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Introduction

Depuis des milliers d'années, I'hnumanité a utilisé diverses ressources trouvées dans son
environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies. Actuellement, I'organisation
mondiale de la santé (OMS) estime qu'environ 80% des habitants de la terre ont recours aux
préparations traditionnelles a base de plantes en tant que soins de santé primaire (Lhuillier,
2007).

En effet, beaucoup d’études épidémiologique ont démontrée qu’une alimentation riche en
aliments d’origine naturelle réduit considérablement plusieurs maladies comme les accidents
cardiovasculaires et certains types de cancer (Dauchet et al., 2005). Les propriétés préventives
de ces aliments sont dues a la présence de vitamines (C, E et A), de caroténoides et de composes

phénoliques (Guo et al., 2003) qui sont des molécules dotées d’un pouvoir antioxydant.

Le phénoméne d’oxydation, généré par les radicaux libres, affecte aussi bien 1’organisme
humain que les différents groupes alimentaires existants (Rolland et al., 2004). Dans certaines
conditions il apparait un déséquilibre dans la balance oxydants/antioxydant provoqué par une
production exagérée des radicaux libres ou par diminution des défenses antioxydantes, ce qu’on
appelle le stress oxydatif (Baudin, 2006). Pour prévenir les graves séquelles du au stress
oxydant, il est nécessaire de maintenir 1’équilibre entre oxydants et antioxydants, afin de
préserver les performances physiologiques optimales de 1’organisme, grace a un apport externe

(ex. fruits et Iégumes) (Derbel et Ghedira, 2005).

Psidium guajava dit communément le goyavier dont le fruit est la goyave qui est I’un des plus
exploités en région tropicale. En Algeérie, ce fruit a été introduit dans les années 70 a titre
expérimental. Ce n’est qu’en 1991, qu’un verger a été repris par un agriculteur dans la région de

Fouka (Wilaya de Tipaza) pour pouvoir préserver ce fruit exotique.

P. guajava, est une culture vivriére importante, largement utilisée dans la médecine populaire
a travers le monde. Différentes expériences pharmacologiques dans un certain nombre de
modeles in vitro et in vivo ont démontré la capacité de cette plante (en particulier les feuilles et
les fruits) a présenter des activités antihyperglycémique, anticancéreux, cardiovasculaires, anti-
inflammatoires, antidiarrhéique...etc (Vieira et al., 2001 ; Sanda et al., 2011). Ceci est attribué
a sa richesse en antioxydants tels que les composés phenoliques, vitamine C et caroténoides qui
sont d’une grande importance pour prévenir I’action des radicaux libres dans I’organisme

(Chiari et al., 2012 ; Musaa et al., 2015).



Introduction

L’extraction est I'étape initiale et la plus importante pour récupérer les composés bioactifs a
partir de la maticre végétale. La qualité alimentaire ou thérapeutique d’un produit naturel est liée
a ’efficacité et a la sélectivité du procédé d’extraction utilisé tels que la décoction, I’infusion et
la macération. Ces techniques d’extraction, sont dites conventionnelles ou classique (Pierre et
Lis, 2007; Sofowora, 2010 ; Cheok et al., 2014). De nouvelles techniques d’extraction dites
innovantes, comme 1’extraction assistée par ultrasons, I’extraction assistée par micro-ondes et
extraction par fluide supercritique, ont été développées (Farhat et al., 2009; Cheok et al.,
2014 ; Ligor et al., 2018). Par ailleurs, les composés phénoliques étant tres reactifs, les
conditions et les paramétres d’extraction peuvent modifier profondément leur interaction avec
leur matrice et leur environnement. En effet, beaucoup de facteurs tels que le rapport
solide/liquide, la température, le temps et le solvant d'extraction...etc., peuvent influencer de
maniére significative 1'efficacité de 1’extraction (Ghafoor et al., 2009).

L’objectif de notre travail est d’optimiser les conditions d’extraction des composés
phénoliques, en utilisant une méthode conventionnelle simple la macération, de les doser dans
’extrait obtenu, une fois les paramétres optimisés, et d’évaluer leur activité antioxydante par le
test d’inhibition de DPPH ainsi que et le pouvoir réducteur du phosphomolybdate et du fer
ferrique. Cependant, pour raison de la pandémie due au COVID 19, nous avons été dans
I’obligation de réduire le nombre de tests.

Dans la premiére partie, nous aborderons les différentes connaissances bibliographiques
partagées en trois chapitres : le premier est consacré sur la description de la plante, suivi d’un
second qui traite les antioxydants des feuilles du goyavier et d’un troisiéme qui est sur
I’optimisation d’extraction des composés phénoliques.

Dans la partie expérimentale, nous développerons dans le premier chapitre le matériel et les
méthodes analytiques utilisées pour I’extraction, le dosage colorimétrique des compOSés
phénoliques totaux et 1’activité antiradicalaire. Le deuxieéme chapitre sera consacré aux résultats
obtenus dans notre étude.

A la lumiere des résultats obtenus, différentes perspectives de recherche seront évoquées.
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1- Caractéres généraux de la famille des Myrtaceae

Les Myrtacées (Figure 1) sont une famille d'angiospermes, dicotylédone qui comprend
Environ 3800 a 5600 espéces réparties en 140 genres. Originaire de 1’Amérique du Sud,
I’ Australie et 1’Asie tropicale. Beaucoup d’espéces de cette famille sont cultivés comme plantes
ornementales et pour la production de bois, d'huile, résine, épices et fruits. Il existe quatre genres
d’intérét qui produisent des fruits comestibles : Psidium, Eugenia, Syzigium et Feijoa (Mitra,
2010).

Ce sont des végétaux ligneux (arbuste a grand arbre), a feuilles simples, opposées, entieres a
inflorescences axillaires ou terminales avec des fleurs bisexuées, parfois polymorphe,
actinomorphe présentant des étamines tres nombreuses et des ovaires souvent inférieurs (Mitra
etal., 2012).

¥ owl

=i

Figure 1 : Myrtus communis Linné (Chabert, 2013).

2- Goyavier (Psidium guajava)

2-1 Description botanique

Le goyavier (Psidium guajava L.) est dans la classification phylogénétique placé dans la
famille des myrtaceae qui renferme environ 150 especes de Psidium. C’est un arbuste ou petit
arbre vétu d’une écorce lisse, verte a brun rouge. Ses racines sont peu profondes se ramifiant a
partir de la base et produisant souvent des drageons. Son feuillage persistant est composé de
feuilles de 10 a 15 cm de long de couleur vert clair, opposées, ovales et lisse. Il produit de
magnifiques fleurs blanches bisexuées, solitaires ou groupées par deux ou trois fleurs, d’environ
2,5 cm de diamétre aux étamines nombreuses et trés polliniferes. Son fruit est une baie de taille
et de forme variables, sphérique a piriforme, sa peau extérieure de couleur verte virant au jaune
pale a maturité rempli d’une chair blanche, jaune ou rouge et de saveur douce a acide (Pontikis,
1996).
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La Figure 2 illustre les différentes parties du goyavier.

Figure 2 : Différentes parties de la plante : feuilles (a), fleurs (b), fruit (c), graine (d) et écorce
(e) (Naseer et al., 2018).

2-2 Classifications systématiques
La classification scientifique de la goyave, selon Dakappa et al. (2013), est la suivante :
Régne : Plantae
Sous-régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae
Ordre : Myrtales
Famille : Myrtaceae
Genre : Psidium

Espéce : Guajava
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2-3 Répartition géographique et production de goyavier

De nombreux botanistes considérent que I’espéce est originaire du Mexique ou d’Amérique
centrale ou elle se trouve a la fois cultivée et sauvage, mais sa distribution a été
considérablement étendue grace a la culture et elle est maintenant répondue dans les régions
tropicales et subtropicales. En raison de sa valeur nutritive élevée la goyave est cultivée
abondamment dans plusieurs pays tels que le Brésil, Bangladesh, Chine, Indonésie, Inde,
Nigeéria, Mexique, Pakistan, Thailande et Philippines, et commercialement dans presque tous les
¢tats de I’inde (Tableau 1) (Shaheena et al., 2019).

Au cours de I’année 2016-2017, la superficie totale de culture de goyave était estimée de 2 61
700 hectares avec une production de 3 648 200 de tonnes (Shaheena et al., 2019).

En Algérie, la goyave est nommée également «goyabes» ou «djewaffa», on 1’a trouve
particulierement & Fouka (Wilaya de Tipaza). Elle a été introduite & la fin des années 1970 a titre
d'expérimentation, selon Hadj Ahmed Hamada, le seul agriculteur en Algérie a se spécialiser
dans la culture de ce fruit. Certains affirment que ce fruit a été introduit en Algérie directement
du Moyen-Orient, d'autres pensent qu'il a été ramené d'Amérique Latine par les colons. En 1978,
il a été créé un verger de 2 hectares au niveau d'un ex-domaine agricole social (Das) a Fouka, qui
relevait a I'époque de la wilaya de Blida. Abandonné en 1987, il a été repris en 1991 par Hadj

Hamada pour pouvoir préserver ce fruit exotique (Anonyme 1).


https://www.djazairess.com/fr/city/Blida
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Tableau 1 : Production mondiale de la goyave par pays (Pommer et Murakami, 2009).

Pays 2000 2001 2002 2003 2004
Inde 1710,5 1631,5 1715,5 1700,0 1700,0
Pakistan 4945 525,5 550,0 580,0 600,0
Mexique 254,2 263,4 283,3 299,2 317,0
Brésil 117,6 281,1 300,0 300,0 300,0
Egypte 216,8 228,8 2439 231,2 230,0
Thailande 170,1 154,4 160,0 160,0 160,0
Colombie 130,6 149,6 145,0 1457 154,7
Indonésie 137,6 138,1 138,1 138,1 138,1
Venezuela 120,0 120,0 120,0 120,0 120,0
Soudan 96,3 100,0 100,0 100,0 100,0
Bengladesh 48,0 49,0 499 50,9 51,8
Vietnam 38,5 37,8 34,0 35,0 35,0
Malaisie 11,7 13,0 13,1 24,8 28,9
2-4 Variétés

L’espece présente une grande diversité dans la taille des arbres, le rendement, la qualité de
fruits et la résistance aux maladies (Bourgeois et al., 1998).

Selon la forme de fruit, les plus courantes sont la goyave en forme de pomme (Psidium
guajava pomifera) qui posséde une chair de couleur blanche, a saveur douce. Elle est surtout
dégustée en compote, et la goyave en forme de poire (Psidium guajava piriforma) qui posséde
une chair colorée, a saveur agréable. Elle est utilisée en frais et pour les produits de
transformations (Nicole et Frangois, 2013).
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La Figure 3 représente les variétés les plus fréquentes de la goyave.

Figure 3 : Les variétés les plus fréquentes de la goyave : en forme de pomme (a) et de poire

(b), a pulpe blanche (c) et a pulpe rose (d) (Anonyme 2).

2-5 Composition et valeur nutritionnelle de la goyave

Du fait de la multiplicité des variétés des régions ou des techniques culturales, une
composition type de la goyave est difficile a établir. La goyave est un fruit caractérisé par sa
forte teneur en eau qui est de I’ordre de 84 g/100 g de fruit. Peu calorique en raison de sa faible
teneur en glucides (6 9/100g), qui sont constitués pour 1’essentiel par des sucres simples :
glucose (2 ¢/100g), fructose (3,5 g/100g) et saccharose (0,5 g/100g), les autres constituants
énergeétiques ne sont présents qu’en faibles proportions : 1 g de protéines et 0,5 g de lipides pour
100 g de fruit. La goyave est une source importante de fibres (5 g/100g), ce qui le rend
extrémement bénéfique pour la santé. Les valeurs en potassium et en sodium donnent un rapport
K/Na particulierement élevé qui confére a la goyave de réelles propriétés diurétiques, elle
renferme également des quantités non négligeables de calcium (18 mg/100g), magnésium (12
mg/100g), zinc (0,6m g/100g), phosphore (30 mg/100g) et de fer (0,8 mg/100g). Dans les
goyaves consommeées crues, la quantité de la vitamine C (300 mg/100g) est trés importante, elles
contiennent deux a cing fois plus de vitamine C que les oranges fraiches, on trouve aussi de la
vitamine B, en particulier la vitamine B (0,03 mg), B2 (0,04 mg) et une valeur relativement
élevee en vitamine Bz (1 mg/100g) (Nicole et Francois, 2013). La composition chimique de la
goyave (dans 100 g du fruit) est présentée dans le tableau 2.
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Tableau 2 : Composition et valeurs moyennes pour 100 g de fruit frais de goyave (Nicole et

Francgois, 2013).

Composes

Energie
Eau
Protides
Lipides
Glucides dont
Glucose
Fructose
Saccharose
Fibres
Sodium
Potassium
Magnésium
Calcium
Fer
Zinc
Phosphore
Vitamine B1
Vitamine B2
Vitamine B3
Vitamine C
Acide malique
Acide citrique

Acide lactique

Teneur
34 Kcal
849
1g
0549
69
29
3549
059
59
4 mg
300 mg
12 mg

18 mg
0,8 mg
0,6 mg
30 mg
0,03 mg
0,04 mg
1mg
300 mg
300 mg
500 mg
20 mg

La goyave présente une composition riche et variable en antioxydants. En effet, plusieurs

études scientifiqgues ont démontré que la goyave avait un contenu élevé en composés

phénoliques, en particuliers les flavonoides (apigénine, isorhamnétine, kaempférol, lutnéoline,

myricétine et quercétine) et 1’acide ascorbique (Musa et al., 2015). Ces derniers sont d’une

grande importance pour prévenir I’action des radicaux libres dans le corps, capables de causer

des maladies telles que le cancer et le vieillissement prémature de la peau...), elle contient

également des caroténoides qui inhibent la croissance de cellules cancéreuses (Chiari et al.,



C itre I D iption de la plante

2012). D’autres ¢léments ont été détectés : des huiles essentielles, des sesquiterpenoides, des
acides triterpenoides, alcaloides, stéroides, tanins et des saponines (Baby, 2011).
Le Tableau 3 regroupe quelques antioxydants de fruit de goyavier.

Tableau 3 : Les antioxydants de fruit de goyavier (Ellong et al., 2015).

Antioxydants Teneurs
Flavonoides (mg EQ/g100MS) 49,6
CPT (mg EAG/100gMS) 422,7
Caroténoides (1g/100g MS) 604,3
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1-  Composition chimique des feuilles de goyavier

Dans une étude sur les feuilles du goyavier en poudre en effectuent une analyse
phytochimique et une analyse immédiate. L’analyse phytochimique des feuilles du goyavier en
poudre a révélé la présence des flavonoides, tannins, saponines, phénols, alcaloides, glycosides
et stéroides qui sont importants en tant que composés de protection et de lutte contre les
maladies. L'analyse immédiate des feuilles a révélé un pourcentage élevé en glucides (54,53%),
des niveaux modéres de protéines (18,64%), d'eau (10,74%) et de fibres (10,37%) avec des
niveaux faibles de cendres (4,35%) et de matiéres grasses (1,37%) (Tableau 4) (Offor, 2015).

L’analyse de la teneur en métal des feuilles du goyavier en poudre a révélé la présence de
sept métaux calcium (1,34 mg/kg MS), magnésium (0,64 mg/kg MS), potassium (0,76 mg/kg
MS), sodium (0,05 mg/kg MS), fer (16,18 mg/kg MS), manganése (29,23 mg/kg MS) et zinc
(56,49 mg/kg MS) (Tableau 4) (Okunrobo et al., 2010).

Tableau 4 : La teneur de quelques composés chimiques et quelques métaux des feuilles du

goyavier en matiere seche (Okunrobo et al., 2010 ; Offor, 2015).

Composants Teneurs
Glucides (% MS) 54,53
Protéines (% MS) 18.64
Eau (% MS) 10,74
Fibres (% MS) 10,37
Cendres (% MS) 4,35
Graisses (% MS) 1,37
Calcium (mg/kg MS) 1,34
Magnésium (mg/kg MS) 0,64
Potassium (mg/kg MS) 0,76
Sodium (mg/kg MS) 0,05
Fer (mg/kg MS) 16,18
Manganése (mg/kg MS) 29,23
Zinc (mg/kg MS) 56,49
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2- Autre composants des feuilles de goyavier

Les feuilles du goyavier contiennent de I'huile essentielle avec les principaux composants
tels que: a-pinene, B-pinéne, limonéne, menthol, terpenyl acétate, alcool isopropyl,
longicycléne, caryophylléne, B-bisabolene, cinéol, caryophyllene oxyde, B-copanene, farnéséne,
humulene, sélinene, cardinene et curcumene, des saponines ont été isolés des feuilles ainsi que

des acides triterpéniques (Gutiérrez et al., 2008).

3- Antioxydants

Un antioxydant peut étre défini comme une substance qui, lorsqu’elle est présente a des
concentrations faibles comparées a celle d’un substrat oxydable, inhibent ou ralentissent de
maniére significative une oxydation du substrat (Prior, 1999). Les antioxydants agissent par un
ou plusieurs mécanismes tel que : la réduction de l'activité, piégeage des radicaux libres. lls sont
présents sous nombreuses formes et peuvent intervenir en prévention de la formation des
radicaux libres, aussi bien que pour participer a leur élimination (antioxydants primaires et
secondaires).

Les analyses phytochimiques ont montré que les feuilles de goyavier sont riches en plusieurs
composés tels que les tanins, phénols, triterpenes, flavonoides, saponines, caroténoides, lectines,
et vitamines (Venkatachalam et al., 2012).

Le tableau si dessous résume guelques antioxydants majeurs des feuilles de goyavier.

Tableau 5 : Les antioxydants des feuilles de goyavier.

Antioxydants Teneurs Références
Caroténoides (mg/g MS) 8,00 (Krishnaveni et al., 2013)
Vitamine C (mg/100g MF) 14,00 (Sheelaet al., 2004 )

. (He et Venant, 2004 ; Braga et
CPT (mg EAG/g MS) 149,00 a 511,60
al., 2014 ; Seo et al., 2014).
. (Nantitanon et al., 2010,
Flavonoides (mg QE/g MS) 3,10a5,03 ]
Jayakumari et al., 2012)
(Mailoa et al., 2013 ; Mailoa
Tannin (mg/g MS) 2,35a3,23

etal., 2014 ).
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3-1 Acide ascorbique (Vitamine C)

L'acide ascorbique (Figure 4) est considéré comme Il'un des antioxydants naturels le plus
puissant et le moin toxique. C'est une vitamine soluble dans I'eau et se trouve en concentrations
élevées dans de nombreux aliments ou plantes alimentaires (Gulgin, 2011). Il peut agir a la fois
directement, par réaction avec des radicaux peroxyle aqueux, et indirectement, en restaurant les
propriétés antioxydantes de la vitamine E ( Bendich et al., 1986).

La teneur en vitamine C des feuilles du goyavier est de 14 mg /100g MF (Sheela et al.,
2004).

HO OH
o o) CIH—CHQOH
OH

Figure 4 : Structure de I’acide ascorbique (Diallo, 2005).

3-2 Caroténoides

Les caroténoides (Figure 5) sont des pigments jaunes, orange et rouges présents dans tous les
tissus végétaux. Pendant le développement des plantes, les caroténoides jouent un double réle
photoprotecteur essentiel dans les tissus verts et comme colorants a distribuer dans les fleurs et
les fruits (Giuliano et al., 1993). lls sont divisés en deux groupes: les carotenes et les
xanthophylles. Caroténes, tels que a- caroténe, S-caroténe (Figure 5), y- carotene et le lycopene
sont des hydrocarbures. D’un autre coté, les xanthophylles, telles que la p-cryptoxanthine, la
lutéine, la zéaxanthine, I’astaxanthine, la fucoxanthine et la péridinine (Maoka, 2019).

La plupart des caroténoides sont des tétraterpénoides (C40) constitués de 8 unités
isoprénoides liés, de sorte que la molécule est linéaire et symétrique avec l'ordre inversé au
centre (Mezzomo et Ferreira, 2016).

Une étude a été realisée sur les feuilles de différentes plantes médicinale a révélé que les
feuilles de goyavier présentent une teneur de (8 mg/g MS) en caroténoide (Krishnaveni et al.,
2013).
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W

Figure 5 : Structure de B-caroténe (Arab et al., 2001).

3-3 Composes phénoliques

Les composés phénoliques ou polyphénols forment un des groupes le plus nombreux et
largement distribué dans le regne végétal avec ce qui avoisine les 8000 structures phénoliques
connus (Lima et al., 2014). Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des
vegétaux et sont présents dans toutes les parties de la plante (Lugasi et al., 2003). Plusieurs
propriétés ont été attribuée a ces composées tel que les propriétés antioxydantes, anti-mutagenes,
anti-cestrogéniques, anti-cancérigénes et anti-inflammatoires qui pourraient potentiellement étre
bénéfiques pour prévenir les maladies et protéger la stabilité du génome (Ferguson, 2001).

La teneur en phénols de I’extrait aqueux par gramme d'extrait sec de feuilles de goyave, varie
entre 149 et 511,6 mg EAG/g MS (He et Venant, 2004 ; Braga et al., 2014 ; Seo et al., 2014).

3-3-1 Flavonoides

Le terme flavonoides (Figure 6) désigne une trés large gamme de composeés naturels
appartenant a la famille des polyphénols. 1ls sont considérés comme des pigments quasi
universels des végétaux. Ils sont reconnus pour leurs nombreuses activités biologiques, citons
par exemple les activités antivirales, anti-inflammatoires et anticancéreuses. Ces activités sont
attribuées en partie, a la capacité de ces composés naturels a piéger les radicaux libres. Les
flavonoides possédent un squelette carboné de quinze atomes de carbone constitués de deux
cycles aromatiques liés par trois atomes de carbone (C6-C3-C6). La structure se compose
essentiellement de deux cycles aromatiques A et B reliés par un pont de trois carbones, qui
peuvent se lier en formant un cycle oxygéné. Selon le degré d’oxydation, les flavonoides sont
classés en : flavones, flavanonols, flavonols, flavanones et isoflavones (Malesev et Kunti,
2007). Cing principaux flavonoides alimentaires, a savoir la quercétine, le kaempférol, la
myricétine, et lutéoline, dont la concentration totale de goyave est de 1128 ,5 mg/kg (Miean et
Mohamed, 2001). Les plus fortes concentrations de flavonoides dans les feuilles matures du
goyavier ont eté trouvées en mois de juillet : Myricétine (208,44 mg /kg MS), quercétine
(2883,08 mg /kg MS), lutéoline (51,22 mg /kg MS) et kaempférol (97,25 mg /kg MS) donc les

feuilles sont riches en flavonoides particulierement la quercétine (Gutiérrez et al., 2008).
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Les travaux de Jayakumari et al. (2012) et Nantitanon et al., 2010, ont révélé des teneurs

en flavonoide totaux dans les feuilles de goyavier allant de 3,10 a 5,03 mg/g MS.

Figure 6 : Structure de base des flavonoides (Malesev et Kuntic, 2007).

3-3-2 Tannins
Ceux sont des polyphénols polaires d’origines végétales (Berthod et al., 1999), existent dans
presque chaque partie de la plante : écorce, bois, feuilles, fruits et racines. Leurs poids
moléculaires s’étendent de 500 a 3000 Da (Koleckar et al., 2008). 1l est difficile de les séparer
dans un extrait végétal parce que de nombreux isomeres avec une base moléculaire trés
semblable coexistent (Berthod et al., 1991).
On distingue habituellement chez les végétaux deux groupes bases sur des différences

structurales : les tannins hydrolysables et les tannins condenses.

e Tannins hydrolysables

Les tannins hydrolysables (Figure 7) sont des esters d'un sucre, qui est trés généralement le
glucose, et d’un phénol. Ces tannins sont de deux types : les tannins galliques qui sont les esters
d’oses (glucose) et d’acides galliques. Les tannins ellagiques qui sont des esters d’oses et

d’acides ellagiques (McSweeney et al., 2001).
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OH

Figure 7 : Structure d’un tannin hydrolysable (Koleckar et al., 2008).

e Tannins condensés

Les tannins condensés (Figure 8) sont chimiquement définis comme étant des oligomeres ou
des polymeres d’unités flavanoides. Ils sont formés de 2 a plusieurs unités de flavan-3-ols ou de
flavan-3,4-diols (proanthocyanidol) liés entre elles par des liaisons C-C, le plus souvent C4-C8
ou rarement C4-C6 (Koleckar et al., 2008).

Toutes les parties du goyavier sont riches en tannins. Les résultats ont montré que la teneur en
tanins dans les feuilles de goyavier varie de 2,351 a 3,228 mg/g MS (Mailoa et al., 2013 ;
Mailoa et al., 2014 ).

H {OH)
(Moitié catéchine)

i -y Jm
'DH{G'I

O~ O, e o
N OH ()
OH

(Moitié catéchine)

Figure 8 : Structure d’un Tannin condensé (Khanbabaee et Ree, 2001).

4- ROles des antioxydants

Les composés phénoliques ont retenu I'attention, principalement par la peroxydation
lipidique et l'inhibition de la lipoxygénase. Les terpenes et les flavonoides sont des agents

antibactériens et anticariogene importants (Braga et al., 2014). Une grande attention a été
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accordée a l'utilisation d'antioxydants, en particulier d'antioxydants naturels, pour inhiber la
peroxydation lipidique, ou pour se protéger contre les dommages des radicaux libres. La
recherche actuelle sur les radicaux libres a confirmé que les aliments riches en antioxydants
jouent un role essentiel dans la prévention des maladies cardiovasculaires et des cancers et les

maladies neurodégénératives (Chen et Yen, 2007).

5- Effets thérapeutique des feuilles de goyavier

Les feuilles de goyavier sont utilisée pour un certain nombre de maux dans I'histoire de la
médecine populaire. Elles contiennent un certain nombre d'ingrédients pharm- acologiquement

actifs majeurs responsables des principales activités biologiques telles que :

5-1 Effet antidiarrhéique

L’infusion de feuilles est utilisée pour des maux d'estomac tels que la constipation et la
dysenterie (Jaiarj et al., 1999). L'effet antidiarrhéique des feuilles de goyavier est probablement
dd a l'inhibition de I'augmentation des sécrétions aqueuses qui se produisent dans les maladies
diarrhéiques aigués. L'extrait méthanolique de feuilles a montré des activités inhibitrices
importantes contre les croissances de deux isolats de Salmonella et Shigella spp et deux isolats
de I'entéropathogéne Escherichia coli. 1l a été confirmé dans une étude que les extraits de germes
de goyave constituent une option de traitement réalisable pour la diarrhée causée par les toxines
produites par E. coli ou Staphylococcus aureus avec une action thérapeutique rapide (Vieira et
al., 2001).

5-2 Effet antimicrobien

Les extraits de feuilles de Psidium guajava ont été testés pour leur potentiel antibactérien et
se sont révélés efficaces contre Staphylococcus aureus, Streptococcus mutatis, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella enteritidis, Bacillus cereus, Proteus spp, Shigella spp et Escherichia
coli, les principaux agents causant des infections intestinales chez I'nomme (Chah et al., 2006).
Les extraits aqueux et méthanoliques des feuilles s'avérent étre des inhibiteurs efficaces de la
formation de spores et de la production d'entérotoxines de Clostridium prefringens de type A.
L'activité antibactérienne in vitro de l'extrait de feuille sur Staphylococcus aureus était
probablement due a l'activité de dégradation des protéines des extraits. Une étude réalisée avec
les extraits de feuilles a montrée de puissantes activités antimicrobiennes contre
Propionibacterium acnes et peuvent étre bénefiques dans le traitement de I'acné (Qadan et al.,
2005).

16



Chapitre I1 Antioxwydanty des fewilles de goyovier

5- 3 Effet antitussif

Une étude a montré que l'infusion d'eau a partir d'extrait de feuille de P. guajava diminue la
fréquence de la toux induite par lI'aérosol de capsaicine. Ces résultats suggerent que I'extrait de

feuille pourrait étre utilisé comme reméde contre la toux (Sanda et al., 2011).

5-4 Effet hépato-protecteur

La recherche utilisant un rat Wister a démontré que I'extrait aqueux de feuille de P. guajava
possédait I'effet hépatoprotecteur. L'extrait de feuilles a des doses de 500 mg/kg produit une

hépatoprotection importante (Roy et al., 2006).

5-5 Effets anticancéreux

L'extrait aqueux de feuilles de P. guajava a inhibé la viabilité de la lignée cellulaire
cancéreuse DU-145 de maniere dose dépendante a 1,0 mg / ml, I'extrait a réduit la viabilité du
Pca DU-145 (les cellules Pca indépendantes des androgénes) a 36,1% et 3,6%, respectivement
apres 48 et 72 h d'incubation. Il a été rapporté que les feuilles d'huiles essentielles extraites de P.
guajava L. étaient trés efficaces pour réduire la croissance du carcinome épidermique de la

bouche humaine et de la leucémie murine ( Sanda et al., 2011).

5-6 Effets cardiovasculaires

Des activités cardiovasculaires de P. guajava ont été rapportées dans une étude d'un extrait
aqueux de feuille qui a montré des effets cardioprotecteurs contre les lésions d'ischémie-
reperfusion myocardique dans des cceurs de rats isolés a signalé l'utilisation de mécanismes
cholinergiques d'un extrait aqueux de feuille qui a provoqué une hypotension dans le modéle
animal expérimental. Une réduction significative de la pression artérielle systémiques et de la
fréquence cardiaques d'un animal hypertendu a été observée aprés des administrations

intraveineuses aigués d'extrait de feuille (Sanda et al., 2011).

5-7 Effet antihyperglycémique
Une étude a révélé que le traitement avec I’extrait aqueux de feuille de P. guajava (0,01-

0,625 mg/ ml) a montré une inhibition significative de la glycation des LDL de maniére dose-
dépendante (Sanda et al., 2011).
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5-8 Effet anti-inflammatoire et analgésique

La propriété anti-inflammatoire d'un extrait aqueux de feuilles a été étudié chez des rats
utilisant de I',edéme de patte induit par I'albumine d'ceuf frais, tandis que I'effet analgésique de
I'extrait de plante a été évalué par la plague chauffante et les modéles de test d'acide acétique de
la douleur chez la souris. Les feuilles ont montré une activité anti-inflammatoire significative a
une dose de 300 mg/kg, pour L'huile essentielle a 0,8 mg/kg, significativement réduit la
formation d'cedéme induit par la carragénine tandis qu'a 0,4 et 0,8 mg/kg, I'huile a également
considérablement réduit la formation de granulomes induite par les boulettes de coton (Sanda et
al., 2011).

6- Utilisation des feuilles de goyavier en médecine traditionnelle

Il a été prouvé que les feuilles de P. guajava peuvent étre bénéfiques pour la santé humaine
(Mittal et al., 2010). Au Mexique, les feuilles sont utilises dans le traitement de la gastro-
entérite, de la diarrhée et de la dysenterie, également elles sont appliquées sur les plaies, les
ulcéres et les douleurs rhumatismales, on retrouve aussi une utilisation d’extrait aqueux de
feuilles contre le diabéte. En Afrique du Sud, les feuilles sont utilisées dans le traitement du
diabéte et de I’hypertension. En Amérique Latine et dans les Caraibes, la goyave est utilisée
contre les diarrhées et les douleurs stomacales par 'utilisation d’une décoction de feuilles. En
Uruguay, les décoctions de feuilles servent a nettoyer le vagin et I’utérus lors d’apparition de
leucorrhées, et au Costa Rica, celles-ci servent comme remede anti-inflammatoire. La médecine
chinoise utilise les feuilles de P. guajava L. pour traiter les diarrhées et en tant qu’antiseptique
(Gutiérrez et al., 2008).
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1-  Introduction

L’extraction de principes actifs a haute valeur ajoutée a partir de la matiére végétale,
notamment le cas des composés phénoliques, qui suscitent actuellement beaucoup d’intérét grace
a leur pouvoir antioxydant, est une étape trés importante dans I'isolement aussi bien que dans
l'identification des composés phénoliques. La qualité¢ alimentaire ou thérapeutique d’un extrait
naturel est liée a ’efficacité et a la sélectivité du procédé d’extraction utilisé (Bohui et al.,
2018).
Par ailleurs, les composés phénoliques étant trés réactifs, les conditions et les paramétres
d’extraction peuvent modifier profondément leur interaction avec leur matrice et leur
environnement, beaucoup de facteurs tels que le rapport solide/liquide, la température, le temps
et le solvant d'extraction...etc., peuvent influencer de maniére significative I'efficacité de
I’extraction (Ghafoor et al., 2009).

2-  Meéthodes d’extraction des composés phénoliques

2-1 Infusion

Une infusion est préparée en versant de I’eau bouillante sur une quantité spécifique de matiere
végeétale, en laissant reposer la mixture pendant 10-15 min (Sofowora, 2010). L’infusion a
I’avantage de permettre une dissolution efficace dans un solvant chaud en limitant la perte
d’espéce chimiques volatiles, mais elle est moins efficace que la décoction qui permet par
exemple de faire exploser les cellules végétales qui libeérent alors toutes les substances qu’elles

renferment.

2-2 Décoction

La matiere végétale est versée dans 1’eau froide puis portée a ébullition pendant un temps plus
ou moins long, 2-3 min pour les feuilles, les tiges et les fruits ; 5 min ou plus pour les écorces et
les racines (Pierre et Lis, 2007). Cette méthode permet une extraction des principes actifs plus
complete que par I’infusion. La décoction ne peut s'appliquer a tous les principes actifs car la
montée en température pourrait les dégrader ou les modifier. 1l faut que les substances extraites

ne soient pas thermolabiles.
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2-3 Macération

La macération est une extraction solide-liquide dans lequel le composé bioactif (soluté) a
I'intérieur de la matiére végétale est extrait par un solvant spécifique pendant une période de
temps bien déterminée. L'efficacité du processus de macération est déterminée par deux facteurs
principaux la solubilité et la diffusion. La maceération est le choix le plus fréquent des chercheurs
VU la simplicité de la mise d’un systéme d’extraction par macération. L’inconvénient de la

macération est la longue durée d’extraction réduite toutefois par agitation (Cheok et al., 2014).

2-4 Extraction par soxhlet

L'extraction par Soxhlet est la deuxiéme méthode conventionnelle utilisée pour I'extraction des
composants bioactifs, qui s'accompagne d'une amélioration par rapport a la macération en
utilisant le chauffage par solvant au point d'ébullition et le retour des vapeurs condensées dans le
ballon. De cette fagon, I'extraction par Soxhlet peut étre exécutée autant de cycles que souhaité.
L'eau et I'éthanol semblent étre les solvants les plus utilisés dans cette technique d'extraction, en
raison de leur disponibilité, de leur efficacité et de leur non-toxicité. (Ligor et al., 2018).
L’avantage de cette méthode est 1’utilisation de faibles quantités de solvants, sans phénomene de
saturation. Ses inconvénients est la toxicité des solvants en fonction des molécules a extraire et
perte des composés thermolabiles/volatiles, plusieurs heures d’extraction nécessitent des

particules de petite taille.

2-5 Extraction assistée par ultrasons (UAE)

L’extraction assistée par ultrasons consiste a traiter sous ultrasons un solide, sec ou humide, en
contact avec un solvant. Le phénomene des ultrasons consiste a créer des bulles de cavitation
dans le solvant permettant de dénaturer la paroi de la cellule végétale. Les ultrasons permettent
d’accélérer I’extraction et de réduire le ratio solvant/soluté ce qui conduit a un meilleur
rendement d'extraction des composés bioactifs (Cheok et al., 2014). Les avantages de cette
méthode est la lyse cellulaire (augmentation possible des rendements d’extraction), diminution
du temps d’opération, diminution possible de la quantité de solvants et température suffisamment
basse pour préserver les molécules thermolabiles. Ces inconvénients est le probleme de
répétabilité et de reproductibilité lors de 1’utilisation de sonde a ultrasons, moins efficace sur des

cellules rondes.
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2-6 Extraction moderne par micro-onde (MAE)

Les micro-ondes sont des ondes électromagnétiques non ionisantes avec une gamme de
fréquences de 0,3 a 300 GHz. Les micro-ondes sont capables de pénétrer dans les biomatériaux
et de générer de la chaleur en interagissant avec les molécules polaires comme I'eau.
L’interaction entre les micro-ondes et les molécules polaires conduit a un surchauffage interne et
une perturbation de la structure cellulaire facilitant la diffusion du composé bioactif a partir de la
matrice végétale (Cheok et al., 2014). Cette technique a été considérée comme une alternative
importante & I'extraction a basse pression en raison de ses avantages : réduction du temps
d'extraction, faible utilisation des solvants et la sélectivité (Chemat., 2009). Son inconveénient est

I’augmentation de la température (dégradation des composeés thermolabiles).

2-7 Extraction accélérée par solvant (EAS)

L’extraction accélérée par solvant (ou PLE : extraction par liquide pressurisé) est une
technique d'extraction moderne utilisée pour I’extraction des molécules bioactives en utilisant
des solvants a haute température et haute pression, mais sans atteindre le point critique (Ligor et
al., 2018). L’extraction accélérée par solvant se caractérise par un temps d’extraction court (15-
25 minutes) et un volume reéduit de solvant utilisé (15-45 ml) (Cheok et al., 2014).

2-8 Extraction par fluide supercritique (EFS)

L'extraction par fluide supercritique est une technique d'extraction précieuse et respectueuse
de I'environnement utilisée pour extraire une grande variété de composés bioactifs. L'extraction
par fluide supercritique présentant les avantages d'étre rapide, sélective et économise les
solvants. L'état supercritique se produit lorsque la température et la pression du fluide sont
élevées au-dessus de son point critique. Le dioxyde de carbone est le solvant le plus utilisé dans
I'extraction par fluide supercritique (Ligor et al., 2018). L’avantage de cette méthode est
I’obtention des composés de grande pureté. Ses inconvénients est la pressions d’opération
¢levée, colts d’investissements, température généralement ¢élevée (dégradation des composés

thermolabiles).

2-9 Extraction par champs électrique pulsé (CEP)

L’extraction par champ é€lectrique pulsé repose sur la destruction de la paroi cellulaire pour
améliorer I’extraction par solvant suivant 1’exposition au champ électrique. La biomasse est
exposée a un champ électrique qui vient briser les interactions entre les molécules ce qui

augmente la perméabilité de la membrane cellulaire (Bryant et Wolfe, 1987). L’efficacité de ce

21



C itre II1 Optimisation dextraction desy 03es phé lques

traitement dépend donc, entre autre, de la force du champ électrique appliqué, de la température
et de la biomasse a extraire (El-Belghiti, 2005). La CEP permet la lyse de la paroi cellulaire
améliorant ainsi 1’extraction tout en réduisant les temps d’opération (Toepfl et al., 2006). De
plus, cette méthode permet de maintenir une température relativement faible, ce qui limite la
dégradation de composé thermolabiles (Ade-Omowaye et al., 2001). L’inconvénient de cette

méthode est 1’exposition de la biomasse aux champs électriques pulses.

3- Paramétres d’extraction des composés phénoliques

3-1 Effet du matériel végétal

Le procédé d’extraction est influencé par la taille et la structure de la matiére premiére ou le
solide. La réduction de taille des particules affecte le transfert interne, en augmentant la surface
spécifique et en diminuant la distance de diffusion des solvants et des solutés (Poirot, 2007).
Ainsi la réduction de la taille des particules a permis d’atteindre des rendements élevés de
composés phénoliques extraits a partir du matériel algal (Luthria, 2008). La microstructure de la
matiere végétale, sa porosité et ses parois cellulaires influencent également le procédé

d’extraction.

3-2 Effet du ratio liquide solide

Le ratio liquide solide joue un rdle important dans 1’extraction des composés phénoliques. En
effet, le rendement s’améliore avec 1’augmentation du ratio liquide solide, puisqu’il agit sur le
gradient de concentration entre la matrice végétale et le solvant qui favorise le transfert de
matiere. Plusieurs études ont montré 1’effet du ratio solide liquide sur 1’extraction des composés

phénoliques a partir de macroalgues (Rajauria et al., 2012).

3-3 Effet du solvant

Les extractions par solvants sont les procédures les plus couramment utilisées pour préparer
des extraits de mateériel végeétal en raison de leur facilité d'utilisation, de leur efficacité et de leur
grande applicabilité. Il est généralement connu que le rendement de I'extraction dépend du type
de solvants ayant des polarités variables, du temps et de la température d'extraction, du rapport
de I'échantillon au solvant ainsi que de la composition chimique et des caractéristiques physiques
des échantillons. La solubilité des composés phénoliques dépend de la nature chimique de
I'échantillon végetal, ainsi que de la polarité des solvants utilisés. Les matiéres végétales peuvent

contenir des composes phénoliques allant de simples (par exemple des acides phénoliques, des
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anthocyanes) a des substances hautement polymeérisées (par exemple les tanins) en des quantités
différentes. De plus, les composeés phénoliques peuvent également étre associés a d'autres
composants végétaux tels que les hydrates de carbone et les protéines. Par conséquent, il n'existe
pas de procédure d'extraction universelle appropriée pour l'extraction de tous les composés
phénoliques végétaux. Selon le systeme de solvant utilisé pendant I'extraction, un mélange de
composes phénoliques solubles dans le solvant sera extrait des matiéres vegetales. Il peut
également contenir certaines substances non-phénoliques telles que le sucre, les acides
organiques et les graisses. Ainsi, des étapes supplémentaires peuvent étre nécessaires pour
supprimer ces composants indésirables. Des solvants, tels que le méthanol, I'éthanol, I'acétone,
l'acétate d'éthyle, et leurs combinaisons ont été utilisés pour I'extraction de composés
phénoliques a partir de matieres végétales, souvent avec des proportions d'eau différentes. La
sélection du bon solvant affecte la quantité et le taux de composés phénoliques extraits (Dai et
Mumper, 2010).

3-4 Effet du couple température-temps

La température agit a la fois sur le solvant et sur le solide. Elle accroit la perméabilité des
membranes cellulaire. L’augmentation de la température, diminue la viscosité du solvant et la
tension de surface, augmentant ainsi la solubilité et la diffusivité moléculaire. D’autre part, une
dégradation thermique et oxydation des composés phénoliques peut avoir lieu selon la
température et la durée de ’extraction. Par exemple, une température de 50°C est définie par
certains d’étre la limite de dégradation des composés phénoliques (Cacace et Mazza, 2003),

alors que pour d’autres, elle s’éléve a 60°C (Spigno et al., 2007).
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1- Matrice végétale

1-1 Choix de la matrice

L’étude a été réalisée sur les feuilles de goyavier (Psidium guajava) car, elles possedent un
pouvoir thérapeutique prouvé par plusieurs études et recherches (Vieira et al., 2001). De
nombreuses régions dans le monde (Mexique, Afrique du Sud, Amérique Latine...etc) ’utilisent
comme remede traditionnelle (Gutiérrez et al., 2008). Les bienfaits de ces feuilles restent

malheureusement ignorés aupres de notre population.

1-2 Préparation de la matrice

Afin de réaliser notre étude, les feuilles de goyavier ont été récoltées en mars 2019, chez un
particulier.

Les feuilles récoltées ont été bien nettoyées et débarrassées de toutes les impuretés, puis
séchées a l'air a une température ambiante et a I'abri de la lumiére. Les feuilles ont été ensuite
transférées a I'étuve réglée a 40°C pendant 48 h pour affiner le séchage et obtenir un meilleur
broyage. Celui-ci a été réalisé a l'aide d'un broyeur électrique jusqu'a obtention d'une poudre.
Cette derniere a été par la suite tamisée a l'aide d'un tamiseur pour retenir une granulométrie de
250 um. La poudre obtenue a été conservée dans un flacon en verre opaque et stocké a I'abri de

la lumiére a température ambiante (Chellah., 2019).

2- Test d'humidité

La teneur en eau a été déterminée par dessiccation de 1 g de poudre de feuilles dans une étuve
a une température de 105°C jusqu'a I'obtention d'une masse constante de I'échantillon. Le taux

d'’humidité H (%) est calculé selon la formule suivante :

[ H(%) =2 x 100 }

ou:

H(%): taux d'humidité en pourcentage

Pav: poids de I'échantillon avant séchage (Q)
Pap: poids de I'échantillon aprés séchage (g)

PE: poids de la prise d'essai ()
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3- Optimisation des conditions d’extraction des composés phénoliques

L'optimisation des parameétres d'extraction des composes phénoliques est une méthode dans
laquelle les parametres initiaux sont fixés et modifiés I'un apres l'autre suivant une succession
bien déterminée pour qu'on puisse définir au finale les conditions optimales qui permettent
d'obtenir le meilleur rendement d'extraction et d'activité antioxydante. Les parameétres fixés au

départ sont résumeés dans le tableau (Annexe I).

Le choix du paramétre adequat est déterminé selon la teneur en composes phénoliques totaux

extraits et de l'activité antiradicalaire DPPHe.

3-1 Optimisation de la concentration du solvant d'extraction

Ce testavait pour butde fixer la concentration du solvant jugé plus performant que les
autres solvants. Il consiste a mélanger 1 g de poudre de feuille du goyavier dans 10 ml du
solvant optimisé (éthanol) a différentes concentration (35%, 40%, 45%, 50% et 55%) dans les

mémes conditions décrite précédemment (Annexe I).

4- Dosage des composeés phénoliques totaux

» Principe

Le reactif Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique

(HSPW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PM01204O). Il est réduit, lors de I’oxydation des

phénols, en un mélange d’oxydes bleu de tungsténe et de molybdene (Ribéreau-Gayon, 1968).
La coloration produite, dont I’absorption maximum est comprise entre 725 et 760 nm est
proportionnelle a la quantité de composés phénoliques présents dans les extraits (Boizot et
Charpentier, 2006).

» Mode opératoire

La teneur en composés phénoliques totaux des extraits des feuilles de goyavier a été estimée
selon la méthode décrite par Alimi et al. (2011). Un volume de 100 ul de chaque extrait est
mélangé avec 2 ml d'une solution de carbonate de sodium (2%). Aprées agitation et incubation
pendant 2 min, 100 ul du réactif Folin Ciocalteu dilué (50/50 v/v) ont été ajoutés. L'ensemble des
préparations ont été par la suite laissés a I'obscurité pendant 30 min. La lecture des absorbances a

été réalisée grace au spectrophotometre contre un blanc a 760 nm.
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La concentration en composés phénoliques, exprimée en mg equivalent d'acide gallique

(EAG)/g de la matiere seche, est déterminée en se référant a la courbe d'étalonnage obtenue dans
les mémes conditions en utilisant I'acide gallique (Annexe II).

5-  Activités antioxydante : Inhibition du radical DPPH
» Principe

Le DPPHe (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl) est un radical libre, il se caractérise par une
coloration violette en état oxydé et une coloration jaune en état réduit (Parejo et al., 2002). Le
principe de cette méthode est basé sur la mesure du piégeage des radicaux libres de DPPHe
(Diphényl-2-picrylhydrazyl de couleur violette). En présence de molécules dites antioxydantes,
le DPPHe est transformé en sa forme réduite (Diphényl picryl-hydrazine de couleur jaune)
comme le montre la figure 9, ce qui conduit a une diminution de I’absorbance. La décoloration
du DPPHe est directement proportionnelle a la capacité des molécules bioactives a le réduire

(Mansouri et al., 2005).
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Figure 9 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH entre 1’espéce radicalaire

DPPH?- et un antioxydant (AH) (Sanchez-Moreno, 2002).
» Mode opératoire
Un volume de 60 pl de différentes concentrations de 1’éthanol est ajoute a 2,44 ml de la
solution de DPPH, préparé au préalable dans le méthanol (1,07X10° M). Les solutions ont été

mélangées puis incubées a l'obscurité pendant 1h. Un contrdle a été préparé en remplagant

l'extrait par 1’éthanol. La lecture des absorbances est effectuée a 517 nm a I’aide d’un
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spectrophotométre BIOTECH ENGINEERING MANAGEMENT CO.LTD. (UK) et le
pourcentage d'inhibition du radical libre DPPH (%) est calculé selon la formule suivante :

% d’inhibition = [(Abs contrdle - Abs échantillon)] / Abs contr6le) x 100

6- Analyse statistique

Toutes les données obtenues représentent la moyenne de trois essais. Les parametres de la
statistique descriptive (moyenne et écart-type) ont été calculés a l'aide du programme Excel de
Microsoft Office 2013. L'analyse de la variance entre les différents échantillons étudiés est faite

via le test ANOVA LSD du logiciel STATICTICA (5.0) avec un niveau de signification de
p<0,05.
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1- Taux d’humidité

L'objectif de sécher un produit est d'abaisser sa teneur en eau, de telle sorte que son activité

d'eau soit portée a une valeur permettant sa conservation a une température ordinaire sur une
longue durée.

Les résultats du test d’humidité obtenus aprés séchage a 105°C montrent que les feuilles de
goyavier sont caractérisées par un taux d’humidité de 8% ce qui n’est pas tres €levée. Cela a une
importance majeure pour I’extraction des composés phénoliques, vue que les cellules végétales
contiennent différents types d’enzymes, susceptibles de provoquer des modifications des
composés phénoliques contenus dans le materiel végétal ainsi que leur dégradation par le
phénomeéne d’oxydation (Rolland, 2004). La teneur en humidité de P. guajava se compare
favorablement a celle d’Offor (2015) récoltée au Nigeria avec un taux d’humidité de 10,74%, et
a celle de Kaneria et Chanda (2011) récoltée en Inde avec un taux d’humidité de 8,5%.

Dans une étude menée par Afroze et hossain (2009) sur les feuilles de P. guajava récoltées au
Bangladesh, un taux d’humidité plus élevé de 15,35% a été atteint aprés séchage sous air chaud
entre 105°C-110°C.

Cette différence d’humidité revient au mode de séchage de la matrice sur ses propriétés physico-

chimiques ainsi qu’a I’origine géographique, la variété et le degré de la maturité de la matrice.

2- Optimisation des conditions d’extraction des composés phénoliques totaux

2-1 Optimisation de la concentration du solvant d’extraction

La concentration du solvant utilisée est le facteur qui a la plus grande influence sur la
récupération de composés phénoliques pour une meilleure inhibition de DPPH. Les échantillons
ont été extraits en utilisant le meilleur solvant qui est 1’éthanol dans notre cas. Pour déterminer la
meilleure concentration permettant un meilleur rendement en CPT avec une meilleure activité
antioxydante, nous avons varié sa concentration comme suit : 35%, 40%, 45%, 50% et 55%. Les
analyses quantitatives des CPT sont déterminées a partir de 1’équation de la régression linéaire
de la courbe d’étalonnage exprimé en mg équivalent d’acide gallique.

Les résultats obtenus (Figure 10 (a) et (b)) ont révélé des différences significatives a P<0,05.
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Figure 10 : Teneurs en composés phénoliques totaux (a), Inhibition du DPPH:(b), des extraits

des feuilles obtenus par différentes concentrations d’éthanol.

A, Db, ¢, d, e : représente les différences significatives a p<0,05

Les résultats du dosage des CPT des feuilles de P. guajava, représentés sur la figurelOa
montrent une variation de teneurs allant de 12,69 g a 14,05 g EAG/g MS, indiquant que la
concentration du solvant a une influence significative sur le rendement d’extraction de ces
composés bioactifs.

11 apparait clairement que la concentration de 50% est celle qui permet d’obtenir le meilleur
taux d’extraction des CPT, avec une moyenne de 14,05 g EAG/ g MS suivie par la concentration
de 45% (13,78 g EAG/ g MS), de celle de 35% (13,64 g EAG/ g MS) de celle a 55% (13,37 g
EAG/ g MS) et enfin de celle a 40% (12,69 g EAG/ g MS).
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De méme I’activité antioxydante de tous les extraits a été évaluée par le test de DPPH, ce test

a permis de déterminer la capacité des extraits a neutraliser le radical stable DPPH présent dans
le milieu réactionnel. Les résultats relatifs a ce test sont consignés dans la figure 10b. Il en
ressort un effet de la concentration du solvant. En effet, les extraits de feuilles de P. guajava
présentent un pourcentage d’inhibition variant entre 28,42% et 45% dans une gamme de
concentration de 35% & 55%, dont la concentration de 50% est celle qui permet une meilleure
activité antiradicalaire, avec une moyenne de 45%. Pour les autres concentrations, les activités
enregistrées sont de 35% : 28,42 % ; 40% : 32,19 % ; 45% : 31,30 et 55% : 31,64 %.

Les résultats de cette présente étude sont similaires a ceux obtenus par He et Venant (2004)
qui ont montré que I’extraction par éthanol & 50% et a la ration de 1/10 (g/ml) de feuilles de
P.guajava est celle qui permet I’obtention d’un rendement maximal en CPT avec une meilleure
activité antiradicalaire de feuilles de goyavier. Par ailleurs, Thenmozhi et Rajan (2013) ont noté
que 1’éthanol a 70%, comparé aux autres concentrations, donne de meilleurs résultats en termes
d’extraction des CPT et d’inhibition du DPPHe, ceci étant d( au potentiel réducteur éleve des
composés phénoliques présents dans ces extraits.

Les variations de la concentration du solvant d’extraction observées peuvent étre expliquées
par plusieurs facteurs dont la variété, le stade de maturité, 1’origine géographique, conditions
environnementales, conditions expérimentales (préparation de 1’échantillon, méthode

d’extraction, temps, solvant...), méthode de dosage... (Diaz-de-Cerio et al., 2016).
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Conclusior et perspectives

La goyave « Psiduim guajava » est une plante médicinale qui appartient a la famille des

Myrtaceae qui présente une composition riche et variable en antioxydants, peu connu en Algérie.
Les feuilles de cette derniere est une source potentielle riche en composés phénoliques qui
possedent un pouvoir thérapeutique prouvé par plusieurs études et recherches et qui sont utilisés

comme reméde traditionnelle.

Pour I’extraction efficace et optimale des composés phénoliques de feuille de P. guajava,
différentes méthodes d’extraction des composes phénoliques peuvent étre utilisées dont les
méthodes conventionnelles telles que I’infusion, la macération, I’extraction en Soxhlet, et les
méthodes non conventionnelles tels que 1’extraction par fluides supercritiques, par micro-ondes
et par ultrasons...etc. Par ailleurs, plusieurs parameétres peuvent influencer leur extraction, il
s’agit du type et de la concentration de solvant, du rapport liquide/solide : solide (matrice) et
liquide (solvant), de la température d’extraction, du temps d’extraction et du nombre

d’extraction.

La présente étude a été réalisée pour déterminer les conditions opératoires optimales pour

I’extraction des composés phénoliques des feuilles de P. guajava. La méthode d'extraction
adoptée a ét¢ la macération et 1’éthanol comme solvant d’extraction.
Les résultats des tests que nous avons pu réaliser sur la poudre de feuille de goyave et de son
extrait ont montré que le taux d’humidité est faible (8%). Concernant les paramétres
d’optimisation d’extraction des CPT seule la concentration du solvant a été étudiée et parmi les
cing concentrations du solvant testées (35%, 40%, 45%, 50%, 55 %), les résultats obtenus
indiquent que la meilleure concentration de solvant permettant un meilleur rendement en CPT
14,05 g EAG/ g MS ainsi qu’une meilleure activité antiradical DPPH 45% est de 50%.

En perspective ; il serait intéressant d’élargir 1’étude a savoir :

e Tester les autres parametres afin de définir les conditions optimales d’extraction des CPT.

e Doser les autres composants bioactifs des feuilles de goyaves.

e Evaluer d’autres activités telles que les activités antioxydantes (réduction du fer et
phosphomolybdate, inhibition du H20.,...) et biologiques (antibactérienne, anti-
inflammatoire,...).

e |dentification des différents antioxydants de I’extrait de feuilles de goyave par des
techniques plus avancées (HPLC, RMN...etc)
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Annexe

Annexe | : Paramétres optimaux pour I’extraction des composés phénoliques des feuilles du
goyavier

Parametres d’extraction Paramétres optimaux d’extraction
Solvant Ethanol

Concentration du solvant 45%

Ration 1/10

Temps d’extraction 2h

Température d’extraction 20°C

Nombre d’extraction Premiére extraction

Annexe Il : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour la quantification des composés
phénoliques.
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Résumé

11 existe plusieurs méthodes d’extraction des composés phénoliques et plusieurs facteurs qui
peuvent influencer leur rendement et leur activité. Cette étude a pour but d'étudier et optimiser les
conditions d'extraction des composés phénoliques a partir des feuilles de Psidium guajava L. Dans
notre cas la macération a été adoptée. Pour se faire, les effets de sept paramétres ont été prévus
d’étre étudiés, a savoir : la nature de solvant d’extraction et sa concentration, la température, le
temps et le nombre d’extraction, sur le rendement en CPT et leur activité antioxydante. Cependant
pour raison de la pandémie du au Covid 19, nous nous sommes limités a effectuer le test d’humidité
et ’optimisation de la concentration du solvant.

Les résultats obtenus montrent que la meilleure concentration permettant une meilleure
extraction des CPT avec une meilleure activité est I’éthanol a 50% dans les conditions suivantes :
rapport solide/liquide de 1/10 (g/ml), température a 20°C, temps d’extraction de 2h et premiére
extraction. La teneur en CPT enregistrée sous les conditions suscitées est de 1’ordre de 14,05 ¢
EAG/ g MS et dont I’activité antiradical DPPH est de 45%.

Des études supplémentaires nécessitent d’étre entreprises afin de compléter ce travail en
déterminant les autres parametres et techniques d'extraction permettant de définir les conditions
optimales d’obtention d’un meilleur rendement en CPT avec une activité antioxydante élevée.
Mots clés : feuilles du goyavier (Psidium guajava L), extraction, optimisation, antioxydants,
activité antioxydante.

Abstract

There are several methods of extracting phenolic compounds and several factors that can
influence their yield and activity. This study aims to study and optimize the extraction conditions
of phenolic compounds from Psidium guajava leaves. In our case, maceration was adopted. To
achieve this, the effects of seven parameters were planned to be studied, namely: the nature of the
extraction solvent and its concentration, the temperature, the time and the number of extractions,
on the yield of CPT and their antioxidant activity. However, due to the Covid 19 pandemic, we
were limited to performing the humidity test and the optimization of the solvent concentration.

The results obtained showed that the best concentration allowing better extraction of CPTs with
better activity was 50% ethanol under the following conditions: solid / liquid ratio of 1/10 (g / ml),
temperature at 20°C, 2h extraction time and first extraction. The CPT content recorded under the
above conditions was 14.05 g EAG / g MS and the anti-radical DPPH activity was 45%.

Further studies need to be undertaken in order to complete this work by testing the other
parameters and extraction techniques to define the optimal conditions for obtaining a better yield
of CPT with high antioxidant activity.

Key words: Guava leaves (Psidium guajava L), extraction, optimization, antioxidants, antioxidant
activity.
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