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Résumé

Cette étude a pour objectif le dosage des composés phénoliques et 1’évaluation in vitro de
I’activité antioxydante et antidiabétique des extraits des écorces fraiches et séchées de la
citrouille, Cucurbitamoschata, préparés par décoction pendant une heure dans le mélange eau-
éthanol (V/V:20/80).

Les tests phytochimiques ont révélé la présence de quinones libres, des composés réducteurs,
des tanins, et des flavonoides. Les saponines et les alcaloides étaient absents dans les extraits

frais et séchés.

Les résultats du dosage des composés phénoliques ont montré des taux élevés de polyphénols
et de flavonoide dans I'extrait eau-éthanol des écorces fraiches (24,31 ug EGA/mg E ; 16,30
EC/mg respectivement), et des taninscondensés (38,75 pg EC/mg E) dans I’extrait des écorces

séchée.

L’activité antioxydante, évaluée par les méthodes de pi¢geage du radical DPPH et de FRAP, a
montré une forte activité antiradicalaire, en particulier I’extraits des écorces fraiches qui a
affiché une IC50 de 223,13 pg/mL. L’activité antidiabétique, mesurée in vitrosur I’activité de
I’a-amylase et la capacité d’adsorption au glucose, a révélé une forte inhibition de 1’activité
enzymatique de ’extrait eau-éthanoldes écorces fraiches de la citrouille (IC50 = 10,55
ug/ml)ainsi que de I’extrait des écorces séchées (IC50 = 20,32 pg/ml). Les deux extraits ont

montré un tres faible effet adsorbant au glucose

Mots clés :Cucurbita moschata, peleure, composés phénoliques, DPPH, FRAP, a-amylase

Adsorption au glucose.



Abstract

The Aim of this study is to assay phenolic compounds and evaluate in vitro the antioxidant
and antidiabetic activity of extracts from the fresh and dried bark of the pumpkin,
Cucurbitamoschata, prepared by decoction for one hour in a water-ethanol mixture
(VIV:20/80).

Phytochemical tests revealed the presence of free quinones, reducing compounds, tannins and

flavonoids. Saponins and alkaloides were absent in fresh and dried extracts.

Phenolic assay results showed high levels of polyphenols and flavonoids in the water-ethanol
extract of fresh bark (24.31 ug EGA/mg E; 16.30 EC/mg respectively), and condensed tannins
(38.75 ng EC/mg E) in the extract of dried bark.

Antioxidant activity, assessed by DPPH radical scavenging and FRAP Methods, showed
strong free radical scavenging activity, particularly in fresh bark extract, which displayed an
IC50 of 223.13 pg/ml. Antidiabetic activity, measured in vitrosona-amylase activity and
glucose adsorption capacity, revealed a strong inhibition of the enzymatic activity of the
water-ethanol extract of fresh pumpkin bark (IC50 = 10.55 pg/mL) as well as the extract of
dried bark (IC50 = 20.32 pg/ml).Both extracts showed a very weak glucose adsorbing effect.

Key Word: Cucurbita moschata, peel, phenolic compounds, DPPH, FRAP, a-amylase

Glucose adsorption
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Introduction générale

Dans le monde d’aujourd’hui, le gaspillage alimentaire constitue un probléme majeur
et ses conséquences sont principalement financiéres, environnementales et sociales. Chaque
année, des tonnes de nourriture sont gaspillées, depuis I'endroit ou elles poussent dans les
champs jusqu'a ce qu'elles finissent sur les tables des consommateurs ou soient eliminées par
les chaines de vente au détail. Ce gaspillage ne signifie pas seulement le rejet d'articles
comestibles, mais une perte d'efforts consacrés a la production et méme d'éléments comme
I'eau et la terre ; en plus d'étre I'un des principaux contributeurs aux émissions de gaz a effet
de serre (FAO, 2011).Les épicarpes des légumes et des fruits, souvent percus comme de
simples déchets, recélent pourtant un trésor de nutriments et de possibilités. Riches en fibres,
vitamines et antioxydants, ces pelures peuvent étre transformées en aliments pour animaux,
engrais naturels, ou méme en bioéthanol, offrant ainsi des solutions écologiques pour réduire

notre empreinte carbone (Smith et al., 2020).

De nombreuses recherches approfondies et rapports spécialisés explorent ces avantages
et techniques innovantes pour valoriser pleinement les sous-produits alimentaires
(Gustavsson et al.,2011).Ainsi, les évaluations des activités antioxydantes et antidiabétiques
des épicarpes de Iégumes et de fruits sont cruciales pour évaluer leur capacitéa fournir des
bénefices potentiels pour la santé humaine, en particulier en analysant lescomposés
phytochimiques et leur impact sur la protection cellulaire et la régulation de la

glycémie(Pérez-Jiménez et al.,2010).

En outre, Ces travaux mettent en lumiére des solutions pratiques et applicables pour
maximiser l'utilisation de ces sous-produits alimentaires, telles que la conversion des pelures
de légumes en biocarburants ou l'utilisation des écorces de fruits dans la fabrication de
produits cosmétiques naturels, complément alimentaire et bien d'utilisation pharmaceutique
(Silva et al.,2014).

Cucurbita moschata communément appelée citrouille, est réputée non seulement pour
ses qualités culinaires, mais aussi pour ses propriétés thérapeutiques diverses, notamment
dans sa peau souvent sous-estimee. Cette variété de citrouille se distingue par sa richesse en
fibres alimentaires, en antioxydants tels que le B-caroténe, ainsi qu'en vitamines essentielles
comme la vitamine C et des minéraux comme le potassium. Ces composés conferent a la peau
de citrouille des vertus anti-inflammatoires notables, bénéfiques pour soulager des affections
telles que l'arthrite, améliorer la santé cardiovasculaire en réduisant le taux de cholestérol et

atténuer le stress oxydatif. De plus, sa haute teneur en fibres favorise la santé digestive en
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agissant comme un prébiotique, soutenant ainsi I'équilibre de la flore intestinale. Les extraits
de peau de citrouille montrent également des activités potentielles dans la gestion du diabete,
grace a leur capacité a réguler la glycémie (Sharma et al.,2018etSajid et al.,2019) Par
ailleurs, ces extraits sont explorés pour leurs bénéfices dans les soins de la peau, offrant des
propriétés exfoliantes et une protection antioxydante essentielle pour lutter contre le
vieillissement cutané. La recherche continue de découvrir et de valoriser les multiples
applications thérapeutiques de la peau de Cucurbita moschata, confirmant ainsi son statut de
ressource naturelle précieuse pour la santé interne et les soins externes de la peau
(Mukherjee et al.,2011etLin et al., 2017).

Cette recherche a pour objectif principal de réaliser une analyse phytochimique des
extraits de I'épicarpe frais et séché de Cucurbita moschata, ainsi que d'évaluer in vitro leurs
activités biologiques, notamment I’activit¢ antioxydante et antidiabétique. Le protocole
expérimental de cette étude regroupe deux parties. La premiere partie porte sur d'extraits eau-
éthanol a partir de I'épicarpe frais et séché de Cucurbita moschata, suivie du dosage de

composés phénolique dans chaque extrait.

La seconde partie est dédiée a I'évaluation in vitro du pouvoir antioxydant des extraits,
en utilisant les méthodes DPPH et FRAP, ainsi que I'analyse de l'activité antidiabétique par le

test d'inhibition de I’activité de I'a-amylase et de la capacité d'adsorption au glucose.
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Le stress oxydant, par définition, est un déséquilibre entre les antioxydants et les pro
oxydants en faveur de ces derniers qui entrainent des dommages cellulaires importants. llse
produit suite a un dysfonctionnement de la chaine mitochondriale, une libération de fer
libre a partir des protéines chélatrices, une oxydation de certaines molécules comme le
glucose, et surtout suite a une mauvaise alimentation pauvre en antioxydants (Atamer et
al.,2008). Ce déséquilibre est soumis a la formation excessivedes composés hautement
toxiques connus sous le nomde radicaux libres, généralement des espéces réactives de
I'oxygéne (ROS) et/ou réactives de l'azote (RNS), et des systémes de défense endogenes
limités incapables de neutraliser ces radicaux libres (Figure 01). Cette instabilité peut altérer

les lipides, les protéines et I’ADN et entraine des dommages cellulaires (Sorg, 2004)

Systéme de défense
par les antioxydants

T ————

Radicaux libres
ERO & ERN

Figure 01: Déséquilibre de la balance entre les radicaux libres et le systeme de
défenseantioxydant (Belaich et Boujraf, 2016)

1 Radicaux libres
Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules qui possédent un ou plusieurs

électrons non appariés sur leur couche externe témoignent d'une instabilité énergétique et
cinétique (Marouane et al.,2014). Cette caractéristique leur confere une grande réactivité
chimique, car ils cherchent a stabiliser leur structure en réagissant avec d'autres molécules

pour former des liaisons covalentes.

Leur formation résulte de la rupture symetrique de liaisons covalentes ou de réactions
redox impliquant la perte ou le gain d'électrons a partir de composés non radicaux (Koechlin-
Ramonatxo, 2006)



Chapitre I : Stress oxydatif

1.1 Principales sources des radicaux libres
Les radicaux libres ne sont pas seulement produits en réponse a un stress, mais
également de maniére naturelle par I'organisme lors de processus biologiques (Smith et

al., 2021). Il existe deux types de production des radicaux libres endogene et exogene.

A ce jour, plusieurs mécanismes et processus sont responsables de la production
endogéne des radicaux libres. La majorité des especes réactives de l'oxygéne (ERO)
proviennent de la chaine respiratoire et du NADPH oxydase (Johnes et al., 2022).La xanthine
oxydase est une enzyme ubiquitaire utilisée dans le catabolisme de I'ATP, impliquée dans la
production du radical superoxyde (Chen et al., 2019). Les radicaux libres sont produits au
cours de la biosynthése des prostaglandines et des leucotrienes (Gonzalez et al., 2020).Ainsi
que les ions métalliques, comme le fer et le cuivre, sont responsables de la production des

radicaux libres (Martinez et al., 2018).

L'organisme humain est vulnérable a plusieurs facteurs externes capables de générer
des radicaux libres tels que le tabac, la pollution, I'exposition au soleil, les rayons ultraviolets,
les radiations ionisantes, un effort physique intense, une mauvaise alimentation, I'ingestion

d'alcool, les fibres d'amiante, les pesticides, etc...(Figure n°01) (Johnson et al., 2023).

1.1.1 Les dommages causés par les radicaux libres
Les radicaux libres especes réactives de 1’oxygene (ERO), provoquent des altérations

structurelles dans diverses biomolécules, parmi lesquelles les acides nucléiques (ADN), les

protéines, les graisses (lipides) et les sucres (glucides).

Les protéines, qui jouent des rdles structurels et fonctionnels essentiels dans les
cellules, sont sensibles aux modifications oxydatives. Ces dommages, souvent irréparables,
peuvent entrainer des changements structurels (fragmentation, dimérisation, modification des
acides aminés) et fonctionnels (perte d'activité enzymatique, échec de la reconnaissance
ligand-récepteur). Les acides aminés particulierement vulnérables aux ERO comprennent

I'histidine, la proline, la cystéine, le tryptophane et la tyrosine (Davies, 2016).

La molécule d'ADN, responsable de la transmission des informations génétiques, est
une cible principale des ERO. Les altérations fréquentes incluent les modifications des bases
puriques et pyrimidiques et des dommages au squelette désoxyribose. Ces dommages peuvent
entrainer des mutations, marquant le début du processus de cancérisation (Klaunig et
Wang, 2018).
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Les ERO peuvent oxyder les phospholipides membranaires et les acides gras
polyinsaturés. Les radicaux hydroxyles initient la formation de radicaux peroxydes et d'hydro
peroxydes, qui peuvent se décomposer en divers aldéhydes toxiques, exacerbant les

dommages cellulaires (Yin et al., 2017)

Les mucopolysaccharides et les protéoglycanes du cartilage sont également vulnérables
aux attaques oxydatives. De plus, I'oxydation du glucose en présence d'ions métalliques peut
produire des aldéhydes et du peroxyde d'hydrogene, conduisant a la glycation des protéines,

un processus impliqué dans de nombreuses maladies chroniques (Baynes, 2020).

1.2 L’impact du stress oxydatif sur les affections médicales

La présence accrue de radicaux libres dans l'organisme engendre une altération de
I'équilibre biologique, conduisant a I'émergence de diverses pathologies. Cette dérégulation
devient plus prévalente avec l'avancée en age, ou le déclin des mécanismes de défense
antioxydants coincide avec une augmentation de la production de radicaux libres
(Favier, 2006).Le stress oxydatif est associé a plusieurs maladies, en particulier le cancer, le
diabete, les troubles neurodégénératifs tels que la maladie d'Alzheimer et la maladie de
Parkinson, les maladies cardiovasculaires, notamment I'athérosclérose et I'hypertension,
I’obésité, les affections oculaires telles que la cataracte, les troubles respiratoires comme le
bronchospasme aigu et l'asthme, les maladies hépatiques comme la fibrose et la
cirrhose(Aruoma, 2003 ; Chakraborty et al., 2007 ;Kusano et Ferrari, 2008 ;De Marchi
etal., 2013 ; Kaushal et Kudva, 2013 ; Mima, 2013 ; Pizza et al., 2013 ; Shin et al., 2013)

1.3 Les antioxydants
L’organisme est capable de limiter les dommages dus aux radicaux libres, grace a des
mécanismes de défense appelés antioxydants. Il est équipé de deux systemes de défense, le

systéeme antioxydants enzymatique et non enzymatique (Tokarz P et al ., 2013)

1.3.1 Les antioxydants enzymatiques

1.3.1.1 Superoxyde Dismutase (SOD)
La superoxyde dismutase est une métalloenzyme clé, contenant des ions de cuivre,

zinc, fer ou manganese, présente dans pratiquement tous les organismes vivants. Elle
constitue la premiere ligne de défense contre les espéces réactives de I'oxygene (ERO) en

catalysant la conversion du radical superoxyde (O2~) en oxygéne moléculaire (O2) et en
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Peroxyde d'hydrogene (H202). Ce processus aide a réduire les niveaux de superoxydes qui, a

des concentrations élevées, peuvent endommager les cellules (Zelko et al., 2021).

1.3.1.2 Catalase (CAT)
La catalase est une enzyme antioxydante largement distribuée dans les tissus des

organismes aérobies. Utilisant le fer ou le manganese comme cofacteur, elle catalyse la
décomposition du peroxyde d'hydrogéne (H202) en eau (H20) et en oxygene moléculaire
(O2). Cette enzyme est principalement localisée dans les peroxysomes et est absente des
mitochondries des cellules de mammiféres, jouant un role essentiel dans la protection contre

le stress oxydatif (KirkmanetGaetani, 2022).

1.3.1.3 Glutathion Peroxydase (GPx) :
Les glutathion peroxydases sont des gardiens vitaux dans le corps, travaillant en

tandem avec le glutathion réduit pour neutraliser les agents oxydants comme le peroxyde
d'hydrogéne et les hydro peroxydes lipidiques. Leur précieuse contribution maintient
I'équilibre oxydatif, préservant ainsi I'intégrité cellulaire contre les ravages du stress oxydatif
(Flohé, 2020).

1.3.2 Les antioxydants non enzymatiques

1.3.2.1 Caroténoides
Les caroténoides sont des pigments organiques possédant des configurations de

doubles liaisons conjuguées qui leur permettent d'éliminer les radicaux libres par acceptation
des électrons. Parmi les caroténoides les plus importants figurent le B-caroténe, la B-crypto
xanthine, 1'a-caroténe, le lycopéne et la lutéine. Parmi tous ceux-ci, le B-caroténe se démarque
notamment pour deux raisons : sa fonction de précurseur de la provitamine A et ses propres

capacités antioxydantes (Bohn, 2019).

1.3.2.2 Vitamine C (Acide Ascorbique)
La vitamine C est un important antioxydant hydrosoluble connu pour sa capacité a

éliminer les especes réactives de I'oxygene (ERO) telles que les radicaux hydroxyles (HO¢) et
les anions superoxydes (O2e-). Elle joue également un rdle clé dans la régenération de la

vitamine E, contribuant ainsi a prévenir la peroxydation lipidique (Carr etMaggini, 2017).
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1.3.2.3 Vitamine E (a-Tocophérol) :
La vitamine E, en particulier 'a-tocophérol, est le principal antioxydant liposoluble des

membranes cellulaires. En neutralisant les radicaux libres, 1'a-tocophérol est converti en
radical libre a-tocophérol plus stable. Cette vitamine est également impliquée dans la
régulation de I'expression d'enzymes antioxydantes telles que le GPx et la SOD (Burton et
Traber, 2021).

1.3.2.4 Oligoéléments
Les oligoéléments, tels que le cuivre, le zinc, le manganese et le sélénium, jouent un

role crucial en tant que cofacteurs des enzymes antioxydantes. Le sélénium, en particulier, est
essentiel pour l'activité de la glutathion peroxydase, protégeant ainsi les cellules contre les

dommages oxydatifs (Rayman, 2020).

1.3.2.5 Polyphénols
Les polyphénols possedent des structures chimiques idéales pour neutraliser les

radicaux libres. Leur activité antioxydante est due a leur capacité a donner des hydrogenes ou
des électrons et a la stabilisation du radical formé. De plus, les polyphénols peuvent moduler

la cinétique de peroxydation, contribuant ainsi a la protection cellulaire (Li et al., 2022).

1.4 Activités antioxydantes
Il est recommandé de consommer des aliments riches en antioxydants, en particulier les
fruits et les Iégumes, car ils sont naturellement riches en vitamines C et E, les caroténoides et
les polyphénols dont les flavonoides. Les antioxydants naturels aident a protéger lI'organisme
contre le stress oxydatif et a prévenir les maladies dégénératives, en outre, ils jouent un role

crucial dans la conservation des aliments en retardant leur dégradation (Carlsen et al.,2010).

Parmi les aliments riches en antioxydants naturels réputés pour leur efficacité dans la
lutte contre les radicaux libres présents dans I'organisme, on cite les baies (comme les
myrtilles et les fraises), les Iégumes a feuilles vertes (comme les épinards et le chou frisé), les

noix, les graines et certaines boissons (comme le thé vert et le café)(Liu,2013).

Les polyphénols sont de puissants antioxydants apportés quotidiennement dans notre
alimentation dans les fruits et les Iégumes. Il n’y a pas de recommandations journaliéres pour
les polyphénols. Cependant, ils ne doivent pas étre consommés en excés car une
consommation excessive peut diminuer I'absorption du fer par I’organisme (J Liu X et
al.,)
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2016). Le tableau ci-dessous résume les propriétés antioxydantes et biologiques de certains

polyphénols alimentaires.

Tableau 01: Quelques composés phénoliques antioxydants présents dans les aliments.

, » » Source »
Molécule Propriétes Structure chimique Référence
Naturel
Puissant antioxydant. .
Acide _ : |
_ Neutralise les radicaux © ) ) (Karamac,
gallique _ Noix, The,
libres. ) 2009)
. ) 0 Fruits
Anti-inflammatoire "
Anti-oxydant. Oignons
. o (D’Andre
Quercétine Antiviral. Pommes
. ) a,2015)
Protége contre les Bales
maladies cardiaques
Antioxydant puissant.
Ameliore la santé )
_ ) ) Thé vert,
Catéchine cardiovasculaire. (Sang et
o Chocolat
Aide a la perte de al.,2011)
Poids
Réduit les dommages
Acide oxydatifs vo g | Café ]
o . _ (Clifford,
chlorogénique| Anti-inflammatoire. " v _ Pommes 2000)
Régule le metabolisme WL : b, " | Poires
du glucose |
Propriété anti-age. .
Protege les cellules du (Baur et
) _ O Raisins o
Resvératrol | stress oxydatif o ) Sinclair,2
. ) Baies
Améliore la santé s 006)
Cardiovasculaire H H
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Neutralise les radicaux

libres Avoine
Acide . _ _ (Graf,199
_ Anti-inflammatoire Son de riz
féerulique . 2)
Améliore I’élasticité - Café
de la peau.
Puissant anti-
inflammatoire.
. ) (Aggarwa
_ Utilisé pour traiter Curcuma
Curcumine | et
’arthrite et les )
_ Harikum
maladies
o ar ,2009)
Neurodégenératives.

11




Chapitre 11 : Cucurbita moschata

Chapitre 11 ;

Cucurbita moschata



Chapitre 11 : Cucurbita moschata

1 Généralité

La famille des cucrbitacées (Cucurbitaceae) est une vaste famille de plante a fleurs,
comprenant environ 965 especes réparties en 95 genres. Elle est largement connue pour ses
plantes cultivées telle que les courges, les melons, les concombres, et les pastéques.
Ces plantes sont caractérisées par leur croissance rampante ou grimpante, leurs tiges
genéralement creuses, et leurs fruits souvent comestibles. La diversite génétique des
cucurbitacées a fait I'objet de nombreuses études récentes, notamment en ce qui concerne leur

utilisation potentielle en agriculture et en pharmacologie (Paris et al.,2020).

1.1 Cucurbita moschata (Musquée de Provence)

La Cucurbita moschata, communément appelée "musquée de Provence"”, est une
variété de courge appréciée pour sa saveur douce et sa texture crémeuse. Originaires
d'’Amérique, ces courges se distinguent par leur forme aplatie et cotelée, ainsi que par leur
peau épaisse de couleur verte virant au beige a maturité. La chair, d'un orange vif, est
particulierement prisée en cuisine pour la préparation de soupes, purées et desserts. Les
cultivateurs apprécient également cette variété pour sa bonne conservation et sa résistance aux

maladies (Dupont,2024) sont mentionée dans la figure n°02

Figure 02: Cucurbita moschata (Hernandez Rosales et al., 2020)
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1.1.1 Classification et description botanique
Cucurbita moschata, connue sous le nom la citrouille melonnée ou la citrouille

musquée est caractérisée par la classification botanique suivante (Robinsonet Decker-
Walters,1997)

Régne Plantae

Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Cucurbitales
Famille Cucurbitaceae
Genre Cucurbita

Espéce Cucurbitamoschata

La citrouille est ancrée au sol par une racine pivotante principale qui se divise en
racines secondaires et tertiaires, plus superficielles. Ses tiges, longues et grimpantes, sont
hérissées de poils piquants et sont de nature herbacée. Chaque nceud de la tige est équipé de
vrilles ramifiées, facilitant son soutien et sa croissance (Polese, 2006; Napier, 2009; Fedha et
al., 2010).Le fruit est une grosse baie charnue avec une texture spongieuse et filamenteuse au
centre. Les formes des fruits peuvent varier (figure n°03), allant de I'aplati et cételé a rond ou
allongé. Le poids des citrouilles peut atteindre de 10 a 50 kg (Armougom, 1998 ;Ghedira et
Goetz, 2013). L'écorce est généralement lisse avec des nervures, arborant des couleurs vives
comme l'orange ou le jaune. A l'intérieur de la cavité centrale se trouvent des graines blanches

entourées d'une chair épaisse et souvent abondante (Adebayo et al., 2013).




Chapitre 11 : Cucurbita moschata

Figure 03:feuille, fleure, et fruits de Cucubita moschata (Amin-Tela-Botanica,sd)

1.1.2 Composition chimique
Les recherches menées par Salehi et al., (2019) sur différentes especes de Cucurbita

moschata ont révélé des résultats significatifs concernant la valeur nutritionnelle des pelures
deCucurbita moschata. Ces pelures présentaient un taux d'humidité variant entre 80 et 88 %,
et une teneur en fibres comprise entre 0,3 et 33 %. La concentration en protéines oscillait
entre 1,13 et 4,45 %, tandis que les glucides représentaient environ 9,63 %. Les lipides, quant
a eux, se situaient entre 0,31 et 0,66 %. Elles contenaient des minéraux a un taux de 1,13 a

1,33 %, principalement composés de potassium et de calcium (Salehi et al.,2019).

La citrouille est une riche source de composés bioactifs. La pulpe est considérée comme
une source de caroténoides, polyphénols, tocophérols, minéraux, et vitamines. Les structures
chimiques de certains composés bioactifs trouvés dans les fruits de citrouille sont présentées

dans la figure ci-dessous (KulczynskKi et al., 219).
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Figure04: Structure chimique de certains composés bioactifs présents dans la pulpe de
citrouille (A-p-carotene, B-lutéine, C-a-tocophérol, D-acide caféique, E-rutine, F-acide

ascorbique (Kulezynski et al., 2019).

1.1.3 Activités biologiques
Les recherches récentes ont mis en évidence diverses activités biologiques de 1’écorce

de la citrouille musquée de Provence, une courge prisée non seulement pour sa chair
maisaussi pour ses composants bioactifs. Des études ont révélé que les écorces de cette courge
est une source riche en antioxydants, notamment en composés phénoliques et en flavonoides,

qui jouent un réle crucial dans la neutralisation des radicaux libres et la réduction stress
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Oxydatif dans les cellules (Zhao et al., 2021).Les travaux menés par Li et al., (2022) ont
demontre les propriétés anti-inflammatoires des extrais des écorces qui inhibent les
médiateurs inflammatoires, tels que le TNF-o et I’IL-6, réduisant ainsi les réponses
inflammatoires dans les modeles cellulaires et animaux. Cette activité anti-inflammatoire est
particulierement prometteuse pour le développement de traitements topiques contre les

affections cutanées inflammatoires.

Les propriétés antimicrobiennes des écorces de musquée de Provence ont également
été explorées. Une étude de Kim et al. (2023) a montré que les extraits des écorces possédent
une activité significative contre divers pathogenes bactériens, y compris Staphylococcus
aureus et Escherichia coli. Cette activité est attribuée a la présence de composes bioactifs
spécifiques, tels que les acides phénoliques, qui perturbent la membrane cellulaire des

bactéries et inhibent leur croissance (Kim et al.,2023).

La consommation et la transformation de ce légume remarquable pourraient étre

encouragées en tant qu'aliment pharmaceutique en raison de son potentiel

antihyperlipidémique, antiviral, anti-inflammatoire, anti hyperglycemique,
immunomodulateur, antihypertenseur, antimicrobien et antioxydant. Les travaux de Hussain
et al., (2023) ont souligné I’importance de la citrouille dans 1’alimentation des populations
mondiales durant la période la pandemie de Covid-19 en raison de sa richesse en composés

bioactifs (Figure n°05)
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Figure 05: I’importance de la citrouille (Hussain et al.,2023).
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1.1.4 Domaines d’utilisation des écorces de la citrouille
Comme utilisation culinaire, les écorces de la courge musquée est prisée en cuisine pour

sa texture unique et sa saveur délicate. Des chefs renommeés la transforment en chips
croustillantes, idéales pour garnir divers plats (Smith et al.,2022). Elles sont ajoutées aux
smoothies pour booster leur apport en nutriments, en fibres, vitamines et en minéraux

essentiels (Johnson, 2023).

Les écorces de courge musquée peuvent servir de compost naturel, enrichissant et
fertilisant du sol. Elles sont utilisées dans des pratiques agricoles durables pour augmenter la

matiére organique du sol, favorisant une croissance des cultures plus saine (Patel et al.,2021).

Les extraits des écorces de la citrouille sont incorporés dans des produits cosmétiques
pour leurs effets hydratants et protecteurs. Ils sont des cremes hydratantes et des masques
faciaux pour améliorer I'élasticité de la peau et atténuer les signes de vieillissement
(LeeetPark,2022).
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L’expérimentation de cette étude été réalisée au sein du laboratoire de pédagogie de
Biochimie, au département de Biologie, Faculté SNV-STU, Université Abou Bekr Belkaid,

Tlemcen.

Le protocole expérimental regroupe deux parties. La phytochimique consiste a la
préparation des extraits eau-éthanol de 1’épicarpe frais et séché de la citrouille Cucurbita
moschata, et dosage des polyphénols totaux, de flavonoides et de tanins condensés dans les
extraits préparés. Lapartie activité biologique consiste a 1’évaluation in vitro de l'activitédes
extraits en utilisant le test de piégeage du radical libre DPPH, et le test de FRAP, ainsi que
I’évaluation de I’activité antidiabétique en mesurant la capacité des extraits a inhiber I’activité

de I’a- amylase, et I’adsorption au glucose.

1 Partie phytochimique

1.1 Le matériel végétal
Pour cette étude, le matériel végetal utilisé est les écorces de Cucurbita moschatala
citrouille, qui a été récoltée dans la région Walhassa de la province de Tlemcen au cours du
mois de février 2024. Les écorces récupérées ont été coupées en petits morceaux, une partie a
¢été utilisée fraiche, et une autre partie a été séchée au laboratoire dans I’étuve pendant 48h,

puis conservée jusqu'au jour de son utilisation.

Figure 06:Le matériel végétal utilisé, les écorces de la citrouille fraiche et séchés.
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1.2 Préparation des extraits eau-éthanol des écorces frais et séchés de la
citrouille
Le schéma ci-dessous résumé le protocole de préparation des extraits bruts eau-

éthanol a partir des écorces fraiches et séchées de la citrouille.

30g des écorces séchées de la
citrouille avec 200 mL du citrouille avec 300 mL du
mélange eau-éthanol (V/V : mélange eau-éthanol (V/V :
20/80) 20/80)

80g des ecorces fraichesde la

Décoction (70°C) pendant 1h

Filtration des extraits

Le filtrat récupéré de

couleur jaune a été Le filtrat récupéré de

évaporé a sec couleur jaune-orange a
été évaporé a sec

| |

Récupération de I’extrait Récupération de I’extrait
eau-éthanol des écorces eau-éthanol des écorces
fraiches de la citrouille sous séchées de la citrouille sous
forme solide forme solide

Figure 07: Schéma qui résume le protocole d’extraction eau-éthanol a partir des écorces de la

citrouille
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1.3 Rendement
Le rendement désigne la masse de 1’extrait récupéré apres €vaporation du solvant, il est
exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la matiére végétale soumise a

I’extraction.Le rendement de chaque mélange est calculé selon la formule suivante :

Rendement(%)=m/M * 100

R : rendement exprime en %.
m: La masse de I’extrait récupéré.

M : La masse de la matiere végétale initiale.

2 Les tests phytochimiques
Grace a l'analyse phytochimique qualitative, il est possible de repérer les diverses

familles chimiques présentes dansles extraits des écorces en utilisant des réactions de
coloration et de précipitation, ainsi que des observations sous lumiére ultra-violette, en
utilisant les procédures standards décrites par Harborne (1998) et HIMOUR (2016).

2.1 Les composés phénoliques
+ Les tanins

Ajouter 1 mL d'extrait a analyser dans un tube a essai, puis ajouter 0,25 mL d'une
solution aqueuse de FeCls (1%). On fait incuber le mélange pendant 15 minutes a température

ambiante. Les tanins sont signalés par une teinte verdatre ou bleu-noiratre.
v Les flavonoides

L'extrait a analyser doit étre introduit dans un tube a essai, puis ajouter 1 mL d'acide
chlorhydrique HCI (1%) et quelques coupeaux de magnésium. On reconnait la présence de

flavonoides par une teinte rose, rouge ou jaune.
« Les quinones libres

Ajouter 1 mL d'extrait a analyser dans un tube a essai, puis ajouter 0,1 mL d'hydroxyde
de sodium NaOH (1%). La presence de quinones libres est confirmée par un virage de couleur

jaune, rouge ou violet.
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2.2 Les composés terpeniques
+ Les terpénoides (Test de Slakowski)

ImL de I’extrait est jouté a 0,4mL de chloroforme et 0,6mL d’acide sulfurique

concentré. La formation a I’interphase d’un anneau marron-rouge indique leurs présences.
« Les saponines (Test de mousse)

Ajouter 10 mL d'extrait a analyser dans un tube a essai, puis agiter intensément pendant
15 secondes. Les saponines sont signalées par la formation d'une mousse persistente d'une

hauteur supérieure a 1 cm.

2.3 Les alcaloides

Introduire 0,5mL d'extrait dans deux tubes a essai, puis acidifier le milieu avec
quelques goutes de HCI (1%). Ajouter 0,5 ml de réactif de Mayer au premier tube et 0,5 mL
de réactif de Wagner au deuxieme tube. On constate la présence des alcaloides par

I'émergence d'un précipité blanc ou brun, respectivement.

2.4 Les composés réducteurs
Ajouter 1 mL de liqueur de Fehling (0,5 mL réactif A et 0,5 mL réactif B) a 1 ml
d'extrait a analyser dans un tube a essai et laisser I'ensemble incuber pendant 08 minutes dans
un bain marie bouillant. La présence d'un précipité de couleur rouge brique signale la

présence des composés de réduction.

3 Dosage despolyphénols totaux
+ Principe

Les composés phénoliques réagissent avec le réactif de Folin-Ciocalteu, un mélange
d'acide phosphotungstiqgue (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PM012040),
qui est réduit en un mélange d'oxyde de tungsténe bleu (W8023) et de molybdene (MO8023)
lors de l'oxydation des polyphénolsde couleur bleu et qui absorbe entre 725 et 750 nm.
(Boizot et al., 2006)

+ Mode opératoire (Benariba N et al., 2013)
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Le tableau n°02 résume le mode opératoire du dosage des polyphénols. Une courbe
étalon a été réalisée dans les mémes conditions opératoires en utilisant la catéchine comme
contr6le positif a différentes concentrations (50, 100, 200, 300, 400, 500 pg/mL).

Tableau 02: Protocole du dosage de polyphénols dans les extraits des ecorces fraiches
etsécheées de la citrouille.

Concentration
Acide gallique 50 100 200 300 400 500 Extrait Blanc
(ng/mL)
Acide gallique(mL) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Extrait (mL) 0,1
Eau distillée (mL) 0,1
Na.CO; 2% (mL) 2 2 2 2 2 2 2 2
1ére incubation pendant 5min a température ambiante
Folin-ciocalteu 0.2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

2éme incubation pendant 30min a température ambiante et a ’obscurité

Mesure de I’absorbance a 680 nm

Les résultats obtenus sont exprimés en microgramme équivalent d’acide gallique par

milligramme d’extrait (ug EAG/mg E) et calculée selon la formule suivante :
[Polyphénols] = a.f/C
a : concentration finale des polyphénols déterminée a partir de la courbe d’étalon.
f: facteur de dilution (22).
C : concentration de I’extrait (1 mg/mL).
4 Dosage des flavonoides
+ Principe

Cette méthode est basée sur I’oxydation des flavonoides par le nitrite de sodium
(NaNO2) et du chlorure d'aluminium (AICI3), ce qui entraine la formation d'un complexe de

couleur rose qui absorbe a 510 nm (Jia Zhishen et al., 1999).
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+ Mode opératoire

Le tableau n°03 résume le mode opératoire du dosage des flavonoides. Une courbe
étalon a été réalisée dans les mémes conditions opératoires en utilisant la catéchine comme
contréle positif a différentes concentrations (50, 100, 200, 300, 400, 500 pg/mL).

Tableau 03:Protocole du dosage de flavonoides dans les extraits des écorces fraiches et
séchees de la citrouille

Concentration
Catéchine 50 100 200 300 400 500 Extrait Blanc

(ng/mL)

Catéchine (uL) 250 250 250 250 250 250

Extrait (uL) 250
Eau distillé (uL) | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 1000 1000
NaNO215%(uL) 75 75 75 75 75 75 75 75
1ére incubation pendant 6 min a température ambiante
AICI510% (uL) | 75 75 75 75 75 75 75 75

2éme incubation pendant 6 min a température ambiante

NaOH 4% (puL) | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 1000 1000

Ajuster le volume total a 2500 pL

3éme incubation a température ambiante pendant 15min

Mesure de ’absorbance au spectrophotometre a 520 nm

La teneur en flavonoides présent dans les différents extraits exprimés en
microgrammes équivalent de catéchine par milligrammes d’extrait (ug EC/ mg E) est

déterminée selon la formule suivante :

[Flavonoides] = a. f/C
a : concentration de flavonoides déterminée a partir de la courbe étalon
f : facteur de dilution (10).

C : concentration de I’extrait (1 mg/mL)
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5 Dosage des tanins condensés
+ Principe

La guantité des tanins condensés est déterminée par la méthode a la vanilline, qui en milieu
acide la capacité de réagir avec les tanins en formant un complexe de couleur rose, dont

I’absorbance est mesurée a 500nm (Julkunen-Titto, 1985).
+ Mode opératoire

Le tableau n°4 résume le mode opératoire du dosage des tanins condensés. Une courbe

étalon a été réalisée dans les mémes conditions opératoires en utilisant la catéchine comme

Tableau 04:Protocole du dosage des tanins condensés dans les extraits des écorces fraiches et

séchées de la citrouille

Concentration
Catéchine 50 100 200 300 400 500 | Extrait | Blanc
(Hg/mL)
Catéchine
(uL)
Extrait (uL) 50
Eau distillé
(ML)

Vanilline (uL) | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 | 1500 1500 1500

50 50 50 50 50 50

50

Agitation des tubes
HCI (uL) 750 | 750 750 750 750 750 750 750

Incubation a température ambiante pendant 20min

Mesure de ’absorbance a 520nm

Les résultats sont exprimés en microgramme équivalent de catéchine par milligramme

d’extrait (ug EC/ mg E) selon la formule suivante :
[Tanins] = a. f/C
a : concentration finale des Tanin déterminée a partir de la courbe d’étalon.

f: facteur de dilution (46).
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C : concentration de I’extrait (1 mg/mL).

6 Evaluation des activites biologiques :

6.1 Evaluation de I'activité antioxydante des extraitseau-éthanol des
écorces fraiches et séchées de la citrouille

Différentes techniques permettent de démontrer Il'activité antioxydante des extraitsin
vitro. L'effet antioxydant des extraits des écorces fraiches et séchées de la citrouille été évalué

par le test de piégeage du radical libre DPPH et le test du pouvoir réducteur du fer (FRAP).

6.1.1 Test de piégeage du radical libre DPPH

« Principe

La méthode de mesure du pouvoir antioxydant par le test du DPPH repose sur la
capacité d’un composé a réduire le radical DPPH.La réduction se manifeste par un
changement de la couleur de la solution qui passe du violet au jauneayant une absorbance

maximale entre515-517 nm (Percival et al., 2004).
+/ Mode opératoire (Benariba N et al., 2013)

Le tableau n°5 résume le mode opératoire du test du DPPH. L’acide ascorbique a été

utilisé comme contr6le positif a différentes concentrations.

Les absorbances mesuréespour chaque concentration testée dechaque extrait, sont utilisées

pour calculer le pourcentage de réduction du DPPH selon la formule suivante:
DPPH%= ((Acont - Aext) /Acont) x 100
DPPH% : Pourcentage de réduction du DPPH.
A. cont : Absorbance du tube controle négatif.
A. ext : Absorbance de I’extrait.

ICso est la valeur qui représente la concentration de I’extrait responsable de la réduction
de 50% du DPPH". Cette valeur a été déterminée a partir de 1’équation des graphes du DPPH

(%) =f (C). Plus la valeur de ICsp est faible, plus I’activité antioxydante des extraits est élevée
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ICso est la valeur quicorrespond a la concentration de I’extrait qui entraine une réduction de

50% de la forme radicalaire du DPPH.

Tableau 05:Mode opératoire du test de piégeage du radical DPPH par les extraits les
extraits des écorces fraiches et séchées de la citrouille

Concentration
A. ascorbique | 500 | 1000 | 2000 | 4000 | 6000 | 8000 | 10000 | Extrait | Blanc

(Hg/mL)
A. ascorbique

(ML)

Extrait (uL) 25

25 25 25 25 25 25 25

Méthanol
(uL)

25

Concentration | 975 975 975 975 975 975 975 975 975
de DPPH (pL)

Incubation pendant 30min a température ambiante et a ’obscurité

Mesure de ’absorbance & 520nm

6.1.2 Test du pouvoir réducteur du fer (FRAP)

+ Principe

La réaction d'oxydoréduction entre I'extrait et les ions métalliques de transition, en
particulier le fer, permet d'évaluer son activité réductrice. Les antioxydants présents dans
I'extrait végetal réduisent les ions ferriques (Fe3+) en ions ferreux (Fe2+) présent au niveau
duferricyanure de potassium. L’addition de FeCl3 dans le milieu permet de mettre en
évidence cette réaction, qui réagit avec le Fe2+ pour former le complexe bleu de prussien de

couleur bleu-vert, qui présente une absorbance maximale a 700nm (Oyaizu M, 1986).

(® Mode opératoire (Oyaizu M, 1986)
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Le tableau n°6 résume le mode opératoire du test du pouvoir réducteur du fer en

utilisant le ferricyanure de potassium. L’acide ascorbique et le BHA ont été utilisés comme

contréles positifs a différentes concentrations.

La concentration efficace moyenne correspondante a 0,5 d’absorbance (ECsg) est

déterminée a partir de I’équation de la courbe de régression linéaire des absorbances en

fonction des concentrations des extraits analysés, Plus la valeur de ECso est faible plus

I’extrait est efficace.

Tableau 06: Mode opératoire pour évaluer le pouvoir réducteur du fer par les extraits des
écorces fraiches et séchées de la citrouille.

Concentration
500 | 1000 | 2000 | 4000 | 6000 | 8000 | 10000 | Extrait | Blanc
BHA (ug/mL)
BHA (mL) 0,05 | 0,05 | 0,056 | 0,056 | 0,05 | 0,05 | 0,05
Extrait (mL) 0,05
Eau distillée
0,05
(ml)
PBS (0,2N ;
0,125 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125
pH=6,6) (ml)
K3Fe(CN)6
0,125 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125
1% (ml)
Incubation dans I’étuve pendant 20 min & 50°C
TCA 10% 0,125| 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125 | 0,125
(ml)
Centrifugation des tubes pendant 10 min a 2000tour/min
Surnagent
025 | 025 | 025 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 0,25 0,25
(ml)
Eau distille
025 | 025 | 025 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 0,25 0,25
(ml)
FeClI3 0,1%
() 0,05 | 0,05 | 0,056 | 0,05 | 0,05 | 0,05 | 0,05 0,05 0,05
m

Mesure de ’absorbance a 680 nm
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6.2 Evaluation de I'activité antidiabétique des extraits eau-ethanol des
écorces fraiches et séchees de la citrouille

La recherche de I’activité antidiabétique in vitro des extraits eau-éthanol des extraits
des écorces fraiches et séchées a été évaluée par le test d’inhibition de I’a-amylase, et le test

d’adsorption au glucose.

6.2.1 Evaluation de I’effet des extraits sur ’activité de I’a-amylase
+ Principe

Cette technique repose sur la mesure des sucres réducteurs libérés lors de I'hydrolyse de
I'amide par l'a-amylase en présence de l'inhibiteur de cette enzyme. L’ oxydation des sucres
réducteurs dans un milieu alcalin et a chaud provoque la réduction de I’acide 3,5-
dinitrosalicylique (DNSA) de couleur jaune-orange en acide 3-amino-5-nitrosalicylique de
couleur rouge-orange, qui absorbe a 540 nm, dont I’intensité de la coloration obtenue est
proportionnelle a la teneur en sucres réducteurs présents dans le milieu réactionnel (Benfeld.,
1955).

Préparation des réactifs (Benfeld., 1955)
e Solution de ’a-amylase

L’enzyme utilisée est a-amylase (E.C.3.2.1.1) du pancréas du porc (PPA) sous forme
lyophilisée, son poids moléculaire est de 13000 Da avec une activité spécifique de 13 Ul/mg,
conservée a +4C°. 3 mg de PPA sont solubilisés dans 10 mL de solution tampon phosphate
(0,02 M, pH 6,9). La solution obtenue contient une activité a-amylase de 1,3 Ul/mL.

L’activité optimale de cette enzyme estapH 6,9 eta 37 C°.
e Solution du substrat

Le substrat utilisé est I’amidon soluble. La solution d’amidon est préparée dans la
solution tampon phosphate (0,02 M, pH 6,9) a une concentration de 0,5%.

e Reéactif 3,5-Di Nitro Salicylique Acide (DNSA)

1 g de DNSA est solubilisé dans 40 ml d’eau distillée préchauffer a 60°C, dans cette
solution 30 g de tartrate double de sodium et de potassium solubilisé préalablement et chauffé
a 60°C est ajoutée sous agitation. La solution obtenue est de couleur orange et le volume
obtenu est ajusté a 100 ml avec de 1’eau distillée. Le réactif obtenu est conservé a I’abri de la

lumiere.
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e Solution tampon phosphate (0,02 M ; pH=6,9)

On prépare la solution tampon a partir d’une solution monobasique (NaH2PO4)
(M=119,98 g/mole) et la solution dibasique (Na2HPO4) (M=141,96 g/mole), m (Na2HPO4) =
1,68 g pour 700 mL d’eau distillée m (NaH2PO4) = 1,136 g pour 400 ml d’eau distillée.
Ensuite, on mélange les deux solutions environ 700 mL deNa2HPO4 et 400 ml de NaH2PO4

pour avoir une concentration de 0,02 M et un pH=6,9.
e Solution d’acarbose

L’acarbose est un pseudo-tétra-saccharide d’origine microbienne. Il est utilisé dans cette
expérience comme contrble positif (molécule de référence) afin de comparer son activité vis-
a-vis de ’a-amylase. Un comprimé de 50 mg est solubilisé dans 25 mL du tampon phosphate

sous agitation afin d’avoir la concentration 2mg/mL, a partir de cette solution mére on prépare

des dilutions (6; 12,5; 25; 50; 100; 500;1000 et 2000ug/mL).
e Solution des extraits des écorces de la citrouille

Différentes concentrations des extraits eau-éthanol frais et secs (150 ; 240 ; 400; 1000;
2000 et 4000pg/mL) sont préparées dans la solution tampon phosphate (0,02 M ; pH=6,9) afin

d’évaluer leur effet sur I’activité enzymatique de I’a-amylase.
(® Mode opératoire (Laoufi et al., 2017)

Le mode opératoire du test in vitro de ’activité del’a-amylaseest résumé dans le
tableau n°071’acarbose testé a différentes concentrations a été utilisé comme inhibiteur de I’a-

amylase.

Tableau 07: Evaluation de I’effet des extraits frais et secs de Cucurbitamoschata sur I’activité
de I’a amylase (Hasenah et al., 2006).
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_ ) Tube blanc
Tube extrait Tube blanc extrait Tube contrdle .
contréle
100pL extrait 100pL extrait 100uL PBS 100uL PBS
100pL enzyme 100uL PBS 100pL enzyme 100uL PBS

ncubation pendant 10min & 37°C dans I’étuve

100pL amidon

100uL amidon

100uL amidon

100uL amidon

ncubation pendant 15min a 37°C dans I’étuve

300uL DNSA

300pL DNSA

300pL DNSA

300uL DNSA

Dénaturation de I’enzyme au bain marie pendant 8min a 100°C suivi par un choc

thermique au bain de glace a 3min

500uL eau distillé 500uL eau distillé 500uL eau distillé 500uL eau distillé

Mesure I’absorbance a 540nm

L'inhibition de I'a-amylase est exprimée en pourcentage calculé selon 1’équation suivante :
% d’inhibition de I’a-amylase = (DO contrl) — (DO éch) / (DO contrl) *100
(%) : Pourcentage d’activité d’a-amylase.
DO control : Densité optique du tube contréle.
DO éch : Densité optique de tube échantillon.

ICso représente la concentration inhibitrice de 50% de 1’activité enzymatique, elle est
déterminée a partir des équations des régressions des courbes des pourcentages d’inhibition en

fonction des concentrations des extraits.

6.2.2 Evaluation de la capacité d’adsorption in vitro des extraits au glucose
« Principe

Ce test repose sur la mesure de la capacité¢ des extraits de plante a s’adsorber au
glucose et former des complexes de glycosylation, ce qui peut nous renseigner sur le
mécanisme par lequel les extraits de plante peuvent avoir un effet hypoglycémiant
(antidiabétique). Le glucose non adsorbé est determiné par une méthode enzymatique en

utilisant la glucose-oxydase-peroxydase GOD-POD (Kebieche, M., 2009 ; Roussel et al.,
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2020).Le glucose libre est oxydeé par la glucose-oxydase (GOD) en acide gluconique avec la
formation du H2O,. Ce dernier dégradé par la peroxydase (POD) en H20 permet la réduction
du phénol et 4—-aminophénazone en quinone qui développe une couleur rose qui absorbe entre

490-550nm, dont 1’absorbance maximale est a 510nm.

+ Mode opératoire (Kebieche, M., 2009 et Roussel et al., 2020)

Une gamme de concentration de glucose a été préparée (5 ; 10 ; 50 et 200 mMol). Une
seule concentration de chaque extrait (10 mg/mL) a été testée. Pour ce test nous avons utilisé
deux contrbles positifs 1’acide gallique et I’acarbose a une concentration 1 et 2 g/mL,

respectivement. Le mode opératoire de ce test est résumé dans le tableau n°08.

Tableau 08: Mode opératoire de test in vitro la capacité d’adsorption au glucose des extraits
frais et secs de Cucurbita moschata.

Glucose (mM) 10 20 100 200 Etalon Blanc
Glucose (pL) 100 100 100 100
Extrait (uL) 100 100 100 100
Agitation des tubes
Incubation pendant 1h et pendant 3h dans I’étuve a 37°C
Dosage enzymatique du glucose (GOD-POD)
Surnageant (uL) 10 10 10 10
Etalon (uL) 10
Réactif (GOD-POD) 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Incubation pendant 15 min a température ambiante
Mesure de ’absorbance a 510 nm

Le taux de glucose libre exprimé en mMol/mg d’extrait est déterminé a partir de la formule
suivante :

(Ci—Cf)

Massedeléxtrait(g)

Leglucose libre(mM /mgextrait) = ¥ olumedumileiu (L)

Ci: Concentration initiale du glucose.
Cf: Concentration finale du glucose.
Cf (mM) = [(DOc¢chantition/DOé¢talon) X 100] x 0,0555 mM (SPINREACT).

DOschantillon : Densité optique du tube échantillon.
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DOstalon : Densité optique du tube étalon
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Résultats et interprétations

Partie phytochimique

1. Rendement et caracteristiques des extraits des écorces de citrouille
Le tableau n°09 résume le rendement d'extraction, I'aspect, la couleur et lasolubilitéde

chaque extrait récupéré.

Les deux extraits sont récupérés sous forme de poudre cristallisée soluble dans I’eau
distillée, ayant des rendements variables, dont I’extrait des écorces séchées présent le

rendement le plus élevé 10,66%, tandis que le rendement de I’extrait des écorces fraiche est

de 4,87%.

Tableau 09:Caractéristiques des extraits des écorces de la citrouille.

écorces séchées

couleurjaune-orange

Rendement % Aspectet couleur Solubilité
Extrait eau- o
) Poudre cristallisée de .
éthanol des 4,87 _ Eau distillé
) R couleurjaune
écorces fraiches
Extrait eau- o
) Poudre cristallisée de N
éthanol des 10,66 Eau distillé

2. Etude phytochimique

2.1 Tests phytochimiques

Les résultats du screening phytochimique sont représentésdans le tableau ci-dessous.
On remarque dans les extraits des écorces fraiches et séchées la présence des tanins,

flavonoides, quinones libres, terpénoides, et des composés réducteurs ; ainsi que 1’absence des

saponines et des alcaloides.

Tableau 10:Screening phytochimique des extraits des écorces de la citrouille.
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Extrait eau-éthanol Extrait eau-éthanol
des écorces fraiches des écorces sechées
Tanins ++ +
Flavonoides ++ +
Quinones libres +++ ++
Terpénoides ++ +
Saponines 3 _
Mayer _ 3
Alcaloides
Wagner _ 3
Composés réducteurs +++ ++

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

2.2 Taux des composés phénoliques dans les extraits des écorces de
citrouille

Le taux de polyphénols totaux, de flavonoides et des tanins dans les différents extraits a
été déterminé a partir des équations de la régression linéaire des courbes étalon en utilisant

I’acide gallique et la catéchine, respectivement (Figure n°02, Figure n°03).

0.45
0.4
0.35
0.3
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05

Absorbance a 680 nm

0 5 10 15 20 25
Concentrations de I'Acide gallique (ug/ml)

Figure 08:Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (pug /mL)
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Figure 09:Courbe d’étalonnage de la catéchine (pug/ml) pour dosage des flavonoides (A) et
des tanins (B)

Les teneurs en polypheénols totaux, flavonoides et en taninscondensés dans les extraits
des écorces fraiches et séchées de la citrouilleont été calculés en utilisant 1’équation de
régression linéaire des courbes. Les résultats obtenus sont exprimés en pg équivalent par

milligramme d’extraits (ug E/mg E) et sont regroupés dans le tableau n°11.

Les resultats obtenus concernant le taux de polyphénols totaux montrent une
concentration plus élevée dans I’extraits des écorces fraiches (24,31+0,014 png EAG/mgE) par
rapport aux écorces séchées (13,52+0,020pg EAG/mgE), indigquant une diminution

significative presque le double de ces composés apres le processus de séchage.

De méme, les teneurs en flavonoides est nettement supérieure dans l'extrait des
écorces fraiches, suggérant une réduction drastique dans les échantillons séchés, passant de
16,30+£0,003 pgeC/mgEa 5,59 +0,003 ug EAG/mgE. A partir deces résultats, on remarque
que les teneurs en tanins condensées tout comme les polyphénols et les flavonoides, sont
également plus abondants dans les échantillons frais (38,75£0,04 ug EAG/mgE) que dans les
échantillons séchés (6,10+0,003 pg EAG/mgE).

Tableau 11:Taux de polyphénols totaux, de flavonoides et de tanins condensés dans les
extraits des écorces de la citrouille.
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Polyphénols
(g EAG/Mg E)

Flavonoides
(Mg EC/mg E)

Tanins
(Mg EC/mg E)

Extrait eau-éthanol

des écorces séchées

13,52 +£ 0,020

5,59 + 0,003

6,10+ 0,003

Extrait eau-éthanol

des écorces fraiches

24,31 +0,014

16,30 £ 0,003

38,75+ 0,04

2.3 Activité antioxydante des extraits des ecorces de la citrouille

Cette étude a été évaluée par deux tests : test de piégeage du radical libre (DPPH) et le test de
réduction de fer (FRAP).

2.3.1 Effet des extraits sur le piegeage du radical libre DPPH :

Les résultats obtenus a propos de I’effet de 1’acide ascorbique et les extraits des écorces
fraiches et séchées de la citrouille sur le piégeage du radical libre DPPH sont exprimés en
pourcentage de réduction du DPPH en fonction des concentrations final et ils sont représentés

dans les tableaux n°13 et figure 11respectivement.

Pour évaluer l'efficacité antioxydante de différents extraits, nous avons déterminé la

concentration nécessaire pour inhiber 50 % de I'activité du radical DPPH (IC50)

Dans le tableau n°12, Les résultats obtenusrévélent une corrélation positive entre la
concentration d'acide ascorbique et la réduction du radical DPPH. En effet, a une
concentration de 5 pg/mL arrive a réduire 98,55% du DPPH avec une iC50 de 0,39 g /mL.

Tableau 12:Effet antioxydant de 1’acide ascorbique sur la réduction du DPPH exprimé en
pourcentage.

Concentrations d’acide ascorbique (ng/mL) 1Cso
(Mg/mL
0,125 0,25 0,625 1,25 2,5 5 )
DPPH 16,43+ | 34,78+ | 70,05+ | 85,02+ | 97,10+ | 98,55* 0,39+
réduit (%) | 0,003 0,045 0,034 0,038 0,006 0,006 0,039
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Figure 10: Effet antioxydant de I’acide ascorbique sur la réduction du DPPH exprimé en

pourcentage (%)

L’effet antioxydant des extraits eau-éthanol des écorces fraiches et séchées de citrouille

sont représentés dans les tableaux n°13 et les figures n°11.

Les résultats obtenus mettent en évidence l'efficacité antioxydante des extraits eau-
éthanol des écorces fraiches et séchées de lacitrouille, L’extraitdes écorces fraiches présente
une capacité a réduire le radical libre la plus importante et meilleure avec une 1C50 de 223,13
pug/mL, qui a la concentration de 200 pg/mL réduit de 47,69 + 0,006 % du DPPH.

En comparaison, nous constatons que I'extrait sec de I'épicarpe, bien que performant,
présente une valeur plus faible avec une IC50 337,26 pg/mL, et parvient a réduire
40,28+0,036 % du DPPH a une concentration de 250 pg/mL.

Les valeurs des IC50 de I’épicarpe de Cucurbita moschatafrais et secs restent plus

élevées par rapport a celles du standard acide ascorbique (0, 39+0,039).

Tableau 13:Effet antioxydant des extraits des écorces fraiches et séchées de la citrouille sur le
piégeage du DPPH exprimé en pourcentage
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Concentrations s des extraits (ug/ml) 1Cso0

12,5 25 50 100 150 200 250 (Mg/mL)

Extrait
13,89 | 18,52 | 24,54 | 30,56 47,69 223,13
eau-éthanol 35,19+
+ + + + + - + 0,003
des écorces 0,018
0,005 | 0,016 | 0,003 | 0,005 0,006
fraiches
Extrait
12,04 | 16,67 | 1852 | 22,69 | 30,56 | 33,80 | 40,28 337,26
eau-éthanol

* s + * + + + +0,018

0,023 | 0,011 | 0,029 | 0,017 | 0,011 | 0,039 | 0,036

des écorces

séchées

60,00

v =0,1618x+ 13,898
50,00 R*=0,9703

o
= 40,00 =
S
; 30,00
= y=0,1115x+ 12,395
= m 20,00 R*=10,9853
o i |
& | 1000
-1
=
= 0,00
& 0 50 100 150 200 250 300
5 = =
A Concentration finale des extraits pg/ml
@® Frais ® Secs Linéaire (Frais) Linéaire (Secs)

Figure 11:Effet antioxydant des extraits des écorces fraiches et séchées de la citrouille sur
piégeage du DPPH exprimé en pourcentage (%).

Les résultatsobtenus indiquent une augmentation du pourcentage de réduction du
DPPH proportionnelle aux concentrations des extraits. L’extrait eau-éthanol des ecorces
fraiches de citrouille a révélé un effet antiradicalaire significativement supérieur a celui de
I’effet de I’extrait des écorces séchées, avec des valeurs de ICso de I'ordre de 233,13 et
337,26 pg/mL, respectivement. Ces valeurs restent significativement (p<0,001) supérieure a

celle déterminé pour I’acide ascorbique 0,39 pug/mL (Figure n°12).
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Figure 12:Les valeurs d’IC50 déterminées pour I’effet antiradicalaire de 1’acide ascorbique et
des extraits des écorces fraiches et séchées de la citrouille.

2.3.2 Pouvoir réducteur du Fer des extraits des écorces de la citrouille
Les résultats obtenus a propos de ’effet de 1’acide ascorbique, leBHA et les extraits

de la citrouillesur laréduction du Fer sont exprimés absorbances en fonction des
concentrations des extraits, Pour évaluer I'efficacité antioxydante des différents extraits, nous

avons déterminé la concentration efficace moyenne ECsy.

Le tableau n°14, Figure n°13, montre quel’acide ascorbique et le BHA possédent une
capacité élevée a réduire les ions ferriques. La concentration efficace moyenne (ECso),
correspondant a une absorbance de 0,5, est estimée a 17,24 pg /ml et a 24,02ug/ml,

respectivement.

Tableau 14:Effet du BHA et I’acide ascorbique sur la réduction du fer
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Concentrations de BHA, acide ascorbique (upg/ml) EC50
1 2 4 8 17 33 67 | (ug/mL)
Absorbanc
0,05 0,06 0,10 0,22+ | 0,40 0,68 1,28 | 24,02+
e du BHA
+0,003 | 0,003 | +0,003 | 0,008 | +0,006 | +0,013 | +0,103 | 0,010
(680nm)
Absorbanc

e de ’Acide 0,01 0,08+ 0,10+ | 0,29+ | 0,47+ | 0,89+ | 197+ | 17,24+
ascorbique | +0,008 | 0,046 0,058 | 0,169 | 0,271 | 0,516 | 1,135 0,036
(680nm)

1.4 25
y =0,0187x + 0,0509 @
1.2 R2=0,9973 e y =0,029x - 1E-04
. 2.0 R2=0,9963 e
E 10 £ .
o o
3 3
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5] ° 5]
& . 8 .
£ 06 210 >
2 o 2 :
< 04 < R
. 0.5 o
0.2 ‘.' .
0 .
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BHA (ug/ml) Acide ascorbique (ug/ml)

Figure 13: Pouvoir réducteur du fer du BHA et de I’acide ascorbique (Méthode de FRAP).

Selon les résultats illustres dans la figure, la figure n°14, et le tableau
n°15onremarque que les deux extraits ont montré un pouvoir réducteur du fer proportionnel
aux concentrations des extraits. L’extrait des écorces fraiches a montré un pouvoir
réducteurélevé et intéressant avec une ECso de 750,29ug/m par rapport a 1’extraitdes écorces

séchées qui a présenté une valeur relativement faible 1594,67ug/ml.

Tableau 15:Absorbances de I’effet des extraits de 1’épicarpe frais et secs de Cucurbita
moschata sur la réduction du fer (méthode du PFRAP).
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Concentrations des extraits (pug/ml) E£C50
83 167 333 667 1000 1333 1667
Extrait
] 0,02 0,36 0,58 0,83 1,09 750,29
eau-éthanol 0,087+ | 0,25
+ + + + + +
des écorces 0,014 | £0,040
) 0,005 0,028 0,057 0,023 0,121 0,042
fraiches
Extrait
) 0,013 0,18 0,22 0,36 0,4 0,51 1594.67
eau-éthanol 0,037 +
+ + + + + + +
des écorces 0,003
o 0,003 0,003 0,014 0,017 0,005 0,01 0,007
séchées

Absorbance a 680 nm
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Figure 14:Pouvoir réducteur du fer des extraits des écorces fraiches et séchées de citrouille

Résultats obtenusrévelent que I'extrait des écorces fraiches posséde un

pouvoir reducteur du fer tres élevé que celui de l'extrait eau-éthanol des écorces

séchées. Les résultats des deux extraits sont trés significatifs en comparaison avec
le BHA (Figure n°15).
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Figure 15:Valeurs d’EC50 de I’effet du BHA, Acide Ascorbiques et les extraits des écorces
fraiches et séchées sur la réduction du fer (FRAP).

2.4 Effetantidiabétique des extraits des écorces fraiches et séchées de
la citrouille

Dans cette étude, deux essais in vitroont été réalisés : le test d’inhibition de I’activité de

I’a-amylase et le test de la capacité d’adsorption au glucose.

2.4.1 Effet des extraits sur Pactivité de I’a-amylase
Selon les résultats obtenus mentionnés dans les figures n°16 et n°17, et les

tableauxn®l6et n°17, nous avons un remarqué un effet inhibiteur de 1’activité de I’a-amylase

proportionnel aux concentrations des extraits.

Dans ce test, nous avons utilisé 1’acarbose comme un contréle positif, qui a démontré
une inhibition de I'a-amylase de 94,47 % a une concentration de 167pg/mL avecune I1Cso de
6,22 pg/mL (Tableau n°® 16)

Tableau 16: Effet de I’acarbose sur I’inhibition de I’activité de I’a-amylase exprimé en
pourcentage.

Acarbose (pg/ml)
IC50
5 10 21 42 83 167
Inhibition de
| 43,99+ | 5430+ | 72,16+ | 8557+ | 90,38+ | 93,47+ | 6,22
’a_

0,048 0,007 0,006 0,006 0,003 0,003 0,027
amylase(%6)
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Figure 16: Effet d’acarbose sur ’inhibition de I’activité de I’a-amylase exprimé en
pourcentage.

En fonction des réesultats illustrés dans le tableau n°17, Figure n°17, on remarque que
les deux extraits des écorces de citrouille inhibent fortementl’activitéde 1’a-amylase, en
particulier I’extrait des écorces fraiches qui a affiché une ICso de 10,55pg/mL. La valeur
d’ICs0 déterminée pour I’extrait des écorces séchées est de 20,32pug/mL. Ces valeurs restent
intéressantes malgré qu’elles soient significativement supérieurs a la valeur de ICso
déterminée pour le contrdle positif I’acarbose qui est I’inhibiteur de 1’a-amylase 1Cs0=6,22
pg/mL.

Tableau 17:Effet antidiabétique des extraits des écorces frais et séchés sur I’inhibition de
I’activité de I’a-amylase exprimé en pourcentage

Concentrations des extraits (ug/ml)
IC50
2 3 7 10 17 27
Extrait eau-
éthanol des 15+ 26 + 46 + 59 + 71+ 10,55
écorces 0,003 | 0,020 0,040 0,032 0,031 + 0,036
fraiches
Extrait eau-
20,32
éthanol des 9+ 23+ 29 + 48 + 54 +
- + 0,003
écorces 0,016 | 0,036 | 0,031 0,003 0,003
séchées
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Figure 17:Effet antidiabétique des extraits des écorces frais et séchés sur I’inhibition de

I’activité de I’a-amylase exprimé en pourcentage

La comparaison des valeurs d’IC50 des différents extraits (Figure n°18)montre que
I'extrait eau-éthanol des écorces fraiches possede le meilleur effet inhibiteur rapport a I’extrait

des écorces séchées.
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Figure 18:Valeurs d’IC50 de I’effet du I’acarbose et les extraits des écorces fraiches et
séchées sur I’inhibition de I’activité de I’a-amylase exprimé en pourcentage.
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2.4.2 Effet d’adsorption au glucose des extraits des écorces fraiches et séchées de
la citrouille
Cette étude a pour objectif d'évaluer I’effet antidiabétique des extraits des écorces

fraiches et séchées de la citrouille. Nous avons mesuré l'influence de diverses concentrations
glucose sur l'adsorption aux extraits de la citrouille. L'acide gallique et l'acarbose ontété

utilisés comme contrdles positifs

Au bout d’une heure d’incubation (Figure n°19), a faible concentration de glucose (5
mM), I'extrait des écorces séchées se distingue par une faible adsorption au glucose (0,06
mM/g d’extrait/) comparativeacelle de I'extrait des écorces fraiches (0,03 mM). En revanche,
a haute concentration de glucose (100 mM), les deux extraits affichent une légere
augmentation de I’effet adsorbant, avec des valeurs d'adsorption de 1,60 mM pour l'extrait des

écorces séchées et 1,56 mM pour l'extrait des écorces fraiches.

Aprés 3h d’incubation des extraits des écorces de citrouille avec les différentes
concentrations du glucose (Figure 20), nous avons remargué une légere augmentation du taux
de glucose adsorbé, a faible concentrations de glucose cette augmentation est variable entre
0,009 et 0,198mM/g d’extrait, et entre 0,66 et 1,68 mM/g a forte concentration du glucose 50
et 100mM. De ce fait on constate que I’adsorption du glucose aux extraits de la citrouille peut

avoir lieu dans les premiéres minutes d’incubation.

Glucose 5 mM Glucose 10mM Glucose 50mM Glucose 100mM
m Fais 0.031486207 0.109924138 0.650158621 1.561486207
mSéche 0.067274138 0.136462069 0.662789655 1.602824138

Glucose adsorbé mM/g d'extrait

Figure 19:La capacité d’adsorption au glucose des extraits de écorces fraiches set sechées de
la citrouille aprés 1h d’incubation.
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Glucose 5 Glucose Glucose Glucose
mM 10mM 50mM 100mM
m Extrait frais (10mg/mL)  0.09815 0.19872414 0.6678931 1.60786379
H Séche 0.06536034 0.15585517 0.69532414 1.56888621

Figure 20:La capacité d’adsorption au glucose des extraits de écorces fraiches set séchées de
la citrouille aprés 3h d’incubation.

L’effet des deux extraits est significativement inférieura I’effet adsorbantdes contrdles
positifs I’acarbose et 1’acide gallique (Figure n°21). Aux faibles concentrations du glucose
I’effet adsorbant de 1’acide gallique apres 1h et 3h d’incubation est variable entre 0,88 et 1,95
mM/g d’acide gallique : et entre 8,27 et 17,75 mM/g d’acide gallique aux fortes
concentrations du glucose. L’effet de I’acarbose est inférieur a celui de 1’acide gallique mais

supérieur a I’effet des extraits des ecorces de la citrouille.

Glucose 5 mM | Glucose 10mM @ Glucose 50mM Glucose 100mM
m Extrait frais (10mg/mL) 0.09815 0.198724138 0.667893103 1.607863793

Glucose adsorbé mMol/mg d'extrait

m Séche 0.065360345 | 0.155855172  0.695324138 1.568886207
mAc. 0.881344828 | 1.44212931 @ 8.290982759 17.753206897
® Acarbose 0.615965517 | 1.615965517 @ 7.065517241 15.664301724

Figure 21:La capacité d’adsorption au glucose de 1’acide gallique et de I’acarbose aprés 3h
d’incubation.
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Discussion

Au cours de cette étude, nous avons procédé a une analyse phytochimique et des tests
in vitropour évaluer I’activité antioxydante (utilisant les tests du DPPH et FRAP) et
antidiabétique (a travers le test de I’a-amylase et la capacité d’adsorption au glucose) des
extraits eau-éthanol des écorces frais et séchés de la citrouille collecté dans la région de

Walhassa en février 2024.

Les rendements d’extractions obtenus dans notre étude sur la citrouille sont variables,
entre 4,87% pour I’extrait frais qui a été récupéré sous forme de poudre de couleur jaune et
10,66% pour I’extrait de citrouille qui a été récupéré aussi sous forme de poudre de couleur

jaune-orange.

Les tests phytochimiques réalisés sur les deux extraits eau-éthanol des écorces fraiches
et séchés de la citrouille récupérés ont permet d’enregistrer la présence des tanins, des
flavonoides, des quinones libres, des terpenoides, et des composés réducteurs dans les deux
extraits brut eau-éthanol. Quant aux saponines et les alcaloides, nous avons observé une

absence totale des deux extraits.

Pour les résultats obtenus parLusiana et al., (2018), nous n’avons trouvé unedifférence
par rapport a nos résultats, 1’absence des terpenoides et la présence des saponines. Cette
variation de la présence et I’absence du certaines familles chimiques est probablement due au
choix du solvant, la méthode d’extraction, et probablement a la région et a la période de la

récolte.

Les résultats du dosage phytochimique de I’extrait eau-éthanol des écorces fraiche de
la citrouille indiguent une teneur élevée en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins,
avec des valeurs de 24,31 £ 0,014 pug EC/mg E, 16,3 £ 0.003 pg EC/mg E, et 38,75 £ 0,04 ug
EC/mg E, respectivement. En revanche, I'extrait sec révele des niveaux faibles de ces
composés, mesurés a 13,52 + 0,02 ug EC/mg E pour les polyphénols totaux, 5,59 + 0,003 ug
EC/mg E pour les flavonoides, et 6,1 + 0,003 ug EC/mg E pour les taninscondenseés.

Les résultats de PaweenaJdarungjitaree et MatchimaNaradisorn(2018) ont montré
des valeurs supérieures aux notres pour les polyphénols totaux 73,44 + 0,13 ug EC/mg E,
tandis que les flavonoides ont révélé une faible teneur 522 + 0,02 pug EC/mg E
comparativement a nos propres résultats. Concernant les tanins, nous n’avons pas trouvé de

résultats antérieurs comparables a nos résultats.
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La différence de nos résultats avec la bibliographie concernant le taux de polyphénols
et flavonoides sont liées a plusieurs parameétres, principalement la méthode d’extraction
(décoction, macération,infusion...) ainsi que le temps, le stade de maturation de la plante
étudiée (frais, sec, en floraison, en fructification...), et les solvants d’extraction

utiliséspeuvent influencer la qualité de I’extrait.

Dans notre recherche sur I’effet antioxydant des extraits eau-éthanol des écorces
frais et séchés de la citrouille, nous avons évalué leur capacité a neutraliser les radicaux libres
en utilisant le radical DPPH, ainsi que leur potentiel réducteur du fer avec la méthode de
FRAP.

Les résultats obtenus indiquent que des extraits eau-éthanol des écorces frais et
séchés de la citrouille ont montré une efficacité antioxydante. L'extrait frais a démontré une
capacité plus élevée a réduire les radicaux libres avec une ICso de 223,13 pg/ml et une
réduction de 47,69% du DPPH a une concentration de 200 pg/mL. En revanche, I'extrait sec a
montré une 1Cso plus élevée de 337,26 pug/mL et une réduction moindre de 40,28% du DPPH
a une concentration de 250 pg/mL. Les ICso des extraits eau-éthanol des écorces de la
citrouille qu'ils soient frais ou secs, sont supérieures a celles de I'acide ascorbique standard
(0,39+0,039 pg/mL).

Plusieurs travaux ont ¢été réalisés sur ’activité antiradicalaire de notre plante, parmi
lesquelles nous citerons Bahramsoltani et al., (2017) qui ont souligné que I’extrait de
I’écorce du citrouille présente une bonne activité de piégeage du radical DPPH (ICso de
4,015£0,20 pg/ml). De méme, I’étude effectuée par Indrianingsih et al ., (2021)a révélé
aussi que cet extrait a enregistré une meilleure activité avec une ICsode 21,58+1,2 pg/mL.

En ce qui concerne l'effet reducteur du fer, les résultats de I'absorbance des extraits et
des molécules de référence (acide ascorbique et BHA) montrent une capacité de réduction du
fer proportionnelle a l'augmentation de la concentration, avec des ECso : 17,24+0,036 pug/mL
et 24,02+0,01 pg/mL respectivement. L'extrait eau-éthanol de 1’écorce frais du citrouille a
montré une capacité plus significative et prometteuse a réduire le fer (ECso de 750,29 £ 0,042
pug/mL) par rapport a l'extrait sec, qui a affiché une valeur relativement plus faible
(ECso :1594,67 =+ 0,007 upg/mL).L’étude réalisée par PaweenaJarungjitaree et
MatchimaNaradisorn (2018) confirmé I’existence d’un meilleur pouvoir de réduction de fer
avec une ECso de 54,87+1,06 pg/mL.
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Discussion

Pour la derniére analyse portant sur l'activité antidiabétique, nous avons étudié in vitro
I'impact des extraits eau-éthanol des écorces frais et séchés de la citrouille, préparés dans un
mélange eau-éthanol, sur 'activité de l'a-amylase et la capacité d'adsorption au glucose. Les
résultats indiquent une augmentation proportionnelle du pourcentage d'inhibition en fonction

de la concentration des extraits testés.

Concernant les extraits eau-éthanol des écorces frais et séchés de la citrouille, nous
remarquons une forte inhibition de 71+0,031% pour I’extrait frais, avec une ICso de

10,55+0,036pug/mL, en montrant une activité supérieure a celle de I’extrait sec qui présente

une ICso de 20,32+0,003pug/mL.

Nous avons mené une évaluation in vitro de l'activité antidiabétique en mesurant la
capacité d'adsorption des extraits des écorces de la citrouille au glucose. Nos résultats
indiquent que cette capacité est directement proportionnelle a la concentration du glucose.
Nous avons observé que les extraits eau-éthanol présentaient une faible capacité d'adsorption

au glucose a 20 mg/ml, avec des valeurs de 1,561 et 1,602 mM/g d’extrait, respectivement.

Aucune recherche scientifique antérieure n'a examiné l'effet des écorces de la
citrouille. Nos résultats révelent une activité antidiabétique significative, en particulier
I’extrait 1’extrait des écorces fraiches de la citrouille, en montrant une efficacité remarquable

d’inhibition de I’a-amylase.
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Conclusion générale

Dans l'objectif d'explorer de nouvelles approches thérapeutiques contre le stress
oxydatif et le diabéte, nous avons entrepris I'étude phytochimique des extraits des écorces
fraiches et séchées de la citrouille, récoltésdans la région deWalhassa, ainsi que 1’évaluation

de leur activité antioxydante et antidiabétique.

Nos analyses ont révélé que I'extrait eau-éthanol des écorces fraiches présente des
teneurs élevés de polyphénols, de flavonoides, et de tanins, potentiellement responsables de
sa forte activité antioxydanteet sur I’inhibition de ’a-amylase par rapport a 1’extrait des

écorces séchées.

A la lumiere de ces résultats préliminaires, il serait intéressant de poursuivre cette

étude en explorant plusieurs axes de recherche supplémentaires, notamment :

e Investiguer d'autres méthodes d'extraction en utilisant divers solvants organiques.

e Evaluer l'activité antioxydante a l'aide de divers tests in vitro tels que I'ORAC,
I'ABTS, le CUPRAC et le test de blanchiment du -carotene, ainsi que des évaluations
in vivo sur le stress oxydatif en mesurant l'activité des enzymes antioxydantes comme
la superoxyde dismutase et la catalase.

e Tester les effets in vivo de ces extraits sur I'hyperglycémie chez des modeles de rats
diabétiques.

e Explorer d'autres activités biologiques potentielles telles que I'activité antibactérienne,

anti-inflammatoire, anticancéreuse et antifongique...

57



Réferences

bibliographiques



10.

11.

12.

Réferences bibliographiques

Adebayo, O. J., Aworinde, D. O., &Odewole, A. F. (2013). Caracteéristiques
Botaniques et Usages des Cucurbitaceae. Ibadan : Presses Universitaires.

Aggarwal, B. B., & Harikumar, K. B. (2009). Potential therapeutic effects of
curcumin, the anti-inflammatory agent, against neurodegenerative, cardiovascular,
pulmonary, metabolic, autoimmune and neoplastic diseases.The International Journal
of Biochemistry & Cell Biology, 41(1), 40-59.

. American Diabetes Association. (2011). Standards of medical care in diabetes-2012.

Diabetes , 35, S4-10.

. Armougom, M. (1998). Cucurbitaceae : Aspects Botaniques et Culturaux. La Réunion

: Presses Universitaires de I'Océan Indien.

Aruoma, O. I. (2003). Free radicals, oxidative stress, and antioxidants in humanhealth
and disease. Journal of the American OilChemists' Society, 75(2), 199-212.

Aruoma, 2003 ; Chakraborty et al., 2007 ; Kusano et Ferrari, 2008 ; De Marchi et
al., 2013 ; Kaushal et Kudva, 2013 ; Mima, 2013 ; Pizza et al., 2013 ; Shin et al., 2013

. Atamer, Aytac, YukselKocyigit, Sabahat A. Ecder, SahabettinSelek, Nevinllhan,

TevfikEcder, et YildizAtamer. 2008. « Effect of Oxidative Stress on Antioxidant
Enzyme Activities, Homocysteine and Lipoproteins in Chronic Kidney Disease».
Journal of Nephrology 21 (6): 924-30.

Sorg, O, (2004). Oxidative stress: a theoretical model or a biological reality;
Comptesrendus biologies, 327(7), 649-662.

Bahramsoltani R, F. M. (2017). Evaluation of phytochemicals, antioxidant and burn
wound healing activities of Cucurbitamoschata Duchesne fruit peel. Iranian Journal of
Basic Medical Sciences , 799-805.

Baur, J. A., & Sinclair, D. A. (2006). Therapeutic potential of resveratrol: the in vivo
evidence.Nature Reviews Drug Discovery, 5(6), 493-506.

Baynes, J. W. (2020). Role of oxidative stress in development of complications in
diabetes. Diabetes, 69(1), 1-9.

Bohn, T. (2019). Carotenoids and markers of oxidative stress in
humanobservationalstudies and intervention trials: Implications for chronicdiseases.
Antioxidants, 8(6), 179.

59



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Réferences bibliographiques

Boissoneault, L. (November20, 2018 ). how the formerly ubiquitous pumpkin became

a thanksgiving treat. Smithsonian Magazine .

Burton, G. W., & Traber, M. G. (2021). Vitamin E: antioxidantactivity, biokinetics,
and bioavailability. AnnualReview of Nutrition, 41, 55-79.

Carlsen, M. H., Halvorsen, B. L., Holte, K., Bghn, S. K., Dragland, S., Sampson, L.,
Willey, C., Senoo, H., Umezono, Y., Sanada, C., Barikmo, 1., Berhe, N., Willett, W.
C., Phillips, K. M., Jacobs Jr, D. R., &Blomhoff, R. (2010). The total antioxidant
content of more than 3100 foods, beverages, spices, herbs and
supplementsusedworldwide. Nutrition Journal, 9(3). doi:10.1186/1475-2891-9-3

Carr, A. C., &Maggini, S. (2017). Vitamin C and immune function. Nutrients, 9(11),
1211.

Chakraborty, S., &0Oleson, M. (2007). Mechanisms of cataractogenesis in the presence
of oxysterols in an animal model of galactose-inducedcataracts.
InvestigativeOphthalmology& Visual Science, 48(5), 2129-21309.

Chen, L. X., Green, R. A., & Martinez, E. F. (2019). Xanthine oxidase and superoxide
radical production. Free Radical Biology and Medicine, 135, 208-216.

Clifford, M. N. (2000). Chlorogenic acids and other cinnamates — nature, occurrence,
dietary burden, absorption and metabolism.Journal of the Science of Food and
Agriculture, 80(7), 1033-1043.

Colomban, T. ( 5 SEPTEMBRE 2022 ). LE DIABETE DE TYPE 1 CHEZ
L’ENFANT : TRAITEMENT ET VECU . Université d’Aix-Marseille — Faculté de

Pharmacie , 16.

D'Andrea, G. (2015). Quercetin: A flavonol with multifaceted therapeutic
applications? Fitoterapia, 106, 256-271.

Davies, M. J. (2016). Proteinoxidation and peroxidation. Biochemical Journal, 473(7),
805-825.

De Marchi, E., Baldassari, F., Bononi, A., Wieckowski, M. R., &Pinton, P. (2013).
Oxidative stress in cardiovasculardiseases and obesity: Role of p66Shc and protein
kinase C. OxidativeMedicine and Cellular Longevity, 2013, Article ID 564961.
Dupont, M. (2024). La Cucurbitamoschata "musquée de Provence". Dans

Encyclopédie des plantes potagéres. Paris : Editions Agricoles.

60



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Réferences bibliographiques

Encyclopedia of medicinal plants (2nd Edition). (2001). larousse 21 rue du

montparnasse 75283 paris cedex 06 .

FAO. (2011). Global foodlosses and foodwaste — Extent, causes and prevention.

Rome: Food and Agriculture Organization of the United Nations.

Favier, A. (2006). The role of antioxidantmicronutrients in the prevention of age-
relateddiseases. Journal of the American College of Nutrition, 21(5), 367-382.

Fedha, M. J., Mavura, W., &Njiru, S. (2010). Horticulture Ecologique. Nairobi :
Kenya Editions.

Flohé, L. (2020). Glutathioneperoxidase: The challenges of a classic enzyme. Free
Radical Biology and Medicine, 157, 39-46.

Ghedira, K., & Goetz, P. (2013). Cultures Potagéres et Nutrition. Paris : Editions
Sante.

Gonzalez, R. G., Anderson, B. J.,, & Thomas, P. D. (2020). Biosynthesis of
prostaglandins and leukotrienes: A source of free radicals.BiochemicalPharmacology,
180, 114138.

Graf, E. (1992). Antioxidant potential of ferulic acid.Free Radical Biology and
Medicine, 13(4), 435-448.

Gustavsson, J., Cederberg, C., Sonesson, U., Van Otterdijk, R., &Meybeck, A. (2011).

Global Food Losses and Food Waste - Extent, Causes and Prevention. Rome: FAO.

HADJ YOUCEF K, B. R. (2021). Diabete de type 2 et SARS Cov -19 , Mémoire.

Université des Fréres Mentouri Constantine .

Halliwell, B., &Gutteridge, J. M. C. (2015). Free Radicals in Biology and Medicine
(5th ed.). Oxford UniversityPress.

Herndndez Rosales, H. S., Castellanos-Morales, G., Sanchez-de la Vega, G.,
Aguirre-Planter, E., Montes-Hernandez, S., Lira-Saade, R., &Eguiarte, L. E. (2020).
Phylogeographic and population genetic analyses of Cucurbitamoschata reveal
divergence of two mitochondrial lineages linked to an elevational gradient. American
Journal of Botany, 107(3), 510-525)

Hussain, A., Kausar, T., Sehar, S., Sarwar, A., Quddoos, M. Y., Aslam, J., ... & Nisar,

R. (2023). A review on biochemical constituents of pumpkin and their role as pharma

61



38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

Réferences bibliographiques

foods; a key strategy to improve health in post COVID 19 period. Food Production,
Processing and Nutrition, 5(1), 22.

J Liu X., Shen L., Zeng W., Qiu G, (2016). Polyphénols végétaux naturels pour
soulager les dommages oxydatifs chez I'hnomme: état actuel et perspectives d'avenir.
Trop J PharmRes 2016; 15 (5): 1089-1098

Johnson, D. W., Smith, R. L., & Patel, S. K. (2023). Environmentalfactorscontributing
to free radical production. EnvironmentalResearch, 214, 113770.

Johnson, L., & Williams, R. (2023). Nutritional Composition and HealthBenefits of
Cucurbitamoschata. Nutrients, 15(1), 50-65. DOI: 10.3390/nu15010050.

Jones, R. P., Miller, K. S., & Davis, T. J. (2022). The role of NADPH oxidase in the
production of reactiveoxygenspecies. Redox Biology, 41, 101876.

Karamac, M. (2009). Chelation of Cu(ll), Zn(ll), and Fe(Il) by tannin constituents of
selected edible nuts. International Journal of Molecular Sciences, 10(12), 5485-5497.
Kaushal, N., &Kudva, A. (2013). Oxidative stress and cancer. In
ReactiveOxygenSpecies and  AntioxidantSystems in  Plants: Role and
RegulationunderAbiotic Stress (pp. 363-382). Springer, New York, NY.

Kebieche, M. (2009). Activité biochimique des extraits flavonoidiques de la plante
Ranunculus repens L.: effet sur le diabéte expérimental et [’hépatotoxicité induite par
I’Epirubicine. Biochimie, These deDoctorat, UniversiteMentouri Constantine.

Kim, H., et al. (2023). Antimicrobialactivity of
pumpkinpeelextractsagainstpathogenicbacteria. Journal of AppliedMicrobiology,
134(1), 78-89.

Kim, S, & al. (2023). Bioactive Compounds and MedicinalPotential of
Cucurbitamoschata Skin. Journal of Medicinal Food, 26(2), 123-138. DOI:
10.1089/jmf.2023.0012.

King, G. L. (2008). The role of inflammatory cytokines in diabetes and its. Journal of
periodontology , 79, 1527-1534.

Kirkman, H. N., &Gaetani, G. F. (2022). Mammalian catalase: avenerable enzyme
with new mysteries. Trends in Biochemical Sciences, 47(1), 1-8.

Klaunig, J. E., & Wang, Z. (2018). Oxidative stress in carcinogenesis. Current
Opinion in Toxicology, 7, 116-121.

62



50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

Réferences bibliographiques

Koechlin-Ramonatxo, C. 2006. Oxygene, stress oxydant et
supplémentationsantioxydantesou un aspect différent de la nutrition dans les maladies
respiratoires. Nutrition clinique et métabolisme, 20(4): 165-177.

Kulczynski, B., &Gramza-Michatowska, A. (2019). The profile of carotenoids and
other bioactive molecules in various pumpkin fruits (Cucurbita maxima Duchesne)
cultivars. Molecules, 24(18), 3212

Kusano, Y., & Ferrari, M. (2008). Oxidative stress and respiratorydiseases. Molecular
Aspects of Medicine, 29(3-4), 306-317.

Larousse (2006)

LE DIABETE DE TYPE 1 CHEZ L’ENFANT : TRAITEMENT ET VECU . (5
SEPTEMBRE 2022 ). Université d '4ix-Marseille — Faculté de Pharmacie .

Lee, H.,, & Park, J. (2022). CucurbitamoschataExtracts in CosmeticProducts.
International Journal of Cosmetic Science, 44(1), 12-24. DOI: 10.1111/ics.12750.

Li, X., et al. (2022). Anti-inflammatoryeffects of Cucurbitamoschatapeelextracts in
vitro and in vivo. PhytotherapyResearch, 36(2), 456-468.

Li, Y., Ding, Y., Minireview, Y., & Wu, Z. (2022). Role of dietarypolyphenols in the
management of Alzheimer'sdisease and Parkinson'sdisease: Insights into the
mechanisms of action. Journal of NutritionalBiochemistry, 101, 108909.

Liu, R. H. (2013). Dietary bioactive compounds and theirhealth implications. Journal
of Food Science, 78(1), A18-A25. do0i:10.1111/1750-3841.12020

Martinez, C. R., Lee, H. S., & Thompson, A. L. (2018). The role of metal ions in the
production of free radicals. Journal of InorganicBiochemistry, 186, 240-250.
Merouane, A., Noui, A., Ali, K. N. B., Saadi, A. 2014. Activité antioxydante des
composésphénoliques d’huile d’olive extraite par méthode traditionnelle. International
journal of biological and chemical sciences, 8(4): 1865-1870.

Mima, A. (2013). Oxidative stress and diabetesmellitus. Canadian Journal of Diabetes,
37(2), 117-122.

Napier, R. (2009). Gestion durable des cultures maraichéres. Londres : GreenPress.

Nova Lusianal, L. P. (2018). Phytochemical, Haematinic and Antidiabetic Test of
Pumpkin Extract (Cucurbitamoschata). Proceedings of the Built Environment, Science

and Technology International Conference , 103-107.

63



64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.
71.

72.

73.

74.

75.

Réferences bibliographiques

Paris, M., et al. "RecentAdvances in Understanding the Biosynthesis of Bioactive
Compounds in Cucurbitaceae: A Review." Plant Science, vol. 298, 2020, p. 110594.
Patel, N., & al. (2021). Sustainable Agriculture: The Role of
CucurbitamoschataByproducts.  Agricultural  Sciences, 32(4), 275-290. DOI:
10.4236/as.2021.124019.

Paweenalarungjitaree, M. N. (2018). evaluation of antioxidant and antifungal
activities of pumpkin by-product and its application in Banana. Food Science and
AgriculturalTechnoligy , 129-133.

Pérez-Jiménez, J., Neveu, V., Vos, F., &Scalbert, A. (2010). Identification of
the 100 richestdietary sources of polyphenols: an application of the Phenol-Explorer
database. European Journal of Clinical Nutrition, 64(S3), S112-S120.

Pham-Huy, L. A., He, H., & Pham-Huy, C. (2008). Free radicals, antioxidants in
disease and health. International Journal of Biomedical Science, 4(2), 89-96.

Pizza, V., Agresta, A., D'Acunto, C. W., &Festa, M. (2013). Mitochondrial
dysfunction in Parkinson'sdisease. Neurochemistry International, 63(7), 715-725.
Polese, J. (2006). Cucurbitacées : Culture et Utilisation. Paris : Editions Horticulture.
Rayman, M. P. (2020). Seleniumintake, status, and health: acomplexrelationship.
Hormones, 19(1), 9-14.

Roussel, T. N. G., Laure, N. J., &Enyong, O. J. (2020). Antioxidant and Glucose
Lowering Effects of Hydroethanolic Extract of Baillonellatoxisperma Pulp. Journal of
Food Research, 9(2).

Sacks DB, B. D. (2002). Diabetes Care. laboratory analysis in the diagnosis and

management of diabetes mellitus , 750-86.

Sahoo, A. K. (2020). Performance evaluation of different. In Nature inspired

computing for data science , pp. 201-212. Springer.

Sajid, M., Khan, M. R., Shah, S. A., Majid, M., Ismail, H., Marya, W., Siddique, A.
B., &Batool, R. (2019). Therapeuticpotential of pumpkin: A review. Nutrition
ResearchReviews, 32(2), 190-206.

64



76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

Réferences bibliographiques

Salehi, F., Kashaninejad, M., Asadi, F., &Jafari, S. M. (2019). Characterization of
differentpumpkinspecies: Nutritional composition and antioxidantproperties. Journal
of Food Measurement and Characterization, 13(4), 3141-3151.

Sang, S., Lambert, J. D., Ho, C. T., & Yang, C. S. (2011). The chemistry and

biotransformation of tea constituents. Pharmacological Research, 64(2), 87-99.

Sharma, K., Mahato, N., & Lee, Y. R. (2018). Extraction, characterization, and
biologicalactivity of flavonoidsfromCucurbitaspecies: A review.
PhytotherapyResearch, 32(5), 869-884.

Lin, T. K., Zhong, L., & Santiago, J. L. (2017). Anti-inflammatory and skin
barrierrepaireffects of topical application of some plant oils. International Journal of
Molecular Sciences, 19(1), 70.Mukherjee, P. K., Maity, N., Nema, N. K., &Sarkar, B.
K. (2011). Bioactive compounds fromnaturalresourcesagainst skin aging.
Phytomedicine, 19(1), 64-73.

A W Indrianingsih’, V. T. (2021). Comparisons of antioxidant activities of two
varieties of pumpkin (Cucurbitamoschata and Cucurbita maxima) extracts. 'Research
Unit for Natural Product Technology, Gading, Playen, Gunungkidul, Yogyakarta
55861, Indonesia , 1-6.

Shin, S., Lee, E. M., & Lim, J. (2013). Oxidative stress in liverdiseases: Reviewing the
role of Nrf2-regulatedantioxidantpathways. LiverResearch, 2(3), 150-158.

Silva, F. A., Borges, F., & Guimardes, C. (2014). Application of the
FolinCiocalteumethod to the quantification of phenolic content of green and black
teas. Journal of Food Composition and Analysis, 24(2), 306-310.

Smith, J. A., Brown, L. M., & Wang, H. Y. (2021). Understanding the natural
production of free radicals. Journal of BiologicalChemistry, 296(3), 1024-1035.

Smith, J., & al. (2022). Culinary Uses of Squash Skins in Modern Cuisine. Journal of
Culinary Science &Technology, 20(3), 211-225. DOI:
10.1080/15428052.2022.1234567.

Smith, J., Brown, L., & Green, R. (2020). Valorization of Fruit and Vegetable Waste:
Nutritional and EnvironmentalBenefits. Journal of Food Science and Technology,
57(4), 1206-1214.

65



Réferences bibliographiques

86. Tokarz P., Kaarniranata K. and Blasiak J. (2013) . Role of antioxidant enzymes and
small molecular weight antioxidants in the pathogenesis of age-related macular
degeneration (AMD).Biogerontology, 14, 461-482

87.Yin, H., Xu, L., & Porter, N. A. (2017). Free radical lipidperoxidation: Mechanisms
and analysis. Chemical Reviews, 111(10), 5944-5972.

88. Younus, H. (2018). Therapeuticpotentials of superoxide dismutase. International
Journal of Health Sciences, 12(3), 88-93.

89.Zelko, 1. N., Mariani, T. J., & Folz, R. J. (2021). Superoxide
dismutasemultigenefamily: acomparison of the CuzZn-SOD (SOD1), Mn-SOD
(SOD2), and EC-SOD (SOD3) gene structures, evolution, and expression. Free
Radical Biology and Medicine, 33(3), 337-349.

90. Zhao, Y., et al. (2021). Antioxidantproperties of pumpkin (Cucurbitamoschata)
peelextracts. Journal of Food Science, 86(3), 1234-1242.

66



