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Introduction

Introduction

Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est envahi par
un nouveau concept, celui du « stress oxydant » (Favier, 2003), ce dernier est un déséquilibre
entre la production des especes radicalaires (ERO) et la capacité de défense antioxydant de
I’organisme (Baudin, 2020). Le stress oxydatif est impliqué dans divers maladies chroniques
telles que les maladies cardiovasculaires, le cancer, le diabéte, les maladies inflammatoires, la
maladie d’Alzheimer et d’autres maladies neurodégénératives ainsi qu’au processus de

vieillissement (Lendoye et al., 2022).

De plus, I’'une des causes les plus importantes de ces maladies est la malnutrition et une
alimentation déséquilibrée, ce qui entraine une diminution des antioxydants dans notre
organisme (Favier, 2003). Et pour cela les gens ont recours aux médecins afin de leur donner
des compléments alimentaires pour les compenser et satisfaire le besoin nutritionnel ou a
rééquilibrer un régime alimentaire déficient. En effet, les apports excessifs en ces
compléments peuvent avoir des effets néfastes sur la santé de I’homme. Pour éviter ces effets
des antioxydants synthétiques, de nombreuses études ont investigué de nouveaux antioxydants
d'origine naturelle. Par conséquent, un régime alimentaire riche en composants naturels et

frais reste bénéfique et moins dangereux (Djenidi et al., 2020).

D’une part, les plantes sont une source naturelle de composés biologiquement actifs
connus sous le nom de phyto-nutriments. Les phyto-nutriments sont des meétabolites
secondaires qui ont des propriétés défensives ou préventives, la majorité des ingrédients
alimentaires tels que les grains entiers, les fruits, les Iégumes et les herbes ont un énorme

potentiel thérapeutique (Amutha et al., 2014).

D'autre part, les fruits et les légumes sont sans aucune doute cruciaux pour un régime
sain et équilibré, ils ont des effets bénéfiques contre les maladies courantes causées par le
stress oxydatif. Les bienfaits des fruits et des légumes sur la santé ont été partiellement
attribués a leurs composés phénoliques, qui ont fait lI'objet d'une attention particuliére en
raison de leurs propriétés antioxydantes, parmi les fruits et Iégumes riche en composants
antioxydants : 1’orange, le raisin, le brocoli, 1’oignon, la tomate et la citrouille...etc.
(Defraigne et Pincemail, 2008 ; Tsiba et al., 2020).

Cucurbita pepo L. (citrouille) est une plante comestible appartenant a la famille des

cucurbitacées, et elle est connue dans le monde entier. En Algérie, Cucurbita pepo L. a été

1
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largement cultivée dans plusieurs grandes régions productrices, y compris les zones agricoles
de la wilaya de Biskra, ou la citrouille est considérée comme I'une des principales cultures de
légumes, peut étre inclus dans notre alimentation quotidienne. Et grace a ses composants
bioactifs, la citrouille a des vertus médicinales tels que I'effet antidiabétique, anticancéreux,

antimicrobien, anti-inflammatoire et antioxydant (Ratnam et al., 2017).

Le but de ce travail est d’évaluer l'activité antioxydante de Cucurbita pepo L., et pour

encourager et éduquer les consommateurs a adopter une alimentation saine.

Nous avons présenté et analysé des travaux réalisés par différents chercheurs et notre

travail est réparti en deux parties essentielles comme suit :

-La premiere partie présente une étude bibliographique dans laquelle nous apportons
un chapitre qui consiste a des généralités sur le stress oxydatif et 1’activité antioxydante et sur

la plante Cucurbita pepo L.

-La deuxiéme partie expérimentale, subdivisée en deux chapitres : un chapitre décrit
le "Matériel et méthodes" basé sur des articles scientifiques abordant les détails des méthodes
étudiés, afin de déterminer la teneur des polyphénols et des flavonoides totaux, puis d'évaluer
ultérieurement le pouvoir antioxydant des différents extraits de feuilles et de fruits de
Cucurbita pepo L. par différents tests in vitro. Et I’autre chapitre correspond aux résultats et a

leurs discussions appropriées.
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Chapitre 1 Svynthese bibliographigue

1.1 Stress oxydatif

Notre organisme produit de I'énergie a partir des aliments et de 1’oxygene, une molécule
nécessaire a la vie. Ce dernier, devient une pathologique pour 1’organisme, lorsqu'il produit
des composeés tres réactifs vis-a-vis des substrats biologiques, appelés espéces réactives de
I'oxygene (ERO) (Defraigne et Pincemail, 2008). Le stress oxydatif est une perturbation de
1’équilibre pro-oxydant/antioxydant en faveur du premier (Groussard, 2006).

1.1.1 Radicaux libres

Un radical libre est une molécule ou un atome posséde un ou plusieurs électrons non
apparies, ce qui le rend hautement réactif (Merouane et al., 2014). 1l peut étre formé soit par
une réaction redox (gain ou perte d’un ou des plusieurs électrons), soit par la fission
homolytique (rupture de la liaison covalente par laquelle chaque atome posséde un électron)
(Koechlin-Ramonatxo, 2006). Dans les conditions quotidiennes normales, des radicaux libres
sont produits en permanence par une faible quantité comme des médiateurs tissulaires, des
résidus énergétiques ou de défense, cette production est physiologique (Favier, 2003) (Figure
1).

Electrons agigrlé_s Eleftron céllt:.at.alrg
= stabilité = instabilité
C—y
000
Atome stable Perte d'un électron Radical libre

Figure 1. Formation des radicaux libres (Site web 1).

1.1.1.1 Espeéces réactives de I’oxygene (ERO)

Les ERO sont des especes chimiques électrophiles a courte durée de vie, faisant parties
des systemes ubiquitaires avec une réactivité chimique délétére a 1’égard des biomolécules
(Bensakhria, 2018), les especes réactives de I’oxygeéne sont majoritaires mais il existe aussi
des radicaux soufrés, nitrogenes, phosphorés ou carbonés sont également formés (Constable et

Housecroft, 2020). Ces ERO peuvent étre radicalaires ou non radicalaires (Tableau 1).



Chapitre 1 Svynthese bibliographigue

Tableau 1. Principales especes réactives de I'oxygene (ERO) (Halliwell et Whiteman, 2004).

Especes réactive radicalaire Espeéces réactive non radicalaire
Anion superoxyde (02") Peroxyde d’hydrogéne (H202)
Hydroxyle (HO") Acide hypochlorique (HCIO)
Hydroperoxyle (HO2") Ozone (0s)
Peroxyle (ROO ) Oxygeéne singulet (*Oy)
Alkoxyle (RO") Hydroperoxyde (ROOH)
Dioxyde de carbone (CO2"™) Peroxynitrite (ONOO")

e Sources des ERO
Les radicaux libres peuvent avoir de nombreuses origines, ils proviennent du
métabolisme physiologique, mais ils peuvent aussi étre produits lors de « déviations » du

métabolisme cellulaire. Ils sont classés en deux catégories :

v' Sources endogenes
Le principal processus endogéne de production d’EROs in vivo est la respiration

cellulaire (la chaine respiratoire mitochondriale) (Yu, 1994), méme en cas d’hypoxie (chaine
respiratoire). Ainsi, les peroxysomes et le cytoplasme, la membrane plasmique et le réticulum

endoplasmique sont les sieges principaux de libération des ERO (Barouki, 2006).

v' Sources exogenes
Les sources exogenes peuvent étre représentées par des facteurs environnementaux,

diverses pollutions, I’exposition aux rayonnements ionisants, la consommation de tabac, les
additifs chimiques dans les aliments transformés et certains xénobiotiques tels que les

pesticides, les herbicides et les fongicides (Ceballos et al., 2021).

1.1.2 Stress oxydatif et pathologies

Le stress oxydatif est une cause majeure impliquée dans des nombreuses pathologies
telles que 1’obésité, le cancer, le diabéte, 1’athérosclérose, les maladies neurodégénératives
(maladie d’Alzheimer, Parkinson, sclérose latéral amyotrophique), pathologies oculaires
(cataracte et dégenerescence maculaire) et les maladies cardiovasculaires, ainsi qu’au
processus de vieillissement (Saar et al., 2015). Et peut également jouer un role trés important
dans le développement et la progression de I’endométriose (Wattier, 2018). Les ERO jouent

de nombreux roles importants dans le systéme immunitaire, sont impliqués dans divers
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aspects de la réponse immunitaire tels que I’activation des cellules immunitaires et
immunosuppression (Yang et al., 2013). Mais I’élévation croissante (surproduction) des
niveaux radicalaires avec 1’dge, couplée avec la diminution progressive de la capacité de
systeme immunitaire donc il devient incapable de jouer son rble dans la lutte contre les

infections et la protection de I'organisme contre les maladies (Amar, 2010).

1.1.3 Activité Antioxydante

Pour se protéger les effets toxiques de I'oxygene, I'organisme a développé des systémes
de défense, ces défenses ayant la capacité de reguler parfaitement la production des ERO
(Pincemail et al., 2002). Sont désigneées par le terme « Antioxydant » : Un antioxydant est une
molécule capable d'inhiber I'oxydation d'autres molécules. (Goger et al., 2013). On distingue
deux lignes de défense inégalement puissantes pour détoxifier la cellule, enzymatique et non
enzymatique, produit soit par le corps ou apportée par 1’alimentation (Haleng et al., 2007).

1.1.3.1. Systeme de défense enzymatique

e  Superoxyde dismutase

C’est un groupe des métalloenzymes (Cuivre, zinc, Fer, Manganese) que l'on trouve
dans I’organisme vivant, qui représente la premicre ligne de défense contre les especes
réactives de l'oxygéne (ERO). Elle catalyse la dismutation du superoxyde radical libre
anionique (O2™) en oxygéne moléculaire et peroxyde d'hydrogéne (H202) et réduit le niveau

d’O2" qui endommage les cellules & une concentration excessive (Younus, 2018).
Oy +2HY _SCD O2 + H202

e Catalase

Est une enzyme antioxydante présente dans presque tous les tissus vivants qui utilisent
I’oxygene. Cette enzyme utilise soit le fer soit le manganése comme cofacteur et catalyse la
dégradation ou la réduction du peroxyde d'hydrogéne (H202) a l'eau et a l'oxygéne
moléculaire, elle se trouve principalement dans les peroxysomes et absent dans les

mitochondries des cellules de mammiferes (Ighodaro et Akinloye, 2018).
2H0, _CAT, 02+ H0

e  Glutathion peroxydase

Est un groupe d'enzymes antioxydantes qui catalysent la réduction du peroxyde
d'’hydrogéne (H20O>) et de peroxydase lipidique en eau et en alcools lipidiques, respectivement
(Jana et Yaish, 2020). Pour leur fonctionnement, elles utilisent le glutathion réduit (GSH)

5
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comme cofacteur sur lequel elles transférent I'oxygene, le transformant en glutathion oxydé
(GSSG), protégeant ainsi les cellules du stress oxydatif induit par les ROS. Les GSHPx
connues sont des enzymes a sélénium, le sélénium est incorporé dans la protéine sous forme

de sélénocystéine (Goudable et Favier, 1997).

2 H202+ 2GSH __GstPx 2 H20 + GSSG
2 GSH + ROOH GSHPX » ROH+ GSSG + H20

1.1.3.2. Systeme de défense non enzymatique

e Caroténoides

Les caroténoides sont des pigments naturels caractérisés par la présence de doubles
liaisons conjuguées qui permettent d’accepter les électrons des espéces réactives, puis de
neutraliser les radicaux libres, dont les principaux sont (f-caroténe, B-cryptoxanthine, o-
caroténe, lycopéne, lutéine et zéaxanthine) (Zuluaga et al., 2017). Le béta-carotene est un
nutriment essentiel connu pour son activité pro vitaminique A (précurseur de vitamine A) et
son activité antioxydante (Gloria et al., 2014), il a la capacité de terminer les réactions en
chaine de lipoperoxydation par la captation d’oxygene singulet, et la protection des structures
cellulaires contre I'agression oxydante (Goudable et Favier, 1997).

e Vitamine C (acide ascorbique)

La vitamine C est un antioxydant hydrophile le plus important et un excellent piégeur
des EOA (HO® ou O 7). Il inhibe également la peroxydation lipidique en régénérant la
vitamine E a partir de la forme radicalaire issue de sa réaction avec des radicaux lipidiques
(Haleng et al., 2007).

e Vitamine E

La vitamine E (a-tocophérol), considéré comme le principal antioxydant membranaire
(liposoluble), et est utilisé par la cellule pour inhiber la peroxydation lipidique. Durant la
réaction antioxydante, 1'a-tocophérol est converti en radical a-tocophéroxyl beaucoup plus
stable en perdant un hydrogéne arraché par une espéce radicalaire (radical peroxyde) (Rouaki,
et Kanane, 2019). Et régule a la hausse les enzymes antioxydantes telles que GSHPx, CAT du
foie, SOD, GST, GR (Vertuani et al., 2004).

e Polyphénols
Les polyphénols possédent la structure chimique idéale pour l'activité de piégeage des

radicaux libres, les propriétés antioxydantes des polyphénols proviennent de leur forte
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réactivité en tant que donneurs d'hydrogéne ou d'électrons, et de la capacité du radical dérivé
du polyphénol a stabiliser et délocaliser I'électron non apparié (fonction de rupture de chaine).
Un autre mécanisme sous-jacent aux propriétés antioxydantes des composés phénoliques est

la capacité des flavonoides a moduler la cinétique de peroxydation (Vertuani et al., 2004).

e Oligo-éléments

Les oligoélements tels que le cuivre, le zinc, le manganeése et le sélénium, jouent un réle
important en tant que cofacteurs enzymatiques, qui ont un effet protecteur vis-a-vis du stress
oxydatif. Le sélénium présent dans le site actif de I’enzyme GSHPX jouerait également un réle

primordial dans la lutte contre les radicaux libres (Cartes et al., 2005).

1.2 Cucurbita pepo L.

Cucurbita pepo L. est I'une des plus anciennes espéces connues qui appartient a famille
Cucurbitaceae et au genre Cucurbita. Ses fruits immatures sont consommés comme légume,
les fruits matures sont sucrés et utilisés pour faire des confiseries et des boissons. Ils sont de
formes diverses, ils peuvent étre ovale, cylindrique, aplati, globulaire, festonné, fusiforme. Il
existe plusieurs couleurs : blanc, jaune, vert clair a vert foncé presque noir, créme et orange
(Ratnam et al., 2017) (Figure 2). Ont classé C. pepo L. a fruits comestibles en 8 groupes :
Citrouille, Zucchini, Cocozelle, Marrow, Cou tors, Gland, Coquille, Droite, et un non

comestible : Gourde ornementale (Zraidi et al., 2007).

Figure 2. Les différents groupes du Cucurbita pepo L. (Paris et al., 2012).
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1.2.1 Citrouille
C’est une plante trés connue dans de vastes régions, plus important dans plusieurs

domaines, elle porte différents noms : Citrouille (en francais) (Lim, 2012), Yaqtin (en arabe)
(Goetz et Le Jeune, 2010).

1.2.1.1 Classification systématique
Tableau 2. Classification systématique de Cucurbita pepo L. (Mukherjee et Pal, 2021).

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Violales

Famille Cucurbitaceae
Genre Cucurbita L.
Espéce Cucurbita pepo L.

1.2.1.2 Description botanique

Les citrouilles sont des plantes vivaces monoiques, rampantes ou grimpantes. Ils varient
en forme, taille, poids et couleur. La forme la plus courante est rond, mais elle est également
oblongue a piriforme, avec une écorce dure et un intérieur charnu de couleur orange (Figure
A). Les citrouilles mesurent de 5 cm a plus de 50 cm de diamétre, et un poids de moins de 0,5
kg a plus de 500 kg (Babadoost et Zitter, 2009). C'est une liane a vie courte de racine, dont la
tige mesure 10 m de long, et une structure différente des fleurs male et femelles, les fleurs
males sont longues (6-12 cm) que les fleurs femelles qui mesurent (3-5 cm) de long, et varient
de couleur de jaune a orange pale (Kaur, 2019). Les feuilles ont cing lobes plus ou moins

distincts, qui sont velues, a de longs pétioles et couvertes de poils raides (Figure C). Les

graines sont aplaties, sans albumen, blanchatres, amincie a I'un des torticolis d'une extrémité
(Figure B) (Goetz et Le Jeune 2010).
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Figure 3. (A) Morphologie de citrouille (Lim, 2012), (B) Les grains de citrouille (Darrudi et
al, 2018), (C) Feuilles et fleurs de citrouille (Site web 2).

1.2.1.3 Répartition géographique de la citrouille
Cette espece peut s'adapter a différentes conditions environnementales, mais préfeére les

altitudes plus basses et les endroits chauds/humides (Salehi et al., 2019).

La citrouille est une culture légumiére majeure qui pousse dans presque toutes les
régions tempérées fraiches a tropicales, il habite en Asie et la plupart dans I’Europe et
I'Amérique du Nord, en la Chine et I'Inde. 1l pousse également en Ukraine, aux Etats-Unis, en
Egypte, au Mexique, en Iran, & Cuba, en Italie, en Turquie, en Afrique du Sud, en Espagne et
en Argentine (Paris et Brown, 2005). On le trouve également dans de nombreuses régions du

pays algérien.

1.2.1.4 Composition chimique et activités biologiques des différentes parties de
citrouille
La citrouille a été considérée comme bénéfique pour la santé car elle contient divers

composants bioactifs.

Tableau 3. Les principaux composants chimiques des différentes parties de citrouille et leurs
activités biologiques (Ratnam et al., 2017).

Parties | Composants chimiques Activites biologiques Références
Fruit Glucides (66 %) Antidiabétique (Ratnam et al.,
(Hypoglycémiante aigué) 2017)
Protéines (3 %) Anticancéreuse (Ratnam et al.,
2017)
Oligo-éléments « Mn (0,5 Antioxydant (Mala et Kurian,
mg/kg), Fe (1,37 mg/kg), 2016).
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Cu(mg/kg), Pb (0,29 g/kg),
Ni (0,5 mg/kg) »

Minéraux « P (11,38
mg/kg), Ca (179 mg/kg),
Mg (190 mg/kg), Na (159
mg/kg), K (160 mg/kg) »

Antioxydant

(Mala et Kurian,
2016)

Grains

Vitamines E (Tocophérols)

Antioxydantes, Antidiabétique

(Ratnam et al.,
2017)

Vitamines C

Antioxydant

(Mala et Kurian,
2016)

Caroténoides

Antioxydant

(Bardaa et al.,
2016)

Triterpénoides (Squaléne)

Antioxydant, Anticancéreux

(Miceraet al.,
2020), (Ratnam
etal., 2017)

L'acide y-aminobutique

Antidépression, Antihypertension

(Cui et al., 2020)

Acides gras saturés et

Anti-inflammatoire

(Thibaut et al.,

insaturé 2021)
Peptides Antifongique, Antimicrobien (Yadav et al.,
2010)

Les polysaccharides

Antioxydantes,antitumorales,

(Jietal., 2021)

Immunorégulatrices,
Hypoglycémiantes,
Hépatoprotectrices

Feuilles Alcaloides Antidiabétique (Moraru et al.,
2018)

Flavonoides Antioxydant (Valenzuela et

al., 2014)

Tanins Antioxydant (Djenidi et al.,

2020)
Saponines Antimicrobien, Antifongique (Salehi et al.,

2019)

1.2.1.5 Utilisation culinaire et cosmétique de citrouille

La citrouille est utilisée comme ingrédient principal dans les tartes et les pains. Leur
poudre est utilisée comme un aromatisant dans de nombreux produits alimentaires notamment
les bonbons, le café et les produits de boulangerie (Al-Ghamdi, et al., 2020), consommé en
particulier dans les soupes ou comme légume cuit (Bussmann et al., 2019). Aussi on trouve
dans le coté cosmetiques telles que les gommages de la peau, les masques corporels, le beurre
corporel, les huiles de massage, les lotions de massage et les masques facial sec (Ratnam et
al., 2017).
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2.1. Matériel

2.1.1. Echantillonnage
Les extraits de la plante ont été préparés a partir de poudre de deux parties de Cucurbita
pepo L. la partie des feuilles et la partie des fruits :

2.1.1.1. Reécolte et préparation de poudre des feuilles
La plante Cucurbita pepo L. a été récoltée dans la région de Pakpattan de la ville
Pakistan (Dar et al., 2017).

Les feuilles de Cucurbita pepo L. séchées a I'ombre pendant deux semaines. Les feuilles
séchées sont broyées en poudre (Dar et al., 2017), a l'aide d'un broyeur approprié, puis

stockée jusqu'au début de I'analyse (Mondal et al., 2017).

2.1.1.2. Récolte et préparation de poudre des fruits

Les fruits de Cucurbita pepo L. collectés dans les environs de Rasipuram, Tamilnadu,
Inde au cours du mois de juillet et authentifiés par Botanical Survey of India (BSI),
Coimbatore, Tamilnadu (Srividhya et al., 2019).

Peu de temps apres la collecte, les fruits nettoyés, séchés a I'ombre et broyés en une
poudre grossiére, stockés dans un récipient en plastique hermétique, jusqu'a leur utilisation
ultérieure (Srividhya et al., 2019).
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2.2. Méthodes

2.2.1. Extraction solide-liquide a partir des feuilles et des fruits de la plante

v" Principe

L’extraction solide-liquide c¢’est-a-dire qu’un solide, la matrice végétale est mélangée
avec un liquide, le solvant d’extraction. Le mode d’extraction est par épuisements a 1’aide de
solvants de polarités différentes permet d’obtenir la quasi-totalité des produits solubles, le
principe est fondé sur I’affinité des produits présents dans la plante a 1’égard d’un solvant
donné. L’hydrodistilation, la macération, le soxhlet, sont considérées comme techniques de

choix pour extraire les composeés naturels (Naviglio et al., 2019).

2.2.1.1. Préparation des extraits des feuilles

v' Protocole expérimental

Divers extraits de feuilles ont été préparés en suivant le méme protocole pour préparer

les extraits dans divers solvants.

Tremper 30 g de feuilles broyées dans 250 ml acétate d'éthyle, de n-butanol, d’éthanol
et d'eau séparément. Ce processus a eté répété deux fois pour assurer I’extraction maximale, et

une filtration a été effectuée (Dar et al., 2017).

Les extraits ont été concentrés sous pression réduite sur un évaporateur rotatif
(BuchiiRotavapor R-200, Suisse) et le résidu aqueux a été complétement séché (Dar et al.,
2017 ; El-Sayed et al., 2017).

Les extraits de feuilles sont obtenus sous forme semi-solide, puis conservées a l'abri de
I’humidité (Dar et al., 2017).

12



Chapitre 2 Matériel et méthodes

30 g Poudre des feuilles

Eau | Ethanol ll n-Butanol I | Acétate d'éthile I

N— g
——

| Filtration I

| Evaporation I

‘ Les extraits des feuilles (semi-solide) I

Figure 4. Protocole d'extraction solide-liquide a partir des feuilles de Cucurbita pepo L.
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2.2.1.2. Préparation de I’extrait hydroalcoolique des fruits

v" Protocole expérimental

Des fruits de Cucurbita pepo L. grossiérement réduits en poudre ont été dégraissés a
I'aide d'éther de pétrole (60 a 80 ° C), puis extraite avec un mélange hydro-alcoolique (alcool+
eau distillée) dans un appareil Soxhlet pendant environ 72 h a 40 ° C. Apres cela, le sédiment
a eteé filtré avec du papier filtre Whatman n ° 1 (Whatman Ltd, Angleterre), I'extrait de fruits a
été ensuite concentré sous vide a l'aide d'un évaporateur rotatif sous vide (Buchan R-V120,
Suisse) a 40°C.

L'extrait brut obtenu a été stocke & 4 ° C pour une analyse plus approfondie (Srividhya
etal., 2019).

[ Poudre de fruits ]

<«—— Hydro alcool

[ Extrait hydroalcoolique ]

¢
l

Evaporation

{

Extrait Brut

Figure 5. Protocole d'extraction solide-liquide a partie des fruits de Cucurbita pepo L.
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2.2.2. Dosage du contenu phénolique total

v" Principe

Les composés phénoliques totaux déterminés a l'aide du réactif de Folin-Ciocalteau
(FCR) et réalisé en suivant la méthode proposée par Slinkard et Singleton 1977. Le réactif de
Folin-Ciocalteau est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (HzPW12040) et
d’acide phosphomolybdique (HsPM012040) de couleur jaune. Il est réduit lors de 1’oxydation
des polyphénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne (Boizot et
Charpentier, 2006).

v' Protocol expérimental

L'échantillon de chaque extrait des feuilles a été préparé en prenant 4,3 mg d'extrait
dans 10 ml d'éthanol et irradié aux ultrasons pendant 5 min pour obtenir une solution
homogene, plus tard 0,3 ml a été prélevé dans un tube a essai et 1 ml de méthanol. 3,16 ml
d'eau distillée et 0,2 ml de réactif de Folin-Ciocalteu a été ajoutés. Le mélange de tubes a
essai est ensuite incubé 8 min a température ambiante. Ensuite 0,6 ml de solution de carbonate
de sodium (Na2CO3) (10 %) a été ajouté dans un tube a essai, recouvert d’un papier
d'aluminium et incubé dans un bain-marie chaud pendant une demi-heure a 40°C (Dar et al.,
2017).

L’extrait hydroalcoolique des fruits a été dosé en suivant le méme protocole déja
précité, avec quelques différences (dans les volumes de réactifs). Brievement, 10 mg de
I'extrait de fruit pesé avec précision a été dissous dans 10 ml d'eau et utilisés pour I'estimation.
A un aliquote de 100 pl d'extrait (Img/ml), 50 ul de réactif de Folin-Ciocalteau sont ajouteés,
suivis de 860 pl d'eau distillée et le mélange est incubé 5 min a température ambiante. Puis
100 pl de carbonate de sodium a 20% et 890 ul d'eau distillée ont été ajoutés pour porter la
solution finale a 2 ml. 1l a été incubé pendant 30 min dans I'obscurité pour terminer la réaction
(Srividhya et al., 2019).

L’absorbance de différents extraits des feuilles et de fruits ont été mesurée a une
longueur d’onde entre [725 a 765 nm] avec un spectrophotometre de Shimadzu UV-VIS (Dar
et al., 2017 ; Srividhya et al., 2019). Contre un blanc qui a été préparé en suivant les mémes
étapes mentionnées ci-dessus sans ajouter la solution d'extrait, les tests effectués en triple pour

obtenir la moyenne des valeurs (Mondal et al., 2017 ; Srividhya et al., 2019).
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La teneur totale en polyphénols a été déterminéee a partir de la courbe d'étalonnage de
I'acide gallique, et il a été exprimé en milligrammes équivalents d'acide gallique (GAE) par
gramme d'extrait (Dar et al., 2017 ; Srividhya et al., 2019).

2.2.3. Dosage du contenu en flavonoides totaux

v' Principe

Un dosage colorimétrique est base sur la formation d’un complexe de couleur jaune,
entre les flavonoides et le trichlorure d’aluminium (AIClz). La soude forme de son coté un
autre complexe qui rend la couleur rose dont I’intensité nous indique I’importance du contenu

de I’extrait en flavonoides (Tajini et al., 2020).

v" Protocole expérimental

La teneur totale en flavonoides a été déterminée par la méthode au trichlorure

d’aluminium décrite par Gorinstein et al. 2007 (Chlopicka et al., 2012).

Chaque extrait des feuilles a été dosé pour obtenir une solution claire en prenant 0,3 ml
(0,3 mg/ml dans I’éthanol) et 3,4 ml d'éthanol aqueux (30 %) dans un tube a essai. Puis 0,15
ul de solution aqueuse de nitrite de sodium (0,5 M) a été ajouté suivi de 0,15 ul de solution de
chlorure d'aluminium (0,3 M). Apres un temps de 5 min, 1 ml de solution de NaOH (1 M) a

été ajouté, et le contenu a été mélangé avant de mesurer son absorbance (Dar et al., 2017).

Le dosage des flavonoides totaux dans I'extrait hydroalcoolique des fruits a été préparé
par la méme méthode au chlorure d'aluminium mais avec des différences dans le protocole
déja décrit précédemment. Brievement, 10 mg de I'extrait pesé avec précision ont été dissous
dans 10 ml d'éthanol et utilisés pour I’estimation. A une aliquote de 100 pl d'extrait, 1'¢thanol
a été ajouté séparément pour compléter la solution jusqu'a 2 ml. Le mélange résultant a été
traité avec 0,1 ml de chlorure d'aluminium & 10 %, 0,1 ml acétate de potassium 1 M et 2,8 ml
d'eau distillée. Bien agiter et incuber a température ambiante pendant 30 minutes (Srividhya et
al., 2019).

L’absorbance de différents extraits des feuilles et des fruits ont été mesurée a une
longueur d’onde comprise entre [415 a 506 nm] a l'aide d'un spectrophotométre UV visible
(UV-1700 Shimadzu), contre un blanc qui a été préparé sans ajouter la solution d'extrait. La
teneur totale en flavonoides a été déterminée par I'équation obtenue a partir d'une courbe

d'étalonnage standard de la quercétine. Les valeurs sont exprimées en milligrammes
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équivalents de quercétine (QE) par gramme d’extrait. (Dar et al., 2017 ; Mondal et al., 2017 ;
Srividhya et al., 2019).

2.2.4. Tests de I’activité antioxydante

Diverses méthodes ont été utilisées pour étudier la propriété antioxydante des
échantillons. Dans cette analyse l'activité antioxydante de différents extraits de feuilles et de
fruits a été évaluée par deux tests in vitro qui sont : La capacité antioxydante totale (TAC) et
le test DPPH.

2.2.4.1. Capacité antioxydante totale (TAC)

v" Principe

La capacité antioxydante totale (TAC) des extraits des plantes a été évaluée par la
méthode de Phosphomolybdene. Cette technique est basee sur la réduction de molybdéne (V1)
a molybdéne (V) en présence de I'extrait pour former un complexe vert de phosphate/ Mo(V)
a pH acide (Prieto et al., 1999).

v’ Protocole expérimental
La capacité antioxydante totale de tous les extraits testés dans cette étude a été

déterminée selon le protocole décrit par Prieto et al. 1999.

Une aliquote de 0,2 ml de chaque extraites de feuilles a été melangé avec 2 ml de
solution de réactif (28 mM de phosphate de sodium, 600 mM acide sulfurique et 4 mM

molybdate d’ammonium), et 3 ml d'extrait de fruit a été mélangé avec 0,3 ml du méme réactif.

Les mélanges de chaque extrait de feuilles et de fruits ont été incubés a 95°C environ
(60 a 90 minutes) puis ils ont été refroidis a température ambiante, I’absorbance de chaque
extrait a été enregistrée & 695 nm contre un blanc. (Dar et al., 2017 ; Srividhya et al., 2019).

L'expérience a été répétée 3 fois, et I'activité antioxydante des extraits a été exprimée en

milligrammes équivalents d'acide ascorbique (AAE) par gramme d’extrait (Dar et al., 2017).
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2.2.4.2. Essai de piégeage des radicaux DPPH

v" Principe

Le test de piégeage des radicaux DPPH (2,2-diphényl 1-picrylhydrazyle) est une
méthode d'évaluation du potentiel antioxydant des extraits des plantes (Mondal et al., 2017),
repose sur la théorie qu’un donneur d’hydrogéne est un antioxydant. Le radical DPPH", de
coloration violette et qui présente une bande d’absorption caractéristique a 517 nm, accepte
I’hydrogéne qui est cédé par I’antioxydant pour former le DPPH (Fig. 6). L’effet de
I’antioxydant est proportionnel a la disparition du radical DPPH" et & la décoloration de la
solution du violet au jaune (Sarr et al., 2015).

RH

(antioxydant)
o X o O
H
OzNQﬂ-N OzN‘QN—N
vor N vor O

prpH’ DPPH

VIOLET JAUNE

Figure 6. Réaction entre le DPPH" et le composé antioxydant pour former le DPPH (Sarr et
al., 2015).

v' Protocole expérimental

La capacité de piégeage des radicaux par les différents extraits de plantes a été mesurée

a l'aide d'un test de piégeage de DPPH en suivant le protocole donné par Brand-Williams et
al. 1995 (Dar et al., 2017).

Les extraits des feuilles et des fruits ont été testés par le méme protocole expérimental,

mais avec des différences en termes de concentrations de réactifs et des extraits.
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Une solution d'éthanol (1,0 ml) de tous les extraits de feuilles de différentes
concentrations (0,01 a 1,5 mg/ml) a été ajoutée dans 1,0 ml (0,2 mg/ml) de solution de
méthanol de DPPH (Dar et al., 2017).

Une solution de 0,135 mM de DPPH dans du méthanol a été préparée et 1,0 ml de cette
solution a été meélangé avec 1,0 ml d'extrait des fruits dans du méthanol (contenant 0,02 a 0,1
mg de I'extrait) (Srividhya et al., 2019).

Le mélange réactionnel de chaque extrait est laisseé dans I'obscurité a température
ambiante pendant 30 min. L'absorbance du mélange a été mesurée par spectrophotométrie UV
visible (UV-1700 Shimadzu) a 517 nm. L'acide ascorbique et le BHT ont été utilisés comme
des standards (Dar et al., 2017 ; Srividhya et al., 2019).

= Calcul de pourcentage de piégeage des radicaux DPPH

-Le pourcentage de piégeage des radicaux de différents extraits de feuilles a été

déterminé a l'aide de la formule suivante :

[ Pourcentage DPPH= 100 x [DPPH]extrait / [DPPH]standard (Dar et al., 2017). 1

Ou : [DPPH]extrait : concentration de DPPH dans I’extrait.
[DPPH]standard : concentration de DPPH dans le standard.

-Le pourcentage de piégeage des radicaux d’extrait hydroalcoolique de fruits a été

calculée par I'équation suivante :

Activité de piégeage des radicaux DPPH (%) =

[(Abs Control - Abs Echantillon)] / (Abs Control)] x 100 (Srividhya et al., 2019).

Ou : Abs Control : I'absorbance du radical DPPH + méthanol.
Abs Echantillon : I'absorbance du radical DPPH + extrait d'échantillon/étalon.
L’activité antioxydante s’exprime par la valeur ICso qui indique la concentration

d'échantillon nécessaire pour piéger 50 % des radicaux libres de DPPH (Mondal et al., 2017).
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Matiére végetale

| l
| Extrait de fruits I | Extraits de feuilles I
A B

——

| Dosaie de contenu total I | Test d’activité antioxidante I

Figure 7. Organigramme des différents tests.
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Chapitre 3 Résultats et discussions

3.1. Résultats et discussion

3.1.1. Rendement d’extraction
Les résultats du rendement des différents extraits de feuilles, sont regroupés dans le

tableau 4 :

Tableau 4. Rendement des extraits de feuilles de Cucurbita pepo L. (Dar et al., 2017).

Extraits Masse (Q) Rendement (%)
Extrait éthanolique 5.97 19.9
Extrait aqueux 5.22 17.4
Extrait n-Butanolique 2.93 9.7
Extrait acétate d'éthyle 2.2 7.3

Les résultats de rendements des extraits de feuilles de Cucurbita pepo L. ont montré que
: I'extrait éthanolique et agueux a un rendement élevé 19.9 % et 17.4 %, respectivement, par

rapport a I'extrait n-butanolique 9.7 % et I’extrait acétate d'éthyle 7.3 %.

Ces valeurs sont considérablement inférieures par rapport aux résultats présents dans les
travaux de Chigurupati et al. (2021), ces derniers ont trouvé que le rendement égale a 30 % de

I'extrait acétate d'éthyle de feuilles de C. pepo L. du Royaume d'Arabie Saoudite.

La différence dans les rapports de rendement entre les extraits de feuilles est due a

plusieurs raisons et conditions, qui sont liées a I'extraction.

Par ailleurs, la différence de pourcentage de rendement de chaque extrait est due a la
différence des propriétés et de la nature du solvant utilisé en termes de polarité et de la nature

des composés actifs présents dans la plante (Daoudi et al., 2015).

Les valeurs élevées des extraits éthanolique et aqueux, indiquent des concentrations plus
élevées de composés tels que les glycosides, les flavonoides polaires et les saponines dans les
feuilles de CPL. Tandis que L'extrait n-butanolique a montré la présence de composés de
polarité Iégérement élevée qui peuvent étre des flavonoides et des acides phénoliques. En ce
qui concerne le faible rendement dans l'extrait acétate d'éthyle indique que le matériel végétal

a une faible concentration de composes partiellement polaires.
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Par conséquent, le rendement peut étre influencé par plusieurs parametres, dépend de la
composition chimique et les caractéristiques physiques de la matiere végétale, ainsi que divers
facteurs tels que les conditions expérimentales et les méthodes de préparation des échantillons
(Lee et al., 2003).

3.1.2.Détermination du contenu phénolique total
Le dosage des polyphénols totaux a éte effectué par la méthode spectrophotométrique,
qui est principalement utilisée en raison de sa simplicité et sa grande sensibilité, & I'aide du

réactif de Folin-Ciocalteu, en utilisant une courbe d’étalonnage tracée de 1’acide gallique.

Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique (GAE) par

gramme d’extrait brut, qui sont représentés dans les tableaux 5 et 6.

Tableau 5. Résultats du contenu phénolique totale des extraits de feuilles de Cucurbita pepo
L. en (mg GAE /g d’extrait) (Dar et al., 2017).

Extraits TPC (mg GAE /g d’extrait)
Extrait Ethanolique 40.37
Extrait Aqueux 40.12
Extrait n-Butanolique 93.62
Extrait Acétate d'éthyle 85.12

Les résultats de contenu phénolique total des différents extraits de feuilles de Cucurbita
pepo L. ont montré que : La teneur de polyphénols totaux des extraits étudiés comprise entre
40.12 a 93,62 mg GAE /g d’extrait, 1'extrait n-butanolique présentait la concentration la plus

élevée de polyphénols et I'extrait aqueux présentait la teneur la plus faible.

Dans 1’étude réalisé par Mondal et al. (2017) ils ont trouvé que le contenu phénolique
total égale a 17,49 mg GAE/g de matiere végétale séchée, dans I'extrait éthanolique de feuilles
de Cucurbita pepo L., du Bangladesh, qui sont inférieure aux résultats trouveés.

D’autre part, 1’étude d’El-Sayed et al. (2017) sur les feuilles de la méme espéce
provenant d’Egypte, ont montré que la teneur en polyphénols totaux eégale a 62.37 mg GAE /g
d'extrait et 29.83 mg GAE /g d'extrait dans les extraits n-butanolique et aqueux,
respectivement, qui sont inférieure aux résultats trouvés. Par contre 1'extrait acétate d’éthyle a

présenté une teneur de polyphenols supérieure, qui est estimée a 99.70 mg GAE /g d'extrait.
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D’un autre c6té les résultats de Peng et al. (2021) sur I'extrait méthanolique de graines
de citrouille du chine, ont montré que la teneur en polyphénols totaux était de 2.44 & 3.82 mg
GAE/g de poudre de graines, ce qui est inférieur aux résultats touvés.

Tableau 6. Résultats du contenu phénolique totale d'extrait de fruits de Cucurbita pepo L. en
(mg GAE /g d'extrait) (Srividhya et al., 2019).

Extrait TPC (mg GAE /g d’extrait)

Extrait hydroalcoolique 70.25

On trouve que la teneur en polyphénols totaux dans I’extrait de fruits égale a 70.25 mg
GAE /g d’extrait (Srividhya et al., 2019).

Selon les résultats enregistrés par Hashash et al. (2017) la teneur en polyphénols totaux
sur I'extrait méthanolique des fruits de C. pepo L. d’Egypte égale a 49.80+0.44 mg GAE /g

d'extrait, ce qui est inférieure a la valeur calculée dans cette étude.

L’étude de Hamissou et al. (2013) indique que la teneur en polyphénols totaux sur
I’extrait aqueux de fruits de C. pepo L., originaire de Géorgie (USA) était de 8.67 = 1.59 mg

GAE /g d’extrait, ce qui est inférieure a cette étude.

D’autre étude réalisée par Peiretti et al. (2017) ont montré que le contenu phénolique
total sur I'extrait méthanolique des graines de C. pepo L. égale & 9.82 + 0.51 mg GAE /g

d’extrait, ce qui est inférieure a ces résultats.

D’apres les résultats obtenus, on peut constater que tous les extraits des différentes

parties de la plante étudiée, sont riches en polyphénols mais en quantités différentes.

Par ailleurs, les solvants les plus polaires étaient plus efficaces pour extraire les
composés phénoliques de toutes les parties de la plante que les solvants moins polaires, le n-
butanol et I'acétate d'éthyle sont les solvants les plus utilisés pour I'extraction des métabolites
secondaires, principalement celles de nature phenolique, en fait, la solubilité des polyphénols
est conditionnee par le type de solvant utilise, pour une haute récupération des polyphénols
(Daoudi et al., 2015). La sélection de bon solvant affecte la quantité et le taux de polyphénols
extraits (Dai et Mumper, 2010).
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Par conséquence, L’addition d’eau aux solvants organiques augmente la solubilité des
polyphénols, cette augmentation est peut-étre due a I’affaiblissement des liaisons hydrogéne
dans les solutions aqueuses, qui permet une meilleure extraction des polyphénols (Mahmoudi
etal., 2013).

Grace aux résultats obtenus, nous concluons gu'il existe plusieurs facteurs pouvant
affecter sur la teneur des composés phénoliques, qui sont fortement influencés par des
facteurs extrinséques tels que (conditions climatiques, facteur géographique) et des facteurs
intrinséques (génetiques). Mais également de la partie utilisée de la plante, le degré de
maturité, la durée de stockage et la méthode d'extraction. De plus, la modification de la teneur
en polyphénols est due a une oxydation facile de ces polyphénols (Mahmoudi et al., 2013 ;
Rajbhar et al., 2015 ; Khouchlaa et al., 2017).

3.1.3.Détermination du contenu de flavonoides totaux
Le dosage des flavonoides totaux a été réalisé par la méthode spectrophotométrie au
chlorure d'aluminium, qui est une méthode facile et offre une bonne sensibilité, la quercétine a

été utilisee comme un controle positif, ce qui a permis de réaliser une courbe d’étalonnage.

La teneur en flavonoides exprimée en mg équivalent de quercétine (QE) par gramme

d’extrait de plante, les résultats sont représentés dans les tableaux 7 et 8.

Tableau 7. Résultats du contenu de flavonoides totaux des extraits de feuilles de Cucurbita
pepo L. en (mg QE /g d'extrait) (Dar et al., 2017).

Extrait TFC (mg QE /g d’extrait)
Extrait Ethanolique 50.76
Extrait Aqueux 38.46
Extrait n-Butanolique 67.69
Extrait Acétate d'éthyle 76.92

Les valeurs obtenues du contenu de flavonoides totaux des extraits de feuilles de
Cucurbita pepo L., étaient comprises entre 38.46 et 76,92 mg QE /g d’extrait. L'extrait acétate
d'éthyle présentait la teneur en flavonoides la plus élevée, tandis que la teneur en flavonoide la

plus faible a été observée dans I'extrait aqueux.

Ces résultats ont montré que la teneur en flavonoides des extraits de feuilles est

similaire a I'étude d'El-Sayed et al. (2017) qui ont trouvé des valeurs égales a 22.27+0.91,
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49.47+1.19 et 79.30+£1.51 mg RE /g d’extrait dans les extraits aqueux, n-butanolique et
acétate d'éthyle pour les feuilles de C. pepo L., respectivement. Aussi, il est presque similaire
a une autre étude réalisée par Chigurupati et al. (2021) qui ont trouvé que la teneur en
flavonoides égale a 80,5 + 0,02 mg RE/g d’extrait dans I’extrait acétate d'éthyle des feuilles

de C. pepo L.

Tableau 8. Résultats du contenu de flavonoides totaux d'extrait de fruits de Cucurbita pepo L.
en (mg QE /g d'extrait) (Srividhya et al., 2019).

Extrait TFC (mg QE /g d’extrait)

Extrait hydroalcoolique 26.03

Le contenu de flavonoides totaux d'extrait hydroalcoolique de fruits égale a 26.03 mg
QE /g d'extrait (Srividhya et al., 2019). Ces résultats sont supérieurs a ceux obtenus dans
I'étude de Djenidi et al. (2020) sur I'extrait méthanolique de fruits de C. pepo L., provenant de

Biskra (Algérie). En effet, ils ont déterminé une valeur de 19.93 pug QE /mg d'extrait.

D’un autre coté la teneur est inférieure par rapport a celui de Yadav et al. (2016) qui
ont réalisé un dosage de flavonoides totaux a partir de fruits de Cucurbita pepo L. d’origine
d’Inde, et qui ont trouvé des valeurs égales a 45.03 + 0.90 ; 64.34 + 1.37 et 56.83 + 0.59 mg

QE/100 g dans les extraits n-butanolique, méthanolique et éthanolique, respectivement.

L'acétate d'éthyle a été utilisé comme solvant et il présentait la teneur en flavonoides la
plus élevée parmi tous les autres solvants d'extraction des feuilles de Cucurbita pepo L. dans

une étude plus récente (Chigurupati et al., 2021).

Les résultats de la détermination des polyphénols et des flavonoides totaux dans les
extraits de feuilles et de fruits montrent que la teneur en polyphénols était beaucoup plus
élevée que celle des flavonoides, ce qui indique que les polyphénols existants ne sont pas tous

des flavonoides, et il peut s'agir de la présence d’autres polyphénols tels que les coumarines et
les tanins (Al Khateeb et al., 2012).

3.1.4. Activité antioxydante
L’évaluation in vitro de l'activité antioxydante des matieres végétales nécessite le

développement de plusieurs methodes. Ces méthodes consistent @ mélanger des especes
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oxydantes, tels que les radicaux libres, avec un échantillon contenant des antioxydants
capables d’inhiber la production des radicaux libres. Ces antioxydants peuvent agir selon deux
mécanismes principaux : soit par le transfert d’atomes d’hydrogene, ou par le transfert des

électrons (Prior et al., 2005 ; Djenidi et al., 2020).

Les résultats d’activité antioxydante obtenus ont été déterminés par deux méthodes in
vitro sur les différents extraits : La capacité antioxydante totale et le test de piégeage du
radical libre DPPH.

3.1.4.1. Détermination de la capacité antioxydante totale
Un dosage de phosphomolybdate a été réalisé pour déterminer la capacité antioxydante
totale (TAC) des extraits de la plante, ce test implique un mécanisme de transfert d'électrons.

Les résultats ont été évalués par un spectrophotomeétre a 695 nm et exprimés en
milligrammes équivalents d'acide ascorbique (AAE) par gramme d’extrait. Ils sont

mentionnés dans le tableau 9.

Tableau 9. Résultats de la capacité antioxydante totale des extraits de feuilles de Cucurbita
pepo L. en (mg AAE /g d'extrait) (Dar et al., 2017).

Extrait TAC (mg AAE /g d’extrait)
Extrait Ethanolique 221.25
Extrait Aqueux 236.75
Extrait n-Butanolique 484.75
Extrait Acétate d'éthyle 383.50

Les résultats montrent que la capacité antioxydante totale (TAC) variait entre 221.25 et
484,75 mg AAE /g d’extrait, I'extrait n-butanolique a montré une activité maximale tandis que

I'extrait éthanolique a montré la moindre activité antioxydante.

D’aprés El-Sayed et al. (2017) ils ont trouvé que la capacité antioxydante totale est
égale a 92.60, 179.13 et 210.96 mg AAE /g d’extrait dans les extraits aqueux, n-butanolique
et acétate d'éthyle des feuilles de C. pepo L., respectivement. Qui sont inférieurs aux résultats
obtenus dans I’é¢tude de Dar et al. (2017).

Nous avons comparé ces résultats avec d'autre travaux de Hashash et al. (2017), qui ont
étudié la capacité antioxydante totale sur les extraits de deux parties différentes (les fruits et

les grains) de Cucurbita pepo L., ou ils ont trouvé une valeur égale a 201.37+£1.30 mg AAE/g
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d’extrait dans I’extrait méthanolique des fruits, et une valeur égale a 222.1+1.40 mg AAE/g

d’extrait dans 1’extrait méthanolique des graines, qui sont inférieurs aux résultats trouves.

Par contre, I’étude de Badu et al. (2020) a trouvé que la capacité antioxydante total
d’extrait éthanolique des graines égale a 179.49 + 2.54 mg AAE /g d'extrait.

Nous avons constaté que la capacité antioxydante augmente avec l'augmentation de la

quantité de polyphénols totaux.

3.1.4.2. Test de piégeage du radical libre DPPH

La capacité de piégeage des radicaux par les différents extraits de C. pepo L. a été
mesurée a l'aide du test de piégeage DPPH. Cette méthode est largement utilisée pour tester la
capacité des composés a agir comme piégeurs de radicaux libres ou donneurs d'hydrogéne
(Proestos et al., 2013).

Le parameétre ICsg est utilisé pour l'interprétation des résultats de la méthode a DPPH, ce
parameétre est défini comme la concentration efficace de I'extrait antioxydant nécessaire pour
le piégeage et la réduction de 50% des molécules de DPPH. Plus la valeur d’ICsg est petite,

plus I’activité d’extrait testé est €levée (Hebi et Eddouks, 2016).

Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d'inhibition, et I'acide ascorbique a

été utilisé comme standard. Ils sont mentionnés dans les tableaux 10 et 11.

Tableau 10. Pourcentage d'inhibition des radicaux libres de divers extraits de feuilles de
Cucurbita pepo L. (Dar et al., 2017).

Pourcentage d’inhibition
Concentration

(mg/ml) Extrait Extrai,t Acétate Extrait_ n- Extra_it
Aqueux d'éthyle Butanolique Ethanolique
50 11.48+0.70 19.9+0.00 3.04+1.76 6.04+0.02
100 22.84+0.02 27.1+0.00 11.45+1.41 14.62+0.70
150 30.94+0.00 40.6+0.00 23.04+0.70 21.83+1.41
250 42.92+2.34 56.71+1.41 40.45+0.00 30.4+0.00
500 59.96+0.70 79.44+0.70 68.9+0.00 54.66+1.41

Il 'y a une augmentation du pourcentage d'inhibition des radicaux DPPH avec

I'augmentation des concentrations [de 50 a 500 mg/ml] des extraits de feuilles de C. pepo L.,
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ou on a trouvé que le pourcentage d'inhibition maximale était dans la concentration 500 mg/

ml.

Les résultats ont montré que : l'extrait acétate d'éthyle représentait le pourcentage
d'inhibition le plus élevé 79.44+0.70 % par rapport aux autres extraits n-butanolique
68.9+0.00 %, aqueux 59.9620.70 % et éthanolique 54.66+1.41 %.

D’aprés, Mondal et al. (2017) le pourcentage d’inhibition des radicaux DPPH maximale

dans la concentration 100 pg/ml, égale a 93.55 % dans 1’extrait éthanolique de feuilles de C.

pepo L.
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Figure 8. Valeurs d'ICso de divers extraits de feuilles de Cucurbita pepo L. (Dar et al., 2017).

Selon les résultats enregistrés dans la figure 8, la valeur d’ICso de I’extrait n-butanolique
(359 ug/ ml) a montré que cet extrait possede un pouvoir de piégeage du radical DPPH plus
¢levée que les extraits éthanolique (494 ng/ ml), acétate d’éthyle (372 pg/ ml) et de I’extrait
aqueux (371 pg/ ml).

D’apres Tsiba et al. (2020), la valeur d’ICsg de I’extrait hydroéthanolique des feuilles de
Cucurbita pepo L., originaire de Brazzaville égale a une valeur de 18,28 + 0,02 mg/ml qui

montre un pouvoir de piégeage du radical DPPH plus faible que les résultats de cette étude.
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Tableau 11. Pourcentages d'inhibition des radicaux libres et la valeur d'ICso d'extrait
hydroalcoolique de fruits de Cucurbita pepo L. (Srividhya et al., 2019).

Concentration (ug/ml) % d’inhibition I1Cso (png/ml)
20 35.68

40 47.86

60 68.54 33.74

80 89.45

100 94.74

Ces résultats indiquent que le pourcentage d'inhibition des radicaux DPPH de I'extrait
hydroalcoolique de fruits de C. pepo L. augmente avec I'augmentation des concentrations de
20 a 100 pg/ml, ou I'on trouve gue le pourcentage d'inhibition maximale dans la concentration
100 mg/ ml égal & 94.74 %.

L’ICso de Cucurbita pepo L. a été rapportée par les travaux de Hashash et al. (2017) sur
I’extrait méthanolique de fruits qui égale a 643.094+6.3 pg/ml, cette valeur a montré un effet
antioxydant plus faible que le résultat obtenu (33.74 pg/ml).

D’un autre c6té 1’étude de Boujemaa et al. (2020) sur les graines de Cucubita pepo L. a
montré que la valeur d’ICso d'extrait méthanolique égale a 586.47 + 15.73 pg/ml, ce qui
indique un pouvoir antioxydant faible que ces résultats. Et dans un autre travail réalisé par
Amutha et al. (2014) sur le méme extrait et la méme partie de la plante utilisé par Boujemaa
et al. (2020), montre que la valeur d’ICso égal a 40.8 pug /ml, qui possede une puissante

activité antioxydante.

D'aprés tous les résultats obtenus a partir de différentes parties de Cucurbita pepo L.
dans plusieurs extraits, ont montre qu’ils ont une activité de piégeage des radicaux libres trés
intéressante, ou les fruits de la plante présentaient une activité antioxydante supérieure a celle

des feuilles.

Cependant, ces activités antioxydantes sont differentes selon le degré de solubilité des

composés phenoliques dans chaque extrait.

En effet, I’activité antioxydante n'est pas seulement dose-dépendante des polyphénols,
mais également structure-dépendante (Fadili et al., 2015), c'est ce qu'on appelle la relations
structure-activité (RSA) (Balasundram et al., 2006).

29



Chapitre 3 Résultats et discussions

La principale caractéristique structurelle responsable de l'activité antioxydante des
composés phénoliques dérivés est le groupe hydroxyle phénolique. Une augmentation du
nombre de groupes hydroxyle dans le cycle phényle augmente l'activité de piégeage des
radicaux, en raison au fait que plus d'atomes d'hydrogéne du composé phénolique des groupes

hydroxyle peuvent étre donnés pour stabiliser les radicaux libres (De Pinedo et al., 2007).

Les flavonoides sont des composés phénoliques, capable d'inactiver et de stabiliser les
radicaux libres grace a leur groupement hydroxyle fortement réactif (Ghedira, 2005).
Cependant, la variation structurale des mémes flavonoides affecte dans une large mesure cette
activité, les composes les plus actifs sont ceux qui combinent les trois critéres suivants : la
présence de la groupement catéchol (la structure ortho-dihydroxy) dans le cycle B qui confere
la stabilité au radical flavonoxy et participe dans la délocalisation des électrons, la double
liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo, et la présence du groupe 3-OH en
combinaison avec la double liaison C2-C3 (Belhadj Tahar et al., 2015).

A titre d’exemple, I’acide gallique et la quercétine, posséde une forte activité

antioxydante, qui sont les composés les plus actifs de la famille des polyphénols.

Cucurbita pepo L. contient une plus grande quantité de composés phénoliques, ces
composants augmentent l'activité des enzymes qui ont I’action antioxydant, tel que le
superoxyde dismutase et de la glutathion peroxydase. Ces enzymes ont en elles-mémes un
role contre les radicaux libres pour réduire les maladies chroniques (Ratnam et al., 2017).

Toutefois, la meilleure synergie et la diversité des composés bioactifs englobées dans
les extraits comme les tocophérols, les saponines, les polysaccharides et I'acide ascorbique,

pourraient aussi contribuer a cette bonne activité antioxydante (Brglez Mojzer et al., 2016).
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Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales sont la source de la plupart des antioxydants naturels
(notamment les métabolites secondaires) qui sont exploitées de plus en plus dans le domaine

médical en raison de leur efficacité contre diverses maladies.

L’analyse de différents travaux de recherche sur I’activité antioxydante de feuilles et de

fruits de la plante Cucurbita pepo L. (citrouille) a permis d'obtenir différents résultats.

La quantification par des méthodes spectrophotométriques de la teneur en polyphénols
et en flavonoides totaux de la plante Cucurbita pepo L. a montre des valeurs importantes dans
les différents extraits de feuilles par rapport a I'extrait hydroalcoolique de fruits.

Par ailleurs, I'évaluation de I'activité antioxydante de Cucurbita pepo L. a été affirmée
dans cette étude par les deux tests : La capacité antioxydante totale et le test de piégeage des
radicaux libres DPPH sur différents extraits, montre que les deux parties de la plante (feuilles
et fruits) présentaient une activité antioxydante, ou on trouve que I'extrait hydroalcoolique de
fruits posséde la meilleure capacité antioxydante par rapport a celle trouvé dans les différents
extraits de feuilles de la méme plante.

Les piégeurs les plus efficaces du radical libre DPPH sont ceux possedant les valeurs
d'ICso les plus basses. L’extrait hydroalcoolique de fruits de cette plante a signalée la
concentration la plus faible ce qui a montré I’activité de piégeage des radicaux libres DPPH la

plus élevée.

Donc, nous avons conclu que Cucurbita pepo L. possede une activité antioxydante trés
importante, et elle peut étre considérée comme une bonne source de composés phénoliques
nécessaires dans la prévention du stress oxydatif et ’amélioration de la santé humaine. C'est

ce qui lui fait I'un des aliments les plus intéressants dans un régime alimentaire naturel et sain.

Afin de pouvoir approfondir nos résultats et mettre en place de nouvelles démarches, il

est possible de suggérer les perspectives suivantes.

e Procéder différentes méthodes d'extraction et de dosage pour des rendements plus
éleves.
e Etudier d’autres substances bioactives naturelles des différentes parties de la plante

(Tanins, coumarines, caroténoides...etc.).
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Appliquer d'autre tests in vitro et in vivo pour une meilleure évaluation de Il'activité

antioxydante des extraits étudiés dans ce travail et d'autre extraits.

Evaluer les autres activités thérapeutiques de Cucurbita pepo L. (anti-inflammatoire,
antimicrobienne, antidiabétique...etc.).
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Résumé

L'objectif de cette étude est d'évaluer I'effet antioxydant in vitro des feuilles et des fruits de la
plante Cucurbita pepo L. (citrouille) dans différents extraits. Le dosage de polyphénols totaux par le
réactif du Folin-Ciocalteau et de flavonoides totaux par le trichlorure d'aluminium a montré que
I’extrait n-butanolique, obtenu a partir des feuilles, a procuré le taux en polyphénols le plus élevé
(93.62 mg GAE/g d'extrait), et que D’extrait acétate d’éthyle des feuilles a donné la teneur en
flavonoides le plus remarquable (76.92 mg QE /g d'extrait) par rapport aux autres extraits testés. Les
résultats de la capacité antioxydante totale de feuilles de la plante ont donné la valeur la plus élevée
dans I'extrait n-butanolique qui est estimée par une valeur de 484.75 mg AAE /g d'extrait. Ainsi que
les resultats du test de DPPH ont montré des valeurs d’ICso égales a 359 pg/ ml et 33.74 pg/ ml dans
I'extrait n- butanolique des feuilles et I'extrait hydroalcoolique de fruits, respectivement. Les résultats
de ce travail ont permis d’affirmer que I’ensemble des extraits de Cucurbita pepo L. étudiés présente
de tres bonnes propriétés antioxydantes.

Mots clé : Effet antioxydant, In vitro, Cucurbita pepo L., DPPH, Polyphénols totaux.

Abstract \

The objective of this study is to evaluate the antioxidant effect in vitro of the leaves and fruits of
the plant Cucurbita pepo L. (pumpkin) in different extracts. The dosage of total polyphenols by the
Folin-Ciocalteau reagent and total flavonoids by aluminum trichloride showed that the n-Butanolic
extract, obtained from the leaves, provided the highest polyphenol content (93.62 mg GAE/g of
extract), and that the ethyl acetate extract of the leaves gave the most remarkable flavonoid content
(76.92 mg QE/g of extract) compared to the other extracts tested. The results of the total antioxidant
capacity of plant leaves gave the highest value in the n-Butanolic extract which is estimated by a value
of 484.75 mg AAE / g of extract. As well as the results of the DPPH test showed ICso values equal to
359 pg/ml and 33.74 pg/ml in the n-butanol extract of the leaves and the hydroalcoholic extract of the
fruits, respectively. The results of this study have confirmed that all extracts of Cucurbita pepo L.
studied have excellent antioxidant properties.

Qwords : Antioxidant effect, In vitro, Cucurbita pepo L., DPPH, Total polyphenols. j
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