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Introduction

Introduction

Les plantes médicinales sont importante dans le domaine de la recherche pharmaceutique
et médicale. Leur richesse en principes actifs a permis de les utiliser comme agents
thérapeutiques et comme matiéres premieres pour la production de nouvelles molécules
thérapeutiques. Les plantes sont considérées comme une composante fondamentale pour
I’avenir du systeme de santé¢ dans le monde. Elles demeurent une source inépuisable de
substances biologiquement actives attribuées aux métabolites secondaires qui sont trés

diversifiés et possédent un tres large éventail d’activités biologiques (Sadou ,2018).

Les extraits végétaux suscitent de plus en plus d’intérét en tant que possible source de
molécules naturelles bioactives. Elles sont I’objet de recherches multiples pour leur éventuelle

utilisation en tant qu’option de traitement des maladies infectieuses (Amiour et al.,2014).

Chaque année, des millions de personnes décedent dans le monde en raison de maladies
infectieuses. Cette situation est aggravée par I’augmentation des infections causées par des
micro-organismes résistants aux antibiotiques. Par conséquent, la résistance aux antibiotiques

constitue une préoccupation majeure de santé publique (Hogberg, 2014).

De nombreux rapports scientifiques ont montré que les plantes ont un potentiel élevé de
synthétiser différentes substances antimicrobiennes (Daglia, 2012). Les agents antimicrobiens
dérivés des plantes se répartissent en composés phénoliques, poly phénoliques, terpénes et
alcaloides. En raison de leurs actions antimicrobiennes multi-cibles et de leurs faibles effets
indésirables, ces extraits végétaux sont souvent recommandés comme traitements de premiere

ligne (Simoes et al., 2009).

Par ailleurs, les plantes sont connues également pour leur richesse en molécules
antioxydantes. Ces dernicres années, la recherche de nouvelles molécules ayant un pouvoir
antioxydant est devenue indispensable en raison de la toxicité élevée des composés chimiques

utilisés dans le domaine industriel (El Ouariachi et al., 2014).

Persea americana, plus communément appelé avocat, a été sélectionné comme sujet
d’étude en raison de son importance en tant que plante médicinale populaire et largement
utilisée a travers le monde. Cet arbre a feuilles persistantes, appartenant a la famille des
Lauraceae, peut atteindre une taille considérable. Il est reconnaissable a ses fruits verts en forme
de poire, riches en huiles essentielles bénéfiques pour la santé. Cette plante est largement

cultivée dans les régions tropicales et subtropicales. Persea americana est connue pour ses

1
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propriétés thérapeutiques et a sa richesse en composés phytochimiques, connus pour leurs

activités biologiques, notamment antioxydantes, anti-inflammatoires et anticancéreuses
(Dohoué et al., 2024).

Le présent travail a été réaliser dans le but de doser les composés phénoliques totaux et les
flavonoides obtenus apres extraction hydro éthanoliques de I’épicarpe de Persea americana

et, d’autre part, évaluer son activité antibactérienne et antioxydante.

Nous avons divisé€ notre manuscrit en deux parties :
» La premiére partie, contient des rappels bibliographiques générales sur I'espéce
étudiée, les composés phénoliques et leurs activités biologiques.
» Dans la deuxiéme partie, une description du matériel utilisé, de la méthodologie

suivie et des résultats obtenus et leur discussion seront abordés.
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Chapitre I Synthése bibliographique

I.1. Généralités sur Persea americana

I.1.1. Description botanique

L'avocatier (Persea Americana Mill) est un arbre qui appartient a la famille des
Lauraceae. Il est caractérisé par des feuilles vertes et persistantes. Cet arbre est originaire des
régions tropicales et subtropicales (Amérique centrale et Mexique) (Maes, 2017 ; Giron-
vazquez et al., 2019). Il est largement cultivé pour ses fruits, qui sont appréciés pour leur
texture crémeuse (Hurtado-Fernandez et al., 2018 ; Melgar et al., 2018). L'avocatier peut
atteindre jusqu'a 15 a 20 m de hauteur s'il n'est pas taillé, mais dans les plantations
commerciales, sa taille est généralement maintenue a environ 5 m pour faciliter la récolte

(Dulay & De Castro, 2016; Pérez Alvarez et al., 2015).
v' Les feuilles

Les feuilles de I'avocatier sont caractérisées par leur disposition en spirale, leur forme
étroite a large elliptique, leur couleur vert foncé et leur texture coriace. Elles mesurent
généralement entre 12 et 25 c¢m de long et sont pointues a l'extrémité. Les feuilles sont
persistantes, ce qui signifie qu'elles restent sur I'arbre toute 1'année, mais elles tombent et sont
remplacées chaque année apres le renouvellement du feuillage. Elles jouent un réle capital dans
le mécanisme de photosynthése, grace auquel I’arbre est capable de convertir I’énergie solaire

en énergie chimique indispensable a sa croissance (Dulay & De Castro, 2016).
v" Les fleurs

Les fleurs de I’avocatier sont petites et unisexuées, mesurant entre 5 et 10 mm de
diametre. Elles s’assemblent en grappes florales situées sur les branches (Bergh, 2018 ; Idris
et al., 2009). Les fleurs de I’avocatier jouant un réle fondamental dans la reproduction de
I’avocatier, hébergent a la fois les organes reproducteurs males et femelles qui facilitent la
pollinisation et la formation des fruits (Figure 1). La pollinisation de 1’avocatier peut étre
assurée par le vent, les insectes pollinisateurs tels que les abeilles, ou par des méthodes de
pollinisation manuelle dans les plantations commerciales pour garantir un rendement optimal

en fruits (Yasir et al., 2010).
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Figure 1 : Les fleurs de Persea americana (Traore,2014).

v" Fruit

Le fruit de I’avocatier appelé avocat, est une baie de forme allant du conique a
I’ovoide, de taille variable (entre 7 et 20 cm), de couleur verte a brunatre a maturité, a chair

molle, grasse, verdatre ou jaune selon la variété.

Le fruit est composé de trois parties concentriques qui sont I’épicarpe, le mésocarpe et

endocarpe (Figure 2).

» L’épicarpe : également désigné sous le terme exocarpe, constitue la couche
externe de I’enveloppe du fruit. Il est caractérisé par la présence d’une cuticule
cireuse qui assure une fonction protectrice, conférant au fruit une barric¢re
physique contre les facteurs environnementaux nocifs et une résistance accrue
face aux agents pathogenes et mécaniques.

» Le mésocarpe : est la région intermédiaire du fruit, principalement composée de
cellules parenchymateuses. Au sein de cette couche, se distinguent des cellules
volumineuses spécialisées dans le stockage lipidique. Cette partie est
déterminante dans I’apport de la texture crémeuse et riche caractéristique de la

pulpe de I’avocat.
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» L’endocarpe : située a I’interne du pericarpe, est constituée par un agencement de
cellules parenchymateuses alignées en couches multiples, adjacentes a la couche
externe du noyau du fruit. Il représente la portion prédominante de la pulpe
consommable de I’avocat. Ces cellules endocarpiques se différencient par une
teneur en amidon légerement supérieure a celle des cellules mésocarpiques et leur

richesse en composés lipidique.

exocarp / \ seed

\!,
/ -

/
mesocarp ——

Jres

Pericarp

endocarp

Figure 2 : Les différents parties de Persea americana (Fernandez,2014).

v" Le noyau

Le noyau de I'avocat est généralement de forme ronde et de taille significativement
plus petite que celle du fruit lui-méme. 11 est enveloppé par I'endocarpe et représente une petite
partie de la composition totale de 'avocat. Malgré sa petite taille, le noyau est essentiel pour la
reproduction de l'avocatier et contient des réserves nutritives pour la germination de la plante

(Woolf et al., 2009; Yasir et al., 2010).
I.1.2. Taxonomie

Persea americana est un arbre fruitier appartenant & une famille botanique des
Lauracées qui comporte un nombre estimé de genres et une diversité d’especes. Des criteres
taxonomiques tels que la structure des fleurs, la morphologie des feuilles, la composition
chimique des tissus végétaux et les caractéristiques génétiques ont permis la classification de
cette plante dans la famille des Lauracées (Tableau 1 ).Ces caractéristiques distinctives
permettent aux botanistes et taxonomistes de déterminer de maniére précise la position
systématique de I’avocatier parmi les autres membres de la famille des Lauracées (Maes, 2017 ;

Giron-vazquez et al.,2019).



Chapitre I Synthése bibliographique

Tableau I : Taxonomie et systématique (Benoit Bock et al.,2019).

Régne Plantae

Classe Mangoliopsida
Ordre Laurales

Famille Lauraceae

Genre Persea

Espece Persea americana

1.1.3. Les différentes variétés

1.1.3.1. La race mexicaine

La race mexicaine d’avocat se distingue par ses particularités morphologiques.
Typiquement, les fruits de cette catégorie sont de taille petite & moyenne, arborant une tige
courte et une peau fine, parfois un peu rugueuse. Les noyaux sont de dimension moyenne et
contiennent une quantité modérée d’huile (Figure 3/A). La pulpe est distinguée par sa texture
onctueuse et sa saveur délicate, convenant parfaitement aux climats chauds et subtropicaux,
bien qu’elle soit moins résistante aux températures froides comparativement a d’autres variétés

(Schaffer et al., 2013).
1.1.3.2. La race guatémaltéque

La race guatémaltéque, elle se reconnait a ses attributs morphologiques spécifiques.
Les spécimens de cette catégorie tendent a étre de taille moyenne a grande, munis d’une tige
longue et d’une peau épaisse et lisse. Les noyaux des avocats de Guatemala sont plutdt
volumineux, renfermant une quantité conséquente d’huile, conférant a la pulpe une richesse en
saveurs (Figure 3/B). Ces avocats s’adaptent a une gamme variée de climats, y compris les
zones subtropicales, et présentent une résistance accrue au froid. La couleur des feuilles de cette

race peut varier vers un vert plus clair (Schaffer et al., 2013).
1.1.3.3. La race Ouest Indien

Les fruits de cette race ont une capacité d’adaptation aux conditions tropicales (chaleur et
humidité). Ils se caractérisent par des fruits de taille moyenne a la peau lisse, coriace, parfois

brillante, comme les variétés Russell et Hardee (Figure 3/C) (Yahia, 2011).
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Figure 3 : Aspects des différents variétés de fruits de Persea americana(Gardenlux, 2024).

I.1.4. Composition chimique d’avocat

L’avocat (Persea americana) est un fruit exceptionnellement riche en nutriments
essentiels et en composés bioactifs bénéfiques pour la santé. En termes de macronutriments,
I’avocat est relativement faible en protéines, mais il est une excellente source d’acides gras
monoinsaturés, en particulier I’acide oléique [Hausch et al., 2020]. De plus, il représente une
source importante de fibres alimentaires bénéfiques pour la santé digestive [Arachchige et al.,

2019].

En ce qui concerne les micronutriments, 1’avocat est particuli¢rement riche en
potassium, magnésium, en fer et cuivre. Ces minéraux jouent des roles importants dans de
nombreux processus biologiques et sont indispensables pour le maintien de la santé

cardiovasculaire et la fonction musculaire [Bhuyan et al., 2019 ; Melgar et al., 2018].

De nombreux composés bioactifs sont retrouvés dans I’avocat dont les plus importants
sont représenté par les polyphénols tels que la lutéine, les caroténoides et les tocophérols,
connus pour leur pouvoir antiradicalaire, ce qui permet la protection les cellules contre les

dommages oxydatifs et la prévention contre les maladies chroniques [Shi et al., 2021].
I.1.5. Propriétés biologiques

I.1.5.1. Activité antioxydante

Les propriétés antioxydantes contribuent a prévenir les dommages cellulaires et a
ralentir le processus de vieillissement, mais également a renforcer le systéme immunitaire en

protégeant les cellules contre les agressions extérieures. Ainsi, I’intégration réguliere de
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I’avocat dans I’alimentation peut apporter des bienfaits significatifs pour la santé en raison de

ses puissantes propriétés antioxydantes (COLEACP, 2011).

Des études menées par (Bergh , 2018) ; (RESAGRO ,2021) ; (Talabi et al., 2016) et
(Vargas,2018) ont mis en lumicre les propriétés antioxydantes remarquables de Persea
americana. Ces recherches ont souligné la richesse de I’avocat en molécules antioxydantes tels
que la vitamine E, le glutathion et les caroténoides. Ces molécules interviennent dans la
neutralisation des radicaux libres et la protection de I’organisme contre le stress oxydatif. En
effet, la vitamine E protége les membranes cellulaires, le glutathion détoxifie et répare les
dommages cellulaires, tandis que les caroténoides offrent une protection supplémentaire contre

les dommages oxydatifs.
L.1.5.2. Activité antibactérienne

L’extrait de Persea americana, provenant de I’avocat, exerce une activité antibactérienne
puissante grace a son mécanisme d’action. Les composés bioactifs tels que les dérivés de
catéchine et les flavonoides ciblent plusieurs processus cellulaires vitaux des bactéries,
notamment la synthése de I’ADN, des protéines et de la paroi cellulaire. De plus, les extraits
de cette plante sont capable de modifier la perméabilité de la membrane de la cellule
bactérienne, ce qui induit une perturbation de la pression osmotique capable de provoquer un

dysfonctionnement cellulaire critique induisant la lyse et la mort cellulaire.

Les acides gras monoinsaturés, particulierement 1’acide oléique présent dans cet extrait,
interagissent avec la membrane bactérienne, causant des dommages structuraux significatifs et
contribuant ainsi a la destruction cellulaire. Ces mécanismes convergents démontrent une
efficacité antibactérienne robuste de I’extrait de Persea americana, positionnant ce dernier
comme une option prometteuse pour traiter les infections bactériennes résistantes (Atala et al.,

2017; Rodriguez-Sanchez et al., 2013).
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I.1.Les composé phénoliques

Les polyphénols sont des molécules issues du métabolisme secondaire de la plante. Le
terme composé phénoliques englobe une multitude de composés présentant une vaste variété

d’activités biologiques et une valeur économique considérable (Mansour, 2009).
I.1.1.Flavonoides

Les flavonoides sont des composés naturels présents dans de nombreux aliments d’origine
végétale comme les fruits, Iégumes et les céréales. Les flavonoides sont responsables de la
diversité des caractéristiques organoleptiques des aliments (couleur, flaveur et le gout) (Roy et
al., 2022 ; Dias et al. 2021). Leur large distribution dans les végétaux en fait des composés
accessibles pour des applications alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques (Mutha,

Tatiya & Surana, 2021).

Ces métabolites secondaires sont essentiels offrant une gamme diversifiée d’activités
biologiques bénéfiques pour la santé des animaux et I’homme. Ils jouent un réle essentiel chez
les plantes en attirant les insectes pollinisateurs et en les protégeant contre les stress biotiques

et abiotiques (Saeed et al., 2017; Ullah et al., 2020).

Les flavonoides présentent une structure chimique de base constituée d’un squelette de
flavone de 15 carbones, C6-C3-C6, avec deux cycles benzéniques (A et B ) liés par un cycle
pyranique a trois carbones © (Figure 4). La présence de groupes hydroxy dans la structure des
flavonoides influence leur biodisponibilité et leur activité biologique chez les humains (Dias et

al.,2021 ; Dos Santos Grasel et al., 2016).

Figure 4 : Structure de base des flavonoides

(Chira et al.,2008).
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I.1.2.Les acides phénoliques

Ce sont I"une des classes primordiales d’acides organiques dotés de noyaux phénoliques,
qui sont largement distribués dans les diftérentes parties de la plante que ce soit (graines, peaux,
fruits et feuilles) sous forme liée ou libre (LI et al., 2020 ; Kumar et Goel, 2019). IIs
constituent approximativement un tiers des composés phénoliques des aliments d’origine
végétale (RASHMI et NEGI, 2020). Il existe deux sortes d’acides phénoliques : les acides
hydroxy cinnamiques et les acides hydroxy benzoiques COLETTE, 2010).

I.1.2.1.Dérivés d’acides hydroxy benzoiques

Ces composés répondent a une représentation structurale de type (C6-C1) subissent des
variations dues a la présence des modifications par méthylation et hydroxylation sur le cycle
aromatique phénolique (Macheix et al., 2005 ;Kumar et Goel, 2019), avec structure est
similaire a celle de I’acide hydroxy cinnamique , leur variabilité structurelle est marquée par le
nombre et la position des groupes hydroxyles sur I’anneau aromatique, ce qui génére une
diversité de molécules aux propriétés distinctes (STALIKAS, 2007).Ces composés se
présentent sous une forme soluble, conjuguée avec des sucres ou des acides organiques, ou bien,
liés a des structures de paroi cellulaire telle que la lignine (Kumar et Goel, 2019 ;ROBBINS,
2003).

1.1.2.2.Dérivés d’acides hydroxy cinnamiques

Ces composés répondent a une représentation structurale de type (C6-C3) dérive de I’acide
cinnamique dont les plus abondants sont les acides caféique et coumarique et sont présents dans
les aliments fréquemment sous forme d’esters simples avec de I’acide quinique ou du glucose
(Kumar et Goel, 2019 ; Collin et Crouzet, 2011). Leur squelette de base inclut un noyau
benzénique 1ié a une chaine latérale aliphatique de trois atomes de carbone comportant un ou

plusieurs groupes hydroxyles (Figure 5) (Chira et al., 2008).
o)

o)
OH

COOH (@) | X

OH
OH

Figure 5 : Structure générale de l'acide hydroxy benzoique
(a) et I'acide hydro cinnamique (b)

(Bruneton,1999).
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I.1.3.Les stilbénes

Les stilbénes constituent un ensemble significatif de composés phytochimiques non
flavonoides, issues de la voie métabolique phénylpropanoide (SIREROL et al., 2016).
Caractérisés par une structure moléculaire C6-C2-C6, ils sont composés de deux noyaux

benzéniques reliés par un pont méthyléne (CHIRA et al., 2008).

Selon (Pawlus et al.,2012), les végétaux produisent ces molécules en tant que moyen
défensif face a des agressions de nature fongique, bactérienne ou virale, On retrouve les
stilbénes en faibles quantités dans divers aliments consommés par I’homme, tels que les
raisins, les amandes, les myrtilles, les prunes, et notamment dans le vin (DURAZZO et al.,

2019) .
1.1.4.Les coumarines

Les coumarines sont une classe de métabolites secondaires, hétérocycliques naturels
dérivés de la benzopyrone (Onder., 2020), trés intéressants avec leurs structures et leurs
activités biologiques (Bor et al., 2016) .Elles peuvent étre classées en quatre types, a savoir les
coumarines simples, les furanocoumarines, les pyranocoumarines et les coumarines a
substitution pyrone (GARG et al., 2020). On les trouve le plus souvent dans divers composés
a base de plantes tels que le mélilot, I’huile de lavande, I’aspérule des bois ainsi que dans

diverses plantes comestibles comme les fraises et le céleri ( Figure 6) (Garrard., 2014) .

UCH5

/ N

Glc —0

esculoside bergaptene

Figure 6 : Structure des comarines

(Krief,2003).
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I.1.5.Les lignanes

Les lignanes représente un groupe de métabolite secondaire largement répondu dans le
réegne végétal (Pihlav et al., 2018). Environ soixante-dix espéces végétales différentes sont
riches en divers lignanes dans leurs racines, rhi-zomes, tiges, feuilles, graines et fruits (Corona
et al., 2020). La majorité des lignanes sont trouvés a I’état libre, mais certains parmi eux
peuvent se combiner avec du glycone et former des glycosides et d’autres dérivés.
Structurellement, le lignane contient un squelette de base de deux unités de phénylpropane ou
plus (Cui et al., 2020).

1.1.6.Les tanins

Ces des composés tres répandus dans le monde végétal. Les tanins jouent plusieurs roles
biologiques essentiels chez les plante dont les plus importants sont la défense contre les
animaux herbivores, les pathogenes et les stress environnementaux. Dans la plante, on les
retrouve dans diverses parties : I'écorce, le bois, les feuilles, les fruits et les racines, mais a des

taux variables (Vandi et al., 2016).

Les tannins sont des polymeéres de flavonoides sont caractérisés par leur aptitude a réagir
avec les alcaloides, protéines et d'autres macromolécules, ce qui leur confére des propriétés
astringentes, les rendant utiles dans divers domaines tels que la médecine, l'industrie alimentaire

et la tannerie (Bule et al., 2020).
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Matériel et méthodes

Dans le but de mettre en valeur la flore algérienne, nous avons examiné une plante de
la famille des Lauraceae, a savoir Persea americana de la race mexicaine. A travers ce travail,
nous avons étudié les effets biologiques des extraits de I’épicarpe a deux stades de maturité.

Dans ce travail on va se pencher sur I’é¢tude de deux activités biologiques importantes des
composés phénoliques qui sont : I’activité antioxydante et I’activité antibactérienne. Un dosage des
polyphénols totaux et les flavonoides a également été effectuée. Le choix du dosage de ces composés
est expliqué par le fait que la plupart des effets biologiques de la plante leurs sont attribués (Boizot et
al., 2006).

Le travail expérimental été effectué dans deux laboratoires :
L’extraction des substance phénolique et I’évaluation de leur effets antioxydant ont été
effectuées au niveau du laboratoire de Microbiologie de I’université de Bouira.
L’analyse de I’activité antibactérienne (L’antibiogramme) a été effectuée dans un laboratoire

médicale externe situé dans la ville de Bouira (laboratoire Sayah).

I. Matériel

L.1.Matériel végétale

Dans le cadre de cette recherche, les maticres premieres végétales sélectionnées étaient
I’épicarpe de Persea americana, récoltée entre juillet (stade 1) et Novembre (stade 2) 2023
dans la région d’Alger. Postérieurement a leur collecte, les échantillons de 1’épicarpe ont été
soigneusement nettoyés et soumis a un séchage a I’air libre et a température ambiante, a I’abris
de la lumiére pour limiter la dégradation des composés actifs.
I.2.Souches bactériennes

Les extraits hydro-éthanoliques de I’épicarpe de Persea americana ont été testés

pour leur activité antibactérienne vis-a-vis de quatre souches de référence connues pour leur
Pathogénicité, a savoir : Bacillus cereus ATCC 14579 ; Staphylococcus aureus ATCC 43300 ;
Escherichia coli ATCC 87393 ; Pseudomonas aeruginosa ATCC 87393 et deux souches
pathogeénes (Proteus sp. et Klebsiella sp.) isolées au cours d’un examen médicale chez des

patients et qui ont été fournis par le laboratoire du Dr.Sayah .
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I1. Méthodes
I1.1. Préparation des extraits

I1.1.1. Broyage et tamisage
Dans le but de préparer les échantillons pour I’extraction, une étape de broyage a été
effectuée avec soin. Les échantillons séchés ont été séparément broyés a 1’aide d’un broyeur
¢lectrique. Par la suite un tamis a été utilisé afin d’obtenir une poudre fine et homogene. Les
poudres obtenues ont été stockées séparément dans des flacons en verre hermétiques, a 4°C
jusqu’a utilisation.
I1.1.2. Extraction des composés phénoliques

Cette étape vise a extraire efficacement les molécules bioactives présentes dans les
pelures de fruit de Persea americana en utilisant 1’éthanol comme solvant extracteur,
conformément a la méthode décrite par Moon & Shibamoto (2009) (Figure 7). L’extraction a
été effectuée par le procédé de macération d’une quantité de 5g des poudres végétales dans un
volume de 50 ml d’éthanol a 70% pendant une durée de 48 heures. Les extraits obtenus ont été
filtrés en utilisant du papier Whatman N°1, puis évaporés sous pression réduite a 45 °C a l'aide
d'un étuve.

Afin de garantir une conservation optimale, les extraits secs ont été transférés dans des
fioles en verre stériles de couleur sombre et conservés au réfrigérateur (4-6°C) afin de prévenir
tout risque de dégradation, conformément aux recommandations de Boizot & Charpentier

(2006).

Figure 7 : Préparation des extraits composés phénoliques .
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I1.2. Détermination du rendement

La masse de I’extrait sec a été déterminée en mesurant la différence de masse d’un flacon avant
et aprés évaporation du solvant, conformément a la méthode décrite par (Mohammadi, 2005).

Le rendement de chaque extraction a été calculé en utilisant la formule suivante :

Rdt ext % = (M ext /M éch) x 100

Ou:

Rdt (%) : représente le rendement de I’extraction, exprimé en pourcentage.

M ext : la masse de I’extrait végétal obtenu apres évaporation du solvant.

M éch : C’est le poids initial de matiere végétale utilisée, exprimé en grammes.
Le poids de I’extrait apres séchage a été déterminée en mesurant la différence de masse d’une
flacon avant et apres évaporation du solvant, selon a la méthode décrite par (Mohammadi , 2005).

I1.3. Dosage des polyphénols totaux

Dans le but d’établir un lien entre la composition chimique des extraits préparés et leurs
effets biologiques, une quantification des composés phénoliques totaux a été réalisé.
v' A/ Principe :

La méthode colorimétrique du Folin-Ciocalteu a été réalisée pour la détermination des
teneurs en polyphénols totaux dans nos extraits (Ragaee et al., 2006 ; Wong et al., 2006 ;
Anthony, 2010). Ce réactif de couleur jaune est constitué d’un mélange d’acide
phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique. Lors de I’oxydation des polyphénols
présent dans I’extrait, un complexe de couleur bleue est formé suite a la réduction du réactif de
Folin-Cioclateu (Ribéreau, 1968). L’intensité de cette coloration, est proportionnelle au taux
des polyphénols présents dans les extraits (Ghazi & Sahraoui, 2005 ; Boizot & Charpentier,
2006).

> B/ Mode opératoire :
La détermination des taux de polyphénols totaux a été réalisée suivant le protocole
décrit par Saad et al. (2021) avec quelques modifications. Dans un tube a essai on mélange, 750

ul d’extrait éthanolique (100mg/ml) avec 750pl de réactit de Folin Ciocalteu dilué a un dixieéme
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dans de I’eau distillée. Aprés 5 min,750pul de carbonate de sodium (Na>CO3) avec une
concentration de 75g/1 sont ajoutés.

Le mélange est ensuite incubé pendant 30 min a température ambiante et a I’obscurité ,
L’absorbance est mesurée a une longueur d’onde de 765nm par un spectrophotométre. Les
expériences ont été répétées trois fois pour confirmer la reproductibilité des résultats. Une
courbe d’étalonnage de I’acide gallique & différentes concentrations, a été préparée dans les
mémes conditions opératoire de I’échantillon. Les résultats obtenus sont exprimés en

microgramme d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait sec (mg EAG/mg).
I1.4. Dosage des Flavonoides

v' Principe :

La quantification des taux en flavonoides des deux extraits hydro-éthanolique obtenus
dans notre travail a été réalisée par la technique colorimétrique au trichlorure d’aluminium .
Les flavonoides réagissent avec I’aluminium sous forme d’ions Al3+ pour former des
complexes jaunatres, suite a la décomposition du chlorure d’aluminium (Ribéreau-Gayon,
1999).
v" Mode opératoire :
La teneur en flavonoides dans les différents extraits a été¢ déterminée suivant le
protocole précédemment décrit par Djeridane et al. (2006), avec quelques modifications.
Dans cette expérience, 1 mL de trichlorure d’aluminium (AICI3) a une concentration
de 2% a été¢ mélangé avec 1 mL de I’extraits a tester a une concentration de 1 mg/ml (Figure
10). Ce mélange a été agité puis incubé pendant 10 min a température ambiante en obscurité,
ensuite I’absorbance a été mesurée a 430nm par un spectrophotomeétre UV-VIS. Les teneurs
en flavonoides totaux contenues dans les extraits ont été obtenus par extrapolation sur une
courbe d’étalonnage établie avec le standard quercétine et exprimés en milligrammes
d’équivalents de quercétine par gramme de la matiere seche (mg EQ/g).
IL.5. Evaluation de ’activité antioxydante
v' A /Principe :

Le test du DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl) est communément employé pour
mesurer |’activité antioxydante d’une maniére rapide et directe. A température ambiante et en
milieu alcoolique, le radical DPPHe se caractérise par une coloration violette prononcée.

Lorsqu’une substance antioxydante, agissant comme donneuse de protons, est

présente dans le milieu, elle réduit le radical DPPHe en DPPHH, entrainant un changement de
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couleur vers le jaune. Cette réaction colorimétrique sert a évaluer la capacité d’un échantillon
a agir en tant qu’antioxydant par le biais de la réduction du radical DPPHe.

Cette transformation est quantifiable par une réduction de I’absorbance mesurée a 517 nm
en spectroscopie. Ce procédé constitue donc un moyen efficace d’évaluer le potentiel
antioxydant d’une substance en détectant sa capacité a piéger et neutraliser les radicaux libres.

v' Mode opératoire

Pour évaluer I’activité antioxydante des différents extraits, le test de DPPH décrit par
Djerrad et al. (2015) a été appliquée.

Dans le cadre de cette procédure, les différentes dilutions des extraits ont été préparées
en éthanol. Pour le test, 0,1 ml de chaque dilution d’extrait ont ét¢ mélangés avec 1,9 ml de la
solution de DPPH a une concentration de (0,1M). Le mélange a ensuite été laissé¢ pendant 30
minutes & I’obscurité. La diminution de I’absorbance, signe de la réduction du radical, a été
mesurée contre un blanc a une longueur d’onde de 517 nm. Les taux d’inhibition du radical
libre DPPH ont été ensuite calculés et les valeurs IC50 qui correspondent a la concentration
nécessaire pour produire une inhibition de 50% du radical libre a été déterminée graphiquement.
L’acide ascorbique a ét¢ utilisé comme témoin positif.

I1.6. Evaluation de I’activité antibactérienne

I1.6.1. Préparation de I’inoculum
Pour la préparation des suspensions bactériennes, I’ensemble des souches bactériennes
ont été mise en culture sur gélose nutritive puis incubée a 37C° pendant 24h.

Aprés incubation, 3 colonies bien isolées ont été prélevées a I’aide d’une anse de platine
et mise en suspension dans une solution d’eau physiologique stérile. Les suspensions
bactériennes ont €té ensuite homogénéisées a I’aide d’un vortex et la turbidité a été ajustée a
0,5 Mc Farland, a I’aide d’un spectrophotomeétre (DO = 0,08 a 0,1 a A = 625nm), ce qui
correspond a une concentration d’environ 108 UFC/ ml (Fertout-Mouri et al., 2016).

I1.6.2. Réalisation des test antibactériens
11.6.2.1. Méthode de diffusion sur disque

La méthode de diffusion sur disque (méthode de I’aromatogramme), a été réalisée pour
évaluer I’activité antibactérienne des extraits préparés. Inspirée de I’antibiogramme, cette

technique permet de tester la sensibilité¢ des souches bactériennes a un substance bioactive.
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» Mode opératoire

L’ensemencement a été réalisé par écouvillonnage a partir d’un inoculum de 10% UFC/ml.
Un inoculum a été prélevé de la suspension bactérienne a I’aide d’un écouvillon stérile. Une
fois bien imbibé, I’écouvillon a été utilisé¢ pour réaliser un ensemencement en surface par la
technique des stries sur boite de Pétri contenant le milieu MH (Mueller-Hinton).

Afin de s’assurer que la surface entieére du milieu de culture est ensemencée d’une
maniere homogene ; on réalise des stries serrées et paralléles et on répéte cette opération deux
fois en tournant la boité a 90°. Des disques stériles de 6 mm de diamétre ont d’abord été déposés
a la surface du milieu de culture ensemencé, puis imprégnés de 20 ul de chaque extrait testé a

différentes concentrations, préparées dans du DMSO (100 mg /ml et 50 mg / ml) (Figure 8).

Figure 8 : Réalisation de la méthode de la diffusion sur milieu solide (méthode des disques) .

Des disques contenant le diluant (DMSO) et des antibiotique (Gentamycine (10pg) et
Ampicilline (10pg)) ont été utilisés pour chaque souche et ont été considérés comme des
témoins négatifs et positifs, respectivement. Les boites de Pétri ont été mise en culture a une
température de 37 °C pendant 24h (Haddouchi et al., 2016). La détermination de I’activité
antibactérienne a été estimée en millimétres par la mesure, a 1’aide d’un pied a coulisse, du
diamétre de la zone claire formée autour des disques. Chaque expérience est répétée trois fois,
en suivant les mémes conditions opératoires.
11.6.2.2. Concentrations minimales inhibitrices et bactéricides (CMI et CMB)

La technique des micro-dilutions en puits a été suivie pour déterminer les

concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides (CMB) (CLSI en 2006).
Cette technique est basée sur la capacité des micro- organismes a croitre dans une

série de dilutions contenant des substances antibactériennes.
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Pour préparer les microplaques, 100 pl de bouillon nutritif ont été déposées dans
chaque puit. Ensuite 100 pl de I'extrait a tester ont été ajouté dans les puits pour avoir des
concentrations finales allant de 50 mg/ml a 0,048 mg/ml. Finalement, les puits ont été
ensemencés avec 10 pl de suspension bactérienne a tester préalablement ajustée a une
concentration de 10 UFC/mL. Pour chaque test, un témoin positif (absence d’extrait) et un
témoin négatif (absence d’extrait et la souche testé) ont été préparés (Figure 9). Les
microplaques préparées ont été incubées a 37 °C pendant 24H.

Aprées incubation la CMI qui correspond a la plus faible concentration a laquelle
aucune croissance n’est observée a été déterminée visuellement. Afin d’obtenir la valeur de
la CMB, un volume de 20 pl a été pipeté a partir des puits qui ne présentaient aucune
croissance visible puis ensemencées sur milieu gélose nutritive. Les boites Pétris
ensemencées ont été ensuite incubées a 37°C pendant 24 heures. La CMB est déterminée
comme étant la plus faible concentration a laquelle aucune croissance n’est enregistrée suite

a une tentative de reculture sur milieu solide (Bolou et al., 2011).

Figure 9 : détermination de concentration minimale inhibitrice par la
technique des microdilutions .
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Résultats et discussion

1.Rendement d’extraction
Aprées avoir réalisé le procédé de I’extraction des composés bioactifs des pelures des fruits
de Persea americana, le rendement d’extraction a été calculé pour les deux stades de maturité

étudiés. Les taux obtenus sont représentés dans la figure suivante.

Rendement dextraction %

27,08%

18%
30,00%

20,00%
10,00%
0,00%

Stade 1 Stade 2

Stade 1 Stade 2

Figure 10 : Hisogramme représentant le rendement d'extraction des composés phénoliques
des pelures de Persea americana .

Les résultats du rendement représentés sur la Figure 10, révélent une variation
significative des rendements d'extraction chez l'espece Persea americana, avec un rendement
maximal observé dans l'extrait hydro-éthanolique stade 1 (27,08%), suivi de pres par l'extrait
hydro-éthanolique de Persea americana Stade 2 (18%) Ces résultats dépassent les rendements
précédemment rapportés par Michael Oghenejobo, (2016). D’apres Seidel et al. (2006), les
solvants alcooliques polaires permettent d’extraire le maximum de composées bioactifs. Ces
solvants provoquent une augmentation de la perméabilité de la membrane cellulaire ce qui permet
I’extraction d’une plus grande quantité de substances bioactives.

Une comparaison avec les recherches antérieures de Fernando Garcia-Ramon, (2023) sur
I’épicarpe d’avocat Hass révele une similitude des rendements d’extraction pour I’extrait hydro-
éthanolique de Persea americana stade 1, mais une légere amélioration pour I’extrait hydro-

éthanolique de Persea americana stade 2. Ces différences peuvent étre attribuées a des facteurs
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environnementaux, génétiques et géographiques, comme souligné dans I’étude de Michael
Oghenejobo (2016).

L’extraction, une étape importante qui permet de récupérer et maintenir I’intégrité des
molécules bioactives présente dans les matiéres végétales. L’efficacité de cette démarche est
conditionnée par divers facteurs, dont la complexité chimique des composants phytochimiques, la
méthode d’extraction adoptée, la taille des particules d’échantillon et les caractéristiques du solvant
(Muhamed et al., 2017 ; Do et al., 2014). Pour cette étude, nous avons fait le choix de la méthode
d'extraction solide-liquide, a savoir la macération, une approche répandue malgré son rendement
d’extraction généralement modeste pour les substances bioactives tel que les composés
phénoliques (Zhang et al., 2018 ; Boeing et al., 2014).

Le rendement de I’extraction varie selon : la nature de solvant et leur polarité, pH, la
température d’extraction, I’espeéce végétale et son contenu en métabolites secondaires, la durée de
stockage et la période de récolte (Doe et al., 2014 ; Bachiri et al., 2016 ; Haddouchi et al., 2016).
Ces facteurs peuvent conduire a une réduction tres significative de composés bioactifs obtenue a
partir de I’extraction et par conséquent affect leurs activités biologiques (Ouédraogo et al., 2018 ;
Bar et al., 2022).

I1. Teneurs en polyphénols totaux

La détermination des taux en polyphénols des extraits a été réalisé par la méthode de
Folin-Ciocalteu et les résultats sont exprimés en moyenne =+ I’écartype. La méthode se base sur une
réaction d’oxydoréduction, dont la mise en évidence de ces composés se fait grace a I’apparition
d’une coloration bleue au cours du dosage.

Afin de déterminer les taux des polyphénols totaux présents dans les extraits obtenus,
une courbe d’étalonnage établie a I’aide de diftérentes concentrations de 1’acide gallique a été
réalisé. La courbe obtenue montre une équation linéaire entre la concentration et la densité optique
avec un R? = 0,9956. La teneur en composés phénoliques est déterminée a partir de la droite de
régression de la gamme d’étalonnage établie avec I’acide gallique Y=0, 011x -0,0061. Le résultat
est exprimé en mg €quivalent d’acide gallique par mg d’extrait sec (mgEAG/mg d’extrait)

(Figure 11).
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Figure 11 : Droite d'étalonnagede I'acide gallique .

Les résultats obtenus pour le dosage des polyphénols des extraits de la plante étudiée sont

représentés dans la figure 12.
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Figure 12 : Histogramme représentantla quantité en (mg) des polyphénols des les extraits
analysés .
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Les valeurs considérables ont été obtenues pour les deux stades de maturité de la plante, ce
qui indique une richesse en composés phénoliques. Toutefois, des différences entre les deux
extraits ont €té¢ observées. Les teneurs en composés phénoliques augmentent avec la maturité du
fruit. En effet, comme indiqué sur La figure 12, I’extrait hydro éthanolique de Persea americana
(Stade 02) posséde une teneur plus élevée en polyphénols (168,20 £0,375 mg EGA/g d’extrait),
en comparaison avec I’extrait hydro éthanolique de Persea americana (stade 01) (124,927 = 0,559
mg EGA/g d’extrait). L’étude menée par Xiaoyan Lyu (2023) sur des composés phénoliques
dans la peau de I’avocat cultivé en Australie révele que les pelures mires de Hass présentent une
teneur en composés polyphénoliques de 77,85 mg EAG/g, tandis que pour les pelures non mires
de Hass, elle est de 45,74 + 2,08 mg EAG/g. Nos résultats, obtenus dans notre travail, mettent en
évidence des valeurs de teneur en composé€s polyphénoliques plus ¢élevées, atteignant
respectivement 168,2 mg EAG/g pour I’avocat Stade 2 et 124,927 mg EAG/g pour I’avocat stade
1, ce qui suggere une potentialité antioxydante accrue.

Dans la recherche menée par Ibrahim Juma (2023), portant sur 1’épicarpe d’avocat Hass
d’origine industrielle, les observations quant a la teneur en composés polyphénoliques des pelures
mature de Hass (44,24 + 0,06 mg EAG/g) et des pelures non mature (30,35 = 0,05 mg EAG/g)
sont mises en perspective avec nos résultats.

L’étude d’Agnieszka Kosinska (2012) sur les profils de composés phénoliques de
différentes variétés d’avocats, notamment Hass et Shepard, fournit des données intéressantes pour
la comparaison. Les teneurs en polyphénols totaux de 25,32 + 0,242 mg EAG/g pour la variété
Hass et de 15,61 £ 0,241 mg EAG/g pour la variété Shepard sont comparées avec nos résultats.
Bien que nos mesures révelent des valeurs similaires pour I’avocat mature, des teneurs plus élevées
sont observées pour I’avocat non mature. Cette comparaison souligne 1’impact potentiel du stade
de maturité sur la composition phénolique de I’avocat.

L’étude menée par Muh. Amir Masruhim (2022) a révélé une teneur totale en
polyphénols de 221,593 mg GAE/g d’extrait de peau d’avocat. Comparativement a nos propres
résultats, cette étude démontre une teneur en polyphénols considérablement plus élevée, indiquant
des variations qui pourraient étre lices a des différences dans les conditions climatiques et culturales

de la plante.

28



Chapitre 111 Résultats et discussion

II1.3. Teneur en flavonoides

En ce qui concerne la quantification des flavonoides, la quercitine a été employée comme
étalon de référence afin d’établir une courbe d’étalonnage, permettant la quantification des
flavonoides présents dans les extraits étudiés. Les valeurs obtenues sont exprimées en

milligrammes d’équivalents de quercétine par gramme de matiere seche (mg QE/g) (Figure 16).
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Figure 13 : Droite d'étalonnage de la quercetine .
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Figure 14 : Histogramme représentant la quantité en (mg) des flavonoides dans les extraits
étudiés .
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Nos résultats, comme illustrés dans la (figure 14), révélent que les extraits hydro-
éthanoliques des pelures de Persea americana, tant stade 2 que stade 1, présentent des teneurs
significativement élevées en flavonoides. En particulier, 1’extrait hydro-éthanolique de Persea
americana stade 2 affiche une teneur en flavonoides de 21,65 mg QE/g, suivi par 1’extrait de

Persea americana stade 1 avec 17,42 mg QE/g .

En comparant ces résultats a ceux de Xiaoyan Lyu (2023), qui rapporte des teneurs en
flavonoides de 3,44 + 0,03 mg QE/g pour les pelures non mires d’avocat cultivé en Australie, il
est évident que les valeurs obtenues dans notre étude sont nettement plus élevées. Cette différence
substantielle suggere une concentration accrue en composés flavonoidiques dans nos extraits, ce

qui pourrait correspondre a une activité antioxydante potentiellement plus élevée.

En comparant nos valeurs a celles publiées par Hafiz A. R. Suleria (2020) portant sur le
criblage et la caractérisation des flavonoides dans diverses €picarpes de fruits rapporte une teneur
en flavonoides de 1,24 + 0,11 mg QE/g. Les valeurs obtenues dans notre recherche, qui sont
nettement plus élevées, mettent en lumicre la richesse exceptionnelle des extraits de Persea
americana en flavonoides, surpassant ainsi significativement les valeurs rapportées pour d’autres
fruits. Cette variation en termes de teneur en flavonoides dans les pelures des fruits pourrait étre

expliqué par des différences dans le protocole d’extraction utilisées dans notre étude.

La teneur en flavonoides est attribuée a divers paramétres expérimentaux et
environnementaux. Le travail de Rini Isromarina (2022) indique une teneur remarquable de
125,01 mg QE/g pour I’extrait éthanolique de la peau d’avocat, tandis que Vinha et al (2013), Ont
rapporté une concentration de 44,3 mg/100g.Ces résultats different de manicre significative de nos
observations, qui montrent des valeurs de 21,65 mg QE/g pour les échantillons stade 2 et de 17,42

mg QE/g pour les stade 1 .

L’étude d’Aminah Aminah (2017) rapporte une teneur totale en flavonoides de 4,0122 mg
QE/g dans I’extrait éthanolique de peau d’avocat. En comparaison, nos résultats sont supérieurs,
suggérant que des différences significatives dans les méthodologies d’extraction ou les variétés de

la plante utilisée pourraient expliquer cette variation.

Enfin, I’étude de Muh. Amir Masruhim (2022) révele une teneur totale en flavonoides de

10,855 mg QE/g dans ’extrait de peau d’avocat. Cette teneur, inférieure a celles observées dans
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notre étude pour les pelures stade 2 (21,65 mg QE/g) et stade 1 (17,42 mg QE/g), suggére que nos

extraits posseédent une concentration plus élevée en flavonoides.

II1.4.Activité antioxydante.
Dans notre travail, nous avons déterminé 1’activité antiradicalaire des extraits hydro-
éthanoliques des pelures du fruit de 1’avocats a deux stade différents ,par le test du DPPH. Les

résultats obtenus ont révélé des différences significatives.

La quantification de I’efficacité antioxydante des extraits d’épicarpe d’avocat a divers stades
de maturité, obtenus par macération, a été réalisé suite a la détermination de la concentration
inhibitrice médiane IC50, soit la quantité nécessaire pour lier 50% des radicaux DPPH libres. Nos
observations ont révélé une IC50 de (0,35+0,06 mg/mL) pour I’extrait issu d’avocat stade 2 et de
(0,73+£0,01 mg/mL) pour celui issu d’avocat stade 1 . Ces résultats suggerent que I’extrait hydro-
ethanolique d’épicarpe mature a une activité antioxydante plus élevée par rapport aux extraits
hydro-éthanoliques immature. Cependant, en comparant ces résultats avec la valeur de référence
de I’acide ascorbique, qui a une IC50 de 0,14 mg/mL, il est évident que les extraits analysés, bien
qu’ayant montré une activité antioxydante, sont moins efficaces. Cela montre que, malgré leurs
propriétés antioxydante, les extraits étudiés sont moins puissants que 1’acide ascorbique pour
neutraliser les radicaux libres. Ces données sont inférieurs aux résultats obtenues par Mohamed
Yassin Ali et all en 2024, qui Ont examiné ’activité antioxydante d’un extrait éthanolique d’

épicarpe de P.americana qui présentent une valeur de IC50 de 99,87 pg/mL

Dans une précédente étude réalisée par Irma Antasionasti et al. (2017) il a ét€¢ démontré
que la nature du solvant utilisé joue un rdle crucial dans la teneur et la nature des composés
récupérés, qui est également étroitement li¢ a leurs pouvoir antioxydant. Ces auteurs ont démontré
que Dl’extrait méthanolique de 1’épicarpe de 1’avocat présentait un IC50 de 9,467 pg/mL.
Cependant, une valeur d’IC50 plus ¢€levée de 78,33 pg/mL indiquant une réduction du pouvoir
antioxydant a été obtenue dans la méme matiére végétale en utilisant 1’éther de pétrole comme

solvant d’extraction.

Une activité anti-radicalaire plus élevé par rapport aux notre extraits a été rapportée par
Rini Isromarina and all. (2022 ) pour L’extrait éthanolique d’epicarpe de Persea americana

caractérisé par une valeur de IC50 de 41,93 pg/ml.
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Tableau II : Valeurs IC50 des différents extraits hydroéthanolique et I'acide ascorbique .

Acide ascorbique Persea americana Persea americana
Stade 1 Stade 2
ICs0 (mg/mL) 0,14+0,07 0,73+0,01 0,35+0,06

La relation entre la concentration inhibitrice a 50% et [’activité antioxydante d’une
substance est caractérisée par une corrélation négative. Cela signifie qu’une valeur réduite d’IC50
indique une forte capacité antiradicalaire. Par conséquent, un IC50 inférieur implique que 1’on a
besoin d’une plus petite quantité de la substance pour induire une réduction significative de
I’activité des radicaux libres, traduisant une activité antioxydante supérieure (Tableau II)

(Habibou et al., 2019).
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I11.5. Evaluation de ’activité antibactérienne

I11.5.1. Etude de la sensibilité bactérienne

Les résultats obtenus, tels qu’illustrés dans le tableau III, attestent que I’extraits de la
peau de Persea americana au premier stade de maturation exhibe une capacité antibactérienne
variable vis-a-vis de la totalité des souches bactériennes expérimentées. Une inhibition maximale
est identifiée avec des diameétres d’inhibition respectifs de 14,8 et 13,1 mm, obtenus a une
concentration de 100 mg/ml contre les souches de Pseudomonas aeruginosa et Proteus sp. En
paralléle, une inhibition mineure est relevée, indiquée par des zones de 9, 12,35 et 12,4 mm, pour
le méme extrait ramenée a 50 mg/ml, et ce, face aux souches Klebsiella sp., Staphylococcus aureus

et Escherichia coli respectivement.

A partir des résultats obtenus, nous pouvons constater également que les souches

bactériennes soumises a I’analyse témoignent d’une sensibilité variable a 1’extrait
hydroéthanolique de la peau de Persea americana au deuxiéme stade de maturité. Il y est décelé
des zones d’inhibition prononcées de 17,35 mm pour Proteus sp. de 16,7 mm pour Pseudomonas
sp., de 16,35 mm pour Bacillus cereus, et de 15,85 mm pour Staphylococcus aureus a concentration
de 100 mg/ml. A I’opposé, une activité antibactérienne moindre est signalée par des zones
d’inhibition de 9 mm contre Klebsiella sp. de 12,35 mm contre Staphylococcus aureus et de 12,4
mm contre Escherichia coli, tous mesurées a une concentration de 1’extrait de 50 mg/ml. Ces
constatations confirment le potentiel de I’extrait comme agent antibactérien, avec des implications

pratiques distinctes selon la concentration et le stade de maturité de 1’extrait de peau d’avocat.

Tableau III : Diameétres des zones d'inhibition(mm) des extraits hydro-éthanoliques de la

peau de l'avocat a différents stades de maturité .

STADE 1 STADE 2

Concentration 50 100 50 100
Bacillus cereus 10,25+0,21 12,3+0,14 12,7+0,42 16,35+2,1
Staphylococcus aureus 9,85+0,07 12,4+1,13 12,35+0,35 | 15,85+1,62
Klebsiella sp. 8+0,21 9,05+0,91 9,1+0,28 12,55+0,63
Escherichia coli 11,1141 13,2+0,28 12,4+0,7 14,25+0,49
Proteus sp. 11,8+0,28 13,1+0,14 | 13,85+0,49 | 17,35+0,21
Pseudomonas aeruginosa 12,05+0,21 14,8+0,14 14,65+0,21 16,7+0,28
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A partir les résultats obtenus dans notre étude, il est évident que les souches bactériennes
soumises a l’analyse présentent une sensibilité variable aux antibiotiques gentamycine et
ampicilline. Bacillus cereus montre une forte sensibilité a la gentamycine avec une zone
d’inhibition de 26 = 1,41 mm, mais est totalement résistant a I’ampicilline. Staphylococcus aureus
présente une sensibilité moindre a la gentamycine (17,9 + 0,21 mm) mais une sensibilité notable a
I’ampicilline (23,65 + 0,63 mm). Klebsiella sp. Affiche une sensibilité élevée a la gentamycine
(27,15 + 0,49 mm) et une sensibilité plus faible a ’ampicilline (11,5 + 0,77 mm). Escherichia coli
est sensible a la gentamycine (26,75 + 0,35 mm) et montre une sensibilité modérée a 1’ampicilline
(15 £ 0,14 mm). Proteus sp. est totalement résistant aux deux antibiotiques. Enfin, Pseudomonas
aeruginosa est sensible a la gentamycine (22,46 + 0,63 mm) mais résistant a 1’ampicilline
(Tableau IV). Ces constatations indiquent que la gentamycine posséde une activité antibactérienne
plus large comparée a I’ampicilline pour les souches bactériennes testées, soulignant que

I’efficacité des antibiotiques dépend fortement du type de bactérie ciblée.

Tableau IV: Activités antibactérienne (zones d'inhibition en mm) de la gentamycine et

I'ampicilline sur les souches bactériennes testés

Gentamicine (10pg) Ampicilline (10ng)
Bacillus cereus 26+ 1,41 0+0
Staphylococcus aureus 17,9+0,21 23,65+0,63
Klebsiella sp. 27,15 +0,49 11,5+0,77
Escherichia coli 26,75+0,35 15+0,14
Proteus sp. 0+0 0+0
Pseudomonas aeruginosa 22,46+0,63 0+0
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Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli Staphylococcus aureus

Figure 15: Résultats de l'antibiogramme .
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Bacillus cereus

Proteus sp.

Escherichia coli

1 : concentration 100 mg / ml -2 : concentration 50 mg / ml - 3 : Témoin négatif ( DMSO )

Figure 16 : Résultats de la méthode de diffusion sur disque réalisée pour les extraits

éthanoliques .
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En comparant nos valeurs a celles publié¢es par Wulandari et al., 2019 rapporte une faible
activité sur Staphylococcus aureus ATCC 25923 avec une diametre de 8,05 + 0,23 mm. Les valeurs
obtenues dans notre étude qui sont nettement plus élevées, mettent en lumiere le potentiel
antibacterien exceptionnelle de notre extraits de Persea americana .En revanche, les résultats
obtenus sur la méme espece (Staphylococcus aureus ATCC 25923) par Nanik Sulistyani et al.,
2022 ont montré que I’extrait éthanolique et I’extrait de d’acétate d’éthyle de épicarpe P.americana
posseéde un faible effet avec des zones inhibitrices de 5,67+0,29 et 8,33+0,58 , respectivement qui

sont inférieure a notre résultat.

L’étude de Cyuzuzo Callixte et all en 2019, révele une forte Activité antibactérienne sur
K. pneumoniae ATCC 4352 et P. aeruginosa ATCC 27853 avec des zones inhibitrices de 17+0,2
mm et 17+£3,3 mm respectivement pour ’extrait éthanolique de peau d’avocat. Ces valeurs sont

proches a celles observées dans notre étude pour les pelures matures.

Des études menées par Rodriguez-Carpena al en 2011 et Michael Oghenejobo al (2016 )
, ont montrés que I’extrait éthanolique de épicarpe mature d’avocats possede un faible effet sur E.

coli avec un diametre de 5,73 mm et 6 mm , respectivement qui sont inférieurs a notre résultat.

D’aprés la recherche bibliographique disponible, il n’existe pas vraiment des travaux sur
I’activité antibactérienne extrait hydro-éthanolique de 1’épicarpe mature et immature de Persea
americana contre Bacillus cereus et Proteus sp. Pour cela, les résultats de cette étude sont comparés
a ceux obtenus pour d’autres partie de cette plante (les graines et les feuilles) contre les souches de

références.

D’aprés les résultats de I’étude menée par Rodriguez-Carpena et ses collaborateurs en
2011, sur I’activité antibactérienne des extraits éthanolique de graines de fruit d’avocat contre
Bacillus cereus , ils ont montré que I’extrait a une activité modéré sur la souche testé avec un
diametre de 9,20 et 7,87, respectivement pour deux variétés de fruits mature Persea americana qui
sont inférieurs a notre résultat. En revanche, les résultats obtenus par Vivekananda Vinsensius
Benget et al. (2016), ont montré que 1’extrait éthanolique de graines de P.americana posseéde une
activité modérée contre Bacillus cereus avec un diametre de 11, 55 mm qu’est inférieur a notre

résultat.
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L’étude de Biyik, H. H., et al (2019), révele une activité antibactérienne modéré d’extrait
éthanolique des feuilles de Persea americana sur Bacillus cereus avec une zone inhibitrice de 13
mm qu’est proche a nos résultats. Tandis que, I’effet inhibiteur le plus puissant sur Bacillus cereus
a ¢té observé par Harrizul Rivai et al en 2020 , dont la plus grand zone d’inhibition est de 25,50

mm qui reste supérieur a celle obtenue dans notre travail.

La détermination des zones d’inhibition est une méthode couramment employée pour
évaluer DI’activité antimicrobienne des extraits végétaux. Cette technique est affectée par de
multiples parameétres qui peuvent entrainer des variations significatives dans les résultats obtenus.
Ainsi, la période de récolte de la plante influence la composition chimique de ces extraits et, de ce
fait, leur potentiel antibactérien, comme 1’ont rapporté Herouini et al. (2015). De plus la diffusion
et la solubilité de la substance testée dans le milieu gélosé, de méme que la dimension et le type du
disque de diffusion, jouent également un rdle prépondérant dans la mesure de I’activité

antimicrobienne (Bubonja-Sonje et al., 2020 ; Horvath et al., 2016).

La quantité du composé antibactérien appliqué sur le disque, la nature de la souche
microbienne testée, ainsi que ses métabolites influencent par ailleurs la taille de la zone
d’inhibition. Les conditions d’incubation comme la nature du milieu de culture ou la quantité de
I’inoculum et la nature des métabolites présents dans 1’extrait, sont autant de facteurs déterminants

(Ellof, 2019 ; Carneiro et al., 2008).

De nombreuses études menées sur des profils de sensibilité bactérienne face aux extraits
de plantes ont révélé que les bactéries Gram-positif, sont généralement plus sensibles que les
bactéries Gram-négatif, ce qui pourrait s’expliquer par les différences structurales de leurs parois
cellulaires, rendant les Gram + plus perméables aux molécules antibactériennes (Wicinski et al.,
2020 ; Koohsari et al., 2018). Plus précisément, la paroi cellulaire des Gram + est marquée par
une couche épaisse de peptidoglycane, enrichie de structures polysaccharidiques, facilitant 1’entrée
des composés bioactifs, tandis que les Gram - se caractérisent par une mince couche de
peptidoglycane, renforcée par une membrane externe qui limite 1’espace périplasmique, ce qui
confeére une résistance relative aux agents antibactériens (Padalia et al.,2017). Dans notre travalil,
nos résultats ne montrent pas des différences importantes de sensibilité entre les Gram + et les

Gram -.
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Il est important de souligner que les métabolites secondaires des plantes, en particulier les
polyphénols, jouent un role majeur en augmentant la toxicité des extraits vis-a-vis des micro-
organismes. Le mode d’action des composés phénoliques est variable et peut se faire a différents
niveaux cellulaires. Ces molécules peuvent induire une altération morphologique des micro-
organismes conduisant a une destruction de leur paroi cellulaire, et peuvent également provoquer
une inhibition de la synthése des acides nucléiques conduisant a la mort cellulaire (Efenberger-

Szmechtyk et Czyzowska, 2020).
I11.5.2. Concentrations minimales inhibitrice et bactéricide

Au cours de notre travail, les valeurs de la CMI et la CMB de extraits éthanoliques ont été

déterminé pour six souches bactériennes par la technique de micro dilution (Tableau V).

D’aprés les résultats obtenus on observe que les valeurs de la CMI d’extrait hydro-
éthanolique épicarpe stade 1 sont variées de (6,25mg/ml a 50mg/ml). Les valeurs de la CMI pour
S. aureus et Bacillus cereus sont respectivement de 3,125 mg/mlet 6,25 mg/ml .Alors que les
valeurs de la CMB étaient respectivement 6,25mg/ml, 12,5 mg/ml . Concernant les valeurs de la
CMI pour Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Proteus sp. sont respectivement de 50
mg/ml, 12,5 mg/ml, 6,25 mg/ml .Tandis que, les valeurs de la CMB étaient respectivement de 50
mg/ ml, 12,5 mg/ml et 12,5mg/ml).En revanche, la plus forte CMI et CMB pour extrait hydro-
éthanolique épicarpe stade 1 est révélé avec Klebsiella pneumoniae avec une valeur supérieure a

50 mg/ml.
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Tableau V : concentrations minimales inhibitrice (mg/ml) et bactéricide .

Stade 1 Stade 2

CMI CMB CMI CMB
Bacillus cereus 6,25 12,5 6,25 12,5
Staphylococcus aureus 1,56 3,125 3,125 6,25
Klebsiella sp. >50 >50 50 >50
Escherichia coli 12,5 25 >50 >50
Proteus sp. 6,25 12,5 6,25 12,5
Pseudomonas aeruginosa 12,5 12,5 12,5 25

Selon Ramdan et al. (2018) et Canli et al. (2019), la différence entre la CMI et la CMB
des extraits est due a la variation de leurs constituants chimiques, qui sont influencés par
I’environnement dans lequel les échantillons de plantes ont été prélevés, ainsi que par la nature et

la composition de la paroi cellulaire des Microorganismes testés.
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Conclusion

Au cours de la dernic¢re décennie, un intérét croissant a été observé pour la recherche sur la
production des composés biologiquement actifs issus de sources naturelles, tels que les plantes
aromatiques et médicinales. Ces derniéres offrent une source considérable de substances
phytochimiques bioactives qui possedent de multiples applications en tant qu'alternatives naturelles
dans divers secteurs industriels, notamment dans l'agroalimentaire, de par leurs propriétés
biologiques diverses, y compris des activités antibactériennes et antioxydantes. Ce travail de
recherche a donc eu pour objectif de caractériser la richesse des métabolites secondaires de Persea
americana, ainsi que d'évaluer in vitro leur potentiel antioxydant et leur activité antibactérienne

contre des souches bactériennes pathogenes.

Au cours de cette étude, l'extraction des polyphénols a été réalisée via la méthode de
macération conventionnelle, permettant d'obtenir des rendements d'extraction de 27,08 % pour

l'extrait hydro éthanolique de 1'épicarpe mature et de 18 % pour celui de 1'épicarpe immature.

L'analyse quantitative du contenu en phénols totaux, selon la méthode de Folin-Ciocalteu, a
révélé une concentration dominante de polyphénols dans nos extraits, avec des teneurs respectives
de 168,74 mg EAG/g MS et 125,12 mg EAG/g MS pour les extraits hydro éthanoliques d'épicarpe
mature et immature. Par ailleurs, le dosage des flavonoides, effectué par la méthode de trichlorure

d'aluminium, a montré que les extraits présentent des teneurs modérées de flavonoides.

L'évaluation du potentiel antioxydant par la méthode de neutralisation du radical libre DPPH
a mis en €évidence une activité significative pour les deux extraits, avec des IC50 de 0,35 + 0,02
mg/ml et 0,75 £ 0,132 mg/ml pour les épicarpes matures et immatures, respectivement. Quant a
l'activité antibactérienne, testée par la méthode de diffusion en gélose, elle a révélé un pouvoir
antibactérien notable des différents extraits d'épicarpe de Persea americana contre six souches
pathogenes, ce pouvoir se manifestant par des zones d'inhibition variables. Les especes
bactériennes les plus réceptives aux compos€s bioactifs €taient notamment celles des genres

Bacillus, Staphylococcus et Proteus.

Les résultats obtenus pour la Concentration Minimale Inhibitrice et la Concentration
Minimale Bactéricide ont indiqué des valeurs particulierement basses vis-a-vis de Staphylococcus

aureus pour les deux types d'extraits testés, mature et immature.
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Conclusion

Il est important de souligner que les plantes ont développé au fil de I'évolution une résistance
notable contre les invasions bactériennes, les positionnant ainsi comme une source prometteuse
pour renforcer la lutte humaine contre I'émergence de bactéries de plus en plus résistantes aux
traitements antibiotiques conventionnels, probléme qui constitue un enjeu majeur de santé publique

mondiale.

Pour approfondir ces résultats préliminaires et établir de nouvelles stratégies thérapeutiques

a partir de Persea americana, des perspectives de recherche sont proposées.

> Elles incluent I’isolement et la caractérisation des molécules bioactives spécifiques afin

de mieux comprendre leur mécanisme d’action.

> [’évaluation de la synergie potentielle entre les différents composés phytochimiques, ainsi

que I’étude de leur effet in vivo.

> [étude de I’effet synergétique des métabolites secondaires de Persea americana avec les

antibiotiques contre les bactéries multi résistantes.

> Formulation de quelques médicaments et produits cosmétiques a base des composants

bioactifs de P.americana .

> Faire une étude phytochimique approfondie sur la composition chimique des composants
bioactifs des extraits et I’huile de Persea americana dans le but de remplacer les conservateurs
chimiques par ces conservateurs naturels qu’ont prouvé leur efficacité contre les diftérents agents

responsables sur 1’altération d’aliment.
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Annexe

Annex I :

Materiel non biologique

Produits chimiques et réactifs

_Papier Wattman N°1

_Flacons

_Béchers

_Erlenmeyers

_Eprouvette

_Entonnoires

_Spatule

_Autoclave

_Balance

_Boites pétri

_Filtre a seringue

_Seringue

_Micro-tubes Eppendorf

_Tubes coniques

_Tube a essai

_Ecouvillon

_Pied a coulisse

_Microplaques

_Bec Bunsen

_Rotavapor

_Etuve (BINDER)
Réfrigérateur (IRIS)

_Micropipette avec des embouts

_Vortex (VELP SCIENTIfICA)

_Pince

_Broyeur ¢électrique

_Plaque chauffant / agitatrice (VELP

SCIENTIfICA)

_Bain marie

_Spectrophotomeétre

_Eau distillée
_Eau physiologie
_Ethanol
_Bicarbonate de sodium Na2CO3
_Folin — Ciocalteu
_Acide gallique
_Acide ascorbique

AICl1 3
_DPPH (diphényl 1-picrylhydrazyle)
_Milieu Muller Hinton Agar
_Gélose Nutritive
_DMSO (Diméthylsulfoxyde)
_Disques d’antibiotiques
_Bouillon Mueller Hinton
_Quercétine
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Annex II : Préparation des solutions:

Solution de acide gallique

» Dissoudre 1 mg d’acide gallique dans un volume de 1ml I’eau distillé.
Solution de Carbonate de sodium a 7.5%

» Dissoudre 3.75g de Na2CO3 dans 50 ml de 1'eau distillée.
Solution de Folin-Ciocalteu a 0.1N

» Ajouter 1ml du réactif Folin-Ciocalteu dans 9ml d’eau distillée.
Solution de Quercétine

» Dissoudre 1 mg de quercétine dans Iml I’eau distillé.
Solution de Trichlorure d’aluminium a 10%

» Dissoudre 10g d’AICI13 dans 100 ml de I'eau distillée.
Solution de DPPH

» M¢élanger dans un flacon 0.004 mg de DPPH avec 100 ml d'éthanol.
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Annexe III : préparation des milieux de cultures

Les milieux de cultures : servent de support pour la croissance de micro-organismes
(bactéries, levures et moisissures) en leur apportant les ¢léments essentiels a leur bon

développement.
Au cours de notre étude, les différents milieux de culture utulisés sont les suivants :

A. La gélose nutritive : est un milieu a usage général adapté a la culture d’une grande variété
de micro-organismes non exigeants. Ce milieu nutritif, de composition relativement
simplifiée, est utilisé pour repiquer des organismes a des fins d’entretien ou pour vérifier la

pureté des repiquages .
PREPARATION

» Dissoudre 28 grammes dans 1 litre d’eau distillée.

» Chauffer sous agitation fréquente et laisser bouillir 1 minute pour dissoudre complétement
la Suspension.

» Répartir en flacons.

> Autoclaver 15 minutes a 121°C.

B. La gélose Miiller-Hinton: Il s'agit d'un environnement de développement microbiologique

fréquemment employé pour évaluer la sensibilité¢ aux antibiotiques.
PREPARATION

» Dissoudre 38 grammes dans 1 litre d’eau distillée.

» Chauffer sous agitation fréquente et laisser bouillir 1 minute pour dissoudre complétement
la suspension.

» Répartir en flacons.

» Autoclaver 15 minutes a 121°C.



Annexe

C. Bouillon Muller-Hinton : est utilis¢ comme milieu non sélectif pour la culture de trés
nombreux microorganismes de diverses origines, ainsi que pour déterminer les

concentrations minimales inhibitrices par la méthode en dilutions.

PREPARATION

» Mettre en solution 21,0 g de milieu déshydraté dans 1 litre d’eau distillée.
» Agiter lentement, jusqu’a dissolution compléte.
» Répartir en tubes ou en flacons.

» Stériliser a I’autoclave a 121 °C pendant 15 minutes.
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Figure : Droite d'étalonnage de 1'acide gallique.
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Résumé

Le présent travail a été réalisé dans le but de doser les composés phénoliques totaux et d’évaluer
les activités antioxydante et antibactérienne des extraits hydro-éthanoliques de 1’épicarpe de
I’avocat & deux stades de maturité. Les produits phénoliques ont été extraits par macération. Des
rendements d’extraction de 27,08% et 18 % ont ét¢ obtenus pour le stade 1 et 2, respectivement.
Le dosage des polyphénols totaux a montré des taux plus importants dans les pelures des fruits
matures avec une valeur de 168,20 mg EGA/g d’extrait. Les dosages des flavonoides a révélé des
teneurs qui varient de 21,65 mg QE/g d’extrait pour stade 2 et de 17,42 mg QE/g d’extrait pour
stade 1. L’évaluation de I’activité antiradicalaire effectuée par le test de DPPH a montré un meilleur
pouvoir antioxydant pour I’extrait issu du fruit mature IC50 (0,35 mg/mL). L’activité
antibactérienne a été testée sur 6 souches en utilisant la méthode de diffusion sur disque et la
méthode des microdilutions. Selon les résultats obtenus, ’extrait du Stade 2 présente un effet
inhibiteur plus élevé sur ces souches testées par rapport au stade 1.

Mots clés : Persea americana, polyphénols, antioxydant, antibactérien.

Abstract

The present work was carried out with the aim of determining total phenolic compounds and
evaluating the antioxidant and antibacterial activities of hydroethanol extracts from avocado
epicarp at two stages of ripening. Phenolic products were extracted by maceration. Extraction
yields of (27.08%) and (18%) were obtained for stage 1 and 2, respectively. Total polyphenol
assays showed higher levels in mature fruit peels, with a value of (168.20 mg EGA/g extract).
Flavonoid assays revealed levels varying from (21.65 mg EQ/g extract )for stage 2 and (17.42 mg
EQ/g extract) for stage 1. Evaluation of free radical scavenging activity by the DPPH test showed
greater antioxidant power for the extract from mature fruit IC50 (0.35 mg/mL). Antibacterial
activity was tested on 6 strains using the disk diffusion method and the microdilution method.
According to the results obtained, the Stage 2 extract showed a higher inhibitory effect on these
tested strains compared with Stage 1.

Key words: Persea americana, polyphenol, antioxidant, antibacterial.
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