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Phytochemical study and antioxidant properties of guava

"Psidium guajava L."

Abstract

Antioxidants are molecules that have the property of defending the body against free radicals,
a varied and balanced diet, rich in vegetables and fruits must allow a sufficient intake of
antioxidants, tropical fruits and mainly guava “Psidium guajava L.” are widely consumed
worldwide. From a nutritional point of view, this fruit provides a strong antioxidant capacity
due to its richness in organic compounds, it is mainly vitamins E and C, carotenoids (beta-
carotene, lycopene), and polyphenols (flavonoids and tannins among others). This work aims
to evaluate the antioxidant activity of the various parts of guava “Psidium guajava L.”: juice,
pulp, peels and seeds. Analysis of the results of previous studies has shown that these natural
extracts are rich in polyphenols. Juice and pulp have high levels of flavonoids, tannins and other
phenolic compounds, skin and seeds contain the lowest amount of flavonoids and cardenolids,
however, they are rich in tannins, Yes The antioxidant content of guava is very interesting. ,
several scientific studies have shown that it has a high content of polyphenol, its consumption

can then contribute to limit the oxidative damage in the human organism.

Key words: Antioxidant activity, DPPH, Guava (psidium guajava).



Etude phytochimique et propriétés antioxydantes de la goyave

" psidium guajava L."

Résumé

Les antioxydants sont des molécules qui ont la propriété de défendre I’organisme contre les
radicaux libres, une alimentation variée et équilibrée, riche en légumes et fruits doit permettre
un apport suffisant en antioxydants, les fruits tropicaux et principalement la goyave (Psidium
guajava) sont largement consommés dans le monde. D'un point de vue nutritionnel, ce fruit
fournit une forte capacitée antioxydante due a sa richesse en composés organiques, il s’agit
principalement des vitamines E et C, des caroténoides (béta-carotene, lycopene), et des
polyphénols (flavonoides et tanins entre autres). Ce travail vise a évaluer I’activité
antioxydante des différentes parties de la goyave (Psidium guajava) : jus, pulpe, peau et
pépins. L’analyse des résultats des études antérieures a montré que ces extraits naturels sont
riches en polyphénols. Le jus et la pulpe présentent un taux élevé des flavonoides , tanins et
d’autres composés phénoliques , la peau et les pépins contiennent la plus faible quantité de
flavonoides et cardénolides , en revanche , ils sont riche en tanins , Effectivement le contenu
en antioxydants de la goyave est trés intéressant , plusieurs études scientifiques ont démontré
qu’elle avait un contenu élevé en polyphénol, sa consommation pourra alors contribuer a

limiter le dommage oxydatif dans 1’organisme humain.

Mots clés : Activité antioxydante, DPPH, Goyave (psidium guajava).



Introduction

Introduction

Nombreux documents historiques témoignent comment les bienfaits des aliments ont
été pris en compte depuis plus de mille ans et méme Hippocrate, considéré comme "le pere"” de
la médecine occidentale, disait « Permettez a vos aliments d'étre votre médicament, et a votre

médicament d’étre vos aliments » (Witkamp et Norren, 2018 ; Vranou et al., 2020).

Il y a quelques dizaines d’années, la science alimentaire se limitait a analyser la valeur
nutritive des aliments. De nos jours, de nouvelles recherches ont conduit a une meilleure
reconnaissance du rapport entre les aliments et la santé en mettant en valeur les composantes

ayant des propriétés thérapeutiques (Debib, 2014).

Dans ce contexte, au cours des derniéres décennies, les recherches scientifiques n’ont
fait que confirmer les effets sanitaires bénéfiques des fruits. 1l a été suggéré que sa teneur
importante en phytonutriments, notamment en polyphénols pourrait étre & I’origine de la
prévention des maladies dégénératives, des maladies cardio-vasculaires, de certains cancers et

du déclin cognitif lié¢ a I’age (Trichopoulou et al., 2005).

La goyave (Psidium guajava L.) appartient au genre Psidium de la famille des
Myrtacées est considéré comme un aliment bénéfique pour la santé, d’une part sa richesse en
fibres et sa faible teneur en lipides et d’autre part sa teneur élevée en polyphénols et en vitamines
A et C (presque cing fois plus qu'une orange) ce qui fait que la goyave est un puissant

antioxydant naturel.

Ce fruit a été introduit en Algérie a la fin des années 1970 a titre d'expérimentation donc
il reste un fruit peu connu on les trouve spécifiquement dans la région de Fouka Wilaya de
Tipaza. Notre travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation de ce fruit localement par une

étude phytochimique et biologique.

Ce travail vise a étudier 1’activité antioxydante des extraits préparés de fruit Psidium

guajava L.). L’étude va répondre a certaines questions et hypothéses a savoir :

e Larichesse des variétés locales et internationales en polyphénols ?

e En raison de la diversité des molécules bioactives de ce fruit, leurs extraits ont-ils des

propriétés antioxydantes ?

e Quels sont les facteurs qui controlent la puissance de I’activité antioxydante
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CHAPITRE 1 : Généralités sur la goyave

1. Présentation de I’espéce

1.1 Généralités

Le goyavier est un arbre de taille moyenne qui peut atteindre dix metres (figure 1) et
qui pousse dans les régions tropicales d’Amérique et d’Afrique, il compte plus de 160 cultivars
dans le monde, originaire d’ Amérique tropicale, et naturalisé dans de nombreux pays tropicaux.
Appartenant a la famille des Myrtacées et est apprécié pour la saveur, I'arbme et la valeur
nutritive caractéristiques de ses fruits, en plus d'étre une source potentielle de composés
phytochimiques (Souza et al., 2018).

La goyave « Psidium guajava L. » est une baie ronde et jaune a maturité, de forme
variable. Elle peut étre arrondie, ovoide ou pyriforme au parfum musqué, et mesure environ 5
a 8 cm de longueur. Ses fruits sont largement consommeés frais ou transformés (boissons, sirop,
creme glacée et confitures) et il est également utilisé en ethnomédecine en raison de ses
propriétés antipaludiques et antioxydantes. (Furlan et al., 2007)

Le nom du genre Psidium vient du grec sidion qui signifie écorce de grenade. En effet

les goyaves ressemblent extérieurement aux grenades (Oh et al., 2005)

1.2 Nomenclature

Selon The Plant List (2016), P. guajava peut étre connu par des synonymes tels que
Guajava pumila (Vahl) Kuntze, Guajava pyrifera (L.) Kuntze, Myrtus guajava (L.) Kuntze,
Psidium angustifolium Lam., Psidium cujavillus Burm.f., Psidium cujavus L., Psidium fragrans
Macfad., Psidium igatemyense Barb. Rodr., Psidium intermedium Zipp. Ex Blume, Psidium
pomiferum L., Psidium prostratum O. Berg, Psidium pumilum Vahl, Psidium sapidissimum
Jacq., Psidium vulgare Rich. Et Syzygium ellipticum K. Schum. Et Lauterb. (Morais-Braga et
al., 2016).

Est communément appelé djawafa (44 s>) en arabe, guave, goyave ou goyavier en frangais ;
guave, Guavenbaum, Guayave en allemand ; banjiro en japonais ; goiaba, goiabeiro au Portugal
; araca-goiaba, araca-guacl, guaiaba au Brésil ; guayaba, guayabo en espagnol et gauve en

anglais (Gutiérrez et al., 2008).


https://fleurs-fruits-feuilles-de.com/punica_granatum.php
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Figurel. Psidium guajava ; (a) Feuilles (b) Fleurs (c) Fruit (d) Graines dans le fruit (e)Ecorce

(Naseer, 2018)

2. Taxonomie

La classification scientifique de la goyave selon Tensaout et Gaoua (2018) est la suivante :
Regne : Plantae

Sous-regne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Rosidae

Ordre : Myrtales
Famille : Myrtaceae
Genre : Psidium

Espece : Psidium Guajava
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3. Reépartition géographique

Psidium guajava est apparu sous les tropiques américains. Les explorateurs espagnols ont
importé la goyave aux Philippines et les Portugais I'ont par la suite importée en Inde. Elle s'est
ensuite étendue rapidement au reste des tropiques et a été naturalisée jusqu'au point que les
habitants de plusieurs pays proclament que ce fruit est originaire de leur région. Il s’étend a
toute I’Amérique du Sud, I’Europe, I’Afrique et 1’Asie. Il pousse dans toutes les régions
tropicales et subtropicales du monde. Il s’adapte aux différentes conditions climatiques, mais

préfere les climats secs (Fathy et al., 2016).

4. Le goyavier en Algérie

La goyave est trés peu cultivée en Algérie, Nous la trouvons qu’a Fouka (Wilaya de Tipaza),
il est communément appelé « goyave ». Ce fruit a été introduit a la fin des années 1970 a titre
d'expérimentation. Certains affirment que ce fruit a été introduit en Algérie directement du

Moyen-Orient, d'autres croient gu'il a été ramené d’Amerique Latine par les colons.

La derniere hypothése est la plus plausible car certaines maisons coloniales de Fouka Ils
ont un ou deux goyaviers dans leurs jardins, et aussi planté au Jardin d'Essais du Hamma, a
Alger. En 1978, il a été crée 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, qui est maintenant sous le nom de
Domaine M'seguem-Abdelkader, sur la route de Douaouda. Puis Il a été abandonné en 1987, et
récupéré en 1991 par Hadj Hamada pour préserver ce fruit exotique. Aujourd'hui, ce fermier
récolte environ 3 tonnes par an et ne sont commercialisées qu'a Fouka (Tensaout et Gaoua,
2018)

5. Ecologie

Sous les tropiques, le goyavier s'établit entre le niveau de la mer et une altitude d'environ
1500 m et il peut supporter des températures allant de 15 a 45°C, avec des températures
moyennes préférablement comprises entre 23 et 28°C. Le goyavier est plus résistant a la
secheresse que la plupart des arbres fruitiers tropicaux mais il s'épanouit le mieux avec 1000 a

2000 m®/ha de pluie repartie réguliérement sur l'année. (Khadhri et al., 2014)

La goyave s’adapte bien a une grande variété de sols, sauf ceux a forte teneur en argile, a

faible capacité de drainage ou sur des sols acides et salins. Le sol optimum offre un bon
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drainage, un taux élevé de matiére organique et un pH compris entre 5 et 7. Si le pH est supérieur
a7, la carence en zinc et en fer peut poser probleme. (Morais-Braga et al., 2016)

6. Description botanique

La goyave est un petit arbre avec des branches tortueuses et un tronc lisse. Le fruit est une
baie avec une pulpe charnue jaune ou rose et de nombreuses graines pres du centre. De
nombreuses variétés différentes ont été développées qui varient dans la couleur, la taille et la

forme de rond a ovoide en forme de poire (Prance, 2003).

Psidium guajava est un petit arbre qui est de 10 m de haut avec mince, lisse, patch, écorce
peeling. Les feuilles sont opposées, Elles sont aromatiques lorsqu'on les froisse, le pétiole est
court, la lame est ovale, avec des nervures pennées proéminentes, de 5 a 15 cm de long. Les
fleurs sont un peu voyantes, les pétales blanchitres jusqu’a 2 cm de long, les étamines

nombreuses.

Les fruits sont de couleur verte et vire au jaune a maturité, a la baie ovoide environ 5 cm de
diameétre avec un mésocarpe rose-rouge est sucrée et parfumée comestible contenant de
nombreuses petites graines dures blanches (Gutiérrez et al., 2008). La chair est d’épaisseur
variable, blanche, rose ou saumon, de consistance légerement crémeuse, de saveur douce a

acide et plus ou moins résineuse (Guillouty, 2016).

7. Variétés

Il existe de nombreuses variétés de fruits de la goyave qui different d'un endroit a l'autre par
leur aspect, couleur et leur goQt. Selon le cultivar, les fruits peuvent étre de forme sphérique,
ovoide ou pyriforme. La surface des fruits est rugueuse a lisse, exempte de pubescence. La
couleur de la peau des fruits immatures et non mdrs est principalement verte foncée, qui devient
vert jaunatre, jaune pale et jaune avec du rouge sur les épaules au stade mar selon le cultivar.

La pulpe des fruits mars est tendre et juteuse et est blanche, rose ou rouge saumon (Figure 2).
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Figure 2. Variation de forme et de pulpe de la goyave

(Nguyen., 2020)

La cavité des graines au centre du fruit peut étre petite a grande avec de nombreuses graines
difficiles a Semi-dures. Le mésocarpe extérieur de la goyave est de texture sableuse ou
granuleuse en raison de la présence de cellules de pierre (78%), qui ont fortement lignifié les
parois cellulaires (Singh, 2011).
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Figure 3 : Fruit du goyavier « la goyave »
(Nguyen, 2020)

Parmi les variétés les plus fréquentes sont :

- la goyave en forme de pomme (Psidium pomiferum ou pomifera) : posseéde une chair ferme

de couleur rose saumon, dégageant un parfum musqué et de saveur douce (Figure 4.A).

- La goyave en forme de poire (Psidium pyriforme ou pirifera) : possede une chair rose carnée
et son go(t est sucrée (Figure 4.B). Son parfum évoque la fraise, et comme la poire, sa pulpe

est granuleuse. (Tensaout et al., 2018)

(A) (B)

Figure 4 : Les variétés les plus fréquentes de la goyave

Forme de pomme (A) et de poire (B) (Tensaout et al., 2018)
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8. Composés phytochimiques et valeur nutritionnelle

8.1 Composés phytochimiques
8.1.1 Fruits

Elles se caractérisent par une faible teneur en hydrates de carbone (13,2 %), en matiéres
grasses (0,53 %) et en protéines (0,88 %) et par une teneur élevée en eau (84,9 %). La valeur

alimentaire par 100 g est illustrée dans le tableau 1 :

Tableau 1. La valeur alimentaire par 100 g du fuit de la goyave

La valeur alimentaire par 100g La quantité
Calories 36-50 kcal
Humidité 77-86 ¢
Fibres brutes 2,8-55¢
Cendres 0,43-0,7g
Calcium 9,1-17 mg
Phosphore 17,8-30 mg
Fer 0,30-0,70 mg
Vitamine A 200-400 LU
Thiamine 0,046 mg
Riboflavine 0,03-0,04 mg
Niacine 0,6 a 1,068 mg
Acide ascorbique 100 mg
Vitamine B3 40 LU

(Gutiérrez et al., 2008)

Le manganese est également présent dans la plante en combinaison avec les acides
phosphorique, oxalique et malique. Ont été isolés a partir d’huile essentielle extraite des fruits.

On a signalé des cas :

8.1.2 Peaux de fruits

L’acide ascorbique est le principal constituant de la peau, deuxiemement dans la chair
ferme, et un peu de contenu dans la pulpe centrale varie de 56 mg a 600 mg et peut varier entre

350 mg et 450 mg dans les fruits presque mars. La mise en conserve ou tout autre traitement
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thermique détruit environ 50 % de 1’acide ascorbique. L’odeur forte du fruit est attribuée a ses

composés carbonylés. (Gutiérrez et al., 2008)

8.1.3 Feulille

Les feuilles contiennent de I’huile essentielle dont les principaux composants sont o-
pinéne, B-pinéne, limonéne, menthol, acétate de terpényle, alcool isopropylique, longicyclene,
caryophylléne, p-bisaboléne, cinéol, oxyde de caryophylléne, B-copanéne, farneséne,
humulene, selinene, cardinéne et curcuméne .Le nérolidol, le B-sitostérol, les acides ursoliques,

cragoliques et guayavoliques ont également été identifiés.

En outre, les feuilles contiennent des acides triterpéniques ainsi que des flavonoides;
I’avicularine et son 3-1-4-pyranoside avec une forte action antibactérienne, I’huile fixe 6%,
3,15% résine, et 8,5% tannine, et un certain nombre d’autres substances fixes, graisse, cellulose,

tanin, chlorophylle et sels minéraux. (Gutiérrez et al., 2008)

8.1.4 Ecorce

Contient de 12 a 30 % de tanin, de résine et de cristaux d’oxalate de calcium. (Gutiérrez

et al., 2008)

8.1.5 Racines

Elles contiennent des tanins, des leucocycyanidines, des stérols, de 1’acide gallique, des
glucides et des sels. Les racines, ’écorce des tiges et toutes les feuilles contiennent un

pourcentage important d’acide tannique. (Gutiérrez et al., 2008)

8.1.6 Graine

Elles contiennent 14 % d’huile, poids sec, 15 % de protéines et 13 % d’amidon, des
composés phénoliques et flavonoides, dont la quercétine-3-O-p-d-(2 -O-galloyl-glucoside) -4 -

O-vinylpropionate. Certains composés isolés sont cytotoxiques. (Gutiérrez et al., 2008)

8.1.7 Bourgeon floral

Les bourgeons ont les concentrations les plus élevées de myricetine (256 mg kg 1), de
quercétine (3605 mg kg 1), de lutéoline (229 mg kg 1), de kaempferol (229 mg kg 1) et
d’apigénine (252 mg kg 1). (Gutiérrez et al., 2008)
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8.2 Valeur nutritionnelle

La goyave est souvent commercialisée comme « super fruit », étant riche en vitamines
« A » et « C »avec des graines qui sont riches en acides gras polyinsaturés oméga-3, oméga-6
et surtout en fibres alimentaires. Un seul fruit de Goyave contient plus de quatre fois la quantité
de vitamine C que celle d’une seule orange, c.-a-d. plus de 200 mg par 100 g de portion et a
également une bonne teneur en minéraux alimentaires, potassium, magnésium, et généralement

un profil large, faible en calories des nutriments essentiels.

La goyave contient a la fois des caroténoides et des polyphénols — les principales classes
de pigments antioxydants, ce qui lui confere une valeur antioxydant relativement élevée parmi
les aliments végetaux. Comme ces pigments produisent la couleur des fruits, les goyaves de
couleur rouge ou orange ont plus de valeur comme sources d’antioxydants que les goyaves de

couleur vert jaunatre. (Nimisha et al., 2013)

9. Utilisation du fruit en médecine traditionnelle

Diverses parties de la plante ont été utilisées en médecine traditionnelle. Feuilles : La
décoction ou infusion des feuilles est utilisée comme fébrifuge, antispasmodique et pour les
rhumatismes en Inde. Les feuilles sont utilisées aux Etats-Unis comme antibiotique sous forme
de cataplasme ou de décoction pour les plaies, les ulceres et les maux de dents. La bronchite,
les crises d’asthme, la toux, les maladies pulmonaires pourraient également étre traitées avec

des thés de goyave.
Ecorce :

L’écorce sous forme de décoction et de cataplasme est utilisée comme astringent dans le
traitement des plaies ulcéreuses et de la diarrhée aux Philippines alors qu’au Panama, en Bolivie
et au Venezuela, 1’écorce est utilisée dans le traitement de la dysenterie et des affections
cutanées. Sous forme de décoction et de cataplasme, il est utilisé pour expulser le placenta aprés
I’accouchement et dans les infections de la peau, les hémorragies vaginales, la fievre, la

déshydratation et les troubles respiratoires.
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Racine :

La racine est utilisée en Afrique de I’Ouest comme décoction pour soulager la diarrhée,
la toux, les maux d’estomac, la dysenterie, les maux de dents, I’indigestion et la constipation ;
tandis qu’aux Philippines, aux Fidji et en Afrique du Sud, les racines sont utilisées sous forme
de décoction et de cataplasme comme astringent dans les plaies ulcéreuses et dans le traitement

de la diarrhée.
Plante entiére :

En général, la plante entiére ou ses pousses sont utilisées sous forme d’infusion, de
décoction et de pate comme tonique cutané a Tahiti et Samoa et comme analgésie lors de
menstruations douloureuses, de fausses couches, de saignements utérins, de travaux prématurés

et de blessures (Joseph et Priya., 2011.)

10.Toxicité de la goyave

Le profil toxicologique indiquait que méme le niveau de métaux toxiques dans la goyave
est significativement faible et incapable de causer des dommages, ce qui en fait un bon candidat

pour les études cliniques. (Prance, 2003)

Mais Le fruit non mdr est indigeste, provoque des vomissements et de la fiévre. Est riche

en tanins, astringent et a tendance a causer la constipation. (Gutiérrez et al., 2008)

11
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CHAPITRE 2 : Le stress oxydatif, I’oxydation, les radicaux libres, et

antioxydants

1. Stress oxydatif

Le stress oxydatif est un état de déséquilibre entre la production de radicaux libres et
leur dégradation par les systémes antioxydants avec une accumulation accrue d’espéces

réactives d’oxygene (ROS) dans les tissus et les organes. (Velasquez., 2015)

Le stress oxydatif se produit lorsque des radicaux oxygéenés en exces sont produits dans
les cellules, ce qui pourrait dépasser la capacité antioxydante normale. Lorsque la concentration
des especes réactives n’est pas controlée par des mécanismes de défense internes tels que les
antioxydants (tocophérols, acide ascorbique et glutathion) ou les enzymes impliqués dans le
balayage des radicaux oxygénés (catalase, peroxydase et superoxyde dismutase, SOD), les
dommages oxydatifs se produisent aux protéines, aux lipides et a ’ADN, ce qui pourrait
entrainer une cytotoxicité, une génotoxicité et méme une cancérogenese lorsque les cellules

endommageées (mutées) peuvent proliférer.

Le stress oxydatif pourrait résulter de ce qui suit : la présence de xénobiotiques,
I’activation du systeme immunitaire en réponse a des microorganismes envahissants
(inflammation) et le rayonnement, qui fait du stress oxydatif un dénominateur commun de la

toxicité ou du stress. (Gagné., 2014)
2. Consequences moléculaires du stress oxydatif

La production excessive des radicaux libres provoque des lésions directes de molécules
biologiques : oxydation de ’ADN, des protéines, de lipides et des glucides, mais aussi des
Iésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagene des métabolites libérés

notamment lors de I'oxydation des lipides (Favier, 2006).

3. L’oxydation
3.1Définition de I’oxydation

L’oxydation est générée par des radicaux libres, especes chimiques neutres ou chargées
instables qui ne cherchent qu’a récupérer un €lectron dans leur environnement pour retrouver
un état plus stable. Ces deux propriétés font que les réactions d’oxydation sont tres rapides et

se propagent en cascade.

12


https://www-sciencedirect-com.www.sndl1.arn.dz/science/article/pii/B9780124116023000524#!

Synthése bibliographique Chapitre 2 : le stress oxydatif, [oxydation, les radicaux
Libres, et antioxydants

Les especes moléculaires cibles de I’oxydation sont avant tous les corps gras comme les
phospholipides des membranes cellulaires, mais aussi les protéines. Dans le cas des enzymes,
I’oxydation entraine une modification ou perte de 1’activité biologique de la molécule, ce qui
provoque des désorganisations cellulaires parfois irréversibles entrainant la mort de la cellule.
I en est de méme quand [’oxydation touche I’ADN ou une partiec du systéme

traduction/transduction. (Rolland, 2004)

3.2 Mécanismes de I’oxydation

Les mécanismes d’oxydations des composés insaturés biologiques (acides gras,
caroténoides, polyphénols...) sont souvent des réactions radicalaires avec I’oxygene

moléculaire et présentent trois phases principales :
A. Phase de déclenchement

Ou se forme un premier radical libre. L’arrachement du proton est facilité tant par la chaleur
(agitation moléculaire) que les rayonnements ou les catalyseurs (métaux tels que Cu, Fe, Co,
Mn, Ni...).

H H H H
HI./-"L.\-\::-_'_.‘JI-I\-\\ n; |:|" _-"l":-: __,-'t:.-\_E + H"
H H Lumigre, chalewr I-[
cotalysewr...
ye radical libre

Figure 5 : la phase de déclenchement
(ROLLAND, 2004)

B. Phase de propagation

Ou I’oxygéne fixé donne un radical peroxyle qui réagit avec une autre molécule et conduit a un
néoradical libre et un hydroperoxyde. Les hydroperoxydes instables se scindent en composes

plus courts.
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Figure 6 : la phase de propagation (ROLLAND, 2004)

C. La phase de terminaison: ou se recombinent différents radicaux formés.
(ROLLAND, 2004)

4. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparié. Cette
propriété rend ces éléments tres réactifs en raison de la tendance de cet électron a se ré-appairer,
déstabilisant ainsi d'autres molécules. Les molécules ainsi transformées deviennent a leur tour
d'autres radicaux libres et déclenchent ainsi une réaction en chaine. L'oxydation des acides gras
entrant dans la constitution des phospholipides membranaires est un risque réel associé au
développement de telles réactions biochimiques. La réactivité de ces radicaux ne doit cependant
pas étre exagérée ; la demi-vie de ces composés instables est extrémement courte (10-9 a 10-6
s) et tous n'ont pas la méme réactivité et le méme potentiel de Iésion. Le radical superoxyde est
peu toxique du fait d'une relative inertie et diffusion a distance de son lieu de production, alors

que le radical hydroxyle est le plus réactif des radicaux libres (Hininger et Bigard, 2007)

5. Espéces réactives de I’oxygéne

Parmi les espéces radicalaires les plus intéressantes se trouvent les espéces réactives de
I’oxygeéne (ERO) qui sont des radicaux libres qui dérivent de la molécule d’oxygene, par
addition d’un électron. Les principales espéces réactives de 1’oxygene sont : le radical
superoxyde (Oz *), le radical hydroxyle (OH®), le monoxyde d’azote (NO®), et aussi certains
dérivés oxygeénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante tels que le peroxyde
d’hydrogéne (H20.) et le peroxynitrite (ONOQ?®) (tableau 2) (Jacques et Andreé., 2004 ;
Gutteridge, 1993)
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Tableau 2. Espéces dérivées de I'oxygene moléculaire

Anion superoxyde

0O>°* : radical peu réactif mais toxique, oxyde les catécholamines ; peut
former OH*®

Radical hydroxyle

OH® : tres réactif, peu diffusible, initiateur principal de Ia

lipoperoxydation, altére les protéines et 'ADN

Oxygeéne singulet

10, : non radical, trés réactif, peut initier la lipoperoxydation

Peroxyde

d'’hydrogéne

H20: : non radical, stable, faiblement toxique, diffusible, antiseptique,

peut former °OH

Monoxyde d'azote

NO?*® : médiateur cellulaire de vasodilatation

Nitroxyde

NOO*

Peroxynitrite

ONOOQ?* : radical tres réactif, résulte de la réaction de I'anion superoxyde

avec le monoxyde d'azote

(Hininger et Bigard, 2007)

6. Activité antioxydante

La capacité antioxydante d’un produit végétal est déterminée par la concentration et la

forme chimique des

composés qui peuvent agir comme antioxydants. Les principaux

antioxydants alimentaires dans les fruits et légumes sont la vitamine C, la vitamine E, les

caroténoides et les composés phénoliques. (Bengtsson et al., 2008)

L'activité antioxydante peut étre évaluée a 1’aide d’un certain nombre de méthodes qui

entrent dans ’une ou 1

’autre des deux catégories générales suivantes :

e Dosages basés sur une reéaction de transfert d’électrons qui est surveillée par le

changement de couleur de 1’oxydant a mesure qu’il est réduit ; et

e Essais basés sur une réaction de transfert d’atome d’hydrogeéne ou I’antioxydant et le

substrat sont en concurrence pour les radicaux libres. (Pradas-Baena et al., 2015)

Les principaux tests sont résumés dans le tableau ci-dessous :
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Tableau 3 : Les principaux tests d’activité antioxydante ; Principe, avantages et inconvénients (Fernandez et al., 2012)

Méthode

Principe

Avantage

Inconvénients

TEAC

antioxydant capacity) capacité

(trolox  equivalent

Mesure colorimétrique du transfert d’électron d’un

antioxydant vers le radical -cation ABTS, exprimée en

Méthode simple a mettre en ceuvre, utile en

screening et en routine

Interférences

antioxydant /radicaux libres possible, radical

antioxydante en équivalant | TEAC ABTS non représentatif car absent des systémes
trolox biologique
Test DPPH (2,2-diphényl-1- | Mesure colorimétrique (absorbance 8 517 nm) de la capacité | Test complet, peu couteux (DPPH | Interférences possibles, relativement sélectif
pricrylhydryzyl) réductrice d’un antioxydant en présence du radical libre | commercial), applicable a des échantillons | (polyphénols essentiellement), relativement long
DPPH, exprimée en IC50 (concentration nécessaire pour | simples et complexes et a d’autres | (20 min -6h)
réduire le DPPH de 50 % ) techniques (bioautographie par exemple)
INDICE ORAC (Oxygen | Mesure d’inhibition des radicaux hydroxyles formés par le | Méthode standardisée et communément | Méthode relativement couteuse (équipement
Radical absorbance capacity) | générateur hydrophile AAPH, grace a la décroissance de | acceptée cher), longue et sensible au ph
capacité  d’absorption  des | fluorescence de la fluorescéine. Expression en TEAC

radicaux oxygénés

(comparaison avec trolox en parallele)

Indice  TRAP Total

trapping
parameter)

radical
antioxyadant
pouvoir

antioxydant total

Mesure de I’oxygéne consommé lors d’une peroxydation
lipidique décomposition thermique de I’AAPH en présence
d’un indicateur de fluorescence. Valeur TRAP exprimée par

comparaison avec le trolox

Méthode simple, reproductible et sensible

Interférences entre antioxydants et indicateurs

fluorescent, période de latence

Indice FRAP
(Ferric Reucing antioxidant

Power.

Test de la réduction du fer : mesure de la réduction d’un
complexe ferrique en fe2+ par I’antioxydant (mesure

d’absorbance a 594 nm).

Test rapide, peu couteux répétable aux

solutions biologiques et aux antioxydants.

Fiabilitt moyenne selon le potentiel redox des
composés des composés testés, ph bas parfois

incompatible.

Indice de Folin-ciocalteu

Dosage des phénols totaux

Mesure des polyphénols totaux (exprimée en équivalent
acide gallique) et de la capacité réductrice d’un échantillon
grace au réactif de Folin-Ciocalteu. Absorbance a 720 nm

proportionnelle au taux de composés phénoliques

Méthode simple et sensible, reproductible

Interférences possibles car réactif non spécifique,
non applicable aux composés et matrice

lipophiles
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6.1. Antioxydants

Un antioxydant est une molécule naturelle ou synthétique qui est capable d’inhiber
I’oxydation d’autres molécules en intervenant a différents stades du processus d’oxydation.
C’est un procédé chimique bien connu qui permet 1’élimination des électrons ou de I’hydrogéne
d’une substance.

Les radicaux libres sont produits pendant la réaction d’oxydation biologique. Parce que
les radicaux sont réactifs, ils commencent la réaction en chaine simultanément. Cela peut
entrainer des dommages ou méme la mort d’une cellule. Par conséquent, les agents antioxydants
peuvent mettre fin & une réaction en chaine en éliminant les intermédiaires des radicaux libres.
(Rao, 2015). Lorsqu’elles sont présentes en faible concentration par rapport a celles de substrats
oxydables, retardent ou inhibent considérablement 1’oxydation de cette substance. (Gokge et
al., 2016)

Les antioxydants végétaux sont importants pour la santé humaine et comprennent des
composés comme 1’acide ascorbique, les tocophérols, les composés polyphénoliques et les

terpénes. (Hartsel et al., 2016).
6.1.1. Antioxydants naturels

Les antioxydants naturels sont divisés en deux grands groupes : les antioxydants

enzymatiques et les antioxydants non-enzymatiques (figure 7).

Antioxvdants naturels

Enzymatiques Non-enzymatiques
|
Co-facteurs Vitamnes
Minéraux Carotenoides
Composés = Composés Composés
phénoliques soufrés azotés non
protéiques

Figure 7 : Les familles d’antioxydants naturels

(Maurent, 2017)
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6.1.2. Antioxydants enzymatiques endogenes

L’organisme humain posseéde un systéme enzymatique, constitué principalement de
trois enzymes : le superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la glutathion peroxydase (GPx)
(Avissar et al., 1989). Ces enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire
au niveau du superoxyde et du peroxyde d’hydrogéne, conduisant finalement a la formation

d’eau et d’oxygene moléculaire (Marfak, 2003).

La glutathione peroxydase réduit les peroxydes en sélénols, la catalase transforme le
peroxyde d’ hydrogene H2O2 en eau et en oxygéne moléculaire tandis que le superoxyde

dismutase transforme 1’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogene, substrat pour la catalase.

Glutathion peroxydase

R-0O0OH = R -5eH
Catalase
H,0, .~ H,0+0,
GoP-deshydrogenase
NADP' : e NADPH
0 i NH,
nom”“‘N)j‘ \”/‘\{'om i
° H O ‘ SH
S—§ Glutathion reductase O H
HO,C N NVCU_-_-M NH, H s}
ni, 0

Figure 8 : Réle antioxydant des enzymes

(Maurent, 2017)

6.1.3. Antioxydants non enzymatiques endogenes

Plusieurs protéines qui circulent dans le sérum peuvent prendre en charge des ions
métalliques libres qui sont potentiellement toxiques, il s’agit de la transferrine et de la

lactoferrine pour le fer et la céruléoplasmine pour le cuivre.
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Elles agissent comme des chélateurs et maintiennent les ions métalliques sous forme
inactive par rapport a la combinaison possible avec le peroxyde d’hydrogéne (Jacques et

André., 2004)
6.1.4. Antioxydants exogenes

De nombreuses molécules issues de notre alimentation : vitamines, nutriments,
composés naturels, ...etc. sont considérés comme des antioxydants. Notons a titre d’exemples,

les plus courants :

6.1.4.1 Vitamines

a. Vitamine E

La vitamine E (a-tocophérol, 1) est considérée comme 1’antioxydant lipophile naturel le plus
puissant, fournissant la premiére ligne de défense contre la peroxydation lipidique des
membranes cellulaires en tant que récupérateur de radicaux en chaine. (Singh et Abraham.,
2016). En raison de ces propriétés, la vitamine E peut neutraliser I’effet des radicaux libres, et
donc contrer ou retarder les anomalies physiologiques chroniques causées par eux. (SalehAl-
Sowayan, 2020)

b. Acide ascorbique : Vitamine C

La vitamine C, une vitamine soluble dans 1’eau, a deux formes bioactives, comme 1’acide
L’ascorbique et 1’acide déshydroascorbique, et se trouve naturellement dans les aliments,

principalement les fruits et léegumes. (Ugur et al., 2020)

La vitamine C joue trois réles principaux dans le métabolisme humain : cofacteur de I’enyzme,

réducteur chimique et antioxydant. (Hays et Roberts., 2003)

L’acide ascorbique est un antioxydant important qui réduit d’autres composés (p. ex., les
especes réactives d’oxygene) et qui est converti a sa forme oxydée, 1’acide déshydroascorbique

(DHA). (Litwack., 2018)
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6.1.4.2. Antioxydants d’origine végétale

e Caroténoides et polyphénols

Les caroténoides et les polyphénols constituent de vastes familles de composés

(plusieurs centaines) parmi lesquels se trouvent le B-caroténe, I'acide caféique et la quercétine.

Ils sont généralement de bons capteurs de radicaux hydroxyles OH*® et peroxyles RO>°,
susceptibles d'inhiber les chaines de peroxydation lipidique, mais d'une maniere moins efficace
que celle de l'a-tocophérol. En outre, les caroténoides ont un réle spécifique de capteur
d'oxygéne singulet 1O, ce qui leur permet d'exercer une protection vis-a-vis des dommages

induits par les rayons ultraviolets de la lumiere solaire (Gardes-Albert et al., 2003).

La capacité des caroténoides a neutraliser I’oxygene simple est liée aux liaisons doubles

conjuguées de sa chaine latérale. (Blanco, 2017)
e Terpenoides

Les terpénoides sont une grande classe de composés naturels principalement d’origine
végeétale qui sont utilisés a des fins commerciales. Les terpénoides sont généralement composés
d’isoprene (C5) unités, et peuvent étre divisés en fonction de leur nombre en hémiterpénoides
(C5), monoterpenoides (C10), sesquiterpenoids (C15), diterpenoids (C20), sesterterpenoids
(C25), triterpenoids (C30), tetraterpenoids (C40) et polyterpenoids (C > 40). En raison de leur
grande variété et de leur structure complexe, les terpénoides sont d’une grande valeur dans les
domaines des produits pharmaceutiques, des saveurs, des parfums et des alternatives de
carburant liquide de haute qualité. Par exemple, le médicament antipaludique artémisinine, le

paclitaxel, le lycopéne antioxydant et I’huile de santal précieuse et naturelle. (Ma et al., 2019).

e Alcaloides

Les alcaloides sont des composés nécessaires a I’activité cellulaire et a la réalisation du code
génétique dans le génotype. Ils sont biologiquement significatifs en tant que stimulateurs actifs,
inhibiteurs et terminateurs de croissance, faisant partie d’un mécanisme endogene de sécurité
et de régulation (Linné, 2007).
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Les alcaloides représentent une grande variété de structures chimiques. Plus de 16 000 sont

connus et la plupart sont dérivés de plantes plus élevées (Verpoorte, 2020).

Les alcaloides sont produits par une grande variété d’organismes tels que les plantes, les
bactéries, les champignons et les animaux et sont utilisés en médecine depuis I’antiquité. Les
alcaloides peuvent se trouver dans n’importe quelle partie de la plante, bien que des composés

spécifiques puissent étre limités a une certaine partie. (Ribeiro, 2018).

e Coumarines
Les coumarines qui sont aussi les dérivés de C6-C3, appartiennent au groupe des composés
connus par des benzo-a-pyrone et toutes sont substituées en 7 par un hydroxyle. Elles se
trouvent dans la nature soit a 1’état libre ou bien combiné avec des sucres. Elles sont

responsables de I'odeur caractéristique du foin (Swallah et al., 2020).
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CHAPITRE 3 : Les composés phénoliques

1. Geénéralités Composés phénoliques totaux

Les composés phénoliques sont des meétabolites secondaires de grande importance
pharmacologique, vu leurs diverses activités biologiques confirmées dans un grand nombre
d’études. (Amiour et al., 2014). Sont des produits du métabolisme secondaire des plantes, depuis
les racines jusqu’aux fruits. Ce qui signifie qu’ils n’exercent pas des fonctions directes au niveau

des activités fondamentales de 1’organisme végétal, comme la croissance, ou la reproduction

Ils ont un cycle aromatique avec un ou plusieurs groupes hydroxyles et agissent comme
antioxydants, (Saranraj et al., 2019) sont présents dans les céréales, les grains de café, les fruits,

les olives, les Iégumes et les feuilles de thé. (Friedman, 2004)

2. Classification

D’aprés leurs structures chimiques, les composés phénoliques peuvent étre divisés en différents
sous-groupes, tels que les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins, les coumarines, les

lignanes, les quinones, les stilbens et les curcuminoides (figure 9) (Gan et al., 2019)

Lignans (e.g., pumpkin, potlato, and flax seed)
Non-flavonoids Stillbenes (e.g., grape fruits)

Tannins (e.g., legumes)

S Hydroxybenzoic acids (e.g., stawberries, mango, blackberry)
Polyphenols Phenaolic acids
Hydroxycinnamic acids (e.g., blueberry, apple)

Flavones (e.g., celery, carrot)
Flavanols (e.g., green tea)
) Flavonols (e.g., apples)
Flavonoids _
Flavanones (e.g., citrus fruits)

Isoflavonones (e.g., sovbean, alfalfa)
1 tl ] £

Anthocyanins {e.g., berries)
Figure 9 : Classificaltion des polyphénols

(Swallah et al., 2020)
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2.1. Flavonoides

Les flavonoides sont des composés polyphénoliques omniprésents et forment le grand
groupe de produits naturels. A ce jour, plus de 8000 flavonoides différents ont été documentés et
sont principalement présents dans les cellules ou la surface de différents organes du tissu végétal.
La structure chimique des flavonoides dépend de la structure de base C6-C3-C6. Sur la base de la
position de la fraction benzopyrone dans les cycles aromatiques, les flavonoides sont divisés en
trois classes telles que les flavonoides (2-phénylbenzopyranes), les isoflavonoides (3-

benzopyranes) et les néoflavonoides (4-benzopyranes) (voir fig.10). (Jan et Abbas., 2018)

L o~ g
OH
0

(8]
2-Phenyl-chromen-4-one 3-Hydroxy-2-phenyl-chromen- 2-Phenyl-chromen-4-one
Flavones 4-one Flavanone
Flavanol
& 0 () )
OH OH
O
;Tgrir:rfﬁi;r’::enw 3-Phenyl-chromen-4-one 2-Phenyl-chromen-3-ol
Flavanonol Isoflavone Flavan-3-ols

3-Hydroxy-2-phenyl chromenylium
Anthocyanidine or flavylium salt

OH
Figure 10 : Structure chimique de divers flavonoides

(Jan et Abbas., 2008)

Les flavonoides sont contenus dans divers composants de 1’alimentation. Ils ont une action
antioxydant puissante in vitro. (Blanco et Blanco, 2017) sont présents dans les fruits, les légumes,

les noix, les céréales et le thé (Horn et al., 2001)

2.2. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des métabolites secondaires dans les plantes. Les animaux et les
humains ne peuvent pas synthétiser ces composeés et, par conséquent, ne peuvent étre obtenus que
par les aliments. Les fruits, les Iégumes, les haricots et les céréales sont de bonnes sources d’acides

phénoliques, tout comme le thé et le café.
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La plupart des acides phénoliques peuvent étre classés comme des acides hydroxybenzoiques
ou des acides hydroxycinnamiques, avec une structure moléculaire différente basée sur I’acide
benzoique et 1’acide cinnamique. Il y en a cependant qui n’appartiennent a aucune des deux

catégories, comme les acides ellagiques et chlorogéniques.

Comme la plupart des composes bioactifs, les acides phénoliques Contiennent des activités
antioxydantes, anticancéreuses, antibactériennes et antivirales et une consommation réguliére est
associee a une baisse de la tension artérielle et du cholestérol, et a une amélioration du contréle de

la glycémie. (Shao et al., 2020).

Composés R, R, R, R,
R4 o Ac. benzoique H H H H
R, Ac. salicylique OH H H H
- OH Ac. p-hydroxy-benzoique| H H OH H
R, B, Ac. gallique H OH OH OH
(13) Ac. protocatéchuique H OH OH H
Dérivés de I'acide benzoique formule générale (13)
R, Composés R, R, R, R,
Ac. cinnamique H H H
R, 0 Ag, g-coumarique OH H H H
. \ Ac. m=coumarique H OH H H
] R, - Ac. p-coumarique H H | OH | H
Ac. caféique H OH OH H

Dérivés de l'acide cinnamique formule générale (14)

Figure 11 : Structure chimique des acides phénoliques

(Shao et al., 2020)
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2.3. Tanins

Les tanins sont des dérives polyphénoliques synthétisés naturellement par les plantes en tant
que produit métabolique. (Krzyzowska et al., 2017) Dans la nature, il s’agit du quatriéme polymére
naturel en importance apres la cellulose, 1’hémicellulose et la lignine. Possédent une structure
hydroxyle de polyphénol unique et sont verts. (Liu et al., 2020) IIs sont généralement divisés en
deux groupes : tanins hydrolysables et condensés et peuvent étre trouvés dans tout le regne végétal.
(Martins et al., 2020)

Le tanin est une ressource biologique macromoléculaire naturelle, se trouve principalement
dans les fruits, les graines, les fleurs et les écorces. Les propriétés chimiques uniques du tanin ont
conduit & son utilisation généralisée comme colorant alimentaire, antioxydant, agent de traitement
des eaux usees, adsorbant métallique, matériau biologique et dans les applications de tannage du
cuir. (Guo et al., 2020)

2.4. Lignines

La lignine présente de nombreuses complexités par rapport a d’autres constituants en raison de
sa structure et des groupes fonctionnels, qui peuvent étre alkylés et acétylés de préférence en plus
de subir plusieurs autres réactions telles que I’halogénation, la nitration, la réduction, 1’oxydation,
la sulfonation, I’hydrolyse, I’hydrogénation catalytique sous pression et la fusion avec des métaux
ou des composés alcalins. (Nasrollahzadeh et al., 2020)

La lignine représente aussi les plus grandes macromolécules aromatiques naturelles
renouvelables au monde, offrant un grand potentiel pour fournir des produits chimiques

aromatiques, des materiaux et des biocarburants de grande valeur. (Zhao et al., 2020)

3. ROle et intérét des composés phénoliques

3.1. Chez les végétaux

Les composés phénoliques peuvent intervenir dans certains aspects de la physiologie de la
plante (lignification, régulation de la croissance, interactions moléculaires avec certains
microorganismes symbiotiques ou parasites...), dans les interactions des plantes avec leur
environnement biologique et physique (relations avec les bactéries, les champignons, les insectes,

résistance aux UV (Nsemi, 2010).
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3.2. Chez les humains

Le r6le des composes phénoliques est largement montré dans la protection contre certaines
maladies en raison de leur interaction possible avec de nombreuses enzymes et de leurs propriétés
antioxydantes spécifiqguement, on attribue aux polyphénols des propriétés variées : veinotonique,
antitumorale, anti-radicalaire, anti-inflammatoire, analgésique, antiallergique, antispasmodique,
antibactérienne, hépatoprotectrice, estrogénique et/ ou anti-estrogénique. Ils sont également connus
pour moduler I“activité de plusieurs enzymes ou de récepteurs cellulaires. Les flavonoides
favorisent la relaxation vasculaire et empéchent I’agglutinement des plaquettes sanguines. Par
conséquent, ils réduisent la coagulation du sang et le rendent plus fluide. Ils limitent I’oxydation
des lipides sanguins et contribuent & la lutte contre les plaques d’athérome. Ils sont aussi
anxiolytiques et proteges nos arteres contre I’athérosclérose et réduit la thrombose (caillots dans les
arteres) (Nsemi, 2010).

Antioxidant
activity

Antimicrobial
activity

Anti-atherosclerosis
activity

Anti-diabetic Anti-mutagenic

activity activity
Anti-inflammatory Neuroprotective
activity activity
Anti-tumor
activity

Figure 12 : Activités biologiques du fruit Psidium guajava

(Pereiraa et al., 2018 ; Vijaya Anand, 2020)
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CHAPITRE 1 : Matériel et Méthodes

1. Objectifs

Dans le contexte de rechercher des antioxydants naturels, notre étude visée a étudier les
constituants chimiques « les polyphénols » et évaluer in vitro I’activité antioxydante des extraits
organiques et 1’extraits aqueux préparer a partir du fuit « Psidium guajava ». Pour cela nous avons

fixés les objectifs suivants :

1. Analyse des parameétres physico-chimiques du fruit Psidium guajava L.

2. Extraction des composés phénoliques par des solvants a polarité croissante (Ether de
pétrole, Méthanol, Acétone, Eau distillée).

3. Analyse qualitative et quantitative du contenu en polyphénols par HPLC des différents
extraits préparés.

4. Evaluation de I’activité antioxydante des extraits préparés.

2. Période et lieu de I’étude

Notre étude ¢’était prévu d’étre réalisée pendant une durée de trois mois, allant du 01/03/2020

au 30/06/2020 au niveau du :

e Laboratoire de phytopharmacie et protections des végétaux du département de

biotechnologie de I'université de Blida 1 pour I’extraction des polyphénols.

e Du Centre de Recherche Scientifiqgue et Technique en Analyses Physico-chimiques
(CRAPC) de Bou-Ismail pour faire la chromatographie en phase liquide a haute
performance (CLHP) et I’activité antioxydante des extraits préparés, mais a cause de la
situation sanitaire de 1’épidémie du COVID-19 nous n’avons pu réaliser que 20 jours de

pratique ou nous avons terminé la partie extraction et dosage des polyphénols.
3. Appareil et produits chimiques
% Appareils utilisés

» Balance analytique

> Bain marie
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Partie expérimentale

Broyeur électrique
Centrifugeuse
Etuve

Rota vapeur

Plaque agitatrice

V V V V VYV V

Spectrophotometre

% Produits chimiques utilisés :

Solvants Réactifs Standards
Acétone Hgcl, Acide gallique
Acide sulfurique (H2S04) Folin Ciocalteu B- caroténe
Ethanol 96% Chlorure d’aluminium BHT

(AICI3)

Méthanol Fecls Mg
Ether de pétrole 96% Na,Cos3 Quercétine
Acide linoléique DPPH Acide ascorbique

NaH40H (ammoniaque)

Kl

Tripyridyltriazine (Fe-TPTZ)

C4H603 (andhydride acétique)

4. Matériel et méthodes

4.1Matériel végetal

v' Echantillonnage

Des fruits de la goyave mdrs ont été récoltés dans la commune de Fouka, province de Tipaza

au mois de novembre 2019 et la confirmation de ’espéce est réalisée au niveau du laboratoire de

phytopharmacie de la faculté des sciences de la nature et de la vie de I'université de Blida 1. Le

positionnement géographique de site de récolte est montré dans (Figure 13).
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- Koléa

Figure 13 : Localisation du site d’échantillonnage

(Originale, 2020).

Apres lavage a 1'eau du robinet puis a 1’eau distillée pour éliminer toute poussicre les fruits

ont été stockés au congélateur (-80°c) dans un emballage alimentaire (figurel4).

SRR m&\\

Figuré 14 : Echantillon de la goyave apres congélation

(Originale, 2020)
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5. Extraction
Il s'agit d'extraire et de libérer les molécules phytochimiques présentes dans des structures
vacuolaires par rupture de tissu vegétal et par diffusion. En utilisant des solvants organiques qui

accélérent et augmentent le rendement d'extraction.

Peau pépins jus

Figure 15 : Les composants de la goyave utilisés dans le cadre de notre étude
(Originale, 2020)

Les extraits phénoliques de la goyave ont été obtenus a partir de quatre parties :

e Lapeau : aété épluchée manuellement
e Des pépins : séchées et broyées apres une séparation manuelle
e La pulpe : recueillis sous forme de jus

e Jus
5.1. Extraction des polyphénols par macération a I’eau (Debib et al., 2014)

Est une opération qui consiste a laisser du chaque 25g de matériel végétal "peau, pépins : broyée
et 25ml de jus, pulpe" agitée pendant 24h avec 250 ml d'eau distillées par I'agitateur a hélice. Puis
filtrée sur un papier filtre Wathman (n° :1), et évaporé a I'aide d'un rotavapeur, les résidus obtenus

sont conservés a 4°C.

5.2. Extraction des polyphenols par les solvants organiques
v’ Extractions des polyphénols par I’éther de pétrole (Debib et al., 2014)

Chaque 25g de matériel végétal la peau et pépins "broyée de maniere a ce que la surface en
contact avec le solvant soit la plus grande possible " et de 25ml de jus et de la pulpe agitée avec
500ml d'éther de pétrole 96% pendant 24h par I'agitateur a hélice a température ambiante.
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Le mélange est filtré et concentrée au rotavapeur a la température de 30°C, afin d'obtenir I'extrait

d'éther de pétrole

Matiére végétal 25 g/ml Mélangée avec 250ml de Agitation pendant 24h
I’éther de pétrole 96%

Filtration Séparation par rotavapeur Extrait d’éther de pétrole

Figure 16 : les étapes d’extraction des polyphénols par I’éther de pétrole

(Originale, 2020)

v Extraction des polyphénols par le méthanol et ’acétone : (Robert et al., 2007, Boizot et
Charpentier., 2006)

25g/ml de chaque partie du matériel végétal "peau, pépins, pulpe, jus" était mis en contact
avec 250 ml du méthanol et acétone a 80% (mélanger chaque 200 ml du méthanol et acétone avec
50 ml d'eau distillée), qui subit une agitation pendant 24h a 1’aide d’un agitateur a hélice. Puis sont
filtrés et évaporés a l'aide d'un rotavapeur afin d'obtenir I'extrait méthanolique et I'extrait d’acétone

des quatre parties.
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RS T
Matiere végétal 25g/m 200ml  d’acétone/méthanol

+50ml d’eau distillée

Extrait méthanolique

Filtration Vaporisation de solvants

/acétone

Figure 17 : les étapes d’extraction des polyphénols par méthanol et 1’acétone
(Originale, 2020)

Les rendements d’extraction ont été calculés selon la formule suivante :

6. Analyses physico-chimiques

Les analyses physico-chimiques ont été réalisées, a I’exception du taux d’humidité, sur le jus

de fruit frais. Ce dernier a été obtenu par filtration apres avoir broyé et pressé la pulpe de la goyave.
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6.1. Mesure du pH

La valeur du pH d’une solution est directement liée a sa concentration en ions oxonium (HzO")
contenus dans une solution. Pour ce faire, le pH metre a été étalonné au préalable avec des solutions
tampons (pH 4 et pH 7), puis 1’électrode du pH-metre a été introduite dans un bécher contenant le

jus de goyave.

La valeur du pH est obtenue par simple lecture sur I’écran du pH-metre (Josiah, 2018)
6.2. Acidité

C’est une méthode de Josiah, (2018) qui consiste a neutraliser ’acidité par la solution
d’hydroxyde de sodium (NaOH) en présence de phénolphtaléine comme indicateur coloré. A ce
fait, un volume de 1 ml de jus de goyave a été dilué dans 9 ml d’eau distillée, auquel 2 a 3 gouttes
de phénolphtaléine ont été additionnées. Le mélange a été maintenu sous agitation, puis titré avec
NaOH (0,01N) jusqu’au virage de la couleur vers le rose qui doit persister pendant une dizaine de
secondes. Le volume de NaOH ainsi obtenu est noté en ml. L’acidité est exprimée en gramme

d’acide ascorbique par litre de jus de la matiére fraiche suivant la formule :
Aciditée= Nb*Vb *(MM/Va)
Avec : - Nb : Normalité de la solution d’hydroxyde de sodium (0,01N)
- Vb : Volume de la solution d’hydroxyde de sodium (mL)
- MM : Masse molaire de I’acide ascorbique (176,12 g/mol)
- Va: Volume du jus (mL)
6.3. Teneur en sucre (Brix)

Le Brix est une échelle de mesure du pourcentage de matiere solide soluble. Cette échelle sert
a mesurer le pourcentage de sucre dans le fruit via un refractometre (aus JENA, Allemagne) ainsi
que I’indice de réfraction de la lumiére d’une matrice. Cet indice s’observe par la déviation d’un

faisceau lumineux suivant la nature du milieu dans lequel il se propage.

Un volume de jus est déposé entre les deux surfaces du prisme du refractomeétre. Le taux de sucre,

exprimé en pourcentage et I’indice de réfraction sont lus sur 1’échelle de graduation.
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7. Etude phytochimique (Evans, 1996 ; Harbone, 1998)

Le screening phytochimique est un test qualificatif qui permet de mettre en évidence les
différents groupes chimiques contenus dans un organe végetal, les résultats sont classés en :

e Réaction franchement positive : + + + +
e Réaction positive : + + +
e Réaction trés faible ou douteuse : +/-
e Réaction negative : 0
7.1. Flavonoides

A 5 ml de chaque extrait, on ajoute quelques gouttes d’acide chlorhydrique concentré (HCL) et
0.5g de magnésium (Mg). On laisse agir 3 minutes. Une coloration orange ou rouge implique la

présence des flavonoides.
7.2. Tanins

Un volume de 2 ml de chaque extrait, est mélangé avec 200 ul de la solution de FeClz a 1%. En
présence de tanins, il se développe une coloration verdatre ou bleu - noir. La couleur vire au brun
noir en présence de tanins galliques (tanins hydrolysables) et au bleu verdatre en présence de tanins

catéchiques (tanins condenses).
7.3. Alcaloides

A 1 ml de chaque extrait, on ajoute 5 ml d’HCL 1%, le mélange est chauffé au bain marie, puis
on divise chaque extrait en deux volumes égaux. Un volume est traité par le réactif de Mayer, I’autre
par le réactif de Wagner. La formation d’un précipité blanc ou brun révéle la présence des

alcaloides. Les réactifs de Mayer et de Wagner sont préparés comme suite :

Réactif de Mayer : Dissoudre 1.358 g d’HgCl. dans 60ml d’eau distillée puis 5g de KI dans 10ml

d’eau distillée. Mélanger les deux solutions et ajuster le volume total a 100 ml.

Réactif de Wagner : Dans 75 ml d’eau distillée, dissoudre 2g de KI et 1,27g de I,. Le volume

obtenu est ajusté a 100ml avec I’eau distillée.
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7.4. Saponines

Réaction de Libermann-Burchard : A 5 ml de nos extraits, on ajoute 5 ml d’anhydride acétique
(C4Hs03) et quelques gouttes d’H2SO4 concentrée. Les stéroides donnent avec cette réaction une

coloration rouge, alors que, les triterpénes donnent une coloration verte.
8. Dosage des polyphénols par colorimétrie

Les polyphénols sont estimés par la méthode de Folin-Ciaculteu décrite dés 1965 par

Singleton et Rossi et modifiée par plusieurs auteurs (Boizot et Charpentier., 2006)
v Principe

Le réactif utilisé est le Folin-Ciocalteu, un mélange constitué d’acide phosphatungistique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolibdique (H3PMo012040) de couleur jaune. (Singleton et
Rossi., 1965)

Cette méthode colorimétrique est basée sur la réduction en milieu alcalin de mélange du réactif
Folin-Ciocalteu par le groupement oxydable des composés phénoliques. Elle entraine la formation
d’un complexe molybdéne-tungsténe de couleur bleu qui absorbe aux environs de 750-765 nm.
(Enneb et al., 2015)

v' Technique

Le protocole de dosage des polyphénols totaux utilise dans notre travail est celui décrit par

Debib et al. (2014) avec quelques modifications.

Les extraits prépares ont été dilues 10 fois pour avoir une absorbance comprise entre 0.8 et 1.
Ensuite 1000 pl de réactif de Folin-ciocalteu (dilué 10 fois dans de 1’eau ultra pure) sont ajoutés a
200 pl d’extrait. On ajoute ensuite 800ul de Na,COs (75g.1-1). Le blanc de la réaction ne contenant
pas de polyphénols est réalisé comme le point 0 pg.ml? de la gamme d’étalon. Les mélanges

réactionnels, sont agités et incubes 5 min a 40°c.

La lecture de I’absorbance a 765 nm se fait grace a un spectrophotomeétre a UV (ultraviolet)
visible, notons qu’une droite d’étalonnage est préalablement réalisée avant 1’analyse avec de I’acide
gallique (0, 12.5, 25, 50, 100 et 200 pg/ml) dans les mémes conditions. Toutes les expériences ont
éteé répetes trois fois et les résultats ont été déterminés par 1’équation de régression de la courbe
d’étalonnage, et sont exprimés sous forme de moyennes en milligrammes d’équivalents d’acide

gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g d’extrait).
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v’ Calcul de concentration des polyphénols des extraits

La concentration des extraits est calculée par la formule suivante :

a.
[polyphenols]| = Tf

A : concentration des polyphénols en pg/ml déterminée a partir de courbe étalon.

F : facteur de dilution (x10)

B : concentration initiale des extraits.

9. Identification des composés phénoliques par CLHP

» Principe de la HPLC

Les composés a séparer (solutés) sont mis en solution d’abord, puis elle sera introduite dans la
phase mobile liquide (éluant). Grace a la répartition sélective des solutés entre la phase mobile et
la phase stationnaire, chaque soluté est donc soumis a une force de rétention exercée par la phase
stationnaire, et une force de mobilité due a la phase mobile. Suivant la nature des molécules, elles
interagissent plus ou moins avec la phase stationnaire dans un tube appelé colonne

chromatographique.

La phase mobile, poussée par une pompe sous forte pression, parcourt le systeme
chromatographique. Le mélange a analyser est injecté puis transporté a travers le systeme

chromatographique.

Les composés en solution se répartissent alors suivant leur affinité entre la phase mobile et la
phase stationnaire. En sortie de colonne, grace a un detecteur approprié, les différents solutés sont
représentés par des pics. L’ensemble des pics enregistrés est appelé chromatogramme (Jean-Louis,
2001).

Le mécanisme de la séparation chromatographique s’explique par les différences de répartition des
molécules des composés d’un mélange entre deux phases non-miscibles : 1’une mobile et I’autre

stationnaire. Ce principe est traduit par le schéma suivant :
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Re 4o <l Systeme
esevoLl solvant d'intégration et
dicateur de d'impression

pression et déhit

Colonne

Figure 18 : Principe de fonctionnement d’une chaine HPLC

(Jean-Louis, 2001)

10. Estimation du pouvoir antioxydant par la méthode au DPPH

v" Principe

La molécule de 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH") est un radical libre stable, dont la
solution possede une coloration violette et une absorption caractéristique a 517 nm. Quand une
solution de DPPH" est mélangée avec une substance donneuse d’atomes d'hydrogéne, antioxydante,
il y’a formation de la forme réduite. Ceci provoque la perte de la coloration violette en coloration

jaune caractérisée par une bande d’absorption dans le visible a 517 nm (Brand-Williams, 1995).
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- - .- - ---------\

DPPH (violet) DPPH (jaune)

Figure 19 : Structure chimique du radical DPPH" et de sa forme réduite

(Brand-Williams, 1995)

v" Technique

L’activité anti-radicalaire des extraits vis-a-vis du DPPH, est déterminée selon le protocole
de (Monsouri et al., 2005). La solution DPPH est préparée par solubilisation de 4.8mg de DPPH
dans 200ml de méthanol. 50ul des solutions d’extrait ou standard sont ajoutée a 1.95ml de DPPH, le
mélange est laissé a I’obscurité pendant 30min est la décoloration par rapport au controle négatif
contenant uniquement la solution de DPPH est mesurée a 517nm. L’activité radicalaire est estimée

selon I’équation suivant :

% d’activité antioxydante = [(Abs contrdle — Abs test) / Abs contrdle] x 100
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CHAPITRE 2 : Résultats et Discussion

A cause de la pandémie du COVID-19, notre étude n’a pas été achevée, nous avons donc mené

directement la discussion des travaux antérieurs par rapport a notre sujet.

1. Parameétres physico-chimiques du jus de la goyave

Plusieurs études ont été focalisées sur 1’étude des paramétres physico-chimiques du fruit de la

goyave. Les principaux résultats sont résumés dans le tableau 4.

Tableau 4 : Paramétres physico-chimiques du jus de goyave

Parametre | Tanwa et | Jainetal. | Soares et | Aradjoetal.,2015 | Abbas et | Phametal., 2019
al. 2000 2007 al. 2007 immature | Mature al., 2019
Brix (%) 10.2 13.3- 8.4 ND. ND 12-15.8 ND
12.7
PH 4.7 3.57- 4.54 4.04 441 ND 3.38
3.98
Acidité 0.72 0.46- 0.44 13.7% 7.32% | ND 56.42 g acide
(g/L) 0.38 citrique /200ml

ND : Non déterminée

D’apreés ces résultats les taux de Brix (%) (le taux de la matiere seche soluble dans le jus de
fruit) varient entre 8.4 (Soares et al. 2007) et 15.8 (Abbas et al., 2019). Jain et al. (2007), ont étudié
les paramétres physico-chimiques du jus de goyave pour deux variétés de goyaves Allahabad
Safeda et Red Flashed, les valeurs des brix étaient respectivement de 13.3 et 12.7%. Les valeurs de
PH de ces deux variéteés étaient plus au moins acide 3.57 et 3.98.

Les valeurs de PH trouvées par Tanwa et al. (2000) sur des variétés Indiennes étaient plus
élevees (4.7), le taux de sucre était 10.2%, et 1’acidité de 0.72. D’autre part, une valeur de PH 4.54
avec une teneur en sucre plus faibles 8.4% et d’une acidité aussi faible égale a 0.44% ont été revelés

dans une étude menée sur la goyave Cortibel récoltée au Brésil. (Soares et al., 2007). Les
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différences observées pourraient étre expliquée par le type de variété, I’origine et le stade de

maturité.

2. Parameétres physico-chimiques de la goyave

Chiveu 2018 Chiveu 2018 Chyau etal Chiveu 2018 Chiveu 2018 Tansaout et Reuda 2005
la villé de rifte Est (1992) Ouest coast Gaoua 2018

2.1. PH

PH
_— N w BN [0,

o

Figure 20 : PH de la goyave (Psidium guajava)

Selon 1’étude menée par Chiveu (2018) (figure 20), sur « I’évaluation de la diversité
génétique et nutritionnelle et de la tolérance a la salinité de la goyave Kenya » le PH varié d’une
région a I’autre, le plus élevé était révélé dans les fruits des régions de I’EST et de Coast avec des
valeurs proches de 6.10 suivie par celle de la ville de rifte de 5.96, et enfin celle de la région de
I’ouest de 5.66. Selon les résultats de la méme étude des différences de constituants volatils et non
volatils entre les fruits mdrs et non mdrs de la goyave (Psidium guajava Linn.) ont été constaté. Les
valeurs de PH enregistré étaient proches aux valeurs trouvées par Reuda (2005) et celles de
Tansaout et Gaoua, (2018) et de Chyau et al, (1992).

2.2. Degré Brix

En se basant sur I’analyse des résultats des études précédentes, on constate des divergences
dans les valeurs de Brix (figure 21). D’aprés 1’étude de Chyau et al. (1992), ils ont observé un taux
en sucre elevé de 20%, cette valeur est plus élevée a celles trouvée par Chiveu (2018), qui ont
enregistré des teneurs en sucre de 13.2 et 11.1% dans les fruits des régions Coast et Ouest

respectivement. Des valeurs plus faibles ont été révélées dans les fruits de 1I’Est et la villé de rifte
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de 9.53 et 9.13% respectivement. Tansaout et Gaoua (2018), ont trouvé une valeur presque

similaire a celle trouvée dans les fruits de la région de Coast 13%. En revanche Reuda, 2005 ont

rapporté une valeur plus faible 7.81.

Brix %

20

25

0

Chiveu Chiveu  Chyau etal Chiveu Chiveu Tansaout et Reuda 2005
2018 lavillé 2018 Est (1992) 2018 Ouest 2018 coast Gaoua 2018
de rifte

Figure 21 : Degré Brix de goyave (psidium guajava)

2.3. Acidite
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Gaoua 2018

Figure 22 : L’acidité de goyave (psidium guajava)
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D’apres les résultats rapportés par cing études figure (22), I’acidité du fruit de la goyave varie de
0.31 (Chyau et al. (1992) a 0.9 (Tansouat et Gaoua, 2018), Cette acidité peut s'expliquer par
I'effet du stockage, I'état physiologique du fruit lors de la récolte et la région de collecte.

Lee et al., (2010) ont suggéré que ’acidité de fruit est liée aux taux de I’acide ascorbique,
de I’acide malique et 1’acide citrique. Selon les mémes auteurs I'acide citrique est le composant
majeur de tous les acides organiques et la réduction de leur concentration pendant la maturation,
associée a une concentration accrue de sucres (galactose et fructose), est liée a I'augmentation de

I'acidité des fruits.

3. Screening phytochimique

Les résultats du screening phytochimique préliminaire de quatre études précédentes sur les

différentes parties du fruit de la goyave sont indiqués dans le tableau 5.

Tableau 5 : Résultats des tests phytochimiques sur le jus, pulpe, peau et pépins de la goyave
(Psidium guajava)

Les composants | Flavonoide | Tanins | Cardénolides | D’autre Réfeérences
phénoliques Composés bibliographiques
phénoliques

Jus + + + + (Agric ,2014)

Pulpe - + + + (Oloyede, 2005)

Peau - + - + (Nascimento et al,
2010)

Péepin - + - + (Pelegrini et al,
2008)

Présence : (+) absence : (-)

Les analyses phytochimiques qualitatives réalisées ont révélé la présence de flavonoides, des

tanins et des caroténoides dans le Jus de fruit.
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D’apres (Oloyede, 2005), la pulpe de P. guajava est riche en variétés de métabolites
secondaires. Elle renferme des tanins, des cardénolides et d’autres composés phénoliques, tous
ces métabolites secondaires sont responsables de nombreuses activités biologiques et la richesse de
cette partie de fruits en ces substances montre ses intéréts pharmacologiques, en particulier son

activité antioxydante.
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Figure 23 : (a) Existence of saponines tests ; L to R: I’extrait de I’acétone, méthanol, éther de pétrole, et
I’eau distillée. (b) Existence of phénols and tannins tests; L R: I’extrait de I’acétone, méthanol, éther de
pétrole, et I’eau distillée. (c) Existence of terpenoids tests; L to R: I’extrait de I’acétone, méthanol, éther de
pétrole, et I’eau distillée. (d) Existence of flavonoides tests; L to R: I’extrait de I’acétone, méthanol, éther
de pétrole, et I’eau distillée. (e) Existence of glycosides tests ; L to I’extrait de I’acétone, méthanol, éther

de pétrole, et I’eau distillée. (Biswas et al.,2013)

Nascimento et al., (2010) ont affirmés que les flavonoides sont les principaux composants
responsables de I’activité antioxydante de fruit de la goyave, la peau contient la plus faible quantité
de flavonoides et cardenolides, en revanche, elle est riche en tanins et d’autre composés

phénoliques.

Selon Pelegrini et al. (2008), Comparé a d’autres grains oléagineux, les pépins de la goyave ont

une faible teneur en flavonoides, mais ils sont riches en tanins.
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Arockia et al., 2017 ont etudié la composition des extraits de la peau de fruit P.guajava en
utilisant quatre solvants différents ; le méthanol, I’héxane, 1’eau distillée et ’acétate d’éthyle les
résultats sont résumés dans le tableau 6. Les analyses phytochimiques qualitatives realisées sur
I’extrait méthanolique ont révélé la présence de flavonoides, des saponines, des phénols, des
alcaloides, des tanins, des glucides et des stéroides. Dans l'extrait d’hexane de P. guajava, les
résultats étaient positifs pour trois composés (flavonoides, phénol, anthraquinones et stéroides).
L'extrait aqueux a montre les résultats positifs pour les trois composés les alcaloides, les terpénoides
et les glycosides. Enfin dans I'extrait d'acétate d'éthyle deux composés ont été présents seulement
(les alcaloides et les glycosides). Les auteurs ont signalé une absence totale de tous les autres
composants tels que les saponines, les alcaloides, les terpénoides, les tanins, les glucides, les

glycosides et les protéines.

Tableau 6 : Analyses phytochimique de différents extraits de la peau de fruits de P. guajava

Composés Méthanol Hexane Eau distillée Acétate D’éthyle
phytochimiques

Flavonoides + + - -
Saponines + - - -
Phénol + + - -
Tanins + - - -
Alcaloides + - + n
Terpénoides - - + -
Les glucides + - - -
Anthraquinones - + - -
Glycosides - - + n
Stéroides + + - -
Protéine - - - -

Présence : (+) absence : (-)

(Arockia et al., 2017)
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4. Dosage spectrophotométrique des polyphénols totaux

Selon la littérature scientifique (Khan et al., 2015 ; Arockia et al., 2017) la quantité en composés

phénoligues totaux variée d’une partie de fruit a une autre (figure 24).
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Figure 24 : Teneurs en composés phénoliques des trois parties (peau, pulpe, pépins) du fruit
P.guajava (Khan et al., 2015)

4.1. Peau

D’aprés Khan et al. (2015), les résultats du dosage des polyphénols par la méthode de Folin-
Ciocalteu (Figure 14) montrent que 1’extrait methanolique constitue la fraction phénolique la mieux
représentée pour les trois parties. En ce qui concerne la peau 85ug/mg ont été trouvés dans 1’extrait

méthanolique comparativement avec 1’extrait aqueux qui a enregistré une valeur de 70pg/mg.
4.2. Pulpe

Selon la méme étude Khan et al. (2015) la pulpe aussi était riche en composes phenoliques.
Les auteurs ont enregistré une teneur plus élevee dans I’extrait méthanolique (90ug/mg) par

rapport a I’extrait aqueux 70ug/mg.
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4.3. Pépins

Les pépins sont la partie la plus riche en composés phénoliques 95ug/mg a été révélée dans
I’extrait méthanolique contre 60pg/mg dans ’extrait aqueux (Khan et al., 2015). Ces résultats sont
plus élevés a ceux trouves par You et al. (2011) qui ont enregistré une valeur de 9.80 mgeEAG/g
dans ’extrait méthanolique, suivie par ’extrait acétonique avec un taux de 9.74 mgEAG/g et

I’extrait aqueux était le plus pauvre en polyphénols avec une valeur de 5.57 mgEAG/g.

4.4, Jus

10,25

Temeur en composés phénoliques
mgEAGI/g

Extrait acétonique Extrait méthanolique Extrait aqueux

Figure 25 : Teneur en composés phénoliques de jus de la goyave extrait par différents solvants

(You et al., 2011)

You et al. (2011), ont rapporté que la quantité des composés phénolique de I’extrait
acetonique est plus élevée (11.8 mgEAG/g) par rapport aux autres extraits, ou ils ont constaté des
quantités faibles dans 1’extrait méthanolique et I’extrait aqueux de 10.25 et 9.25 mgEAG/g
respectivement. Ce qui s’explique par la solubilité relative des polyphénols présents dans la goyave

dans I’acétone, le méthanol et I’eau distillée respectivement
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Selon les résultats, on distingue que la teneur en polyphénols des parties (peau, pépins, jus,

pulpe) dépend la polarité de solvant et du mode d’extraction.

En fait, la solubilité des polyphénols est gouvernée par le type de solvant utilisé, leur degré de
polymérisation ainsi que de leur interaction avec d’autres constituants et la formation de complexes
insolubles. Selon Seidel (2005), I’eau et le méthanol sont deux solvants polaires qui extraient
particulierement les flavonoides glycosyles et les tannins. Tandis que les flavonoides aglycones

sont extraits par les alcools ou les mélanges eau-alcool (Marston et Hostettmann, 2006).

Généralement et selon la littérature scientifigue Le contenu polyphénolique varie

qualitativement et quantitativement selon plusieurs facteurs :

» Facteurs climatiques et environnementaux : la zone géographique, sécheresse, sol,

agressions et maladies...etc. (Arockia et al., 2017).

> Le patrimoine génétique, la période de la récolte et le stade de développement de la plante,
le type de polyphénol, I'état de santé du fruit, la méthode de récolte et de stockage (Araujo
et al., 2018).

» La méthode d’extraction et la méthode de quantification peuvent également influencer

I’estimation de la teneur des phénols totaux (Lee et al., 2003).

Il a été prouveé que les teneurs des phénols totaux sont élevées lorsque le milieu de vie de la
plante n’est pas adéquat. Dans ce cas la plante favorise la synthese des métabolites secondaires afin

de s’adapter et survivre (Tim et Lamb, 2005).

Toutefois, il faut noter que la faible spécificité du réactif de Folin-Ciocalteu est
I'inconvénient principal du dosage colorimétrique. Le réactif est extrémement sensible a la
réduction de tous les groupes d’hydroxyles non seulement celles des composés phénoliques, mais
également de certains sucres et de protéines etc. (Vuorela 2005). Ainsi, le solvant d'extraction élu
des substances non phénoliques comme les sucres, les protéines et les colorants qui peuvent

interférer pendant toute évaluation phénolique (Georgé et al., 2005).
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4.5 Fruit complet

D’autre part, la quantité des polyphénols du fruit complet de la goyave est plus élevée une
valeur de 5372ug EAG/g a é€té rapporté par une étude sur I’effet antioxydant et le contenu
phénoligue et en vitamine C des fruits exotiques mauriciens communs (Luximon-Ramma et al.,
2003). Par contre selon McCook-Russell et al. (2012) le taux des polyphénols trouvé dans une
variété jamaicaine de fruit Psidium guajava était plus faible 1952ug EAG/g de fruit. Cependant,
cette valeur reste plus élevée a celle trouvé par Pham et al., 2019 dans une variété vietnamienne 1962.85
png EAG/100g de fruit.

D’apreés Luximon-Romma et al. (2013), la teneur en composés phénoliques est variée
selon les variétés de la goyave, la goyave blanche est plus riche en phénols de 247.3 mg GAE/100g
a 344.9 mg GAE/100g par rapport a la goyave rose de 170 a 300.8 mg GAE/mg. Selon Chiveu
2018, la teneur en composes phénolique variée entre 108.6 et 285.8mgEAG/100g de fruit.

Dans une étude menée par Pereira et al. (2018), sur le Fruit de Psidium Cattleianum :, la
teneur en composés phénoliques est plus élevée par rapport a études précédentes qui ont enregistré
des valeurs entre 5372 et 5638 mg GAE/100g.

5. ldentification des composés phénoliques par HPLC.

Selon I’étude de Blancas-Benitez et al. (2019), (figure 26), L’acide gallique a été le principal
composé trouvé dans la goyave, et son pourcentage de détection a augmenté pendant la digestion
in vitro. La méme observation a été constatée pour les acides chlorogénique, coumarique et

hydroxycinnamique dans la goyave

48



Partie expérimentale Chapitre 2 : Résultats et Discussion

Time (min)

Figure 26 : Profil des composés phénoliques (HPLC-DAD) de la goyave (a)
1 : acide gallique, 2 : acide chlorogénique, 3 : acide coumarique, 4 : acide hydroxycinnamique.
(Blancas-Benitez et al., 2019)

D’aprés Rojas-Garbanzo et al. (2017), Divers groupes de polyphénols constituent le profil
phénolique des extraits de la goyave rose (fig.27). Ces composés variaient des simples acides
phénoliques tels que I'acide gallique aux oligomeéres tels que les proanthocyanidines aux tanins
condenses. Cependant, il n'a pas été possible d'obtenir des spectres UV clairs en raison du
chevauchement des pics et des faibles intensités. Par consequent, la quantification des polyphénols

individuels n'a pas été réalisée.
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Figure 27 : Analyse HPLC-MS-DAD d'extrait de goyave

(Rojas-Garbanzo et al., 2017)
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Le principal composé polaire dans la peau était le composé 41, la catéchine, suivi du
cinnamoyl-O-hexoside. Sur la base de la hauteur des pics, le niveau de composé 31 est le double
de son niveau dans la peau. Le diméthoxycinnamoyl-O-hexoside (39) était le principal (polyphénol

dans la peau, suivi de la nothofagine (43) et du glucuronide de quercétinel9 (49).

Dans une autre étude récente Kong et al., (2019) I'analyse HPLC couplée a la spectroscopie
de masse de I’extrait ethanolique du fruit de la goyave par maceration a révélé quatre composes

phénoliques (Figure 28) ; 5-hydroxyméthylfurfural (2,76 mg / mL), Acide kojique (0,33 mg / mL)

2,3-butanediol et I'acide acétique et 3,5-Dihydroxy-2-methyl4H-pyran-4-one.
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Figure 28 : Chromatogrammes de substances phénoliques de la goyave
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Selon I’étude de Araujo et al. (2015), Le profil analytique des fractions méthanoliques des
fruits de P. guajava en phénols et flavonoides (figure.29) a montré la présence d'acide gallique (tr
= 12,65 min, pic 1), de catéchine (tr = 16,79 min, pic 2), d'acide chlorogénique (tr = 24,83 min ;
pic 3), acide caféique (tr = 28,05 min; pic 4), épicatéchine (tr = 34,96 min; pic 5), rutine (tr = 40,01
min, pic 6), quercitrine (tr = 44,27 min, pic 7), isoquercitrine (tr = 46,85 min, pic 8), quercétine (tr
= 50,13 min; pic 9), kaempférol (tr = 55,23 min, pic 10) et kaempférol glycosylé (tr = 63,47 min;
pic 11), ainsi que d'autres composants en faible concentration.
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Figure 29 : Profil d'analyse des fractions méthanoliques des fruits de P. guajava (c). Acide
gallique (pic 1), catéchine (pic 2), acide chlorogénique (pic 3), acide caféique (pic 4),
épicatéchine (pic 5), rutine (pic 6), quercitrine (pic 7), isoquercitrine (pic 8), quercétine (pic 9),

kaempfeérol (pic 10) et campéférol glycosylé (pic 11).

(Araujo et al., 2015)
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6. Teneur en antioxydants

Les résultats des dosages de I'ensemble des antioxydants (composés phénoliques totaux,

flavonoides, tanins, caroténoides, vitamine C) est représenté dans les figures suivantes :

> Teneur en acide ascorbique

Vitamine c mg/100g

242

147,4

@
N
o 0
I
(¥ )

CHIVEU 2018 CHIVEU 2018 CHIVEU 2018 LA CHIVEU PEREIRA ET AL
EST OUEST VALLEE DU RIFT 2018COAST 2018

Figure 30 : Teneur en vitamine C dans le fruit de la goyave

Selon la figure (30), la teneur en acide ascorbique allant une variabilité élevée d’une région a
d’autre, la plus élevée est de Pereira et al. (2018) de 242 mg100g de fruit. Des faibles teneurs ont
été enregistré par Chiveu 2018 dans le fruit de 1’est et Chiveu 2018 dans le fruit de L’ouest, de
147.4 mg/100g et 91.0 mg/100g respectivement (Kenya). Les teneurs des résultats de Chiveu 2018
de la vallée du rift et Coast sont les plus faibles de 66.8 et 52.9 mg/100g respectivement.
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> Teneur en flavonoide

Teneur en flavonoides gQE/100g

712

200,2

22,1
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Figure 31 : Teneur en flavonoide dans I’extrait du fruit de la goyave

D’aprés les résultats des études illustrées dans la figure .31, la teneur en flavonoides la plus
élevée elle est de 712gQE/100g qui a été enregistré par Luximon-Ramma et al. (2013). Des
valeurs moyennes ont été enregistré par Pereira et al. (2018). En revanche les teneurs les plus
basses ont été enregistrées par Yeshiwas et Mekonnen (2018) (22.10 et 7.05 g QE/100g dans

la variété blanche et la variété rose de respectivement).

> Test au DPPH

Le principe de ce test est base sur la réaction de réduction du radical libre DPPH* ayant
une couleur violette par les antioxydants présents dans les extraits, suivi par une décoloration
en un composé jaune qui représente la capacité des extraits a piéger ces radicaux libres
(Mahmud et al., 2012). La capacité a piéger ces derniers est proportionnelle a la concentration

de la substance antioxydante (Musa et al., 2011).
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IC50 pg/ml
900

800
700
600
500
400
300
200
100

0

DPPH (IC50 pg/ml)

M Pereira et al.,, 2018 rouge M Pereira et al,, 2018 jaune B Aradjo et al., 2015

Figure 32 : IC50 du pouvoir antiradicalaire du fruit de la goyave

Selon la figure (32), Araujo et al. (2015) ont rapporté une valeur élevée d’IC50 (848.78
pg/ ml). Pereira et al. (2018) ont montré que la goyave rouge est dotée d’un pouvoir
antioxydant plus élevé (IC50 = 334.3ug/ml, PR = 1/IC50 = 0.0029) par rapport a la variété
jaune (1C50= 490.3 pg/ml, PR=1/1C50= 0.020).

Les travaux réalisés par Alothman et al. (2009), sur la Capacité antioxydante et le
contenu phénolique de certains fruits tropicaux de Malaisie, extraits avec différents solvants
ont montré que I’activité antioxydante de 1I’extrait méthanolique de la goyave (94.6%) est plus

élevée en comparaison avec celle de I’extrait d’acétone (68,6%).

Ces valeurs sont nettement supérieures a ceux trouvés par Vasco et al (2008) menée sur
les contenu phénolique et I’activité¢ antioxydante des principaux fruits de I'Equateur, le
pourcentage de réduction du radical DPPH* était de 40%, et I’'IC50 est de 900,3ug/ml.

La réaction de neutralisation des radicaux libres DPPH est proportionnelle a la quantité
de composés donneurs d'électrons ou de protons, plus la capacité de don est élevée, plus la
neutralisation est plus élevée. Les composés phénoliques sont caractérises en général par une
structure chimique riche en groupement hydroxylique, carboxylique et carbonyles attachés au

cycle aromatique qui sont facilement attaqués par les espéces réactives, la présence de ces
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groupes est directement liée au pouvoir de neutralisation des espéces réactifs d’oxygene (van
Acker et al., 1996).

Cao et al., (1997) correlent le nombre des groupements hydroxyle attachés aux
flavonoides avec sa capacité antioxydante. Gutierrez et al., (2008) a révélé la présence de
flavonoides avec des multiples groupements hydroxyliques (quercétine, leucocyanidine,
kaempférol et guaijaverin), confirmée par I'analyse en HPLC, dans le fruit de la goyave. La
concentration de ces flavonoides a augmenté pendant la maturation ce qui peut étre lié a

I’activité scavenger du radical DPPH observée au stade de la maturité.

Il faut signaler, que peu de travaux ont été publiés sur I’activité anti-radicalaire sur les
différentes parties de la goyave, plus particulierement sur la peau et le pépin. Ceci ne nous a

pas permis d’enrichir la discussion des résultats de ces parties du fruit.
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Conclusion

Cette étude a permis de connaitre les parametres physicochimiques, la composition
phytochimique et I’activité antioxydante des différentes parties de la goyave (Psidium guajava).
L’analyse des résultats des études antérieurs a montré que les teneurs en phytonutriments ainsi
que I’activité antioxydante de la goyave varient significativement d’une partie a une autre, elle
est plus élevée dans la pulpe et le jus que la peau et pépins. Toutefois, De ce fait, la

consommation réguliére de ce fruit serait bénéfique pour prévenir le stress oxydatif.

A cause de la pandémie sanitaire COVID-19 on n’a pas pu terminer la partie pratique
de notre étude, ainsi, il serait intéressant de compléter ce travail par le fractionnement, la
purification et I'identification des molécules isolés des extraits de ce fruit par divers techniques
chromatographiques, dont la chromatographie liquide haute performance (HPLC analytique et
préparative) et des méthodes adaptées de RMN pour I'élucidation structurale, puis de s'orienter
vers les composés phénoliques qui possédent de nombreuses propriétés thérapeutiques en

réalisant des tests d'activités biologiques in vitro et éventuellement in vivo.
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