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Résumé

Psidium guajava, arbre fruitier de la famille de Myrtaceae trés répondu dans I’ensemble de
I’ Amérique tropicale et dans le nord de 1’ Algérie, il est utilisé par la population locale en raison
de ses vertus medicinales. Ce travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation des feuilles de
goyave récoltées dans larégion de Tizi-Ouzou. L’objectif de ce travail consiste a évaluer
la capacité  anti- inflammatoire, antioxydante, antibactérienne et antibiofilm de 1’extrait
foliaire de Psidium guajava. Nous nous sommes intéressés d’abord a 1’aspect phytochimique
en faisant un criblage qui a révélé la présence de plusieurs métabolites secondaires, en
I’occurrence les flavonoides, les tanins et les saponines.

En second plan I’évaluation de I’activité anti-inflammatoire a était réaliser par un test
d’inhibition de la dénaturation de 1’ovalbumine quant & I’activité antioxydante elle a été
démontrée par la méthode du DPPH. Les résultats montrent un pourcentage d’ihibition évalué
a 74,87+ 4,83% pour une des dilutions.

Enfin le dernier volet de notre étude a porté sur la I’évaluation de I’activité antibactérienne
et antibiofilm de I’extrait éthanolique sur deux souches bactériennes (S.aureus et E.coli) via la
méthode de diffusion sur gélose MH et RC.

Nos résultats montrent que notre extrait présente une activité anti- inflammatoires,
antioxydants et antibactérien intéressantes, il serait intéressant de valoriser les feuilles de goyave
et d’approfondir cette étude.

Mots clés : Psidium guajava, extrait foliaire, activité anti inflammatoire, activité antioxydante,
activité antibactérienne, activité antibiofilm.



Summary

Psidium guajava, fruit tree of the Myrtaceae family, popular throughout tropical America and in northern
Algeria, it is used by the local population because of its medicinal virtues. This work is part of the

valorization of guava leaves produced in the Tizi-Ouzou region. The objective of this work is to evaluate
the anti-inflammatory, antioxidant, antibacterial and antibiofilm capacity of Psidium guajava leaf extract.

We were first interested in the phytochemical aspect by carrying out a screening which revealed the
presence of several secondary metabolites, namely flavonoids, tannins and saponins.

In the background, the evaluation of the anti-inflammatory activity was carried out by an ovalbumin
denaturation inhibition test. As for the antioxidant activity, it was demonstrated by the DPPH method.
The results show an inhibition percentage estimated at 74.87+ 4.83% for one of the dilutions.

Finally, the last part of our study focused on the evaluation of the antibacterial and antibiofilm activity of
the ethanolic extract on two bacterial strains (S.aureus and E.coli) via the diffusion method on MH and
RC agar.

Our results show that our extract has interesting anti-inflammatory, antioxidant and antibacterial
activities; it would be interesting to enhance guava leaves and deepen this study.

Key words: Psidium guajava, leaf extract, anti-inflammatory activity, antioxidant activity,
antibacterial activity, antibiofilm activity.
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Introduction

Pendant des siécles, les plantes médicinales ont été la principale et la seule option pour traiter
diverses maladies. Avec l'essor de la médecine moderne, ces remédes naturels sont souvent
remplacés par des produits synthétiques. Bien qu’ils soient souvent efficaces, les remédes
naturels présentent I'avantage d'avoir moins d'effets secondaires que ces derniers (Cushnie et
Lamb, 2005). C’est d’ailleurs pour cette raison qu'environ 65 a 80 % des habitants des pays en
développement s'appuient principalement sur les plantes médicinales traditionnelles pour leurs
soins de santé primaires (Haddouchi et al., 2016).

Ces plantes offrent une vaste réserve de substances aux propriétés biologiques actives. En
effet, leurs composeés actifs, reconnus pour leurs activités biologiques intéressantes, sont le sujet
de nombreuses recherches tant in vivo qu'in vitro.

Le goyavier, communément appelé la goyave, est I'un des fruits les plus populaires dans les
régions tropicales. 1l est souvent dégusté frais, en particulier pour ses variétés les plus juteuses
et sucrées, ou transformé en jus et en nectars. En outre, ce fruit est largement utilisé dans la
médecine traditionnelle en raison de ses propriétés nutritionnelles bien établies, comme le
confirment plusieurs études scientifiques (Sanda et al., 2011 ; Jain et Nema, 2007).

Des études pharmacologiques variées ont révelé que cette plante, notamment ses feuilles et
ses fruits, posséde de nombreuses activités telles que anti hyperglycémiante, anticancéreuse,
soutien cardiovasculaire, anti-inflammatoire, anti diarrhéique, et bien d'autres encore (Sanda et
al., 2011 ; Vieira et al., 2001) et cela en raison de la présence de molécules a activité
antioxydants tels que les composés phénoliques (acides phénolique, flavonoides,...), vitamine
C et caroténoides (Borah et al., 2018 ; Soares et al., 2007).

Dans ce cadre, notre étude se concentre sur I'analyse phytochimique et I'évaluation in vitro
de l'activité anti-inflammatoire, antioxydante, antibactérienne et anti biofilm de I'extrait foliaire
de Psidium guajava. Cette approche expérimentale vise a répondre a plusieurs interrogations,
notamment :

o Quelle est I'abondance des polyphénols dans cette espece ?
o Lavariété des molécules bioactives de cette plante confeére-t-elle des propriétés
antioxydantes, anti-inflammatoires et antibactériennes ?
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CHAPITRE |

Présentation de I’Espece



1.1. La présentation de la famille des Myrtaceae ou Myrtacée.

La famille des Myrtacées figure parmi les familles d'arbres fruitiers les plus importants pour
le commerce mondial et cela pour ses diverses propriétés méedicinales et nutritives.

Cette famille rassemble des dicotylédones, également appelées plantes angiospermes ou
plantes a fleurs (anonyme 1). Ce sont des arbustes a grand arbre, a feuilles simples, opposées,
avec des fleurs bisexuées, parfois polymorphe, actinomorphe présentant des étamines tres
nombreuses et des ovaires souvent inférieurs (Mitra et al., 2012).

1.2. La présentation de ’espéce (Psidium guajava L.)
1.2.1. La description botanique.

Le nom du genre Psidium vient du grec sidion qui signifie écorce de grenade (anonyme 2).
Le goyavier, un arbre de taille moyenne a I’écorce brune blanchatre pouvant atteindre dix metres
de hauteur (Figure 1A). Les feuilles sont de forme opposées le long des tiges présentant une
nervure centrale (Prabhudesai et al., 2019). Les fleurs comportent 4 a 6 pétales blancs et des
étamines blanches aux antheres jaunes (Figure 1B).

Le fruit de la goyave existe en plusieurs variétés, toutes consommables, mais qui se
distinguent beaucoup les unes des autres par leur forme et leur saveur. La couleur de la peau et
de la pulpe du fruit varie selon le cultivar. Elle est influencée par le type et la quantité des
pigments (EI-Ahmady et al., 2013 ; Figure 1C).

Figure 1 : Photographie de I’espéce Psidium guajava L.
Arbre (A) ; fleure (B) ; fruit (C)

1.2.2. Lataxonomie.
La classification scientifique de la goyave, selon Dakappa et al (2013) est la Suivante :

Regne : Plantae

Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae
Ordre : Myrtales

Famille : Myrtaceae

Genre : Psidium

Espéce : PsidiumGuajava L

R/ R/ R/ R/ 7
L X X X I X I X4

X3

S

X3

S




1.2.3. La composition chimique de la feuille.

L’analyse phytochimique des feuilles du goyavier en poudre a révélé la présence des
flavonoides, des tannins, des saponines, des phénols, des alcaloides, des glycosides et des
stéroides. L'analyse immediate des feuilles a révélé des concentrations élevées en protéines,
glucides et fibres (Kamath et al., 2008). Les feuilles de goyave sont par ailleurs connues pour
leurs richesses en composés phénolique (Liu et al., 2014).

Tableau I : Composés phénoliques des feuilles de goyavier (Kumar et al., 2021).

Composés Teneur (mg/g)
Acide gallique 0.87
Acide chlorosénique 0.62
Acide caféique 0.11
Catéchin 2.25
Epicatechin 1.45
Epigallocatechin gallate 0.47
Quercetine 0.87

1.3. La répartition géographique du goyavier

L’origine géographique du goyavier est I'Amérique centrale, cependant cet arbre exotique
est désormais localisé dans de nombreuses régions (Singh, 2011 ; figure 2). En Afrique il
s’installe sous forme de petits 1lots forestiers a travers les savanes cotieres de la Cote d’Ivoire.

[0 Dastribution de la govave

Figure 2 : Répartition de la Goyave dans le monde (Boutaghane et Tamaguelt, 2019)
1.3.1. Le goyavier en Algérie.

Le goyavier a été introduit en Algérie par les Francais en 1952, a Skikda, en 2010, trois
autres arbres ont été plantés avec succes dans la méme région (Bouchoukh, 2021).

La culture de la goyave en Algérie est tres limitée. Hadj Ahmed Hamada est le seul
agriculteur spécialisé dans cette culture, il récolte pres de 3 tonnes de goyaves par an, vendues
exclusivement a Fouka (Anonyme 5).




1.3.2. La production mondiale du goyavier

L’inde est le plus grand producteur de mangue et de goyave dans le monde, avec 18 779 000
tonnes de volume de production par an. La Chine arrive en deuxieme position avec 4 771 038
tonnes de production annuelle. L’Inde et la Chine produisent ensemble plus de 50% du total
mondial (Kumar et al., 2013).

1.4. Les effets thérapeutiques du Psidium guajava

La goyave a toujours été connue comme une plante médicinale aux propriétés curatives bien
connues depuis I'Antiquité. Elle est traditionnellement employée dans diverses régions du
monde pour traiter la diarrhée, les troubles menstruels, les vertiges, I'anorexie, les problémes
digestifs, les rhumes, la toux et bien d'autres affections (Ravi et Divyashree, 2014). Un nombre
important d’études rapportent que divers composants aux effets anti-inflammatoire, antioxydant
et antimicrobien (Rishika et Sharma, 2012).

1.4.1. L’activité antioxydante

Des résultats récents ont indiqué que le Psidium guajava est une excellente source
d’antioxydants qui est dotée d’une richesse en composés phénoliques tel que : I’acide gallique,
le pyrocathecol, la taxifoline, I’acides ferrulique, les polysaccharides dotés d’une capacité a
piéger les radicaux DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl), ainsi qu’une action inhibitrice de la
peroxydation lipidique et de la mort cellulaire oxydative induite par le H.O2 (Kim et al., 2016).

1.4.2. L’activité anti-inflammatoire

Psidium guajava est réputée pour son action anti inflammatoire. 1l a été démontré que les
extraits foliaire de goyave ont la capacité d’inhiber des chimiokines intervenant dans le

processus inflammatoire tel que I’histamine, les prostaglandines et les kinines (Ravi et
Divyashree, 2014). Et selon Kwamin et al (2012).

1.4.3. L’activité anti microbienne

Les extraits de feuilles, d’écorces et de tiges de P. guajava ont montré une activité
antimicrobienne grdce a sa richesse en flavonoides (Rattanachaikunsopon et
Phumkhachorn, 2010). Il a été rapporté que les feuilles de P.guajava ont une action contre
Vibrio choléra multi résistant aux médicaments, et pourrait donc étre efficace pour le contréle
des épidémies de choléra (Abdelrahim et al., 2002).

Ils ont été testés aussi 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, qui sont les
principaux agents causant des infections intestinales chez I'nomme (Chah et al., 2006).




Chapitre 11
Les Métabolites Secondaires



Etude des activités biologigues des feuilles de goyave

2.1. Genéralités sur les métabolites primaire et secondaire

Les plantes présentent un métabolisme secondaire qui produit des composés phyto-
chimiques non directement impliqués dans les processus vitaux de bases et qui sont de structure
souvent complexe et avec des fonctions variées selon les especes. Ces métabolites interviennent
dans I’interaction des plantes avec leur environnement biotique et abiotique. Plus de 200000
métabolites secondaires ont été découvert et classés selon leurs appartenances chimiques
(Labrani, 2022).

2.2. La classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires peuvent étre répartis en quatre grandes catégories : les composés
phénoliques, les composés terpéniques, les composés azotés et les hétérosides (Figure 3).
Chaque catégorie regroupe une grande diversité de composes.

Métabolites secondaires J

S

N

OMmposés A 2 E N t' l't V .da
r hénoliqu : OIT'Ip.OS S )Mposes azot |étérosi
terpéniques

Figure 3 : Les métabolites secondaires (Ghedadba, 2021).
2.2.1. Les composés phénoliques totaux (CPT)

Les composés phénoliques, se trouvant dans toutes les parties des plantes (Lugasi et al.,
2003). lls jouent un réle crucial dans la défense des plantes contre les agressions
environnementales et les attagques microbiennes éventuelles.

Ces métabolites secondaires, qui ont un poids moléculaire élevé, sont impliqués dans divers
processus physiologiques tels que la croissance cellulaire (Boizot et al., 2006). Leur structure
de base se caractérise par la présence d'un ou plusieurs noyaux aromatiques, auxquels sont
attachés un ou plusieurs groupes hydroxyles libres ou engagés dans d'autres fonctions (éther,
ester). La concentration et la transformation des phénols sont responsables de la couleur, de
I'ardme et de I'astringence des plantes (Sigla et al., 2019).

2.2.1.1. La classification des CPT

Le nombre et la structure des cycles phénoliques, ainsi que les éléments structuraux qui leur
sont attachés, donnent lieu a diverses classes et sous-classes de polyphénols (figure 4), telles
que les acides phénoliques, les flavonoides, les stilbenes, les lignanes et les tannins (Li et al.,
2014).
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Figure 4 : Principales classes des polyphénols (Aline et al., 2018)
2.2.1.1.1. Les acides phénoliques

Le terme acide-phénolique peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au
moins une fonction carboxylique et une autre hydroxylique (Abedini, 2013). Nous distinguons
deux sous-groupes : hydroxybenzoique et les hydroxycinnamiques qui different par leur
structure chimique.

Les coumarines dérivent des acides hydroxycinnamiques par cyclisation interne de la chaine
latérale. Un ou plusieurs groupes hydroxyle peuvent étre attachés au noyau benzénique de ces
structures.

2.2.1.1.2. Les flavonoides

Les flavonoides représentent le groupe le plus vaste et le plus répandu dans le régne végétal.
Plus de 4000 flavonoides ont été identifiés a ce jour, et ils constituent des pigments responsables
des colorations jaunes, orange et rouges dans divers organes végétaux.

Ces composés forment une large classe de molécules de faible poids moléculaire,
caractérisées par un noyau flavane. La (figure 5) illustre les flavonoides, qui sont des dérivés
du benzo-y-pyranne. Leur structure chimique de base est un diphénylpropane a 15 atomes de
carbone, composé de deux noyaux aromatiques (A et B) reliés par un hétérocycle oxygéné (C)
(Martinez et al., 2002).

Les flavonoides sont contenus dans divers composants de I’alimentation. Ils ont une action
antioxydante puissante in vitro (Blanco et Blanco, 2017).

1 .
O *
= .

Figure 5 : Structure de base des flavonoides (Cushnie et al., 2005).




Etude des activités biologiques des feuilles de goyav

Tableau Il : Les différentes classes des flavonoides

Classes et Description des flavonoides

Structure

Les flavones :

Présence d’un groupe carbonyle au C4. Le
cycle B est attaché au cycle hétérocyclique au
C2, et d’une double liaison entre le C2 et le C3.
Les flavones les plus importants sont la
lutéoline et I’apigénine (Singla et al., 2019).

Les Favonoles :

La substitution du squelette précédent en
position 3 par un groupement hydroxyle nous
donne le flavonol (Akroum, 2011). On retouve
par exemple la Quercétine.

Les isoflavones :

Les isoflavones différents des autres
flavonoides par la liaison du noyau phénolique
B a I’hétérocycle C a la position 3. Parmi les
isoflavones la génistéine.

(Jung et al., 2020)

Les flavanones : j‘“‘
Les flavanones ont une structure similaire a s 2 [:E "'ﬂ--'“"m
celle des flavones mais ne possédent pas | BR1— = - ©O. e
d’instaurations au niveau de 1’hétérocycle {WI A J;‘—‘- [
(Muanda, 2010) ST

R2 L]

(Nikolic, 2004).

Les flavan-3-ols : OH
Les flavan-3-ols ont une structure avec deux ¥ LOH

cycles benzéniques (A et B) reliés par un cycle
pyrane (C).

Les flavan-3-ols se caractérisent par la
présence d'un groupe hydroxyle en position 3
du cycle C. on retouve par exemple La
catéchine. (Abed et Ouis, 2015)

(Anitha et al., 2020)

Les anthocyanes :

La structure est caractérisée par un noyau
"flavon™ généralement glucosylé en position
C3 (Ribereau, 1968). Les principaux sont :
-La pélargonidine : possédant un OH en 4’ et
engendrant une couleur rouge-orange.

-La cyanidine : possédant deux OH en 3°, 4’
ou en 4°, 5’et engendrant une couleur rouge
magenta.

-La delphinidine : possédant trois OH en 3°,

4’, 5’et engendrant une couleur mauve.
(Dahmani, 2018)
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2.2.1.1.3. Les tanins
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Les tanins sont des composés phénoliques hydrosolubles ayant un PM compris entre 500 et
3000 Da (Bruneton, 2009). lIs se caractérisent par leur faculté a se combiner aux protéines et
a d’autres polymeres organiques tels que des glucides, des acides nucléiques, des stéroides et
des alcaloides et former des complexes insolubles (Yezza et Bouchama, 2014). Ils sont divisées
selon leurs structures en deux principales catégories (Jacob et Pignal, 1972).

Tableau 111 : Les différentes classes des tanins
Description et classes de tanins Structure
Les tanins hydrolysables : O OH 0
IIs résultent des esters du D-glucose, de I’acide gallique ou HO O
de ses dérivés en particulier I’acide ¢éllagique. Selon la /\
nature de 1’acide phénol on distingue : H ¢
-Tanins galliques: par hydrolyse ils libérent 1'ose et | HO OH
I’acide gallique OH 0 OH
0

-Tanins ellagiques: par hydrolyse, ils libérent I’ose,
I’acide  HHDP (acide hexahydroxydiphénique) et
différents dérivés (acide ellagique et acide chébulique).

Gallic Acid Eltagic Acid

(Alfei et al., 2020)

Tanins condensés :

Ce sont des polymeres de flavonoides (Leopoldini et al.,
2011) ne possedant pas de sucres dans leurs structures. 1ls
sont obtenus par des liaisons C-C entre des unités de
flavan-3-ols (Bruneton, 1999)

[
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(]
1O R AL AN ~C51
N S S i
[SI R U- O
HO < K5 Rt S
[la.r ]u. .-"L( M L s
i L _on
() 8 ) z [1
HO_ 2. O RN ~ONt
I‘I'- ] -’J-L YA

<Ol

(Darmadi et al., 2021)

2.2.1.1.4. Les lignanes

Ce sont des composés dériveés de la condensation de deux sous-unités C6-C3 ; il existe quatre
groupes : les lignanes, les néolignanes, les oligomeéres et les norlignanes (Krief, 2003). La

structutre est démontre en (figure 6).

CH-O

HO

OH

CH-OH

CH-:OH

O OCH:

Figure 6 : Structure des lignanes (Mrduljas et al., 2018).
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2.2.1.15. Les stilbénes

Les stilbénes représenter en (figure 7) forment une vaste famille de composés phénoliques
comprenant des monomeres et des oligomeéres. Leurs structure de base relativement simple
permet la création d'un grand nombre de composés qui varient par le nombre et la position des
groupes hydroxyles sur les cycles phénoliques, ainsi que par la conjugaison avec des sucres et
divers groupes fonctionnels (méthyles, méthoxyles, etc.). De plus, des oligomeres peuvent se
former par condensation oxydative des monomeres.

Le resveératrol est le stilbene le plus connu pour ses puissantes propriétés antioxydantes et
anti-inflammatoires (Richard et al., 2014).

OH

HO

OH

Figure 7: Structure de base des stilbénes (Mrduljas et al., 2018)
2.2.2. Les composés terpéniques

Les terpénes sont une vaste classe de composés organiques, leur structure simple est basée
sur des chaines ou des cycles d'hydrocarbures (CsHs) répétées (figure 8). lls sont également
connu pour leurs activités biologiques et pharmacologiques variées : anti inflammatoire,
antivirale, analgésiques, antibactériennes et antifongiques ( Bruneton., 2009)

L o
— — o -
e s e \m/%.._/u\
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Isoprenc w lonone p-Tonone
\\— -
o e e e e N i = =
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H—Cyclocitral Crco=min Z2-Methyvlisobomeol
Lan ]
e — = o =
CGieranvinccronoe L amonaene Hucalyptol

Figure 8: Structure chimique de quelques terpénoides (Zuo, 2019).

2.2.3. Les composes azotés

Les alcaloides, sont des composés complexes aux formules élaborées. Ils contiennent tous
de I’azote, généralement inclus dans un hétérocycle, ainsi que de I'hydrogeéne et du carbone

——

——
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(figure 9). La plupart renferment également de I'oxygene, comme par exemple la morphine
(C17H19NO:s), la codéine (C18H21NO3), I'atropine (C17H23NO3) et la cocaine (C17H21NO4). Ces
substances sont généralement des solides cristallisables, peu solubles dans I'eau, mais solubles

H
pyrrole pyrrolidine imidazole thiazole thiofene thiclane furan 'e"z':ggfo‘
— e /N\
- . I L
e
N N
letrahydro-

pyridine p-pendme pyrimidine pyrazine azepine 1 4-diazepine 4<4MH-pyran pyran

lndolo quinoline iIsoquinoline chroman
= —N - N\
> )
= = o
N N N N
purine pteridine

dans d’autre solvants. Leur réaction générale est alcaline, ce qui justifie leur nom "alcaloide"
(Merghem., 2019).

Figure 9 : Les classes les plus importantes des alcaloides hétérocycliques (Bousnane, 2021).

2.2.4. Les Hétérosides

Les hétérosides sont constitués d'un ou plusieurs oses liés par leur fonction réductrice a une
molécule non glucidique appelée aglycone, la structure est illustré en (figure 10). Les plus
connus sont les saponines (Paris, 1954). Ces propriétés se traduisent par la formation de mousse
par agitation dans I'eau (pouvoir aphrogéne).

Figure 10 : Structure d’une saponine (Savage, 2003).
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CHAPITRE I
Les Activitées Biologique.
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3.1. L’activité anti inflammatoire

Des recherches récentes ont clarifié que I’inflammation est un facteur majeur dans la
progression de diverses maladies chroniques, y compris le diabete, le cancer, les maladies
cardiovasculaires...etc. La production de radicaux libres provenant de différentes sources
biologiques et environnementales est due a un déséquilibre des antioxydants naturels, ce qui
conduit a diverses maladies associées a I'inflammation (Arulselvan et al., 2016).

3.1.1. Les anti-inflammatoires

Les anti-inflammatoires sont des traitements symptomatiques. Ils diminuent la sensation de
douleur, le gonflement et luttent contre I’inflammation. 1ls ont pour réle de bloquer la sécrétion
ou I’action de certains médiateurs chimiques de I’inflammation tel que les prostaglandines
(Orliaguet et al., 2013).

Les anti-inflammatoires sont scindés en deux grands groupes : les AlS ou les corticoides et
les AINS (McGettigan et Henry, 2013).

3.1.2. Les anti-inflammatoires d’origine végétale

Les plantes médicinales sont utilisées par 1’homme depuis toujours pour traiter
I’inflammation sans méme connaitre leur mode d’action au niveau biochimique. De nombreuses
études indiquent que le nombre de composés phytochimiques trouvés dans le régne végétal est
trés vaste. Certains de ces composes tels que les polyphénols, les flavonoides, les saponines, les
alcaloides, les coumarines, les terpénes et les polysaccharides ont des propriétés anti-
inflammatoires et permettent de traiter certaines maladies inflammatoires.

Parmi leurs modes d’action, est cité, I’inhibition de la production des ROS et d’enzymes pro-
oxydantes comme les oxydes nitriques synthases (NOS) qui induisent I’élimination du radical
responsable des dommages causés aux tissus et de I’inflammation (Sonar et Purohit, 2016).
Ou en bloquant les voies de cyclooxygénase et la lipoxygénase, ainsi que par d’autres
mécanismes (Bourkhiss et al., 2010).

3.2. L’activité antioxydante

Dans les circonstances quotidiennes, les ROS et les radicaux libres (02- ; H202 ; OH-) sont
induits aléatoirement par divers mécanismes physiologiques : le métabolisme humain, la
pollution, les rayonnements...etc. Le systéme immunitaire a 1’état normal maitrise la production
des ROS et des radicaux libres et assure 1’équilibre par un systeme de défense composé
d’antioxydants et des enzymes.

Lorsque la production des ROS dépasse la capacité antioxydante des cellules, un stress
oxydatif se développe, ce qui endommage les composants cellulaires (Valeria et al., 2024),
pouvant provoquer de nombreuses lésions (Desmier, 2016), qui, dans le long terme, met
I’organisme a risque de développer des pathologies chroniques tel que le diabéte, les maladies
cardiovasculaires (cancer) et dégénérescence neuronale (Pincemail, 2013 ; Leverve, 2009).
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3.2.1. Les antioxydants

Les antioxydants sont toute substance que ¢a soit endogénes (enzymatiques) ou exogenes
(vitamines, oligoéléments, poly phénols) ayant la capacité de protéger les systémes biologiques
et de réduire ou d’inhiber le phénoméne d’oxydation naturelle ou induite (Leverve, 2009).

Ces antioxydants peuvent agir de plusieurs fagons, soit en piégeant ces especes, en les
dismutants ou en les réduisant pour former un composé stable ou avec d’autre mecanismes.

3.2.2. Les antioxydants synthétiques

IIs sont généralement des composés phénoliques d’origine pétrochimiques comme I’acide 6-
hydroxy-2,5,7,8-tétraméthylchromane-2-carboxilique qui est un analogue de la vitamine E, il
possede un fort potentiel antioxydant et sert souvent d’antioxydant de référence pour les tests
biologiques, le BHT et le BHA sont utilisés comme conservateurs a faible concentration dans
les industries agro-alimentaires, cosmétiques (Guo et al., 2006)

3.2.3. Les antioxydants naturels

Ils comprennent majoritairement la vitamine E, la vitamine C (acide ascorbique) et les
polyphénols issus des végétaux (les caroténoides, les composes phénoliques... etc.). La plupart

de ces composants se trouvent en premier lieu dans ’alimentation (les fruits, les légumes...)
(Bendif, 2017).

Les végétaux, ont la particularité de produire des substances biologiquement actives tres
variées, capables de maintenir des concentrations en ROS constantes et non nocives (Favier,
2003). Ceci est possible grace a leurs métabolites dits primaires (glucides protides, lipides) et
secondaires (flavonoides phénols, saponines...etc.) (Macheix et al., 2016).

3.2.4. Les antioxydants de Psidium guajava

Des analyses ont démontré que les feuilles du goyavier sont tres riche en plusieurs composés
bioactifs qui leur valent leur propriété antioxydante, nous retrouvons les flavonoides , les tanins,
phénols, triyerpénes, saponines, caroténoides, lécithines, vitamines ,fibres, acides gras ,
résines... etc (Joseph et Priya, 2011).

Tableau IV: Les antioxydants du goyavier (Shabbir et al., 2020 ; Nwozo et al., 2014).

Antioxydants Teneur en (mg/100g MS)
Vitamine C 103

Tannins 3.81
Flavonoides 5.03
Caroténoides 8

Composés phénoliques totaux 575.3

3.3. L’activité antibactérienne

Les micro-organismes pathogénes font I’objet de nombreuses infections microbiennes, qui
se traduisent par des maladies et des épidémies souvent fatales, (Alwash et al., 2013). C’est
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pourquoi la thérapeutique fait appel aux antibiotiques pour inhiber sélectivement certaines voies
métaboliques des bactéries sans toucher aux autres organismes superieurs.

Les recherches convergent vers la découverte de nouveaux agents antimicrobiens naturels
qui seraient un palliatif & 1'usage excessif et anarchique des antibiotiques ce qui aménera a
diminuer le risque de développer ce phénomene récurrent de la résistance bactérienne.

3.3.1. Les antibiotiques

Un antibiotique est un composé chimique synthétisé par des micro-organismes, des dérivés
synthétiques ou semi synthétiques dotés d’un pouvoir destructeur (bactéricide) ou inhibiteur de
croissance bactérienne (bactériostatique) (Sanchez et Demain, 2015).

3.3.2. L’activité antibactérienne des plantes

L’utilisation fréquente et excessive des antibiotiques conduit généralement a 1’apparition de
population microbienne multi-résistantes et avec des effets secondaires déléteres et agressifs
sur le corps. Ce phénoméne a conduit les chercheurs vers une alternative naturelle, d’une
activité supérieure a celle des médicaments synthétiques et dépourvue de danger sur la santé,
c’est I’utilisation des plantes medicinales qui possédent des molécules bioactive avec des effets
antimicrobiens tel que les polyphénols du goyavier (Garcia-ruiz et al., 2008).

13

——
 —



PARTIE |1
PARTIE EXPERIMENTAL



1. Matériel et méthodes

La partie expérimentale de notre travail a été réalisée au sein du laboratoire pédagogique de
Biochimie de la faculté¢ des Sciences Biologiques et Agronomiques de 1’université Mouloud
MAMMERI de Tizi-Ouzou (UMMTO), durant la période comprise entre Mars et Mai de
I’année 2024.

Ce travail a pour but la valorisation de I’extrait foliaire du goyavier (Psidium guajava L.). A
travers 1’évaluation de trois activités biologiques : I’activité anti-inflammatoire, antioxydante,
antibactérienne et antibiofilme.

1.1. Matériel
1.1.1. Matériel biologiques

Pour le matériel végétal, les échantillons de feuilles du goyavier (Psidium guajava L.) utilises
au cours de cette étude ont été récoltés au mois de février 2024, dans le village de Bouhinoune
situé au sud-est de la ville de Tizi Ouzou en Algérie. Ces feuilles ont été triées et lavées a I’eau
du robinet puis séchées a température ambiante a I’ombre durant une 10éne de jours, ensuite
elles ont subi un broyage. La poudre obtenue est conservée dans des flacons en verre opaques,
fermés hermétiquement et rangés a 1’obscurité (figure 11).

Figure 11 : Les échantillons de feuilles de goyave Psidium guajava L
Fraiches (A) ; séchées (B) et réduite en poudre (C)

Les Souches bactériennes utilisées pour tester I’activité antibactérienne et 1’activité
antibiofilm de I’extrait éthanolique de feuilles de Psidium guajava était isolé au laboratoire et
sont : Staphylococcus aureus et Escherichia coli.

1.1.2. Matériel de laboratoire

Un ensemble de matériel, d’appareils et de produits chimiques usuels ont été utilisés au cours
de I’expérimentation, I’ensemble est résumé dans le tableau VI.



Tableau VI : Tableau récapitulatif des produits et matériel utilisés

Etude des activités biologigues des feuilles de goyave

Appareils Verrerie Solvant Produit Standards Milieux de OUTILS
chimique culture

-Spectrophotométre | - Becher - Eau - Copeau de - Acide -Chapman - Micropipettes

- Lyophilisateur -Tubes a Distillée Magnésium gallique -Rouge congo | - Mortier

- Etuve Essaie - Méthanol Metallique - Quércetine | -MH - Coupelle

- Broyeur Electrique | - Eprouvette | - Ethanol - NaOH - Spatule

- Centrifugeuse - Fiole jaugée | - H2504 - FeCl3 - Barreau

- Balance Analytique | - Tube 3 - HCl - Na2co3 Magnétique

- Balance centri - Alcl3 - Papier Wattman

- Agitateur - Entonnoir - Follin N1

Magnétique - Cristallisoir Ciocalteu - Portoir

- Vortex - Flacon - DPPH - Eppendorfs

- Réfrigérateur teinté et non - Alurmninium
teinté

1.2. Méthodes

La méthodologie est scindée en deux parties : une partie biochimique qui consiste en premier
lieu a I’étude phytochimique, suivie par 1’évaluation de deux activités biologiques : I’activité
anti inflammatoire et 1’activité antioxydante, la partie microbiologique qui consiste a évaluer
’activité antibactérienne et antibiofilme. (Figure 12)
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Figure 12 : schéma récapitulatif des étapes de nos expérimentations
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1.2.1. Préparation de I’extrait brut
1.2.1.1. L’extraction aqueuse

Dans 200 ml d’eau distillé, 20g de poudre de feuilles de goyave ont été additionné et laissé
macerer sous agitation continu pendant 24h a température ambiante. Le macéra est filtré a I’aide
d’une passoire puis centrifugé a 3000 tours/min pendant 10 min a 4°C. Le surnagent est filtré
sur papier Watman N°1 afin d’obtenir une solution limpide et homogene.

Afin de déshydrater notre extrait, on a eu recours a la lyophilisation a raison de 20ml de
filtrat par cristallisoir de 15 cm de diametre. Aprés obtention d’une couche séche et mince, la
surface des cristallisoirs sont grattés et conservée a 4°C dans des flacons en verre teinté
hermétique préalablement laveée, stérilisée et séchée.

1.2.1.2. L’extraction éthanolique

Cette méthode d’extraction a été effectuée selon le protocole décrit par (Cheurfa et Allam,
2015) en y apportant quelques modifications. L’extrait éthanolique est préparé par
homogénéisation de 20 g de poudre de feuilles de goyave dans 200 ml d’une solution
éthanolique (50 %) durant 24h sous agitation a température ambiante. L’extrait obtenu est filtré
a l’aide d’une passoire, puis centrifugé a 3000 tours/min pendant 10 min a 4°C, puis une
filtration est effectuée a I’aide du papier Wattman N°l. Le filtrat est séché¢ a I’étuve
jusqu’a évaporation totale de 1’éthanol. La poudre obtenue a été grattée et conservée comme
cité précédemment. (Figure 13)

Poudre végétale Agitation avec le solvant Centrifugation 3000g/min 10min a 4°C

Filtration avec papier Wattman N°1

Poudre lyophilisée

Figure 13 : les étapes des extractions aqueuses et éthanolique
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1.2.2. Le rendement de Pextraction

Le rendement désigne la masse de I’extrait déterminée apres lyophilisation, et exprimé en
pourcentage (%) par rapport a la masse initiale de la poudre soumise a 1’extraction.
Il est calculé suivant la formule présentée ci-dessous :

R (%) = (M / MO) x 100

R (%) : rendement exprimé en %
M : masse en gramme de I’extrait sec obtenu
MO : masse en gramme de la poudre végétale utilisée (20g)

1.2.3. Le screening phytochimique

Le screening phytochimique ou criblage phytochimique est une étude qualitative visant la
recherche des principaux groupes des phytocomposés (Alcaloides, polyphénols, flavonoides,
tanins, saponosides, composés réducteurs, composés cyanogénétiques...) dans une plante
donnée.

Les tests de caractérisation sont basés sur des réactions de colorations et/ ou de précipitations.
La coloration observée est provoquée par I’utilisation d'un réactif approprié, elle est due
généralement a la formation d'une conjugaison ou d'une instauration dans une molécule.

1.2.3.1. La réveélation des saponines

Les saponines sont mises en évidence par le test de mousse. Dans un tube a essai, on introduit
2 ml de I’extrait a analyser auxquels on ajout 2 ml d’eau distillée chaude. Aprés agitation
pendant 15 secondes, le mélange est laissé au repos pendant 15 minutes. Une hauteur supérieure
a 1 cm d’une mousse indique la présence de saponines (Ammouri et Kasdi, 2016).

1.2.3.2. La révélation des tanins

Un volume de 2ml de chaque extrait est mélangé avec 200 ul de la solution de FeClz 1%. En
présence des tanins, il se développe une coloration verdatre ou bleu noir. La couleur vire au
bleu noir en présence de tanins galliques (tanins hydrolysable) et au bleu verdatre en présence
de tanins catéchique (tanins condensé) ; (Rahmani et Elahcene, 2020).

1.2.3.3. La révélation des flavonoides

Les flavonoides sont mis en évidence par le test de Shibata. On met dans un tube a essai 5
ml d’extrait a tester, 1 ml de HCI concentré et quelques copeaux de magnésium. L’apparition
aprés 3 minutes d’une coloration rouge ou rose indique la présence des flavonoides (Ammouri
et Kasdi, 2016).

1.2.4. Le dosage des polyphénols

L’estimation de la teneur des polyphénols totaux dans 1’extrait éthanolique de feuilles de
Psidium guajava L a éte realisée par la méthode de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999) en
utilisant de 1’acide gallique comme un composé phénolique standard (Slinkard et Singleton,
1977).
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En présence du reactif Folin-Ciocalteu qui se compose d'un mélange d'acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PMo012040) de couleur
jaune (Boizot et Charpentier, 2006), Les composés phénoliques agissent comme des agents
réducteurs. Ils réduisent les complexes de molybdate et de tungstate, entrainant 1’apparition
d’une couleur bleue dont I’intensité est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents

dans 1’échantillon analysé et dont I’absorption maximum est comprise entre 725 et 760 nm
(Ribérau-Gayon et al., 1968).

200pl d’échantillon végétal a doser ont été introduit a 1’aide d’une micropipette dans des
tubes essai, suivi de I’addition de 1 ml du réactif Folin-Ciocalteu 1/10, ensuite on ajoute 800 pl
de carbonate de sodium Na,COz a 4%. Le mélange est agité puis incubé a 1’obscurité a une
température ambiante pendant 1h30min, et la lecture est effectuée contre un blanc a 760 nm.

Les valeurs des concentrations sont déduites par extrapolation a partir de la droite de la
courbe d’étalonnage établie a I’aide de la solution de référence d’acide gallique a des
concentrations allant de 20 a 100 pg/ml. Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent
d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g). (Wong et al., 2006)

1.2.5. Le dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides totaux dans 1’extrait éthanolique issus des feuilles du goyavier
utilisées a été déterminée en utilisant la méthode colorimétrique du chlorure d’aluminium
décrite par Brighente et al (2007) avec quelques modifications.

Le chlorure d’aluminium AICIz ajouté a une solution contenant des flavonoides réagit
spéecifiquement avec des groupes hydroxyles présent sur les carbones 3,4 et 5 des flavonoides
(Figure 14). Cette réaction se produit par substitution nucléophile, ou les atomes d’oxygene des
groupes hydroxyle des flavonoides attaquent I’aluminium, formant ainsi des liaisons
covalentes. Cette réaction conduit a la formation de complexe stable flavonoides-aluminium
(Chang et al., 2002 ).

Un volume de 0,5ml d’extrait préparé a 1 mg/ml dans du méthanol a différente concentration
(107, 102 et 1073), et de standard de Quércétine (préparée a 200png/ml dans du méthanol) a
différente concentration (0, 10, 20, 30, 40, 50 et 60 pg/ml) sont mélangés avec 0,5 ml d’AlCl3
(2% dans du méthanol).

Les mélanges sont vigoureusement agités. Aprés 30 minutes d’incubation a température
ambiante, I’absorbance est mesurée a A = 430nm contre un blanc préparer de réactif.

Les concentrations des flavonoides ont été déduites a partir d’une courbe d’étalonnage, les
résultats ont été exprimés en milligrammes d’équivalents de Quércétine par gramme d’extrait
(mg EQ/g d’extrait) ; (Bahorun et al., 1996).
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Figure 14 : Réaction de formation d’un complexe flavonoide-chlorure d’aluminium (AICl3)
(Anriani et al., 2020)

1.2.6. La détermination de I’activité antioxydante par piégeage du radical DPPH.

Le radical DPPH est généralement le plus utilisé pour 1’évaluation rapide et directe de
I’activité antioxydant en raison de sa stabilité en forme de radicale libre (bozin et al., 2008). Le
DPPH possédé, en solution, une coloration violette et une absorption caractéristique a 517 nm
(Brand-Williams, 1995). Quand une solution de DPPH est mélangée avec une substance
donneuse d’atomes d'hydrogeéne, antioxydant, ceci provoque la perte de la coloration violette

en coloration jaune (Figure 15).
- NO,
ArQ + H* -
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2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazine
(DPPH) (DPPH-H)
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Figure 15: Réduction du radicale libre DPPH en DPPHH (Sadeer et al., 2020)

Pour évaluer I’activité antiradicalaire de 1’extrait éthanolique issus des feuilles du goyavier
(Psidium guajava L), nous avons utiliseé la méthode basée sur le DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl) comme un radical relativement stable, selon le protocole décrit par Sanchez-
Moreno (2002) avec quelques modifications (Figure 16).

La solution mére est preparée a une concentration de 1mg/ml dans du méthanol, a partir de
cette solution on a préparé deux dilutions : 0.1 mg/ml et 0.01 mg/ml, puis 1ml de la solution
méthanolique de DPPH préparée par solubilisation de 4 mg de DPPH dans

19

——
 —



Etude des activités biologigues des feuilles de goyave

100 ml de méthanol sont ajouté a 500 pl de la premiere dilution (0.1mg/ml) puis sont ajouter a
la deuxieme dilution (0.01mg/ml). Le mélange est laissé pendant 30min a 1’obscurité a
température ambiante, 1’absorbance est mesurée a 517 nm contre un blanc de méthanol et la
solution de DPPH. L’acide ascorbique est utilis¢€ comme controle positif dans cette expérience
dans les mémes conditions. L’activité anti-radicalaire est exprimée en pourcentage d’inhibition
de DPPH (1%) selon la formule suivante :

I(%)= Abs;t—)sACbsE % 100

I(%) : le pourcentage d’inhibition (%).
Abs C : I’absorbance du contrdle (DPPH).
Abs E : I’absorbance de 1’extrait.

‘-4\‘\\\\\ ‘0,
1ml Solution ’ f"l/ 1ml Solution
DPPH DPPH
A 1)
)I. =

Figure 16 : Schéma illustrant I’expérience sur ’activité anti-oxydante de 1’extrait
Psidium guyajava L.

1.2.7. L’évaluation de Pactivité anti-inflammatoire

La dénaturation des protéines tissulaires est bien connue comme étant l'une des
conséquences des maladies inflammatoires, aboutissant a la production d’autoantigénes
(Williams et al., 2008). Le principe de cette technique est basé sur la capacité de I’extrait de
Psidium guajava a réduire la dénaturation thermique de I’Ovalbumine choisis comme protéine
de référence pour sa stabilité lors du processus antiinflammatoire (Bouhlali et al., 2016).

L’activité anti-inflammatoire de 1’extrait éthanolique des feuilles de Psidium guajava est
évaluée par la méthode de dénaturation des protéines décrite par Alhakmani et al (2013), avec
quelques modifications. Dans cette méthode, ’acide acétylsalicylique (aspirine) est utilisé
comme anti-inflammatoire de référence.

Le test consiste en deux expériences. Dans la premiere, le mélange réactionnel est constitué
de 2 ml d’extrait éthanolique a différentes concentrations, et 2.8ml d’eau distillée ajustée a
pH=6.4 avec du HCI, puis on mélange avec 2 ml de solution d’ovalbumine a 2%, preparée dans
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de I’eau distillée. On incube a 37°C pendant 15 minutes. Dans la deuxiéme expeérience, 1’extrait
est remplacé par 1’acide acétylsalicylique

Pour chacune des expériences, on prépare un témoin. Il est constitué de 2ml d’eau distillée
a la place de I’extrait et I’acide acétylsalicylique, 2.8ml d’eau distillée et 2ml d’ovalbumine. La
dénaturation est induite en mettant le mélange réactionnel dans un bain marie chauffé a 72°C
pendant 10 minutes. Aprés refroidissement, I’absorbance est mesurée a 660nm (Figure 17).

Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation de la protéine est obtenu par la formule suivante :

Abs du Témoin—Abs Ech .
Abs du Témoin

% d inhibition = 100

Expérienu 01 2ml extrait et h.noh'q“. ' v
2,8ml d’eau distillé a PH=6,4 At ml dems
l l l l l 1 -Incubation 15min a

2 S S

E
: gll |14
g HRE
Nt I
Expérience 02

2ml acide acétylsalicylique <
2.8ml d'n:c distillé a PH=64 3;3 t:;lo d'ean
2ml ovalbumine ey )

!

~Incubation 15min 2 37°C.
& -Chauffagze au bain marie
72°C

111

I1
gll | |Poimtiten
7 I = I

Figure 17 : Schéma illustrant 1’expérience sur 1’activité anti-inflammatoire de 1’extrait de
Psidium guajava

1.2.8. L’activité antibactérienne

Ce test a pour but de tester I’activité antibactérienne de notre extrait végétale de P.guajava
vis-a-vis des souches bactériennes (ATCC) Gram™ (E.Coli) et Gram™ (S.aureus), par la méthode
de diffusion par disque sur milieu gélosé.
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1.2.8.1. La préparation des inoculums.

Apres revivification des souches bactériennes S.aureus et E.coli, deux a trois jeunes
colonies bien isolées de chaque souche ont été prélevées a I’aide de 1’anse Pasteur a fil bouclé,
puis dissoute dans un tube contenant 10 ml d’eau physiologique stérile sans toucher la paroi du
tube et homogénéiser.

1.2.8.2. La standardisation des souches

Afin de standardiser les inoculums a une charge bactérienne de 108 UFC/ ml, la (DO) doit
étre comprise entre 0.08 et 0.1 a une longueur d’onde de 625 nm.

1.2.8.3. L’ensemencement

- Préparation d’une dilution de 10-! & partir de chaque inoculum ;

- préparation de 02 boites de (MH) pour S.aureus et 02 autres pour E.coli ;

- ensemencement de I’inoculum sur la premiére boite de chaque souche, et la dilution sur la
seconde boite ;

La (figure 18) illustre ces étapes :

S.aureus

!
Ny

Inoculum  Dilution 107! Inoculum  Dilution 10

7 7 X

@@ @

N

\/
Ensemencement de I'inoculum ainsi que la dilution de chaque souche sur les géloses MH

Figure 18: Schéma illustrant les étapes d’ensemencement

1.2.8.4. Ladétermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) par
I’aromatogramme

La CMI est la plus faible concentration de 1’extrait aqueux qui inhibe toute croissance
bactérienne visible sur milieu solide dans des boites de Pétri de gélose MH. Les étapes sont les
suivantes :
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- Stérilisation de 1’eau distillée.

- Préparation de la solution mére dans un eppendorf a une concentration de 500mg/mi

- Préparation d’une série de dilutions de 1/2.

- 08 disques steriles sont disposes a la surface de chaque boite ensemenceée, puis chargésavec
25l de chaque dilution.

- Un disque est chargé avec 25ul d’eau physiologique considérer comme témoin négatif.

- Un disque d’antibiotique (Gentamicine) est dispos€¢ comme témoin positif pour chaque
souche.

- Les boites sont ensuite scellées et préincuber une heure dans un réfrigérateur pour empécher
la croissance bactérienne, puis incuber a 37°C pendant 24h.,

La lecture s’effectue par la mesure des diamétres des zones d’inhibition de croissance autour
des disques (figure 19). Elle est exprimée en centimetre (Vincent 1991).

Témoin positif :
antibiotique de gentamicine

Boite de pétri
ensemencée bactéries

Disque stérile inondé
avec des concentrations
croissantes d’extrait

Témoin négatif :
eau physiologique

Figure 19: Aromatogramme sur gélose MH
1.2.9. L’activité antibiofilm

Dans le but de détecter les souches formatrices de biofilms, la méthode de sélection sur
milieu solide RCA a été effectuée.

Les bactéries en général résident habituellement sous forme de biofilm (Nagant, 2013).
Certains PIA (Polysaccharide Intercellular Adhesion) bactériens peuvent interagir avec le
Rouge Congo et forment un slime, ce qui donne des colonies noires avec une surface rugueuse,
contrairement aux colonies non productrices qui apparaissent rouges et lisses (Bellifa et al.,
2016).

Les mémes étapes, décrites précédemment, ont été effectuées en remplacant le milieu (MH)
par le milieu (RCA). Puis une lecture s’effectue par la mesure des diametres des zones
d’inhibition de croissance autour des disques.
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2. Résultats et discussion
2.1. Rendement d’extraction

Dans notre étude les extraits aqueux et éthanolique des feuilles de P. guajava sont obtenus
par une macération de 20g de poudre dans 200ml du solvant (Eau ou Ethanol) a température
ambiante pendant 24h, suivie d’une lyophilisation pour I’extrait aqueux et une évaporation a
1I’étuve pour 1’éthanol.

Les résultats montrent un rendement d’extraction de 1’ordre de 15,6% pour I’extrait
éthanolique étudié (équivalent a 23,129 de poudre séche), ce résultat similaire a celui obtenu
par Ammouri et Kasdi (2016) qui ont obtenu un rendement de 15,43% pour Pistacia lentiscus.

Pour I’extrait aqueux, nous n’avons pas obtenu de lyophilisat (la texture était pateuse et
collante) ce qui ne nous a pas permis de calculer le rendement, cela est peut-étre da a la nature
des composés présents dans notre échantillon qui sont majoritairement des composeés apolaire.
Cependant d’aprés N’guessan-Irie et al (2012) le rendement de I’extrait aqueux de P.guajava
est estimé & 9.2%.

Dans notre cas, les molécules solubles dans 1’éthanol sont présentes en quantité importante
est sont I’'une des causes essentielles de 1’augmentation du rendement correspondant a
la méthode d’extraction avec de 1’éthanol que nous jugeons que c’est la méthode la mieux
adaptée.

D’aprés Quy Diem Do et al., (2014), I’utilisation combinée de I'eau et du solvant organique
reste le meilleur moyen d'extraction des substances chimiques qui sont solubles dans I'eau et /
ou dans le solvant organique.

Le rendement en extrait varie en fonction de différents facteurs comprenant la méthode et
les conditions dans lesquelles I’extraction a été effectuée, de I’espéce et I’origine géographique
de la plante, des conditions et de la durée de stockage ainsi que de la période de récolte
(Ghedadba et al., 2015).

2.2. Le screening phytochimique

D’apres la littérature, la goyave est une source riche en composés phytochimique
(polyphénol, flavonoides, tannins et saponines) qui sont reconnues comme agents actifs sur le
stress oxydatif (Issa et al., 2017). Afin de mettre ces molécules en évidence, des tests ont été
réalisés sur les I’extrait foliaire de Psidium guajava, ces réactions sont basées sur des
phénomeénes de coloration par des réactifs spécifiques.

2.2.1. Criblage des Flavonoides

Les résultats représenter dans (la figure 20), indique la présence des flavonoides dans nos
extraits aqueux et ¢thanolique, indiqué par I’apparition d’une couleur rougeatre pour I’extrait
éthanolique et jaunatre pour I’extrait aqueux en présence de 1’acide chlorhydrique concentré et
du magnésium
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Figure 20 : Révélation des flavonoides dans 1’extrait éthanolique (A) et aqueux (B).

2.2. Le criblage des Tanins

Les résultats représenter dans la (figure 21), montrent que notre extraits éthanolique des
feuilles de P. guajava est riche en tanins galliques, indiqué par I’apparition d’une couleur bleu
noiratre intense, en présence de 1’acide chlorhydrique concentré et du FeCls.

Figure 21 : résultat de la révélation des tanins sur I’extrait éthanolique

2.3. Le criblage des saponines

L’apparition d’une mousse d’environ lcm aprés agitation pendant 15 secondes comme
représenter dans la (Figure 22) indique la présence des saponines dans nos extraits aqueux et
éthanoliques.

Figure 22 : Révélation des saponines dans 1’extrait éthanolique (A) et aqueux (B)
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1. Le dosage des polyphénols des feuilles du Psidium guajava

Les composés phénoliques CPT sont les dérivés antioxydants les plus actifs dans les plantes.
L’analyse quantitative des CPT des deux extraits aqueux et éthanolique des feuilles de Psidium
guajava ont été déterminée par la méthode spectrophotométrique de Folin-Ciocalteu (Tasioula
et al., 2001) (Figure 23).
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Figure 23 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux en équivalent d’acide
galligue (ug/ml).

Les résultats montrent que 1’extrait éthanolique des feuilles de P. guajava présente une teneur
de 14,69 mg EAG/100 g MS. Celle-ci est supérieur a celle obtenue par You et al (2011) estimée
a 12,95 mg EAG/100g MS pour le méme extrait.

Pour I’extrait aqueux, nos résultats révelent une teneur en CPT de 6,12 mg EAG/100g MS,
inférieur a celle apportée par les mémes auteurs cité précédemment, évaluée a 10,36 mg EAG/g
MS. De ce fait, il est important de signaler que les taux de CPT varient avec la nature du solvant
utilisé et de I’extrait obtenu.

Selon Mohsen et Ammar (2009), I’éthanol est le meilleur solvant pour I’extraction
des composés phenoliques suivis du méthanol et enfin I’eau, cela en raison de degré de leur
polymérisation ainsi que leur interaction avec d’autres constituants et la formation de complexes
insolubles.

Ramakrishna et Gokare (2011) apportent que la synthése des metabolites secondaires et
leur nature est influencée aussi par les facteurs biotiques (sol et agents pathogenes) et les
facteurs abiotiques (Température, humidité, lumiére et salinité du sol).

Ces différences pourraient aussi étre liées a la partie de la plante utilisée, la période et la
région de récolte ainsi que la méthode d’extraction, la nature et la concentration du solvant. Il a
été prouvé 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 synthése des métabolites secondaires afin de
s’adapter et survivre (Tim et Lamb, 2005).
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2.4. Dosage des flavonoides

La (Figure 24) représente les résultats du dosage des flavonoides qui a été réalisé en utilisant
la méthode colorimétrique au trichlorure d’aluminium, est calculée a partir de la courbe
d’étalonnage établie avec la quércetine. (Figure 24).
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Figure 24 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoides en équivalent de
quércétine (ug/ml).

Les résultats du dosage des flavonoides des feuilles de P. guajava, révélent une concentration
élevée de flavonoides dans I'extrait éthanolique des feuilles, atteignant 44,11 mg EQ/100 g MS.

Cette constatation est d'une grande importance, car les flavonoides sont des composés aux
propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires bien documentées, et leur présence en quantités
significatives renforce le potentiel thérapeutique de la plante.

Comparativement aux travaux de Tensaout et Gaoua (2018) ont révélé des concentrations
beaucoup plus faibles de flavonoides dans leur extrait éthanolique de feuilles de Psidium
guajava, avec seulement 2,01 mg EQ/100 g de matiére seche. Cette différence dans les
concentrations peut étre attribuée a divers facteurs, tels que les méthodes d'extraction utilisées,
les conditions de croissance des plantes, ou méme les spécificités des échantillons analyseés.

2.5. Activite anti-oxydante

Le piegeage du radical DPPH est le test le plus utilisé pour I’évaluation directe de I’activité
anti-oxydante en raison de sa rapidité, sa sensibilité, sa commodité et de sa reproductibilité
(Nur Alam et al., 2013).

L’activité antioxydante de 1’extrait éthanolique de P.guajava en présence du radical libre
DPPH a été exprimée en pourcentage d’inhibition pour deux dilutions effectuées et sont
présentes dans la (figure 25).
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Figure 25 : Histogramme représentant les pourcentages d’inhibition du DPPH en fonction des
concentrations de I’extrait éthanolique de P.guajava comparé au (BHT)

Pour chaque dilution, il a été observé que le pourcentage d’inhibition augmente avec la
concentration de I’extrait éthanolique, il est généralement plus faible en le comparant a celui de
I’antioxydant synthétique BHT qui montre une activité antioxydante tres élevée avec 96,45 +
0,41% d’inhibition & une concentration de 100pg/ml (Rahman et al., 2015), suivi des dilutions
1 et 2 qui présentent respectivement 45,36+5,64% et 74,87+ 4,83% d’inhibition.

Les résultats ont indiqué que le Psidium guajava, posséde des propriétés antioxydantes
remarquables, en particulier dans ses feuilles, grace a la présence de plusieurs substances clés
responsables de son activité antioxydante. Parmi ces composés: la quercétine, quercétine-3-
Oglucopyranoside, acide ascorbique, caroténoides et les composés phénoliques (Wilberg et al.,
1995).

Cette découverte est d'une importance significative dans le domaine de la recherche sur les
plantes médicinales, car elle met en lumiere le potentiel thérapeutique de Psidium guajava en
tant que source naturelle d'antioxydants, offrant ainsi des perspectives prometteuses pour son
utilisation dans la prévention et le traitement de diverses affections liées au stress oxydatif,
telles que les maladies cardiovasculaires, le vieillissement prématuré et certains types de
cancers.

2.6. Evaluation in vitro de Dactivité anti inflammatoire des extraits des feuilles de
P.guajava

Otmani et Slimani (2018) indiquent que la méthode de dénaturation protéique est parmi les
méthodes les plus utilisée pour I’évaluation in vitro de ’activité anti-inflammatoire des extraits
vegétaux. L’activité anti-inflammatoire in vitro de I’extrait éthanolique de feuilles de P.guajava
en comparaison avec celle I’acide acétylsalicylique comme référence, est estimée par le calcul
des pourcentages d’inhibition de la dénaturation des protéines. Les résultats sont résumés dans
le tableau si dessous.
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Tableau V: Effet inhibiteur de la dénaturation de 1’ovalbumine par les extraits de feuilles de
Psidium guajava L et I’acide acétylsalicylique

Concentration des extraits % d’inhibition % d’inhibition
(ng/ml) Extrait éthanolique Acide acétylsalicylique
100 80.60 + 2,35 95,77 £ 2,16
200 67.95+ 4,44 93,62 £ 6,70
300 36.55 + 3,179 86.08 + 1,025
400 31,8+ 3,22 84.61+7,41
500 17,55+ 1,412 74,27 £ 3,14

Selon les résultats obtenus, on constate que I’inhibition de la dénaturation des protéines est
inversement proportionnelle aux dilutions, ceci est expliqué par la présence de composés ayant
une activité anti-inflammatoire, mais qui ont été masqués par d’autres composés majoritaires
(Otmani et Slimani., 2018). De ce fait, le pourcentage d’inhibition le plus élevé est de 80.60
+ 2,35 % qui convient a la concentration de 100 pg/ml.

Ces résultats coincident avec ceux obtenus par Williams et al., (2008), selon lesquels
I’activité anti-inflammatoires des composés naturels isolés a partir des plantes est plus
importante lorsque la concentration est faible. Et sont contradictoire avec ceux d’Ammouri et
Kasdi (2016) qui estime que le pourcentage d’inhibition augmente de maniére proportionnelle
avec les concentrations.

Pour I’aspirine étant un standard, les pourcentages d’inhibition sont sensé augmenté de
maniere proportionnel avec les concentrations, ce qui n’est pas le cas dans nos résultats et cela
peut étre expliqué par la faible concentration de la solution mere préparée par 1’acide
acétylsalicylique. De ce fait on n’a pas pu comparer les pourcentages d’inhibitions de 1’extrait
au pourcentage d’inhibition d’acide acétylsalicylique. Ce test n’a pas pu étre refait a cause de
non disponibilité de d’ovalbumine. (Figure26)
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Figure 26 : Histogrammes représentants les pourcentages d’inhibition de la dénaturation de
I’ovalbumine par I’extrait éthanolique des feuilles de Psidium guajava L.

Les résultats montrent que I’extrait éthanoliques de P.guajava a une activité inhibitrice de la
dénaturation thermique de I’ovalbumine car les processus de dénaturation des protéines sont
liés a l'inflammation. Ces résultats nous permettent de supposer que 1’extrait éthanolique de
P.guajava a un pouvoir anti-inflammatoire qui est due a la richesse de notre plante des composés
bioactifs. Cela pourrait étre bénéfique dans le traitement de diverses maladies inflammatoires
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telles que larthrite, les maladies inflammatoires de I'intestin, ou d'autres maladies ou
I'inflammation joue un réle clé dans la pathogenese.

A notre connaissance, il existe peu de travaux sur 1’étude in vitro de I’activité anti-
inflammatoire de feuilles de P.guajava, la plupart des travaux consultés sur cette activité
biologique sont effectués in vivo par la méthode de I’cedéme plantaire de la patte de rat
(Ammouri et Kasdi., 2016).

2.7. Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne de I’extrait éthanolique des feuilles de Psidium guajava L a été
évaluée par la méthode de diffusion sur gélose (MH). Dans notre étude, les tests de sensibilité
ont été effectué sur une souche Gram+ (S.aureus) et une souche Gram- (E.coli), a une
concentration d’extrait de 500pug/ml. Les résultats que nous avons obtenus sont exprimés en
(mm) sous forme de diamétres de zone d’inhibition variant d’une souche a ’autre (Figure 27).

g .
et n,

s

Figure 27 : les zones d’inhibition de I’extrait éthanolique de Psidium guajava L a différentes
concentrations contre la souche S. aureus (108 UFC) et la souche E.coli. (107 UFC)

D’apres les résultats obtenus, 1’extrait éthanolique des feuilles de Psidium guajava L’a
montré une inhibition de la croissance bactérienne contre la souche S.aureus, contrairement a
[’E.coli qui a présenté une certaine résistance a notre extrait de plante, et cela se traduit par
I’absence de zone d’inhibition autour des disques.

L’absence de I’activité antibactérienne de 1’extrait envers Escherichia coli pourrait étre
expliqué par beaucoup de facteurs liées a la nature de cette plante, la concentration de 1’extrait
et ou du principe actif. Selon certains auteurs, les molécules polyphénoliques comme
I’oleuropéine pourraient s’hydrolyser, ce qui provoque une baisse dans [Dactivité
antimicrobienne (Brainte et al. 2000).

Les résultats obtenu montre que 1’extrait folliaire de P.guajava L. inhibe la croissance de
Staphylococcus aureus confirmé par 1’apparition des zones d’inhibitions allant de 8mm a 14
mm, ceci indique que cette souche bactérienne est trés sensible a cet extrait (Aouam
et al.. 2021) ont trouvé un diametre de 12 mm pour S. aureus qui est identique a notre résultat
de la dilution 1/8 et 1/4.

La dilution 1/64 et 1/128 ne montre aucune activité antibactérienne sur la souche S.aureus,
et cela permet de déduire la concentration minimale inhibitrice qui correspond a une CMI1=15.62
g/ml avec un diameétre de 8 mm.
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La taille des zones d’inhibitions dépend essentiellement de la capacité de diffusion dans le
milieu gélosé des différents composés contenus dans les extraits végétaux. Cette capacité est
associee a la polarite des substances diffusibles (Carneiro et al., 2008). L’activité
antibactérienne observée dans 1’extrait éthanolique foliaire du P.guajava L. pourrait étre due a
la présence de différentes classes de métabolites secondaires connues par leurs propriétés
antibactériennes a savoir :

Les composés phénoliques : ils agissent souvent en perturbant la structure de la membrane
cellulaire des bactéries.

Les tannins : qui sont des polyphénols qui se lient aux protéines et aux polysaccharides, ce qui
peut entrainer la précipitation des protéines bactériennes et la dénaturation des enzymes,
affectant ainsi la croissance et la survie des bactéries.

Les quinones : certains entre eux ont montré des activités antibactériennes en perturbant les
processus métaboliques essentiels des bactéries, tels que la synthése de I'ADN et des
protéines. lls peuvent également induire la formation de radicaux libres toxiques a I'intérieur
des cellules bactériennes, entrainant des dommages cellulaires et la mort.

Les stérols et triterpénoides : Certains ont montré des activités antibactériennes en perturbant
la structure et la fonction des membranes cellulaires des bactéries (Usman et al., 2018).

Cependant, il est important de souligner que les mécanismes exacts par lesquels ces
métabolites interagissent avec les bactéries peuvent varier en fonction de leur structure
chimique spécifique et de leurs concentrations dans I'extrait.

2.8. Sélection des souches formatrice de biofilms

La formation de biofilm est un mécanisme de défense des bactéries qui les rend résistantes
aux antibiotiques et au systeme immunitaire de I'hbte.

L’activité antibiofilm de I’extrait éthanolique des feuilles de Psidium guajava L a été évaluée
par la méthode de diffusion sur gélose (RCA). Dans notre étude, le test de sensibilité a été
effectué sur la souche (S.aureus). Les résultats sont exprimeés en (mm) sous forme de diameétres
de zone d’inhibition.

Le milieu Rouge Congo est tres convenable pour la détection des souches productrices de
slime, car les souches présentant le PIA développent des colonies noires avec une surface
rugueuse, contrairement aux souches a PIA négatif, donnent des colonies rouges et lisses. La
couleur noire est le résultat d’une interaction entre le slime et le colorant Rouge Congo. Les
résultats sont présentés dans la (figure 28) et résumés dans le tableau 1X.
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Figure 28 : L’acitivité antibiofilme de 1’extrait éthanolique de Psidium guajava
sur la souche Staphylococcus aureus (108 UFC)

D’aprés les résultats obtenus, 1’extrait éthanolique des feuilles de Psidium guajava L’a
montré des zones d’inhibitions allant de 7 mm mm a 12 mm, cela indique que I’extrait foliaire
de P.guajava L. a une activité antibiofilme contre la souche bactérienne S.aureus.

De plus, les résultats de la dilutions 1/128 ne montre aucune activité antibiofilm contre la
souche S. aureus, ce qui permet de déduire la concentration minimale inhibitrice qui correspond
a CMI=7.81 mg/ml avec un diamétre d'inhibition de 7 mm.

Ces résultats suggerent que I'extrait éthanolique des feuilles de Psidium guajava L. possede
une activité significative contre la formation de biofilm par la souche bactérienne S. aureus,
avec une concentration minimale inhibitrice déterminée a 7.81 mg/ml. Cela pourrait avoir des
implications importantes dans le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques pour le
traitement des infections bactériennes, en particulier celles causées par S. aureus. Les
antibiotiques conventionnels rencontrent de plus en plus de résistance, et les biofilms bactériens
représentent un défi supplémentaire dans le traitement des infections. Ainsi, la découverte
d'agents naturels comme I'extrait de Psidium guajava L. avec des activités antibiofilm pourrait
ouvrir de nouvelles voies pour le développement de médicaments antimicrobiens plus efficaces.
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Conclusion générale

Dans un premier temps nous avons quantifié la totalité des composés phénoliques par la
méthode spectrophotométrique de Folin-Ciocalteu a révélé la présence de quantités
considérables en composés phénoliques de 14,25 mg EAG/100 g MS.

Dans un deuxiéme volet apreés s’étre assuré de 1I’innocuité de notre extrait nous avons analysé
I’activité anti-oxydante. Les résultats ont indiqué que le Psidium guajava est une excellente
source d’antioxydant. Le test s’est reposeé sur la méthode de DPPH dont le résultat est de 74,87+
4,83 %. Par la suite nous avons évalué le potentiel anti-inflammatoire par la méthode de
dénaturation protéique. Les pourcentages de protection contre la dénaturation ont atteint les
80.60 £ 2,35 %.

Les résultats ont indiqué que le Psidium guajava présente une activité antibacterienne et
antibiofilm par excellence.

L’utilisation des feuilles de goyaves contribue a limiter le dommage oxydatif au sein de notre
organisme humain, a empécher [’apparition précoce de nombreuses maladies cardio-
vasculaires, du cancer, du diabéte et limiter I’apparition de nombreuses maladies degénératives
associées au vieillissement.

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

e Doser les autres composants bioactifs des feuilles de goyaves.

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

e Realiser laméme étude sur la matiere fraiche de la goyave et comparer les résultats a
ceux obtenus dans la présente étude.

e Explorer d’autres parties de la matrice, la tige, les épluchures, pulpes et les graines.
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