £ 0,27 pg/mL (voir le tableau 111-5). En
comparaison, I’acide gallique, utilis¢é comme standard de référence, a présenté une 1Cso de
3,77 £ 0,11 pg/mL (voir le tableau I111-5). Ces résultats indiquent que 1’extrait obtenu avec
100 % d’éthanol possede le potentiel antioxydant le plus €levé, suivi par I’extrait a 50 %

d’éthanol, tandis que ’extrait aqueux montre une activité nettement plus faible.

Comparativement a d’autres études, notre extrait présente une activité antioxydante
particuliérement intéressante, d’autant plus que nous avons utilisé des proportions d’éthanol
et d’eau non toxiques. En effet, en Iran, un extrait méthanolique des feuilles a montré une
1111ICso de 69,43 + 0,36 ug/mL (Safari et al., 2019). De méme, un extrait ethanolique des
feuilles de néflier a révélé une ICso de 157 pg/mL (isbilir et al., 2019). Par ailleurs, en
Serbie, un extrait éthanolique a 75 % de fruits de néflier obtenu par extraction par ultrasons

a présenté une ICso de 884 + 12 pg/mL (Katanié Stankovi¢ et al., 2022).

Cette variation d’activité antioxydante s’explique par la solubilité différente des composés

phénoliques selon les solvants employés.

L’éthanol pur favorise 1’extraction des molécules les plus actives, notamment celles
moyennement polaires a apolaires, tandis que I’eau apparait moins efficace pour extraire ces

composeés spécifiques.

Ainsi, ces résultats suggerent que les composés phenoliques responsables de I’activité
antioxydante sont majoritairement solubles dans I’éthanol, ce qui fait de ce solvant la
condition d’extraction optimale pour maximiser 1’efficacité antioxydante des extraits de

feuilles de néflier.
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Les feuilles de néflier présentent une activité antioxydante notable, en grande partie grace a

leur richesse en composés phénoliques.

Cette activité a éteé démontrée par le test DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle), une
méthode largement utilisée pour évaluer le pouvoir piégeur des radicaux libres. Les extraits
de feuilles de néflier montrent une forte capacité a réduire les radicaux DPPH, ce qui se
traduit par des valeurs d’ICso faibles, indiquant un potentiel antioxydant élevé. Cette
efficacité est attribuée a la présence de flavonoides (Katani¢ Stankovié¢ et al. 2022) et

d’acides phénoliques (Isbilir et al. 2023), reconnus pour leur pouvoir donneur d’électrons.

Ces résultats suggerent que les extraits de feuilles de néflier pourraient constituer une
source naturelle intéressante d’antioxydants pour des applications pharmaceutiques ou

nutraceutique.

111.3. Evaluation de ’activité antimicrobienne

Dans le cadre de cette étude, nous avons évalué I’activité antibactérienne des extraits de
feuilles de neéflier en utilisant deux méthodes classiques : la diffusion sur disque et la
diffusion en puits. Ces tests ont permis de mesurer les diamétres des zones d’inhibition afin
de déterminer la sensibilité de différentes souches bactériennes et fongiques vis-a-vis des
extraits. Les résultats obtenus ont permis d’estimer la richesse de cette plante en
biomolécules bioactives, notamment en composes antimicrobiens et antifongiques.
L’ampleur des zones d’inhibition observées refléte ainsi le potentiel pharmacologique des
extraits, et suggere la présence de substances naturelles actives telles que des flavonoides,
des triterpénes, ou encore des composés phénoliques, connus pour leurs effets

antimicrobiens dans la littérature.

« Effets des différents extraits :

L’antibiogramme représente une méthode de référence pour évaluer la sensibilité des
souches microbiennes face a divers agents antimicrobiens. Dans notre étude, cette approche
a été appliquée afin d’analyser I’efficacité des extraits de néflier obtenus par différents
solvants. Les figures et tableaux suivants illustrent les diametres des zones d’inhibition
(exprimés en millimetres) observés apres exposition des souches microbiennes aux extraits
testés (Figure 111-9 ; Figure 111-10). Ces mesures permettent de comparer I’effet inhibiteur

des différents extraits en fonction de la concentration et du type de solvant utilisé. Les
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données résumées ci-dessous concernent cing souches microbiennes ciblées, et fournissent

une base pour interpréter la puissance antimicrobienne potentielle de chaque extrait.

a) Staphylococcus aureus b) Pseudomonas c) E. coli

aeruginosa

Figure 111-9 : la sensibilité des trois souches bactériennes

a) Candida albicans b) Aspergillus brasiliensis

Figure 111-10 : Sensibilité des deux souches fongiques
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111.3.1 Pactivité antimicrobienne d’extraits éthanolique :

Les tests effectués par diffusion montrent que 1’extrait éthanolique des feuilles de néflier
possede une activité antimicrobienne sélective selon les microorganismes testés, avec des
effets plus marqués sur les souches fongiques, en particulier Aspergillus brasiliensis, que sur

les bactéries.

Tableau I11-3 : Résultats de ’activité antimicrobienn d’extraits éthanolique

Les souches TO P D1 D2 D3 D4

E. Coli / 8 mm / / / /
Staphylococcus | / / / / / /
Aureus

Pseudomonas |/ 10mm 5mm / / /
Aeruginosa

Candida / 9mm 6mm / / /
albicans

Aspergillus / 28 mm 20mm 18 mm 15 mm 1.2 mm
brasiliensis

» Escherichia coli :

L’extrait éthanolique a montré une zone d’inhibition de 8 mm contre E. coli, uniquement
dans le témoin (T0), indiquant une activité antibactérienne moderée. Cette sensibilité limitée
est typique des bactéries Gram négatif, dont la membrane externe riche en
lipopolysaccharides constitue une barriere protectrice contre de nombreux agents
antibactériens (Nikaido, 2003). Toutefois, la présence de flavonoides et d’acides
phénoliques dans I’extrait pourrait expliquer cette inhibition, car ces composés sont capables
de perturber les fonctions membranaires et la respiration bactérienne (Cushnie & Lamb,
2005). Des études similaires ont observé des inhibitions autour de 6—9 mm pour des extraits

éthanoliques de néflier sur E. coli (Silva et al., 2018).
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» Staphylococcus aureus :

Aucune zone d’inhibition n’a été observée pour S. aureus, indiquant une absence totale
d’activité de I’extrait éthanolique a toutes les concentrations testées. Cette absence peut étre
due a une faible affinité des composés extraits vis-a-vis des cibles cellulaires de cette bactérie
Gram positif, ou a une quantité insuffisante de composés bactéricides (comme les tanins
hydrolysables ou les huiles essentielles). Cependant, certaines études rapportent une faible
sensibilité de S. aureus aux extraits éthanoliques de plantes, & moins que ceux-ci soient

fortement concentrés ou enrichis (Tona et al., 2004 ; Park et al., 2003).
» Pseudomonas aeruginosa :

Une zone d’inhibition de 10 mm a été mesurée en TO, et 5 mm en D1. P. aeruginosa est
réputée pour sa résistance intrinséque élevée, mais I’activité observée démontre une certaine
efficacité¢ des composés lipophiles présents dans 1’extrait, comme les triterpénes et certains
polyphénols (Reygaert, 2018). Cette activité est encourageante, car elle suggére que méme
des souches multirésistantes peuvent étre sensibles a des extraits végétaux bien ciblés.
D’autres travaux (Nessa et al., 2010) ont rapporté des zones d’inhibition de 8—12 mm avec

des extraits de feuilles de néflier, confirmant la tendance observée ici.
» Candida albicans :

L’extrait éthanolique a inhibé la croissance de Candida albicans, avec des zones de 9 mm
(TO) et 6 mm (D1). Cette activité antifongique peut étre attribuée a la présence de
flavonoides, tanins et saponines capables de perturber la membrane fongique, altérer la
perméabilité cellulaire, ou induire des dommages oxydatifs (Khan et al., 2012 ; Hirasawa
& Takada, 2004). Ces résultats sont comparables a ceux de Adzu et al. (2011), qui ont
rapporté des inhibitions modérées de C. albicans par des extraits éthanoliques de feuilles

riches en polyphénols.
» Aspergillus brasiliensis :

Une forte activité a été observée contre A. brasiliensis, avec des zones d’inhibition
importantes : 28 mm (T0), 20 mm (D1), 18 mm (D2), 15 mm (D3), et 1,2 mm (D4). Ce

résultat suggeére que I’extrait éthanolique est hautement efficace contre cette moisissure,
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surtout a faibles dilutions. Cette activité pourrait étre liée a la présence de tanins condensés,
acides phéenoliques et flavonoides, capables de bloquer la germination des spores et d’altérer
la paroi cellulaire fongique (Martinez et al., 2012 ; Kim et al., 2004). L’efficacité

décroissante avec la dilution confirme 1’action dose-dépendante de I’extrait.

On peut conclure que I’extrait éthanolique des feuilles de néflire a révélé une activité
antimicrobienne intéressante, mais sélective, selon la nature des micro-organismes testés. Sa
plus grande efficacité a été observeée contre la moisissure Aspergillus brasiliensis,
démontrant une forte activité antifongique, probablement liée a des métabolites secondaires

lipophiles bien extraits par 1’éthanol, tels que les flavonoides, tanins et triterpenes.

L’extrait montre également une activit¢é modérée contre certaines bactéries Gram négatif,
comme E. coli et Pseudomonas aeruginosa, ce qui confirme sa capacité a franchir des
barrieres membranaires complexes. En revanche, I’absence d’effet sur Staphylococcus
aureus suggere soit une concentration insuffisante de composés actifs spécifiques a cette

souche Gram positive, soit une résistance naturelle de la souche testée.

Ces résultats sont en cohérence avec plusieurs études antérieures (Silva et al., 2018 ; Nessa
et al., 2010 ; Cushnie & Lamb, 2005), qui ont montré que ’activité des extraits végétaux
dépend fortement de la composition phytochimique, du type de solvant utilise, et des

caractéristiques structurales des micro-organismes cibleés.
111.3.2 L’activité antimicrobienne d’extraits hydro-éthanolique :

Les tests effectués par diffusion montrent que I’extrait hydro-éthanolique des feuilles

d’Eriobotrya japonica présentés le tableau

Tableau I111-4 : Résultats de I’activité antimicrobienn d’extraits hydro-éthanolique

Les souches TO P D1 D2 D3 D4
E. Coli / 8mm 6mm / / /
Staphylococcus | / / / / / /
Aureus

Pseudomonas |/ 10mm 6mm / / /
Aeruginosa
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Candida / 8mm / / / /
albicans

Aspergillus / 24mm 16mm 10mm 8mm 6mm
brasiliensis

> Escherichia coli

L’extrait hydro-éthanolique a généré une zone d’inhibition de 8 mm (T0) et 6 mm (D1),
indiquant une activité antibactérienne modérée. Ce résultat est comparable a celui observé
pour ’extrait éthanolique, ce qui suggére que les composés actifs contre E. coli sont bien
extraits dans un mélange hydro-alcoolique. Comme dans d'autres études (Park et al., 2003),
cette inhibition peut étre attribuée a la présence de flavonoides hydrosolubles et de tanins

condensés.
» Staphylococcus aureus

Aucune zone d’inhibition n’a été observée, indiquant une absence d’activité¢ de I’extrait
hydro-éthanolique contre cette bactérie Gram positif. Ce profil rejoint celui de ’extrait
¢thanolique, et renforce ’hypothése que les biomolécules extraites dans ces solvants sont

peu efficaces contre cette souche spécifique (Tona et al., 2004).
» Pseudomonas aeruginosa

L’extrait a inhibé P. aeruginosa avec 10 mm (T0) et 6 mm (D1), ce qui confirme une activité
antibactérienne modérée contre cette souche résistante. Cela rejoint les résultats de Nessa et
al. (2010), qui ont montré que des extraits hydro-éthanoliques pouvaient atteindre jusqu’a

12 mm d’inhibition sur cette espece difficile a traiter.

» Candida albicans

Une zone d’inhibition de 8 mm a été observée uniquement a TO. Ce résultat est légérement
inférieur a celui de I’extrait éthanolique, ce qui pourrait refléter une concentration plus diluée
de composés antifongiques lipophiles, car I’eau dilue partiellement leur solubilité.
Cependant, il reste dans les marges rapportées dans des travaux similaires (Khan et al.,
2012).
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» Aspergillus brasiliensis

L’extrait hydro-éthanolique a montré une activité significative avec 24 mm (TO), puis une
diminution progressive (16, 10, 8, et 6 mm selon les dilutions). Bien qu’un peu moins
marquée que celle de I'extrait éthanolique (28 mm), cette activité antifongique reste tres
notable et probablement liée aux tanins, flavonoides et autres composés polyphénoliques

connus pour inhiber la croissance fongique (Kim et al., 2004).

L’extrait hydro-éthanolique de Eriobotrya japonica démontre une activité antimicrobienne
modérée et ciblée, avec une forte efficacité antifongique contre Aspergillus brasiliensis, et
une activité bactéricide partielle contre E. coli, P. aeruginosa et Candida albicans. Son
efficacité semble toutefois inférieure a celle de I’extrait éthanolique pur, probablement en

raison d’une dilution des composés lipophiles actifs dans la phase aqueuse.

Ces résultats mettent en évidence I'intérét de ce type d’extrait comme alternatif naturel,
tout en soulignant la nécessité d’une caractérisation chimique approfondie pour cibler les

molécules responsables de I’effet antimicrobien.

111.3.3 L’activité antimicrobienne d’extraits aqueux :

Tableau I11_5 : Résultats de I’activité antimicrobienne d’extraits aqueux
Les souches TO P D1 D2 D3 D4
E. Coli / / / / / /
Staphylococcus | / / / / / /
Aureus
Pseudomonas |/ / / / / /
Aeruginosa
Candida / 6mm / / / /
albicans
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Aspergillus / 18mm 12mm 10mm 8mm 7mm

brasiliensis

> Activité nulle sur les bactéries testées :

L’extrait aqueux n’a montré aucune activité antibactérienne contre E. coli, S. aureus et P.
aeruginosa. Ceci est cohérent avec les études antérieures (Tona et al., 2004 ; Nascimento
et al., 2000), qui soulignent que les extraits aqueux sont souvent pauvres en COmMpOSEs
lipophiles, comme certains flavonoides ou triterpénes, pourtant essentiels a I’activité

antibactérienne.
> Faible activité sur Candida albicans :

Une inhibition modeste de 6 mm a été observeée, ce qui suggére la présence de tanins ou
acides phénoliques hydrosolubles. Cependant, cette activité reste trés inférieure aux extraits

éthanoliques, comme observé par Kim et al. (2004).
» Bonne activité antifongique sur Aspergillus brasiliensis :

Avec une zone d’inhibition initiale de 18 mm, puis décroissante a mesure que la dilution
augmente, I’extrait aqueux montre une activité dose-dépendante significative contre ce
champignon. Cela refléte la présence de molécules antifongiques hydrosolubles, comme des
saponines ou des phénols simples. Ce résultat est conforme aux travaux de Silva et al.

(2018), ou les extraits aqueux ont montré des zones d’inhibition similaires sur Aspergillus

spp.
» Comparaison générale des trois extraits selon leur activité antimicrobienne :

L’analyse comparative des activités antimicrobiennes des extraits éthanolique, hydro-
éthanolique et aqueux des feuilles de Eriobotrya japonica met en évidence des différences
significatives d'efficacité selon la nature du solvant d’extraction utilisé. Globalement,
I’extrait éthanolique s’est révélé étre le plus performant, notamment contre les souches
fongiques. I1a montré une inhibition remarquable de la croissance d’ Aspergillus brasiliensis,
avec des zones allant jusqu’a 28 mm, ce qui témoigne d’une forte concentration en
métabolites antifongiques lipophiles comme les triterpénes et certains flavonoides (Cowan,

1999 ; Silva et al., 2018). Une activité modérée contre Pseudomonas aeruginosa (10 mm) et

43



Chapitre 111 : Reésultats et Discussions

Candida albicans (9 mm) a également €té enregistrée, ce qui confirme son large spectre
d’action. Cependant, I’absence d’effet sur Staphylococcus aureus peut s’expliquer par une

résistance intrinséque ou une sensibilité moindre de cette souche aux composés présents.

L’extrait hydro-éthanolique présente une activité intermediaire. Il conserve une efficacité
antifongique notable contre Aspergillus brasiliensis (24 mm a 1’état pur), mais avec une
intensité légérement inférieure a celle de I’éthanolique pur. Cela s’explique probablement
par la dilution des composés lipophiles dans un milieu mixte eau/éthanol, qui réduit leur
solubilité optimale. Contre les bactéries E. coli et P. aeruginosa, les zones d’inhibition étaient
modestes (6 a 10 mm), montrant une certaine efficacité mais moindre comparée a ’extrait
¢thanolique. Cela reste toutefois supérieur a ce qu’on observe avec les extraits aqueux, ce
qui confirme que le mélange hydro-alcoolique reste capable d’extraire des métabolites

secondaires actifs de polarités diverses (Tona et al., 2004).

Quant a ’extrait aqueux, il a montré une efficacité globalement faible. I1 n’a exercé aucune
activité inhibitrice sur les bactéries testées, y compris E. coli, P. aeruginosa et S. aureus, ce
qui suggere une faible concentration ou absence de molecules antibactériennes
hydrosolubles efficaces. Seule une activité antifongique modérée a été observée contre
Aspergillus brasiliensis (18 mm a 1’état pur), ce qui pourrait étre liée a la présence de tanins
ou de saponines hydrosolubles (Kim et al., 2004 ; Al-Fatimi et al., 2007). Toutefois, cette

activité décroit fortement avec la dilution, ce qui limite I’'usage pratique de cet extrait.

En somme, la comparaison montre que I’efficacité antimicrobienne dépend fortement de la
polarité du solvant, influengant la nature des composés extraits. L’éthanol, solvant polaire
organique, permet une extraction optimale de nombreux métabolites secondaires bioactifs,
tandis que I’eau extrait majoritairement des composés moins puissants en matiére d’activité
antimicrobienne. Ces observations corroborent des études antérieures sur d’autres plantes
médicinales, qui ont montré une supériorité des extraits éthanoliques ou hydro-éthanoliques
sur les extraits aqueux en termes d’action biologique (Nascimento et al., 2000 ; Tona et al.,
2004)
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Tableau I11-6 : Tableau comparatif de 1’activité antimicrobienne des 3 extraits

(9-6 mm)

Souche Extrait Extrait hydro- | Extrait aqueux
microbienne éthanolique éthanolique

E. coli Faible (8 mm) Faible (8-6 mm) Aucune
Staphylococcus Aucune Aucune Aucune

aureus

Pseudomonas Modérée (10-5 mm) | Faible a modérée | Aucune
aeruginosa (10-6 mm)

Candida albicans | Faible a modérée | Faible (8 mm) Faible (6 mm)

Aspergillus

brasiliensis

Forte (28 — 1,2

mm)

Forte (24 — 6 mm)

Modérée (18 — 7

mm)
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Conclusion

Ce travail a permis d’évaluer de maniere approfondie les propriétés antioxydantes et
antimicrobiennes des extraits de feuilles de néflier obtenus par extraction solide- liquide avec
trois solvants différents : éthanol, hydro-éthanol et eau. Les résultats montrent clairement
que la nature du solvant influe fortement sur la composition chimique des extraits et, par

conséquent, sur leur activité biologique.

L’étude des extraits de feuilles de néflier a permis de démontrer une variabilité significative

du rendement d’extraction et de 1’activité antimicrobienne selon le solvant utilisé.

L’extrait éthanolique a montré le rendement le plus ¢élevé (16,44 %), suivi de D’extrait
hydro- éthanolique (10,47 %) et de I’extrait aqueux (9,5 %), traduisant une meilleure

capacité de 1’éthanol a extraire les composés bioactifs.

L’¢tude de P’activité antioxydante des extraits de plantes en fonction des solvants
d’extraction est d’une grande importance en pathologie cellulaire. Les différences observées
entre les extraits montrent que certains solvants permettent une meilleure extraction des
composeés antioxydants, capables de neutraliser les espéces réactives de I’oxygeéne
responsables de nombreux dommages cellulaires. Ces résultats permettent d’identifier les
extraits les plus efficaces pour une utilisation potentielle dans la prévention ou le traitement
de maladies liées au stress oxydatif, telles que le cancer, les maladies neurodégéneératives ou
les inflammations chroniques. Ainsi, ces recherches contribuent au développement de

nouvelles approches thérapeutiques basées sur des substances naturelles d’origine végétale.

Sur le plan de I’activité antimicrobienne,les extraits éthanolique et hydro-éthanolique ont
présenté des effets intéressants contre certaines souches, en particulier Pseudomonas
aeruginosa, Candida albicans et Aspergillus brasiliensis, tandis que I’extrait aqueux a montré
une activité plus restreinte, essenticllement antifongique. Aspergillus brasiliensis s’est
révélée la souche la plus sensible, avec des zones d’inhibition atteignant 28 mm pour I’extrait

éthanolique pur.

Ces résultats confirment que néflier posséde un potentiel antimicrobien, en particulier
antifongique, significatif, et que I’éthanol reste le solvant le plus efficace tant pour
I’extraction des composes actifs que pour leur expression biologique contre les agents

pathogenes testés.
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Conclusion

En conclusion, ces résultats confirment le potentiel thérapeutique de neflier, notamment de
ses extraits éthanoliques, pour leurs propriétés antioxydantes et antimicrobiennes. Ce travail
ouvre ainsi la voie a une valorisation pharmacologique de cette plante médicinale dans des
formulations naturelles, tout en soulignant I’importance du choix du solvant dans I’efficacité

des extraits végétaux.

Les résultats obtenus ouvrent plusieurs perspectives intéressantes pour la suite des
recherches. Il serait pertinent d’explorer d’autres activités biologiques des extraits de feuilles
de néflier, telles que les effets anti-inflammatoires, antiprolifératifs ou cicatrisants. De plus,
la valorisation de ces extraits dans des formulations a usage alimentaire, pharmaceutique ou
cosmétique pourrait représenter une voie prometteuse dans le développement de produits
naturels innovants. Enfin, des études complémentaires, incluant des essais sur d'autres
souches microbiennes ainsi que des tests in vivo, permettraient de mieux évaluer l'efficacité

et la stabilité de ces extraits en conditions réelles d’application thérapeutique.
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