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Abstract

Cucurbita maxima is a plant belonging to the cucurbitaceae family. It is a plant widely
used in the agri-food industry and therapeutic fields. The fruit peel was subjected to two
extractions; a maceration in ethanol (EMHE), and an aqueous decoction (EDA). The yields were
23.45% (m/m) for EMHE, and 23.17% (m/m) for EDA. Phytochemical tests applied to cucurbita
maxima peel extracts showed the presence of several families of potentially bioactive chemical
compounds, including tannins, quinones and terpenoids. The content of total polyphenols was
determined using the Folin-Ciocalteu reagent, it is 8.14 (EMHE), 10.29 (EDA) mg gallic acid
equivalent/g. Flavonoids were evaluated by the method using aluminum chlorides AICI3, the
content is estimated to be 1.58 (EMHE), 0.87 (EDA) mg quercetin equivalent/g. Antioxidant
activity was carried out by the anti-radical test evaluated using 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH), the inhibitory concentrations at 50% (IC50) are estimated at 25.33 pg/mg (BHT),
126.45 pg/mg (EMHE),234.14ug/mg (EDA), Antibacterial activity was determined against two
bacterial strains: Escherichia coli (Gram-) and staphylococcus aureus (Gram+),according to the
method of diffusion in wehhs. Our results show that the two extracts were without any effect on

the Escherichia coli and staphylococcus.

key word: cucurbita maxima, total phenols, flavonoids, antioxidant activity, DPPH,

antibacterial activity.



Résumé

Cucurbita maxima est une plante appartenant a la famille des cucurbitacées ; Elle est
largement utilisée dans les domaines agroalimentaire et thérapeutique. L’écorce du fruit a été
soumise a deux extractions, a savoir une maceration dans 1’éthanol (EMHE), et une décoction
aqueuse (EDA). Les rendements sont de 23,45% (m/m) pour EMHE et 23,17% (m/m) pour EDA.
Les tests phytochimiques appliqués aux extraits de 1’écorce de cucurbita maxima ont montré la
présence de plusieurs familles de composés chimiques potentiellement bioactives, notamment les
tanins, les quinones et les terpénoides. La teneur en polyphénols totaux a été déterminée en utilisant
le réactif de Folin-Ciocalteu ; elle est de 8,14 (EMHE) et 10,29 (EDA) mg équivalent d’acide
gallique. Les flavonoides ont été évalués par la méthode utilisant le chlorure d’aluminium AICI3.
Leur teneur est estimée a 1,58 (EMHE) et 0,87 (EDA) mg équivalent quercétine/g. L’activité
antioxydante a été réalisée par le test anti-radicalaire en utilisant le 2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyle
(DPPH.). Les concentrations inhibitrices a 50 % (IC50) sont estimées a 25,33 pg/mg (BHT),
126,45 pg/mg (EMHE) et 234,14 pg/mg (EDA), L’activité antibactérienne est déterminée vis-a-
vis de deux souches bactériennes de référence : Escherichia coli (Gram, négatif) et staphylococcus
aureus (Gram, positive), selon la méthode de diffusion des puits. Les deux extraits n’ont montré

aucun effet sur les deux souches E. coli et staphylococcus.

Les mots clés : Cucurbita maxima, polyphénols totaux, flavonoides, activité antioxydante,

DPPH, activité antibactérienne
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Introduction

Introduction

Les chercheurs recueillent chaque jour des preuves supplémentaires sur la possibilité de
prévenir ou d'améliorer I'évolution de nombreuses maladies gréce a I'utilisation d'antioxydants,
qu'ils soient directement acquis par I'alimentation ou assurés par des compléments alimentaires,
La fonction des antioxydants est de prévenir ou de contréler les processus d’oxydation. (DE ES.,

2021)

Les médicaments traditionnels et/ou indigénes sont utilisés depuis des siécles. De nombreuses
études ethnobotaniques sur les plantes médicinales utilisées par la population locale ont été
réalisées dans différentes parties du monde, et ont suggéré que plusieurs plantes médicinales ont
été utilisées comme compléments alimentaires pour le traitement de nombreuses maladies. En Inde
et en Chine, l'utilisation de plantes médicinales est pratiquée depuis longtemps comme un moyen

moins colteux de traiter divers problemes de santé (Ratnam et al., 2017).

Parmi celles-ci, la famille des Cucurbitaceae fournit un éventail de cultures nutritives, savoureuses
et colorées, qui sont principalement consommeées pour leurs fruits et leurs graines, utilisées comme
sources d'huiles ou de médicaments, ou encore utilisées comme éponges ou récipients (Grumet et
al., 2021).

Les Cucurbitaceae sont une source de plusieurs molécules présentant une activité antioxydante,

qui protegent 1’organisme Vis-a-Vvis de certaines maladies (Caili et al.,2006).

L’objectif de ce travail est d'évaluer les activités antioxydante et antibactérienne de Cucurbita
Maxima pour valoriser I’écorce de son fruit, considérée jusque-la comme un déchet alimentaire et

encourager ainsi les consommateurs a adopter un régime alimentaire sain.
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Etude Bibliographique Chapitre | : Présentation de la plante étudiée

I. Origine et présentation générale

Les léegumes-fruits en général et ceux de la famille des Cucurbitaceae sont des sources
essentielles de vitamines et de minéraux dans le régime alimentaire des populations des pays

africains.

Pres de 90 genres et plus de 700 espéces de plantes composent la famille des Cucurbitaceae,
les genres les plus répandus étant Cucurbita, Cucumis, Luffa, Citrullus, Momordica et Lagenaria.
En raison de leur tolérance aux températures chaudes et seches, les cucurbitacées sont

fréqguemment cultivées dans les pays tempeérés et tropicaux (Gnanvossou et al., 2006).

Cucurbitaceae sont des plantes trés anciennes qui ont été decouvertes dans des vestiges
archéologiques américains. Bien que son origine soit supposée étre en Amérique, il existe des
populations sauvages de Cucurbita pepo en Afrique, et Cucurbita Pepo, Cucurbita moschata sont
toutes des variétés originaires d'Amérique et Cucurbita maxima de I'Asie (Ghedira, et
Goetz.,2013).

I.1. Description botanique de la famille Cucurbitaceae

Les Cucurbitaceae sont caractérisées par un seul style avec seulement les stigmates plus ou
moins libres et par des vrilles proximales de 2 a 5 branches ramifiées ou non. Elles

palynologiquement diverses et divisibles en 8 tribus (Jeffrey.,1980).
o Lesfleurs

Les fleurs sont réguliéres et presque toujours unisexuées., Les plantes sont généralement

pentameéres et gamopétales.

Le périanthe posséde 5 sépales sont souvent petits et reliés entre eux, et 5 pétales soudés en une
corolle campanulée avec tube étroit et des lobes étalés ou presque aplatis, de couleurs blanches,

rouges, orange, ou jaune (Botineau., 2010).
e fruits

Les fruits se caractérisent par une forme et une taille différente qui permet de différencier
chaque espeéce, Ils ont un grand nombre de graines, ces derniéres sont aplaties, parfois ailées, sont
dépourvues d'albumen et possedent un embryon droit ainsi que des cotylédons gras et epais, riches

en huile. Ces graines peuvent se décharger de maniére explosive (Botineau., 2010).
e Habitat

Toutes les Cucurbitaceaes ont des parties aériennes sensibles, mais les espéces des zones

tempérées peuvent résister au gel grace a leurs parties souterraines tubérisées (Botineau., 2010).
2
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1.2. Classification
Le genre Cucurbita appartient a la famille des Cucurbitaceae. Elle est constituée de :

Cucurbita moschata

Cucurbita pepo L

Cucurbita maxima

Cucurbita Mixta

Cucurbita Ficifolia

Trois d'entre elles, Cucurbita pepo L., Cucurbita maxima, et Cucurbita moschata,
représentent des especes économiquement importantes, cultivées dans le monde entier et dont la

production est élevée (Caili et al.,2006).

Tableau 1: espéces et variétés de la cucurbita (Polese., 2006).

Espéces Variétés Images

Cucurbita moschata Courge musquée
(Courge Butternut)

Musquée de Provence

Citrouille
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Cucurbita Pepo Patisson

Courge spaghetti

Giraumon

Cucurbita maxima

Potiron

Potimarron

Il. L’espece de Cucurbita maxima

I1.1. Description botanique de L’espéce Cucurbita maxima

Cucurbita maxima appartient a la famille des cucurbitacées. C’est un légume vert a feuilles.
Les fruits sont de taille, de couleur, de forme et de poids variables. Ils ont une écorce modérément
dure, avec une chair épaisse et comestible en dessous, et une cavité centrale pour les graines. Le
fruit contient de nombreuses graines. La plupart des graines sont dodues et de couleur havane ou
blanc tendre. Elles sont toutes recouvertes d'une chair orange de la C maxima est destinée a la
consommation humaine : comme les soupes, les purées, les confitures et les tartes dans le monde

entier (Alfawaz.,2004).
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e Tige
Presque toujours longues et trainantes, quelquefois courtes, jamais dressées, cylindrique ou
trés obscurément anguleuses (Naudin.,1856).

e Feuilles

Réniformes avec cing lobe courts et aigus, obtus arrondis entre lesquels les sinus sont a
peine sensibles ou nuls, séparent, peu prononcés, pédoncules floraux (méles et femelle)

cylindriques et non anguleux (Naudin.,1856).

Figure 1: feuilles de Cucurbitaceae (spichiger et al., 2002).

e Lesfleurs

Les fleurs males ont un calice campanulé a contour arrondi, sans constriction au-dessous du
point d'insertion des sépales (étroits, linéaires, gréles, parfois filiformes, avortés, trés rarement
élargis et prenant un aspect foliacé), et une corolle campanulée a lobes réfléchis qui est

typiquement jaune vif (Naudin.,1856)

Figure 2:Fleur male (coupe longitudinale) (Juan et al., 2023).
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Les fleurs males différent de structure, de couleur et de croissance, sont plus longues (6-12
cm) que les fleurs femelles, qui mesurent 3-5 cm. La couleur des fleurs varie du jaune a lI'orange
pale (Kaur et al.,2020).

ny

Figure 3: Fleur femelle (Juan et al., 2023).

e Les fruits

Grand (60 a 80 cm de diametre transversal) ou moyenne taille, Ils ont souvent le volume de

la téte et le pédoncule du fruit est claviforme ou cylindrique (Naudin.,1856).

Figure 4: Fruit de C maxima.

e Lachair C maxima

Est fine, a peine filandreuse, généralement jaune vif a orange, parfois blanc jaunatre ou rose,

et parfois jaune brunatre (Naudin.,1856).
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e Lesgraines

Grand (20 a 24 mm de long, 12 a 14 mm de large)., ovales, avec des bords saillants, parfois
plus ou moins effacés, ou nulle, une couleur qui change du blanc pur au fauve foncé
(Naudin.,1856).

11.2. Classification de la plante Cucurbita maxima.

Tableau 2: représente les classifications classiques de la cucurbita maxima. (Caili et

al.,2006).
Classification
Régne Plante
Division Spermatophyta
Sous-division Angiospermae
Classe Dicotyledonnae
Sous-classe Poly patella
Série Caliciflorae
Ordre Passiflorales
Famille Cucurbitaceae
Genre Cucurbita
Espéces Maximus

11.3. La composition et valeur nutritionnelle

Il s'agit d'une bonne source de caroténoides, de potassium et de vitamines, et il contient une
grande quantité de fibres, béta-caroténe (Guiné.,2012). Des protéines, lipides, cendres, stérols, sa
teneur élevée en polysaccharides, acides para-amino-benzoiques, acides gras mono- et
polyinsaturés et huile fixe, I'acide c-amino-butyrique (graine, fruit), des glycosides phénoliques,
de I'acide 11E-octa-décatrienoique (feuilles, graine), des flavonoides, des alcaloides, des dérivés
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phénoliques, des tanins, des hydrates de carbone, des saponines, de magnésium (Les graines)
(Wahid et al.,2021).

11.4. Utilisation de la plante C maxima

Dans le domaine agroalimentaire : Cucurbita maxima est un légume qui peut étre utilisé
pour obtenir différents produits alimentaires, tels que des sirops, des confitures, des gelées
et des pureées., il a une faible teneur énergétique, ce qui en fait un bon aliment d'un point
de vue nutritionnel

Sur le plan thérapeutique : aide a prévenir certains types de cancer, les maladies
cardiovasculaires et la dégenérescence maculaire, possede des propriétés antioxydantes,
grace a la désactivation des radicaux libres (Guiné.,2012). Grace a contiennent de
magnésium (graines) qui agit comme un bloqueur des récepteurs NMDA donc réduire les
douleurs aigués ou chroniques (les douleurs nerveuses) (Wabhid et al.,2021).
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. Généralité

Les plantes sont capables de synthétiser une grande variété de composés organiques de faible
poids moléculaire appelés composés secondaires., dont la structure est généralement unique et

complexe (Goossens et al.,2003).

Les métabolites secondaires genérés par les plantes représentent une source majeure de
produits naturels qui jouent un réle important dans la biochimie et la physiologie des plantes et qui
présentent diverses propriétés pharmaceutiques, lls constituent une source fiable pour la
découverte et le développement de médicaments comme en témoignent la longue histoire des
médicaments a base de plantes et la grande proportion de médicaments d'origine végétale sur le
marché actuel (Lin et al.,2013).

De nombreux métabolites secondaires végétaux possedent des activités biologiques
intéressantes et trouvent des applications, telles que pharmaceutiques, insecticides, colorants,

arémes et parfums (Goossens et al.,2003).
I1. Classification des métabolites secondaires
Les métabolites secondaires des plantes sont répartis dans les groupes principaux suivants :

e Les composés phénoliques
e Lesalcaloides et composés azotes

e Les composés terpéniques
I1.1. Les composés phénoliques

Les composés chimiques simples comme les acides phénoliques et les grands polymeres
complexes comme les tanins et la lignine, ainsi que les flavonoides, constituent la grande famille

des substances chimiques appelées polyphénols (Hopkins., 2003).

La structure de base est phénol, un cycle aromatique hydroxylé :

OH

Figure 5: Structure de phénol (Hopkins., 2003).
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11.1.1. Les acides phénoliques

Ce sont de simples composés organiques de phenols dérivés en C6 du cycle benzénique,

classés en deux groupes : les acides hydroxy benzoiques et les acides hydroxy cinnamiques (Chira
et al., 2008).

Acides phénoliques
RS COOH RS X COOH
R4 R2 R4 R2
R3 R3
acides benzoiques R2 R3 R4 RS acides hydroxycinnamiques
acide p-hydroxybenzoique H H OH H acide p-coumarique
acide protocatéchique H OH OH H acide caféique
acide vanillique H OCH: OH H acide férulique
acide gallique H OH OH OH
acide syningique H OCH: OH OCH; acide sinapique
acide salicylique OH H H H
acide gentisique OH H H OH

Figure 6: Structure des acides phénoliques (Chira et al., 2008).
11.1.2. Les flavonoides

Les flavonoides constituent une classe importante de produits naturels, ils appartiennent
a une classe de métabolites secondaires végétaux ayant structure polyphénolique, largement
présents dans les fruits, les légumes et certaines boissons. Ils ont divers effets favorables effets
biochimiques et antioxydants favorables associés a diverses maladies telles que le cancer, la
maladie d'Alzheimer, 1’athérosclérose, ... etc. (Panche et al., 2016).

- La structure de base des flavonoides comporte 15 atomes de carbone disposés en deux

anneaux aromatiques reliés par une chaine linéaire de trois atomes de carbone.

%
. B |

O .2 X 5
Al c

Figure 7: structure de base des flavonoides (Panche et al., 2016).
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> Classification des flavonoides

La figure ci-dessous illustre la classification des flavonoides. et les aliments qui en contiennent

Flavonol
(quercetin, kaempferol)

Isoflavones Flavonone

(naringenin, hesperitin)

6 3
10 3
e ‘;g’
_ Flavan- 3 ol

Flavone (ca'rechm epccm‘echm)

Anthocyanins (luteolin, apigenin)
(delphinidin, malvidin)

(daidzein, genistein)

Figure 8: Déférent classe de flavonoides. (Stoclet et Schini-Kert., 2011).

A. Les flavones et flavonols

Flavones sont l'un des sous-groupes importants des flavonoides. lls possedent une double
liaison entre les positions 2 et 3 et une cétone en position 4 du cycle C, Par rapport aux flavones,

les flavonols possedent un groupe hydroxyle en position 3 de I'anneau C (Panche et al., 2016).
B. Les flavanols

Les flavanols ou catéchines constituent I'une des principales sous-classes de flavonoides, la
caractéristique structurelle discriminante des flavanols, gu'ils n‘'ont en commun qu'avec les

anthocyanidines, est lI'absence d'un groupe d'oxygene en position 4 de I'anneau C hétérocyclique.

Les flavanols sont tres présents dans les aliments d'origine végétale ; ils ont été trouvés dans le thé,
les fruits et les légumes (Hollman et Arts.,2000).

11
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C. Isoflavones :

Les isoflavones constituent une sous-classe distincte et trés importante de composés
flavonoides. Leurs structures constituent le squelette du 3-phénylchroméne qui est dérivé
chimiquement du squelette 2-phénylchromen par un mécanisme de migration des aryles
(Brodowska., 2017).

D. Anthocyanes

Les anthocyanes sont des pigments naturels responsables des couleurs bleue, violette, rouge
et orange de nombreux fruits et Iégumes. Plus de 500 anthocyanes différents ont été décrites dans
la littérature. Leur structure est basée sur le cation flavilium ou 2-phenylbenzopyrilium, avec des
groupes hydroxyle et méthoxyle présents a différentes positions de la structure de base (De
Pascual et al., 2010).

E. Chalcones

Les chalcones, ou 1,3-diaryl-2-propene-1-ones, appartiennent a la famille des flavonoides.
Chimiquement, ce sont des flavonoides a chaine ouverte dont les deux cycles aromatiques sont

reliés par un systéeme carbonique a, b-insaturé a trois carbones (Rozmer et Perjési., 2016).
11.1.3. Les tanins
Les tanins ont été classés en deux groupes en fonction de leur type de structure :

» Les tanins hydrolysables

> Les tanins condensés.
11.1.4. Les saponines

Les saponines sont généralement connues comme étant des composés non volatils et
tensioactifs largement répandus dans la nature, principalement dans le regne végétal (Deshpande
et al.,1986).

Le nom "saponine" est dérivé du mot latin sapo, qui signifie "savon", parce que les molécules de
saponine des mousses semblables a du savon lorsqu'elles sont agitées avec de I'eau. Il s'agit de
molécules structurellement diverses qui sont chimiguement désignées comme des glycosides
triterpéniques et stéroidiens. Elles sont constituées d'aglycones non polaires couplés a un ou

plusieurs groupes de monosaccharides (Vincken et al.,2007).

12
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11.1.5. Les coumarines

Les coumarines sont dérivées des 1,2-benzopyrones. Ces molécules se trouvent dans les
plantes supérieures ou elles proviennent de la voie générale des phénylpropanoides (Bourgaud et
al., 2006).

Les coumarines peuvent étre subdivisées en :

> Coumarines simples (benzo-a-pyrones syn. 1,2-benzopyrone).

> Coumarines 7-oxygénées (furanocoumarines syn. furobenzo-a-pyrones ou
furocoumarines).

> Pyranocoumarines (benzodipyran-2-ones).

> Phénylcoumarines (benzo-benzopyrones) (Lin et al.,2013).

OH o

POGNS SN YLD

] o
Umbelliferone Scopoletin Wartarin
Simple coumarins N Pyrone-substituted
coumarins
O O
Coumarin
R 1,2-benzopyrone = A
(o) o o
o 0o 0
o " _ o o /I\;l/
Psoralen Angelicin Xanthylitin Seselin
Furanocoumarins Pyranocoumarins

Figure 9: Catégories de composés de la coumarine. (Lin et al.,2013)

11.1.6. Les lignanes

Les lignanes constituent un vaste groupe de composés naturels dérivés de la voie de
biosynthese de I'acide shikimique. Sur le plan structurel, les lignanes contiennent un squelette de
base composé de deux ou plusieurs unités phénylpropanoides, et les monomeres formant les
lignanes sont I'acide cinnamique, I'alcool cinnamique, le propénylbenzéne, et I'allyle benzene (Cui
et al., 2020).

13
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Figure 10: Monoméres et la classification des lingnanes (Cui et al., 2020).

11.1.7. Les stilbénes

ci-dessous.

Les stilbenes sont des diphényléthylénes dont la structure générale est illustrée a la figure

Les deux formes isomériques des stilbenes (cis- et trans-) ont des caractéristiques chimiques et des

activités biologiques différentes, L'isomére trans est généralement le plus stable (Hart., 1981).

Figure 11: Structure de stilbéne. (Hart., 1981).
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11.2. Les alcaloides et composes azote

Les alcaloides sont des substances végétales de base, ils contiennent normalement un atome
d'azote dans leurs structures chimiques en tant que partie d'un anneau hétérocyclique, ils possédent
un éventail de diversité structurelle et d'activité physiologique inégalé par tout autre groupe de

produits naturels, ils comptent environ dix mille structures en moyenne

A l'origine. On pensait que les alcaloides étaient uniques dans le regne végétal, mais réecemment,
ils ont été détectes chez certains animaux, par exemple dans les secrétions toxiques des fourmis de
feu, des coccinelles et des crapauds, mais ils sont surtout présents dans les plantes a fleurs (Puri
et Hall.,1998).

» Classification des alcaloides
A. Les alcaloides vrais
B. Les pseudo-alcaloides
C. Les proto—alcaloides (Yinyang et al., 2014).

11.3. Les composés terpéniques

Les terpenes sont généralement des composés lipophiles qui dérivent d’une entité simple
de cinq atomes de carbone, sont constituées de deux dérivés phosphorylés appelés
isopentényldiphosphate (IPP) ou d'isopréne actif, et son isomére le diméthylallyldiphosphate
(DMAPP) (Hopkins.,2003).
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I. Activité antioxydante

Les plantes médicinales traditionnelles ainsi qu’une alimentation équilibrée représentaient
les principales sources d’antioxydants qui protégeaient nos ancétres des lésions engendrées par les

radicaux libres (Sarr et al., 2015).
I.1.Stress oxydatif

L'oxygeéne est une molécule essentielle a la vie, peut avoir des conséquences négatives sur
I'organisme en produisant des radicaux libres et des especes oxygenées activées (EOA) (Haleng
et al., 2007).

La balance antioxydant/prooxydant est considéré comme étant en équilibre dans des conditions
normales. Si ce n'est pas le cas, soit en raison d'un déficit d’antioxydants, soit en raison d'une
surproduction massive de radicaux, l'excés de ces radicaux est appelé "stress oxydatif "
(Favie., 2003).

nutntion
celiule
Hg Pb Glutathion ® ggoow"\onls
A cd Thiorédoxine o |
" SOD, GPx Zn
= Ferritine
e e Ozone NOx | _ —m( Mn
ptation
9"""".’"‘ Tabac génomique
V P oliuyon| Alcool
GV \ Vitamine C, E
@ Caroténoldes
Respiration Polyphénois
mitochondriale
(W ‘
" /] \
i
P hagocytose

Figure 12: Modele d’équilibre entre les pro-oxydants et les antioxydants (Favier., 2006)

1.2.Les Radicaux libres

Une molécule ou un atome qui possede un ou plusieurs électrons non appariés est connu
comme un radical libre et est trés réactif. Les especes réactives de I'oxygéne sont un terme utilisé

pour désigner tous les radicaux libres et leurs précurseurs (Merouane et al., 2014).

Les radicaux superoxyde et hydroxyle sont les principaux radicaux libres impliqués dans

les processus physiopathologiques humains, mais d'autres dérivés de lI'oxygéne, notamment le
16
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peroxyde d'hydrogéne et les peroxynitrites, jouent également un réle important dans le stress

oxydatif (Goudable et Favier.,1997).

1.2.1. Espéces réactives de I’oxygene (ERO)

Les ERO sont des espéeces électrophiles a courte durée de vie (quelques nanosecondes), un

composant commun des systemes, et leur réactivité est inversement proportionnelle a leur capacité
d'oxydation (OH° > RO° > HOO° > ROO°®) (Bensakhria., 2018).

Les espéces réactives de l'oxygene (ERO) sont des especes chimiques produites par la

réduction de I'oxygeéne (Oz2), les principaux acteurs du stress oxydatif sont les espéces O2-, H2O»-

et OH.

> Le radical superoxyde (O2) est formellement obtenu par I'addition d'un seul électron

a I'oxygeéne [réaction (1)].

> Le peroxyde d'hydrogéne (H20:) est produit par lI'addition de deux électrons sur le

dioxygéne et par conséquent de I’addition d’un électron au radical superoxyde

[réaction (2)].

» Le peroxyde d'hydrogéne a éte réduit par un électron pour produire le radical
hydroxyle (OH), qui est le résultat de [la réaction (3)] (Gardés-Albert., 2006).

1) Oz+le =07

2) Or+le+(2H") 2 H:202

3) H202+le-— OH + OH

Tableau 3: Espéces réactives radicalaire et non radicalaire (Helliwell et Whiteman., 2004).

Espéces reactive radicalaire

Espéces réactive non radicalaire

Superoxyde (O2¢-)

Peroxyde d’hydrogéne (H202)

Hydroxyle (HO")

Acide hypobromeux (HOB)

17
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Hydroperoxyle (HO2") Acide hypochloreux (HCIO)
Peroxyle (ROO ) Ozone (O3)
Alkoxyle (RO*) Oxygene singulet (102)
Carbonate (CO3") Hydroperoxyde (ROOH)
Dioxyde de carbone (COz") Peroxynitrite (ONOO")
Acide peroxynitriqgue (ONOOH)

1.2.1.1Les Sources des ERO

Les radicaux libres peuvent provenir de diverses sources. Ils peuvent étre créés lors de
"déviations" du métabolisme cellulaire ou provenir du métabolisme physiologique. lls sont divisés

en deux groupes :
« Sources endogenes

Les especes réactives de I'oxygéne (ERO) peuvent provenir de sources endogénes (telles
que la respiration mitochondriale et des enzymes comme les cytochromes P450 et les NADPH
oxydases) (Marwa et Benoudina., 2019).

Une autre source importante de radicaux libres produits par les cellules phagocytaires activées est

I'inflammation.

Les mécanismes du cycle d'oxydoréduction de I'organisme, qui sont provoqués par I'oxydation de
substances comme les quinones, I'acide Iévulinique et surtout les catécholamines, sont des sources

importantes de radicaux libres (Favier., 2003).

18
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+ Sources exogenes

Les sources externes comprennent des éléments (telles que les xenobiotiques comme les

polluants et les médicaments, les électrophiles et les radiations) (Marwa et Benoudina., 2019).

Les radicaux libres peuvent également étre produits par des métaux toxiques (le chrome, le cuivre

et le vanadium) et des particules inhalées (comme I'amiante et la silice) (Favier., 2003).

Microsomal Oxidation,

Flavoproteins, CYP enzymes Myeloperoxidase
(phagocytes)

Xanthine Oxidase,
NOS isoform

— =

Endoplasmic Reticulum /75
i

Cytoplasm Lysosomes

Q. BF

Peroxisomes

Transition
metals

Oxidases,

Flavoproteins Mitochondria

Plasma Membrane Electron transpon

Lipoxygenases,
Prostaglandin synthase
NADPH oxidase

Figure 13: Sources endogénes d’espéces réactives. (Mercan.,2010).

1.3.Stress oxydatif et pathologies

Des molécules comme les lipides, I'ADN, les glucides et les protéines sont susceptibles
d'étre endommagées par le stress oxydatif. Les radicaux libres jouent un r6le dans I'apparition d'un
certain nombre de maladies, notamment 1’athérosclérose, 1’obésité, le cancer, le diabete,
I'inflammation. (Sarr et al.,2015), et la polyarthrite rhumatoide, ainsi que dans les processus
dégenératifs associés au vieillissement (Al-Laith., 2010), Les maladies neurologiques, notamment
la maladie de Parkinson et d'Alzheimer (AMAR., 2010).

I.4.Antioxydants et systéemes de défense

Un antioxydant est toute substance qui, lorsqu'elle est a de faibles concentrations par
rapport a celles d'un substrat oxydable, retarde ou empéche de maniére significative I'oxydation
de ce substrat. (Hallowell.,1995), neutraliser les radicaux libres et prévenir ainsi la survenue des

maladies associées au stress oxydant (Sarr et al., 2015).
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1.4.1. Systemes de défense enzymatique
v" Les superoxyde dismutases (SOD)

Est un groupe de métalloenzymes qui catalysent ladismutation de O2™ en O2 et H20- et sont
considérées comme la principale défense enzymatique contre les radicaux Oz  (Droillard et
Paulin., 1990).

207 +2H* _S9P__ 02+ H202
v' La catalase

Une enzyme d'oxydoréduction qui catalyse la décomposition du peroxyde d'hydrogene (H20-)
en eau et en oxygene (Yoshimoto et al., 2007).

2H02 _—_CAT J 02+ 2H20

v' La glutathion peroxydase (GPx)

Cette enzyme neutralise le peroxyde d'hydrogéne, en utilisant le glutathion comme donneur
(Mironczuk-Chodakowska et al., 2018).

H202 +2GSH ~ &H_ 2 H20 + GSSG
2 GSH + ROOH _GsHPx ROH + GSSG + H20

1.4.2. Systeme de défense non enzymatique
v Les caroténoides

Sont des pigments liposolubles présents dans la nature, les plantes et les micro-organismes,
Sont divisés en deux grandes classes : les caroténes, (le B-caroténe, a-caroténe et lycopéne) et les
xanthophylles (lutéine, b-cryptoxanthine, zéaxanthine, astaxanthine et fucoxanthine) (Zuluaga et
al., 2017).

Le béta-carotene, un caroténoide précurseur de la vitamine A, un nutriment essentiel a
I'activité antioxydante, (Gloria et al., 2014), il a la capacité d'arréter les processus de la chaine de

lipoperoxydation dans leur élan. 1l protege les structures cellulaires des attaques oxydatives
(Goudable, et Favier.,1997).
v' Lavitamine C (acide ascorbique)

Est un excellent piégeur dEOA (HO- ou O2" ). Elle inhibe également la peroxydation des
lipides en reconstruisant la vitamine E a partir de la forme radicale qu'elle prend apres avoir réagi

avec les radicaux lipidiques (Haleng et al., 2007).
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v' Lavitamine E (‘o -Le tocophérol)

Est une vitamine liposoluble considéré comme le principal antioxydant membranaire

utilisé par la cellule.

Au cours de la réaction antioxydante, le -tocophérol est converti en un radical 'a-tocophérol

par le don d'un hydrogéne a un lipide ou a un radical peroxyle lipidique (Valko et al.,2006).
v’ Les polyphénols

Ont une structure chimique parfaite pour I'action de piégeage des radicaux libres, Les
caractéristiques antioxydants des polyphénols sont dus & leur grande réactivité en tant que
donneurs d'hydrogéne ou d'électrons, a la capacité du radical géneré par le polyphénol de stabiliser
et de délocaliser I'électron non apparié. Un autre mécanisme est la capacité des flavonoides a

modifier la cinétique des peroxydes (Vertuani et al, .2004).
v" Les oligo-éléments

Comme le bore, le zinc, le fer, le manganese, selénium existent en quantités relativement
faibles dans les végétaux (Katyal et Randhawa., 1986), le sélénium (Se) est un élément essentiel
du métabolisme humain et animal. 1l est un composant de I'enzyme glutathion peroxydase (GSH-

PX), avec une activité antioxydante capable de réduire les peroxydes (Cartes et al., 2005).
I.5.Evaluation de I’activité antioxydant in vitro

Pour déterminer I'activité antioxydant in vitro, diverses méthodes sont utilisées, notamment test
DPPH (diphényle picrylhydrazyle), Test TAC Test FRAP (Ferric Reding antioxydant Power)
(Dieng et al.,2017).

> Test au DPPH

Le test au 2,2-diphényl-2-picryl-hydrazyle (DPPH.) est réalisé par la méthode décrite par
(Ammar et al., 2009), qui permet de mesurer le pouvoir réducteur par le calcul de la IC50 des
substances antioxydantes contenues dans un extrait. Le DPPH est un radical libre de couleur

violette qui devient jaune quand il est réduit par un donneur de proton H+.
DPPH+AH _____, DPPH-H+ A
Ou AH est un composé capable de céder un H+ au radical DPPH.

> Test au FRAP
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C’est une méthode de mesure de la puissance des substances a réduire le fer ferrique Fe3* en
fer ferreux Fe?* qui est I’'un des mécanismes antioxydants. La capacité réductrice d’un composé

peut servir comme un indicateur significatif de son activité antioxydante (Bentabet et al., 2014).
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Figure 14: Réduction du complexe Fe?*-(TPTZ)2 par un antioxydant générique (RH)
(Tomasina et al.,2012).
» Testau TAC

La capacité antioxydante totale (TAC) des extraits des plantes a été évaluée par la méthode

de Phosphomolybdene. Cette technique est basée sur la réduction de molybdene (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).

I1. Activité antibactérienne
Les plantes médicinales sont connues pour leur propriété de produire certains composes

chimiques naturellement toxiques pour les bactéries. De nombreux chercheurs ont testé 1’activité
antibactérienne des extraits de plantes médicinales ainsi que des substances pures d’origine

végétale sur de nombreuses souches bactériennes pathogeénes pour I’homme (Basile et al., 1999).
11.1. Micro-organismes utilisés dans les tests antimicrobiennes
+ Escherichia coli

C’est une bactérie a Gram négatif, commensal du tube digestif de I’homme et de 1’animal, (Kaper
et al., 2004), de forme non sporulée, de type aérobie facultative, généralement mobile grace aux
flagelles, sa longueur varie de 2 a 6 um, alors que sa largeur est de 1,1 a 1,5 um, E. coli représente
la bactérie la plus impliquée dans les infections aigues d’appareil urinaire, elle provoque également

les diarrhées d’été, diarrhée infantile et les intoxications alimentaires (Percival, 2004).
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Figure 15:E. coli

= Staphylococcus aureus

C’est une espéce de la famille de micrococcaceae constituée de cellules arrondies (Cocci
a gram positif) disposées en amas ou en grappes de raisin d’ou le nom staphylos en grec. Ces
bactéries survivent et prolifeent du fait de leur particuliere résistance aux conditions hostiles de
I’environnement telles que la chaleur, la sécheresse ou la salinité de I’eau. Ces caracteres
ubiquitaire et saprophytique expliquent que ces germes soient aussi des commensaux

occasionnelles ou permanents de la peau des muqueuses de I’homme et des animaux

(Berreghioua.,2016).

Figure 16: Staphylococcus aureus
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. Matériel

I.1.Matériel végétale

La plante cucurbita maxima a été achetée dans un marché local de région de sidi Aissa

wilaya de m’sila, qui a été récolté dans la wilaya de Bouira, Lakhdaria au mois de mars 2023.

L’identification botanique de 1’espéce a été réalisée par Dr. Djamel SARRI, enseignant-chercheur,

au niveau du département science de la nature de vie, université Mohamed BOUDIAF, M’sila.
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Figure 17: Situation géographique de région de récolte de cucurbita maxima (Google Maps).

1.2. Les souches bactériennes

Les souches utilisees sont des souches de référence de 1’American type culture collection
(ATCC), gracieusement fournies par le laboratoire de microbiologie d’université de M’sila, Elles

représentent dans le tableau suivant :

Tableau 4:Les souches bactériennes utilisés

Nom de bactérie Code Gram
E. coli ATCC 25922 _
Staphylococcus aureus ATCC 25933 +

I1. Méthodes d’analyses

Préparation des échantillons :

L’étude a été fait sur la partie extérieure de la plante ; « les écorces ».
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La citrouille a été bien nettoyé avec de I'eau et rincé a I'eau distillée pour éliminer toutes les
impuretés puis il a été essuyé et décoller les écorces a 1’aide d’un éplucheur, Les pelures ont ensuite

été collectés et coupés en petits morceaux carrés de 0,5 cm?
Ensuite I’échantillon des écorces a été sécher a 1’étuve a 37° pendant 48 heures.

Ensuite 1’échantillon a été broyer finement a I’aide d’un broyeur électrique et filtrer par tamis et

répéter 1’opération plusieurs fois. Pour I’obtention d’une poudre homogéne.

La poudre obtenue a été conservé dans un emballage sous vide et immédiatement conserve a

température ambiante a 1’abri de I’oxygéné et de la lumiére au niveau du laboratoire de biochimie

de faculté de biologie ; avant 1’extraction.

la citrouille propre

Les écorce séches a I'étuve

L'échantillon broyer et filtré

Figure 18: préparation des échantillons

I1.1. Préparation des extraits
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I.1.1. Préparation de I’extrait aqueux par décoction (EDéc)

Un de poudre d’écorce de cucurbita maxima a été mise a bouillir a 100 ° C dans 20ml d’eau
distillé avec 1’agitation pendant 30 min. apres filtration le filtra récupérer est soumis a une
centrifugation (3600rpm durant 15 min). Les solutions obtenues sont filtrées sous vide puis séchée
dans I’étuve a 40 ° C pendant 24 heures. L’extrait sec obtenu est conservé dans un emballage a

verre hermétique et immédiatement conservé a ’abri de la lumiere au réfrigérateur a 6° C.

Décoction (100 ° C pendant 30 min)

Filtration

I

Centrifugation (3600rpm durant 15 min)

|

Filtration sous vide

|

Séchage dans I’étuve a 40°C

Figure 19: protocole de préparation de 1’extrait aqueux par décoction

11.1.2. Préparation de I’extrait hydro-éthanolique par macération (EMac)
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Un g de poudre d’écorce de cucurbita maxima a été dissoudre dans une solution hydro-
éthanolique (80%) pendant 24 heures avec 1’agitation par un agitateur magnétique. Apres filtration
sous vide, le filtra obtenue est soumis a évaporateur rotatif pour 1’évaporation de 1’éthanol. Puis
pour terminer le séchage ; ’extrait obtenus a été mettre dans 1’étuve a 40°C pendant 24 heures.
L’extrait sec obtenu est conservé dans un emballage a verre hermétique et immédiatement

conservé a I’abri de de la lumiére au réfrigérateur a 6C°.

Macération 24 heures

Filtration sous vide

Evaporation rotatif

Séchage dans I’étuve a 40°C

Figure 20: protocole de préparation de I’extrait hydro-éthanolique par macération

11.2. Tests phytochimiques

L’examen phytochimique est nécessaire pour identifier les grandes familles de métabolites
secondaires existants dans la plante étudiée ; permettre de caractériser la présence de ces derniers
(les quinones, les anthraquinones, les flavonoides, les tanins, les terpénouides et les

sucresréducteurs), (Bentabet et Boucherit-Otmani,.2014) ,Ces réactions reposent sur des
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phénomenes de précipitation ou de coloration provoqués par des réactifs propres a chaque famille

de composés (Bouterafas et al.,2014).
11.2.1. Test des flavonoides

Quelques gouttes d'acide chlorhydrique concentré et un peu Ajouter mg de flocons de
magnésium a 0,5 ml de chaque extrait. Le rose ou le jaune indique la présence de flavonoides
(Hadouchi et al., 2016).

11.2.2. Test des tanins

La présence des tanins est mise en évidence par 1’addition de solution de FeCls diluée a
1%, et de I’extrait de la plante ; Un test positif est révélé par I’apparition d’une coloration bleue-

noire ou bleue-verte (Trease et Evans., 1987).
11.2.3. Test des quinones

Quelques gouttes de NaOH (10%) sont ajoutées a 1 ml d'extrait, I'apparition d'une couleur
qui vire au jaune, au rouge orangé ou au violet indique la présence de quinones libres (Oloyede.,
2005).

11.2.4. Test des anthraquinones

Ajouter 2 ml de KOH (10 %) a 1 ml d'extrait, Un changement de couleur vers le rouge

indique la présence d'anthraquinone (Oloyede., 2005).
11.2.5. Test des terpénoides

5ml d’extrait mélangés a 2 ml de chloroforme, puis Ajouter 2 ml de H2SO4 concentre.
L’apparition d'une interface entre les deux phases indique la présence de terpénoides (Edeoga et
al., 2005).

11.2.6. Test des sucres réducteurs

Quelques gouttes de liqueur de Fehling sont ajoutées a 1 ml de I'extrait pendant le processus
de chauffage. Le développement d'un précipité rouge brique indique un résultat de test positif.
(Bouterafas et al., 2014).

11.3. Dosages chimiques
11.3.1. Dosage des polyphénols totaux
Principe

Le principe de la méthode est I’oxydation des composés phénoliques par le réactif « Folin-

Ciocalteu », qui est un mélange de complexes d’acide phosphotungstique et d’acide
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phosphomolybdique de couleur jaune ; Cette oxydation entraine la formation d’un nouveau

complexe molybdene-tungstene de couleur bleu qui absorbe a 765 nm (Haddouchi et al., 2016).
Mode Opératoires

200 pl de I’extrait (EDA /EMHE) est mélangé avec 1 ml du réactif de Folin-ciocalteu (10
%), aprés 04 min d’agitation et d’incubation ,800 ul de carbonate de sodium (NaCo3) diluée a 7,5
% est ajouté, I’ensemble est incubé a température ambiante pendant 02 heures. La concentration
des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression de la gamme d’étalonnage

¢tablie avec I’acide gallique et elle est exprimée en pg équivalent d’acide gallique par milligramme

d’extrait (ug EAG /mg d’extrait). (Hdouchi et al. 2016).
11.3.2. Dosage des flavonoides totaux
Principe

Les flavonoides posseédent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est susceptible
de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure d’aluminium. Les
flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer et aluminium). Ceci
traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux atomes d'oxygene de la

molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons (Ribéreau-Gayon et al., 1972).
Mode opératoire

I ml d’AICI3 dilué a (2 %) est ajouté a 1 ml de I’échantillon contenant différentes
concentrations. Le mélange est laissé réagir pendant 15 min a température ambiante et a 1’abri de

la lumiére. La lecture est faite a 430 nm. (Talbi et al., 2015).
11.4. L’activité antioxydante
11.4.1. Estimation du pouvoir antiradicalaire par la méthode du DPPH
Principe

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle est un radical libre stable utilisé pour
étudier I’activité antioxydante des composes phénoliques, il possede un électron non apparié sur
un atome d’azote du pont N-N. En présence des composés antiradicalaire, le radical DPPH est
réduit et change sa couleur du violet au jaune. L’absorbance est mesurée a 517 nm (Bentabet et
Boucherit-Otmani., 2014).
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Figure 21: Réaction entre le DPPHe* et le composé antioxydant pour former le DPPH. (Sarr et
al., 2015).

JAUNE

Mode opératoire

500 pl de solution méthanolique de DPPH (0,1 mM) est ajoutée a 500 ul de la
solution aqueux d’extrait (EDéc, EMac), le mélange est agité vigoureusement, les tubes
sont incubés a température ambiante et a 1’obscurité pendant 30 minutes, le témoin négatif
est composé de 500 pl de la solution méthanolique de DPPH et 500 pl du méthanol, le
témoin positif est représenté par une solution méthanolique d’un antioxydant standard : le
BHT, la lecture est effectuée a une longueur d’onde d’absorption maximale de 517 nm (Li
et al.,2009).

L’activité antiradicalaire est calculée selon 1’équation suivante :
Pourcentage d’inhibition (%) = (Abs contréle-Abs échantillon /Abs contrdle) *100

» Abs contrdle : absorbance du contrdle ou du témoin négatif a 517 nm.

e Abs échantillon : absorbance d’échantillon a 517 nm.
Les résultats sont la moyenne de trois mesures + écart type.

La concentration inhibitrice 50 % (The half maximal inhibitory concentration, 1Cso) a été
déterminée pour le BHT et les deux extraits, elle est définie étant la concentration d’antioxydant

nécessaire pour diminuer la concentration du radical libre a 50 % (Que et al.,2006).
I1.5. Activités antibactériennes
11.5.1. Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture approprié a cette étude est le milieu Muller-Hinton préparé comme

suit :
Dissoudre 38 g de la gélose Muller-Hinton (Annexe 1) dans un litre d’eau distillée.
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Faire bouillir avec agitation jusqu'a dissolution compléte, puis auto-claver pendant 15 minutes
a 121°C et finalement couler le milieu dans les boites de Pétri.
11.5.2. Stérilisation du matériel

L’eau distillée, le milieu de culture, les tubes a essai utilisés dans la préparation des
solutions bactériennes et I’eau physiologie ont été stérilisés a 1’autoclave a 121°C pendant 15

minutes.
I1.5.3. Préparation des dilutions d’extraits de Cucurbita maxima

Les extraits de cucurbita maxima ont été dissous dans le diméthyle sulfoxyde (DMSO)

pour préparer les différentes concentrations avec des dilutions successives au demi, sachant que
La Concentration de la solution mére de chaque extrait est de 300 mg/ml.
I1.5.4. Préparation de I’inoculum

Les souches bactériennes sont ensemencées dans la gélose nutritive et incubées a 37°C Pendant
24 h, pour optimiser leur croissance. On racle a 1’aide d’une anse de platine quelques colonies bien
isolées et identiques de chacune des souches bactériennes a tester. Décharger 1’anse dans 10 ml
d’eau physiologies stérile, La suspension bactérienne est bien homogénéisée, son opacité doit étre
équivalente a 0.5 Mc Farland (Annexe 1) ou a une DO de 0.08 a 0.10 & 625 nm. L’inoculum peut
étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de I’eau physiologique stérile

s’1l est trop fort.
11.5.5. Ensemencement et mettre des puits
L’ensemencement est réalisé€ par écouvillonnage sur boites Pétri, un écouvillon est

Trempé dans la suspension bactérienne, puis 1’essorer en pressant fermement sur la paroi interne

du tube. L’écouvillon est Frotté sur la totalité de la surface gélosée, de haut en bas en stries serrées.

L’opération est répétée deux fois en tournant la boite de 60° a chaque fois.
L’ensemencement est fini en passant 1’écouvillon une derniére fois sur toute la surface gélosée.
L’écouvillon est rechargé a chaque fois qu’on ensemence plusieurs boites de Pétri avec la méme
souche. Les puits remplie d’extraits sont déposés délicatement sur la surface de la gélose inoculée

a I’aide d’une pince stérile.

De méme les antibiogrammes réalisés avec des disques contenants des antibiotiques
(Témoin positif) appropriés préts a I’emploi ont été utilisés pour la comparaison avec les résultats

des extraits testés et les puits remplie de DMSO (témoin négatif).
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Finalement, les boites de Pétri sont incubées pendant 18 a 24 heures a 37°C.
11.5.6. Lecture des antibiogrammes
La lecture des antibiogrammes a été faite par la mesure des diametres des halos
D’inhibitions au tour des disques.
11.6. Analyse statistique

L’analyse statistique a été réalisée en utilisant le logiciel Graph Pad Prism V 9 les résultats sont
exprimés par la moyenne + 1’écart type (n = 03 pour toutes les expériences). Les comparaisons
statistiques sont faites au moyen du test de Student et la valeur p < 0,05 est considérée comme
significative. Les comparaisons multiples sont effectuées en utilisant ’analyse de la variance a
sens unique (Anova one way), suivi du test de Tukey. Lesdifférences sont considérées comme

statistiquement significatives au seuil de 0,05.
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. Rendement de P’extraction de I’écorce de Cucurbita maxima

La préparation des extraits a partir de 1’écorce du cucurbita maxima a été effectuée par deux
méthodes différentes, la décoction et la macération Hydro-Ethanolique. Cette opération a permis
d’obtenir deux extraits bruts : EDA et EMHE.

Le rendement est exprimé en pourcentage de la masse de I’extrait sec par rapport a la masse de

poudre de la plante séche : R % = M/MO *100.

* R % : Rendement exprimé en %.
* M : Masse en gramme de I’extrait sec résultant.

« MO : Masse en gramme du mateériel végétal séche.

Tableau 5: Aspect, couleur et rendement de différents extraits de cucurbita maxima.

Extrait Aspect Couleur Rendement (%0)
EDA Poudre Orange clair 23,17 £ 2,80
EMHE Poudre Orange foncé 23,45 + 4,63

Les valeurs dessus se représente la moyenne de trois répétitions * 1’écart type
I1. Caractérisation phytochimique

Le screening phytochimique a mis en évidence la présence de plusieurs composés
phytochimiques (Tableau6) existants dans la plante étudiée ; (les quinones, les anthraquinones,

les flavonoides, les tanins, les terpénouides et les composés réducteurs).

Aucun organe végétal ne possede a lui seul une richesse en tous les groupes chimiques ; cependant
certains sont plus riches que d’autres. L’extraits du EMHE présentent le plus grand nombre
d’éléments chimiques par a port a celui de EDA (les quinones, les flavonoides, les tanins, les et
les composés réducteurs)., sauf sur les trapézoides qui présent dans le EDA supérieure que
I’EMHE.

Par ailleurs, on remarque I’absence des anthraquinones dans les deux extraits.
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Tableau 6: Résultats des tests phytochimiques

Le principes actifs Coloration EDA EMHE
Flavonoides Jaune + ++
Tanins Verdatre ++ ++
Quinones Jaune ++ +++

Anthraquinones - -

terpénoides Interphase +++ ++

Sucres réducteurs | Précipité rouge brique ++ +++

+ : présence faible, ++ : présence moyenne, +++ : présence forte, - : absence

Tableau 7: résultats visuels des tests phytochimiques.

Test des flavonoides Test des tanins Test des quinones
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Test des anthraquinones Test des terpénoides Test des sucres

réducteurs

I11. Dosages chimiques

111.1. Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols totaux sont déterminés par la méthode de folin-ciocalteu. Les résultats sont

obtenus a partir d’une courbe d’étalonnage de I’acide gallique, selon I’équation suivante :
Y =0,01320X+ 0,07316 avec : R2=0,9991

La teneur en polyphénols totaux a été rapporté en microgramme €quivalent d’acide gallique par

milligramme d’extrait « écorce de cucurbita maxima » (ug AG /mg extrait).

Les résultats de la teneur en polyphénols dans les deux extraits, sont représentés dans le Tab8.

Tableau 8: Les résultats de la teneur en polyphénols dans les deux extraits

Extrait [C] des polyphénols (ug/mg)
EDA 10,29 + 0,23
EMHE 8,14+ 0,23

Les valeurs dessus se represente la moyenne de trois répétitions + 1’écart type.
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Figure 22:Teneur des polyphénols totaux des extraits EDA et EMHE

111.2. Dosage des flavonoides totaux :

Les flavonoides totaux sont déterminés par la méthode de « chlorure d’aluminium ». Les
résultats sont obtenus a partir d’une courbe d’étalonnage de La quercétine ; selon I’équation

suivante :
Y =0,03504 avec : R2 =0,9979

La teneur en flavonoides totaux a été rapporté en microgramme équivalent de la quercétine par

milligramme d’extrait « écorce de cucurbita maxima » (ug AG /mg EXTRAIT).

Les résultats de la teneur en flavonoides dans les deux extraits, sont représentés dans le Tab 9.

Tableau 9: Les résultats de la teneur en flavonoides dans les deux extraits

Extraits [C] des flavonoides (pug/mg)
EDA 0,87 £ 0,04
EMHE 1,58 £ 0,01

Les valeurs dessus se représente la moyenne de trois repétitions £ 1’écart type.
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Figure 23:Teneur des flavonoides totaux des extraits EDA et EMHE

IV. L’activité antioxydante
La mise en évidence du pouvoir antioxydant des extraits de la plante a été réalisée par
Le test de pi¢geage du radical libre DPPHe.
Détermination d’ICso
L’ICso du BHT et des deux extraits aqueux (EDA et EMHE) est déterminée a partir de

la partie linéaire de la courbe du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration

Tableau 10:Valeurs d'ICsg des extraits bruts et de BHT.

Echantillon BHT EDA EMHE

IC50 (png/ml) 25,33+0,13 234,14+4,38 126,45+1,52

Les valeurs dessus se représente la moyenne de trois répétitions £ 1’écart type.
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Figure 24: Pourcentages d’inhibition du DPPHe* en fonction de différentes concentrations du

BHT, extrait éthanolique (EMHE) et I’extrait aqueux (EDA)

V. L’activité antibactérienne

V.1. Résultats du test préliminaire

Si les extraits doivent étre soumis aux essais biologiques, la toxicité du solvant peut
également étre critique car méme en traces, le solvant ne devrait pas empécher le procédé
biologique. L'attention devrait également étre prétée aux interactions possibles entre le solvant et
les corps dissous pendant que le solvant peut réagir avec certains composés pour produire des

complexes ou pour causer la décomposition, la déshydratation, ou I'isomérisation de ces composés

(Yrjoen., 2004).

Pour cela le DMSO a été testé comme solvant, les résultats montrent que le solvant est

approprié et ne présente aucun effet sur la croissance normale des souches bactériennes.
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Staphylococcus aureus ATCC 25933

Escherichia coli ATCC 25922

Figure 25:Effet du DMSO sur les bactéries étudiees.

V.2. Les antibiogrammes

Afin de verifier la résistance des souches bactériennes utilisées dans notre expérience, nous

avons testé 01 antibiotique synthétique dans les mémes conditions que les extraits. Les résultats

des zones d’inhibition sont présentés dans la figure 33 et le tableau 11.

Escherichia coli ATCC 25922

Staphylococcus aureus ATCC 25933
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Figure 26: Antibiogramme de E. coli et Staphylococcus.

Tableau 11:Zones d'inhibition de I'antibiogramme de staphylococcus et E. coli.

Diamétre de la zone d’inhibition (mm)

Antibiotique

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Amoxicilline

10

15

E. coli (Extrait EMHE)

E. coli (Extrait EDA)
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Staphylococcus aureus (Extrait EMHE)

Staphylococcus aureus (Extrait EDA)

Figure 27:Zones d'inhibition de la croissance d'E. coli et staphylococcus aureus induites par

I'extrait aqueux et I'extrait hydro-éthanolique cucurbita maxima.

Tableau 12:Diamétres des zones d'inhibition (mm).

Diamétre des zones d’inhibition (mm)

Extrait Controle EMHE (mg/ml) EDA (mg/ml)
Bactérie Negatit | 39 150 | 75 | 300 15 | 75

E. coli 0 6,75+0,35 | 2,75+1,06 0 4,25+0,35 | 0,5%0,70 0
Staphylococcus 0 3,75%0,35 0 0 0 0 0
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L’extrait aqueux de I’écorce du cucurbita maxima obtenu par macération hydro-éthanolique
(EMHE) donne un rendement de 23,45 £ 4,63%, qui est similaire a celui de 1’extrait obtenu par
décoction (EDA) 23,17+2,80%. Ce résultat montre que l’extraction par macération hydro-
éthanolique permet d’améliorer la quantité de 1’extrait sec. Par ailleurs, nos valeurs sont
considérablement supérieures par rapport aux résultats présents dans les travaux de (Hussain et
al.,2021) qui ont trouve que le rendement était égal a 12,37 + 0,10 % de I'extrait méthanolique de

I’écorce du cucurbita maxima.

Les tests phytochimiques sont réalisés sur les deux extraits (EDA et EMEH) préparés a partir
de la partie extérieure « 1’écorce » du fruit de cucurbita maxima en utilisant des réactifs qualitatifs

de révélation.

Ces tests sont bases sur des essais de solubilité, des réactions de précipitation, des changements de

couleurs spécifiques pour chaque réaction (Bentabet et Boucherit-Otmani.,2014).

Les résultats des tests phytochimiques obtenus montrent que les deux extraits contiennent
une large gamme des principes actifs, comme les flavonoides, quinones, tanins, terpénoides, et les
sucres réducteurs. Cependant, nous avons constatés 1’absence des anthraquinones. Nos données

sont comparables a ceux obtenu par (Rama et al.,2021).
Les reésultats montrent visuellement que :

+ Les tanins sont présents dans les deux extraits (présence moyenne).

+ Les flavonoides, les quinones, les sucres réducteurs sont présents dans I’extrait EMHE avec
une teneur plus forte que 1’extrait EDA.

+ Les terpénoides sont présents dans I’extrait EDA plus fort que I’extrait EMHE.

Le contenu polyphénolique des deux extraits : EDA et EMHE ; de 1’écorce de cucurbita
maxima ont montré que la teneur des polyphénols totaux d’EDA est supérieure que celle de
I’EMHE (10 ,2939> 8,1425 pg/mg).

D’apres ces résultats obtenus, on peut constater que les deux extraits de I’écorce de la plante

étudiée, présentent une faible teneur en polyphénols.

Néanmoins, le solvant et le type d’extraction jouent un réle essentiel dans 1’extraction des
polyphénols et la quantité de la teneur polyphénolique obtenue. (Hussain et al.,2021). Les auteurs
ont trouvé que le contenu phénolique total était égal a 93,40 + 0,69 (ug/mg) dans ’extrait hydro-
méthanolique (80 %) de I’écorce de la méme espéce « cucurbita maxima » de Sargodha, Pakistan.

Ce qui est supérieur que les teneurs trouvées dans nos deux 1’extraits EDA et EMHE.
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En outre, I’étude de (Chiwetalu al.,2021) a montré que le contenu phénolique total était égal a
32,08 + 2,62 dans I’extrait hydro-méthanolique (80 %) de Feuille de Cucurbita maxima de Nsukka,
Etat d'Enugu, Nigéria. Ce qui est également supérieur a nos résultats dans les deux extraits EDA
et EMHE.

Par ailleurs, les résultats de (Zhou et al., 2014) sur la citrouille fraiche de la méme espece
(Cucurbita maxima Duch.) de Beijing, China ont montré que le contenu phénolique total était égal

a 464,08 + 3,23 de I’extrait de la plante compléte (fruit + écorce).

La teneur en polyphénols obtenue dans I’actuelle étude pour les deux extraits ’EMHE et EDA
est inférieure par rapport a celui de 1’étude de (Hussain et al.,2022). Ces derniers ont réalisé un
dosage de polyphénols totaux a partir de déférentes parties de cucurbita maxima de Sargodha,
Pakistan (écorce, pulpe et graines) pour avoir : (68,01 + 0,12, 70,13 + 0,55 et 84,41+1,02) (ng/mg).

respectivement.

Le contenu en flavonoides totaux dans les deux extraits : EDA et EMHE ; de I’écorce de
cucurbita maxima ont montré que la teneur de flavonoides totaux d’EMHE est supérieur que
I’EDA (1,5081> 0,8706) (png/mg).

D’aprés nos résultats, on peut constater que les deux extraits de 1’écorce de la plante étudiée, ne

sont pas riches en flavonoides.

Selon I’étude de (Chiwetalu al.,2021) qui ont trouve que le contenu des flavonoides totaux était
égal 23,16+4,01 dans I’extrait hydro-méthanolique (80 %) de Feuille de Cucurbita maxima de
Nsukka, Etat d'Enugu, Nigéria. Ceci est supérieur aux valeurs trouvées dans les deux extraits EDA
et EMHE.

D’autre part, 1’étude réalisé par (Hussain et al.,2022) montre que le contenu des flavonoides
totaux d’extrait hydro-méthanolique (80 %) des différentes parties de cucurbita maxima (écorce,
pulpe et graines) de Sargodha, Pakistan ; égal : 35,99 + 0,09, 37,72 + 0,17 et 43,39 = 0,10
successivement. Ces teneurs sont supérieures que celles obtenues dans les deux extraits EDA et
EMHE.

Egalement, la teneur des deux extraits : EDA, EMHE est inférieure par rapport a celle de (Saha et
al.,2011) qui ont réalisé un dosage de flavonoides totaux a partir des parties aériennes de Cucurbita
maxima de Khardah, Bengale occidental, Inde et qui ont trouvé des valeurs égales a 26,50+1,40.

Les données de I’action antiradicalaire des extraits de cucurbita maxima montrent que

I’extrait EMHE est significativement plus actif, avec une IC50 de 1’ordre de 126,45+1,52pug/ml
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par rapport a 1’extrait décoction qui présente une IC50 de 234,14+4,38ug/ml. Nos extraits sont
moins actifs (faible action antiradicalaire) que le BHT (IC50 de 25,33+£0,13ug/ml) (Tableau 10).

Les résultats du test DPPHe montrent que les deux extraits de 1’écorce de cucurbita maxima
contiennent des molécules antioxydantes qui ont la capacité¢ de céder I’hydrogéne et par
conséquent réduisent et décolorent le DPPHe. C’est un phénoméne de transfert de(s) €lectron(s)
célibataire(s) qui sont localisés dans 1’orbitale externe du DPPHe ; I’antioxydant va réagir
complétement avec le radical, et quand nous augmentons la concentration, I’activité antioxydante
reste constante a cause de la saturation des couches électroniques du radical (Ghedadba et al.,
2014).

Une étude menée par Hussain (2021) sur la méme espece de la plante a montré une 1C50 de
13,00+£0,08 pg/ml de 1’écorce de cucurbita maxima, lorsque I’extraction a été réalisée par le
méthanol. Cette valeur est nettement supérieure a celle trouvée avec nos extraits en comparaison
avec la BHT (une molécule antioxydante pure de référence), les extraits bruts ne sont pas formés
d’une seule molécule mais de plusieurs dizaines de composes a des concentrations variables (Talbi
et al.,2015).

L’activité antibactérienne des extraits (DEA et EMHE) de Cucurbita maxima a été évaluée
vis-a-vis de deux souches bactériennes de référence, Escherichia coli et Staphylococcus, par la
méthode de diffusion en puits. La détermination des diamétres de la zone d’inhibition est faite

autour des puits contenant les extraits testés a différentes concentrations : 75, 150 ,300 mg/ml.

Les deux souches bactériennes (Escherichia coli et Staphylococcus aureus) ont montré des
sensibilités remarquables aux antibiotiques utilisées : Amoxicilline avec des diametres des zones
d'inhibition comprises entre 10 et 15 mm, alors que I’amoxicilline présente un effet sur la

croissance bactérienne.

Selon (Ponce et al., 2003), il y a un lien étroit entre I'étendu du diamétre d'inhibition (d) et la
sensibilité de la souche bactérienne. En effet elle considérée comme : i) Non sensible (-) ou
résistante si d <8 mm, ii) Sensible (+) si d est compris entre 9 a 14 mm, iii) Trés sensible (++) si

d est compris entre 15 a 19 mm iiii) Extrémement sensible (+++) lorsque d > 20mm.

Apres séchage des extraits bruts et élimination du solvant correspondant afin d'éviter une
interaction possible entre celui-ci et les molécules chimiques potentiellement bioactives, nous
avons resuspendu la poudre ainsi obtenue dans du DMSO. Ceci explique son utilisation comme
(contrble négatif) dans nos expériences. Les résultats montrent que le solvant de reconstitution

(DMSO) ne présente aucun effet sur la croissance normale des souches bactériennes choisies.
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Nos résultats montrent que I'extrait éthanolique n’est pas actif sur les souches étudiées avec
un diamétre d'inhibition variant de 6,75+0,35 mm et 2,75+1,06 mm malgré une légére relation
dose - effet. Cependant, les diamétres des zones d'inhibition induits par I'extrait aqueux montrent

une activité uniquement vis - a - visd ' E - coli.

Les extraits aqueux et éthanolique de peler de cucurbita maxima n’ont pas fait I’objet de
beaucoup d’études auparavant en ce qui concerne 1’activité antibactérienne. Néanmoins, une étude
réalisée avec I'extrait méthanolique de cucurbita maxima montre 1’absence d’effet sur Escherichia
coli (Hussain et al.,2021). Ce qui est en concordance avec I’absence d’action de 1’extrait aqueux

et éthanolique de cucurbita maxima sur la méme souche, observée dans notre étude.

L’effet antimicrobien décrit chez les plantes médicinales est étroitement influencé par leur
teneur en composés phénoliques, alcaloides, terpénoides et stéroides qui provoquent des
altérations membranaires, mais aussi 1’inhibition de la synthése d’ARN et d’ADN (Clérivet et
al.,1996).
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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 exploités 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 biologique de 1’écorce du fruite
de la plante Cucurbita maxima (Citrouille) a permis d'obtenir différents résultats. Notre étude a
permis de mettre en évidence a travers un criblage phytochimique la présence des tanins, des

flavonoides et des terpénoides.

Quantitativement, I’évaluation du contenu des polyphénols totaux en adaptant la méthode
de Folin-Ciocalteu révéle la présence de petites quantités de polyphénols. De méme, nous avons
dosé les flavonoides par la méthode d’AlICI3 qui nous méne a conclure que cette plante contient

une petite quantité de flavonoides.

Dans cette étude, I’activité antioxydante d’extrait éthanolique et aqueux de cucurbita
maxima a été déterminée par le test de réduction de radical libre DPPH. Les résultats ont montré
que les deux extraits aqueux et éthanolique possédent une activité antioxydante et antiradicalaire
faible, probablement grace a leur constituants (composeés polyphénolique). Nos résultats ont

montré que I’activité antioxydante est supérieure dans 1’extrait éthanolique que 1’extrait aqueux.

En ce qui concerne le pouvoir antibactérien par la méthode de diffusion des puits, nos
résultats montrent que les deux extraits bruts de I’écorce de cucurbita maxima ne possedent aucun

effet sur la croissance de bactérie Gram + : Staphylococcus aureus et de bactérie Gram - : E. Coli.

Sachant que notre pays posséde une biodiversité immense dont chaque plante se
caractérise par un réservoir assez important métabolites secondaires avec des caractéristiques
thérapeutiques et pharmacologiques particuliéres qui demandent d’étre exploitées par les
recherches, de cet effet, et comme perspectives on propose de :

+ Faire une étude biochimique sur les racines de cucurbita maxima.
+ Tester d’autres solvants et méthodes d’extraction pour avoir des rendements plus élevés.
% Evaluer les autres activités a potentiel thérapeutique de Cucurbita maxima (anti-

inflammatoire, antidiabétique...etc.).
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Annexes

Annexes |
Composition du milieu Mueller-Hinton :

# Extrait de viande de beeuf : 2,0g.
+ Peptone de caséine : 17,5¢.

+ Amidon de mais : 1,5g.

+ Agar : 17,0g.

% Ph:74.

Composition du standard de turbidité (Mc Farland 0,5) :

+ 0,5ml de dihydrate de chlorure de baryum (BaCL22H20) a 1,175%
+ 99,5ml d’acide sulfurique a 1%

2.0-
- Y = 0.03504*X + 0.005905
— 2 _
S 1.51 R2 = 0.9979
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Figure 1 : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides totaux.
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Figure 2 : Courbe d'étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.

Histogramme de rendement des extraits
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Figure 3 : Histogramme Rendement des extraits
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Figure 4: Histogramme des 1C50des deux extraits de cucurbita maxima et du BHT.
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Abstract:

Cucurbita maxima is a plant belonging to the cucurbitaceae family. It is a plant widely used in the agri-food industry and
therapeutic fields. the fruit peel was subjected to two extractions; a maceration in ethanol (EMHE), and an aqueous decoction
(EDA). The yields were 23.45% (m/m) for EMHE, and 23.17% (m/m) for EDA. Phytochemical tests applied to cucurbita maxima
peel extracts showed the presence of several families of potentially bioactive chemical compounds, including tannins, quinones
and terpenoids. The content of total polyphenols was determined using the Folin-Ciocalteu reagent, it is 8.14 (EMHE), 10.29 (EDA)
mg gallic acid equivalent/g. Flavonoids were evaluated by the method using aluminum chlorides AICI3, the content is estimated to
be 1.58 (EMHE), 0.87 (EDA) mg quercetin equivalent/g. Antioxidant activity was carried out by The anti-radical test evaluated
using 2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl (DPPH), the inhibitory concentrations at 50% (IC50) are estimated at 25.33(ug/mg) (BHT),
126.45(ng/mg) (EMHE), 234.14(ug/mg) (EDA).

Résumé :

Cucurbita maxima est une plante appartenant a la famille des cucurbitacées ; Elle est largement utilisée dans les domaines
agroalimentaire et thérapeutique. L’écorce du fruit a été soumise a deux extractions, a savoir une macération dans 1’éthanol
(EMHE), et une décoction aqueuse (EDA). Les rendements sont de 23,45% (m/m) pour EMHE et 23,17% (m/m) pour EDA. Les
tests phytochimiques appliqués aux extraits de 1’écorce de cucurbita maxima ont montré la présence de plusieurs familles de
composés chimiques potentiellement bioactives, notamment les tanins, les quinones et les terpénoides. La teneur en polyphénols
totaux a été déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu ; elle est de 8,14 (EMHE) et 10,29 (EDA) mg équivalent d’acide
gallique. Les flavonoides ont été évalués par la méthode utilisant le chlorure d’aluminium AICI3. la teneur est estimée a 1,58
(EMHE) et 0,87 (EDA) mg équivalent quercétine/g. L’activité antioxydante a été réalisée par le test anti-radicalaire en utilisant le
2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyle (DPPH.). Les concentrations inhibitrices a 50 % (IC50) sont estimées a 25,33(ug/mg) (BHT),
126,45(ug/mg) (EMHE) et 234,14(pg/mg) (EDA) du BHT.



