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Résumé

Ce travail a porté sur I'évaluation phytochimiques qualitative et quantitative des graines
de courge (Cucurbita pepo) ainsi que sur 1'étude des potentiels antioxydant par deux méthodes
(DPPH et FRAP) et inhibiteur de ’o-amylase in vitro de différents extraits (aqueux,
hydroéthanolique et hydroacétonique). L'analyse quantitative révele que l'extrait
hydroacétonique est le plus riche en polyphénols totaux (18,57 £1,39 mgEAG/gE) et en
flavonoides (20,91 + 1,17 mgEQC/gE), tandis que 'extrait aqueux se distingue par une teneur
exceptionnellement ¢élevée en tanins condensés (172,44 +£2,24 mgEQC/gE). L'activité
antioxydante, évaluée par le test de piégeage du radical libre DPPH, a démontré que I'extrait
aqueux possede le meilleur pouvoir inhibiteur avec une ICso de 49,5 mg/mL, surpassant les
extraits hydroacétonique (63,06 mg/mL) et hydroéthanolique (119,3 mg/mL), bien que restant
inférieure a celle du témoin positif, l'acide ascorbique (ICso = 0,106 mg/mL). Parall¢lement, le
test FRAP de réduction du fer confirme la forte capacité antioxydante de I'extrait
hydroéthanolique qui affiche l'efficacité la plus prometteuse avec une ECso de 42,67 mg/mL.
Enfin, I'évaluation du potentiel antidiabétique via I'inhibition de 1'a-amylase a mis en évidence
un effet dose-dépendant remarquable pour les extraits testés ; 1'extrait hydroéthanolique atteint
un pourcentage de 68% d'inhibition a 54 mg/mL, tandis que l'extrait hydroacétonique se montre

moins performant en atteignant un taux d'inhibition de 16% a une concentration de 52 mg/mL.

L'ensemble de ces résultats valorise les extraits de Cucurbita pepo comme des sources
naturelles majeures de molécules bioactives dotées de propriétés antioxydantes et d'une activité

inhibitrice enzymatique d'intérét pour la gestion du diabéte.

Mots clés : Cucurbita pepo, graines de courge, composés phénoliques, activité

antioxydante, DPPH, FRAP, inhibition de I'a-amylase.

Abstract



This work focused on the qualitative and quantitative phytochemical evaluation of
pumpkin seeds (Cucurbita pepo), as well as the assessment of their antioxidant potential using
two methods (DPPH and FRAP) and their in vitro a-amylase inhibitory activity in different

extracts (aqueous, hydroethanolic, and hydroacetonic).

Quantitative analysis revealed that the hydroacetonic extract was the richest in total polyphenols
(18.57 = 1.39 mg GAE/gE) and flavonoids (20.91 £+ 1.17 mg QE/gE), whereas the aqueous
extract was characterized by an exceptionally high content of condensed tannins (172.44 + 2.24
mg QE/gE). Antioxidant activity, evaluated by the DPPH free radical scavenging assay,
demonstrated that the aqueous extract exhibited the highest inhibitory capacity with an ICso
value of 49.5 mg/mL, outperforming the hydroacetonic (63.06 mg/mL) and hydroethanolic
(119.3 mg/mL) extracts, although remaining lower than that of the positive control, ascorbic
acid (ICso = 0.106 mg/mL). In parallel, the ferric reducing antioxidant power (FRAP) assay
confirmed the strong antioxidant potential of the hydroethanolic extract, which displayed the

most promising activity with an EC50 value of 42.67 mg/mL.

Finally, the evaluation of the antidiabetic potential through a-amylase inhibition revealed a
remarkable dose-dependent effect for the tested extracts. The hydroethanolic extract achieved
68% inhibition at a concentration of 54 mg/mL, whereas the hydroacetonic extract was less

effective, reaching only 16% inhibition at a concentration of 52 mg/mL.

Overall, these findings highlight Cucurbita pepo extracts as important natural sources of
bioactive compounds with antioxidant properties and enzyme inhibitory activity of potential

interest for diabetes management.

Key words : Cucurbita pepo, pumpkin seeds, polyphenol compounds, antioxidant activity,
DPPH, FRAP, a-amylase inhibition.
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INTRODUCTION

ace a l'augmentation croissante des pathologies chroniques a I'échelle
mondiale, la recherche scientifique se tourne de plus en plus vers la valorisation
des substances naturelles d'origine végétale. Parmi ces affections, le diabéte de
type 2 et les troubles physiologiques liés au stress oxydant représentent des défis majeurs pour
la santé publique. Bien que l'arsenal thérapeutique moderne propose divers médicaments de
synthese, ces derniers s'accompagnent souvent d'effets secondaires non négligeables. C'est dans
ce contexte que les propriétés fonctionnelles des aliments et des coproduits agricoles suscitent
un intérét grandissant pour le développement d'alternatives thérapeutiques ou nutritionnelles

plus stres (Mitchell ez al., 2014).

La courge (Cucurbita pepo ), une plante largement cultivée a travers le monde, est
traditionnellement reconnue pour ses qualités nutritionnelles. Cependant, ses graines, souvent
considérées comme des sous-produits de l'industrie agroalimentaire, recélent un potentiel
biologique exceptionnel. Elles constituent une source précieuse de composés bioactifs,
notamment des polyphénols, des flavonoides, des tocophérols (vitamine E) et des acides gras

insaturés (Aruah et al., 2016).

D'une part, ces phytocomposants conférent aux graines de courge une remarquable activité
antioxydante. En piégeant les radicaux libres et en limitant la peroxydation lipidique (la
dégradation des graisses sous l'effet de l'oxygene), ces molécules aident a maintenir
I'homéostasie cellulaire et a prévenir le stress oxydant, un phénomene pathologique impliqué
dans le vieillissement prématuré et de nombreuses maladies dégénératives (Dotto and Chacha,

2020).

D'autre part, des études récentes mettent en lumicre leur potentiel antidiabétique. Les
mécanismes suggérés incluent 1'inhibition des enzymes clés de la digestion des glucides
(comme l'alpha-amylase et 1'alpha-glucosidase), I'amélioration de la sensibilité a I'insuline et la
protection des cellules béta du pancréas contre les dommages oxydatifs. L'évaluation conjointe
de ces deux activités est particulierement pertinente, car le stress oxydant et le diabete sont
intimement liés, I'hyperglycémie chronique alimentant la production de radicaux libres (Giacco

and Brownlen, 2010).

L'objectif de ce travail de mémoire est d'évaluer scientifiquement les activités
antioxydante et antidiabétique des extraits de graines de courge (Cucurbita pepo). Cette étude

vise non seulement a caractériser leur profil bioactif, mais aussi a contribuer a la valorisation
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de cette ressource naturelle dans le domaine des aliments fonctionnels ou de la phytothérapie

(Newman and Grag, 2020).

Cette étude commence par une synthése bibliographique divisée en quatre chapitres,
abordant successivement le stress oxydatif, le diabéte et I’hyperglycémie postprandiale, la
graine de courge, ainsi que les métabolites secondaires. Elle se poursuit par une partie
expérimentale structurée autour du matériel et des méthodes, suivis des résultats et de leur
interprétation. Cette section pratique se concentre spécifiquement sur I'analyse phytochimique,
l'activité antioxydante et I'inhibition par 'alpha-amylase. L'ensemble du travail se termine par

une discussion approfondie et une conclusion générale.
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CHAPITRE I : LE STRESS OXYDATIF

1. Définition des radicaux libres

Les radicaux libres sont des atomes, molécules ou ions possédant un ou plusieurs électrons
non appariés sur leur couche externe, ce qui leur confere une grande instabilité¢ chimique et une
forte réactivité. Afin de retrouver leur stabilité, ces especes réactives peuvent capter des
¢lectrons provenant de molécules voisines telles que les lipides, les protéines ou I'ADN,
provoquant ainsi des altérations cellulaires et tissulaires. Dans les organismes vivants, les
radicaux libres sont produits naturellement au cours du métabolisme cellulaire, notamment lors
de la respiration mitochondriale, mais leur production peut également étre favorisée par des
facteurs environnementaux tels que les rayonnements UV, la pollution, les métaux lourds ou
certains agents chimiques. Lorsque leur production dépasse les capacités de défense
antioxydante de I'organisme, un état de stress oxydatif peut s'installer, entrainant des dommages

cellulaires importants (Barry Halliwell ef al., 2015).

1.1. Les especes réactives de I'oxygene (ERO/ROS)

Les ROS regroupent I'ensemble des molécules dérivées de I'oxygéne Moléculaire (O2). Les

classent en deux catégories selon leur structure €lectronique :

e Lesformes radicalaires : Ce sont les radicaux libres proprement dits. lls possedent un
électron non apparié.

e Anion superoxyde (O2) : premier radical formé par la réduction d’oxygéne bien que
peu réactif directement, il est le précurseur de la plupart des autres ROS.

e Radical hydroxyle (OH) : c'est I'espéce la plus réactive et la plus dangereuse en
biomolécules (ADN, lipide, protéines).

e Radical hydroperoxyle (HO2) : forme protonée du superoxyde capable de pénétrer les
membranes lipidiques. (Prior et al., 2017)
Le tableau suivant présente une synthese des principales espéces réactives de I'oxygene
(ERO), en précisant leur nature radicalaire, leurs principaux mécanismes de formation
ainsi que leurs impacts delétéres sur les constituants cellulaires. Ces données mettent en

évidence la haute toxicité de ces composés (tableau 1).
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Tableau 1:Les espéces réactives de ’oxygéne (ERO / ROS) (Prior et al., 2017)

Radicaux libre Forme Origine Dommages

Tres toxique,
Radical hydroxyle Radicalaire Réaction de Fenton attaque ADN,
protéines et lipides

Radical C . Peroxydation
1 g
hydroperoxyle Radicalaire Radical hydroperoxyle lipidique
Dégradation des
Radical pyroxyle Radicalaire Peroxydation lipidique | lipides
membranaires
L < iti Altérati
Radical alkoxyle Radicalaire Décomposition des tefgtlon de.s )
peroxydes protéines et lipides
S . ion d
Oxygéne singulet Non radicalaire Oxygeéne singulet Destruction des

acides aminés

Altération des

Ozone Non radicalaire Ozone ) ) )
voies respiratoires
Réaction entre NO et ..
Peroxynitrite Non radicalaire Peroxynitrite
y 02-0 2 Ope— Y
Action
Hypochlorite Non radicalaire Activité des neutrophiles | antimicrobienne

mais cytotoxique

1.2. Les espéces réactives de I’azote (RNS/ERN)

Les RNS sont des molécules dérivées de 1’azote, issues principalement de 1'interaction
entre le monoxyde d'azote (NO) et les ROS.

e Monoxyde d'azote (NO) : Un radical libre gazeux qui joue un role crucial dans la
signalisation vasculaire (vasodilatation).

e Peroxynitrite (ONOO-) : Formeé par la réaction ultra-rapide entre le superoxyde (O2-)
et le monoxyde d'azote (NO). C’est un agent hautement cytotoxique responsable du

stress nitrosatif.
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e Dioxyde d'azote (NO2) : Un oxydant fort souvent issu de la décomposition du
peroxynitrite . (Prior et al., 2017)

2. Les sources de production des especes réactives

La production des Espéces Réactives de 1'0Oxygene (ERO), ou Réactive Oxygene Species
(ROS), est un processus biologique fondamental. Elles proviennent de sources internes au
Métabolisme cellulaire (endogénes) ou de facteurs environnementaux (exogeénes). Voici un

récapitulatif structuré des principales sources :

2.1. Sources endogénes

Ces sources sont liées au fonctionnement normal des cellules, principalement au sein des

organites spécialisés (tableaux 2).

Tableau 2: Les principales sources endogenes liées au fonctionnement normal des
cellules (Benzie , Strain, 2022).

C'est la source principale. Lors de la respiration cellulaire (chaine de
Transport des électrons), une petite fraction de 1'oxygene (environ 1 3
3%) subit une réduction incompléte, générant l'anion superoxyde
(O2).

La Mitochondrie

Intervient via le repliement des protéines et I'action des enzymes du|

Le Réticul : ; i
¢ Reticufum cytochrome P450, qui produisent des ROS comme sous-produits de la

Endoplasmique ] .
P q détoxification.

Ces organites produisent du peroxyde d'hydrogene (H20-) lors dul

Les Peroxysomes . . \ .
y catabolisme des acides gras a longue chaine.

Les Cellules Lors de l'explosion oxydative (oxydative burst), les macrophages ef]
Immunitaires Neutrophiles utilisent I'enzyme NADPH oxydase pour produire des
(Phagocytes) ROS afin de détruire les agents pathogenes.

Enzymes

La xanthine oxydase, les lipoxygénases et les cyclooxygénases.
Spécifiques

2.2. Sources exogenes

Il s'agit de facteurs externes qui provoquent une production accrue de radicaux libres dans

l'organisme (tableau 3).
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Tableau 3: Les principales sources Exogénes qui provoquent une production accrue de
radicaux libres dans I'organisme (Sies, 2017)

Polluants Fumée de cigarette, gaz d'échappement et métaux lourds (plomb,
. cadmium, mercure).
Environnementaux
Les rayons Ultraviolets (UV), les rayons X et les radiations
Rayonnements . . . , .
ionisantes qui provoquent la radiolyse de I'eau dans les tissus.
Régime Consommation excessive d'alcool, aliments transformés, et
alimentaire et certains médicaments (ex: paracétamol a haute dose,
xénobiotiques chimiothérapies).
Le Stress Des études montrent que le stress chronique augmente le cortisol,
Psychologique ce qui peut perturber 1'équilibre oxydatif mitochondrial.

3. Concept de stress oxydatif

Le concept de stress oxydatif (ou stress oxydant) est fondamental en biologie cellulaire et en
médecine. Il désigne une rupture de 1'équilibre physiologique entre la production de Molécules

pro-oxydantes et les capacités de défense de I’organisme (Halliwell et Gutteridge, 2015).

3.1. Définition et équilibre redox

Le stress oxydatif survient lorsque la concentration ERO dépasse la capacité d'une cellule

a les neutraliser ou a réparer les dommages qu'elles causent (Halliwell et Gutteridge, 2015)
e L'équilibre redox (Réduction-Oxydation)

Dans un état physiologique normal, la cellule maintient un équilibre dynamique appelé

homéostasie redox. Cet équilibre repose sur deux plateaux :

= LesPro-oxydants : Principalement les radicaux libres comme I'anion superoxyde
(O2-), le radical hydroxyle (OH-) ou des molécules non radicalaires mais
réactives comme le peroxyde d'hydrogene (H20.). Ils sont produits naturellement
par la respiration mitochondriale, l'inflammation ou des facteurs externes
(pollution, UV, tabac) (Birben et al., 2012).

= Les Défenses Antioxydantes :
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» Enzymatiques : Superoxyde dismutase (SOD), catalase, glutathion

peroxydase (GPXx).

» Non-enzymatiques : Vitamines C et E, glutathion, polyphénols.

Lorsque la production de ROS est modérée, elle joue un réle essentiel dans la signalisation
cellulaire (contrdle de la croissance, adaptation au stress). C'est le déséquilibre prolongé ou

massif qui devient pathologique (Droge, 2015).
3.2. La comparaison entre ’eustress et déstresse

Le concept a été affiné, notamment par le chercheur Helmut Sies, pour distinguer les effets

bénéfiques des effets déléteres de 1'oxydation (Sies et Jones, 2020).

e L'Eustress oxydatif (Le "bon" stress)

L'eustress correspond a une exposition a de faibles concentrations de ROS. Au lieu

d'endommager la cellule, ces molécules agissent comme des messagers secondaires.

Fonction : Régulation de l'expression des genes, adaptation métabolique (ex : l'exercice

physique produit des ROS qui renforcent les défenses antioxydantes a long terme).

Cible : Modification réversible des protéines (ex : oxydation des thiols) (Esterbauer ef al,

2017)

e Le Déstresse oxydatif (Le ""mauvais’ stress)

Le déstresse survient lorsque le flux de ROS est trop élevé, submergeant les systémes de

contrdle.
Fonction : Dommages structurels irréparables.

Conséquences : Peroxydation des lipides (destruction des membranes), mutations de 'ADN,

dénaturation des protéines. Il est impliqué dans le vieillissement prématuré et les maladies

chroniques (cancer, Alzheimer, diabete) (Sies, 2021).

4. Cibles moléculaires et dommages oxydatifs (sous type)

Le stress oxydatif survient lorsqu'il y a un déséquilibre entre la production d'especes réactives
de 'oxygeéne (ROS) et les capacités antioxydantes de l'organisme. Ces ROS attaquent quatre
cibles moléculaires principales : les lipides, les protéines, les acides nucléiques (ADN/ARN) et

les glucides (Haliwelle et al., 2016).
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4.1. Les Lipides (Peroxydation Lipidique) : Les acides gras polyinsaturés (PUFA) des
membranes cellulaires sont les cibles les plus vulnérables en raison de leurs doubles

liaisons carbone-carbone.

Sous-types de dommages

v' Formation d'hydroperoxydes lipidiques : Résultat de I'attaque initiale par un radical
(ex : OH").

v" Aldéhydes réactifs : Dégradation des hydroperoxydes en composés secondaires tels
que le Malondialdéhyde (MDA) et le 4-hydroxynonénal (4-HNE). Ces derniers sont
toxiques et peuvent diffuser pour endommager d'autres molécules (Haliwelle et al.,
2014).

4.2. Les Protéines (Oxydation des Protéines) : L'oxydation des protéines peut entrainer une
perte de fonction enzymatique, une fragmentation ou une agrégation (Stadtman et al.,

2015)

Sous-types de dommages

v Carbonylation : Introduction de groupements carbonyles (aldéhydes/cétones) sur les
chaines latérales de la proline, I'arginine, la lysine ou la thréonine. C'est le marqueur le
plus utilise.

v Oxydation des groupements thiols (-SH) : Formation de ponts disulfures réversibles
ou irréversibles (acides cystéiques) sur la cystéine et la méthionine.

v" Nitration des tyrosines : Formation de 3-nitrotyrosine par le peroxynitrite (ONOO-)
(Stadtman et al., 2013).

4.3. Les Acides nucléiques (ADN et ARN): L'ADN mitochondrial est particuliérement
exposé car il est proche de la chaine de transport des électrons (source de ROS) et posséde

moins de mécanismes de réparation que I'ADN nucléaire.

Sous-types de dommages

v" Modifications de bases : La plus fréquente est la formation de 8-oxo-7,8-dihydro-2'-
désoxyguanosine (8-0xo-dG).

v Coupures de brins : Rupture du squelette sucre-phosphate (simples ou doubles brins).

v' Liaisons croisées (Cross-links) : Liaisons anormales ADN-ADN ou ADN-protéines.
(Adams et al., 2009).
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4.4. Les Glucides (Glycolisations) : Les sucres peuvent subir une auto-oxydation ou réagir
avec les protéines.
Sous-types de dommages :
v Produits de glycation Avancée (AGE) : Formés par la réaction de Maillard entre des
sucres réducteurs et des groupes aminés, amplifiée par I'oxydation.
v" Fragmentation des polysaccharides : Notamment I'acide hyaluronique dans le liquide

synovial (Bayen, 2016).

5. Les systemes de défense antioxydants (enzymatique et non enzymatique)

Le systéme de défense antioxydant est un réseau complexe congu pour maintenir 1'équilibre
Redox et protéger les cellules contre les dommages causés par les especes réactives de I'oxygene
(ERO). Ce systeme se divise principalement en deux catégories : les défenses enzymatiques et

les défenses non enzymatiques (Niki ez al., 2014).

5.1. Défenses enzymatiques

Ces enzymes constituent la premiére ligne de défense intracellulaire en neutralisant

directement les radicaux libres et les peroxydes.

e Superoxyde dismutase (SOD) : Elle catalyse la dismutation du radical superoxyde
(O2—) en peroxyde d'hydrogéne (H202) et en dioxygene (O2). On distingue plusieurs
isoformes selon le cofacteur métallique (Cu/Zn-SOD, Mn-SOD).

e Catalase (CAT) : Principalement située dans les peroxysomes, elle transforme le
peroxyde d'hydrogene en eau et en oxygene : 2H20,—2H>0+0:.

e Glutathione peroxydase (GPx) : Cette enzyme réduit les hydroperoxydes organiques
et le H20- en utilisant le glutathione réduit (GSH) comme donneur d'électrons.

e Glutathione réductase (GR) : Bien qu'elle ne neutralise pas directement les ERO, elle
est essentielle car elle régénére le GSH a partir du glutathione oxydé (GSSG).

e Thioredoxine réductase (TrxR) : Elle participe au maintien de I'état réduit des
thioredoxines, cruciales pour la synthése d'/ADN et la signalisation cellulaire (Sies,
2017).

5.2. Défenses non enzymatiques

Cette catégorie regroupe des molécules de faible poids moléculaire qui peuvent étre

produites par 1'organisme (endogenes) ou apportées par I'alimentation (exogenes).

10
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Antioxydants endogénes :

Glutathione (GSH) : Le principal antioxydant non enzymatique intracellulaire. 1l agit
comme un piégeur direct de radicaux et comme cofacteur pour la GPx.

Acide urique : Un puissant antioxydant dans le plasma humain, efficace contre les
radicaux hydroxyles et I'oxygene singulet.

Mélatonine : Une hormone capable de traverser toutes les barriéres biologiques pour
neutraliser les radicaux libres.

Bilirubine : Produit de dégradation de I'neme, elle protége contre I'oxydation des lipides
(Finkel , Holbrook, 2000)

Antioxydants exogenes (Alimentaire) :

Vitamine E (a-tocophérol) : Antioxydant liposoluble majeur qui protége les
membranes cellulaires de la lipoperoxidation.

Vitamine C (Acide ascorbique) : Antioxydant hydrosoluble qui neutralise les ERO
dans les fluides biologiques et régénére la vitamine E.

Caroténoides (f-carotene, lycopéne) : Pigments végétaux qui piegent I'oxygene
singulet.

Polyphénols (Flavonoides, tanins) : Présents dans le thé, le vin et les fruits, ils
possedent des propriétés chélatrices de métaux et de piégeage de radicaux (Finkel et
al., 2000)

La figure 1 représente la classification des antioxydants selon plusieurs catégories.

11
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CLASSIFICATION DES ANTIOXYDANTS

1. SELON L'ORIGINE 2. SELON LE MECANISME D'ACTION

I l l | |

4 2\ (G \ [ & N\
1.1 Antioxydants naturels 1.2 Antioxydants synthétiques 2.1 Antioxydants 2.2 Antioxydants 2.3 Antioxydants 2.4 Antioxydants 2.5 Antioxydants
préventifs intercepteurs hélat décomp des régénérateurs
de radicaux fibres de métaux peroxydes
+ Dorigine végétale + Molécules synthétiques | v ; 1
vitamines, COmpOsés soufrés...) des espices réactives | | fbres en leur cédant métaliques (Fe*, C?*) | hydroperoxydes en oxydées des autres
. = de Foxygéne (ERO) un électron ou un atome jysant la formation | | composés non radicaux oxydants (GSH,
« Diorigine animale * Amides aminés ocudesadcanibres. || g gonioe desradicambbres. || et moins réactifs. protéines, pides).
(enzymes, protéines, (PNA gallate de propyle...)
cofacteurs, urée...) Exemples: Exemples : Exempls: Exemples: Exemgles
« Diorigine nicrobieane « Acides biochélateurs -Chehmn‘den'aefan wcm ‘ Acde citrique Glotathion peroxydase | Systémes erqymatiques
(exopolysaccharides, (EDTA, sulfites, etc.) (EDTA, acide ctrique) axcorbique |+ EDTA o Catalase (GSH réductase,
caroténcides...)  hbBondelato. || Veamine . tocophéros - Vasmine CE thoredarie..)
(polyp « Pt fawreids) | o ooty | * G (CSH)
+ Pégeursdeloxygine | o Acideurique + Polyphénols
(ascorbate, tocophérals) « BHA BHT, TBHQ
\
3. SELON LA SOLUBILITE 4. SELON LEUR ROLE BIOLOGIQUE
(@ N — z
3.1 Antioxydants hydrosolubles [ 3.2 Antioxydants liposolubles 4.1 Antioxydants enzymatiques 4.2 Antioxydants non enzymatiques
+ Vitamine C (acide ascorbique) + Vitamine E (tocophérols, tocotriénols) + Superoxyde dismutase (SOD) + Vitamine (C, E, A)
* Polyphénols hydrosolubles « Caroténoides (B-caroténe, lycopéne, + Catalase (CAT) + Polyphénols
(acides phénoliques, lutéine...) . - y .
e Glutathion perorydase (GPy) Glutathion
) + Coenzyme Q (ubiquinone) + Glutathion réductase (GR) + Acide urique, bilirubine,
* Gltathion albumine, etc.
« BHA, BHT, TBHQ
* Acide urique
J -

Figure 1:Un organigramme récapitulatif sur la classification des antioxydants (Apak et
al., 2016)

6. Stress oxydatif et physiopathologie
Le stress oxydatif est impliqué dans un large spectre de maladies chroniques :

e Cardiovasculaires : Oxydation des LDL, point de départ de I'athérosclérose.

e Neurodégénératives : Le cerveau est tres sensible (consommation élevée d'Oy) ;

impliqué dans Alzheimer et Parkinson.

e Meétaboliques : Insulinorésistance et complications du diabete.

12
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e Inflammation : Le stress oxydatif active le facteur NF-KB, qui stimule la production
de cytokines pro-inflammatoires (Droge, 2000).
Les principales méthodes utilisées pour évaluer le potentiel antioxydant in vitro en
précisant pour chacune leur principe chimique le mécanisme d’action évaluer ainsi que

leur mode d’expression (tableau 4).

Tableau 4: Méthodes d’évaluation du potentiel antioxydant in vitro (Apak et al., 2016)

Test antioxydante

Principe

Mécanisme évalué

Expression des résultats

Réduction du

{d)iPEgl(iﬁ: radical DPPHe Piégeage des 9% inhibition IC
piIc)rylh);r drazyle) violet en DPPH-H | radicaux libres 0 50
jaune
FRAP (Ferric
i 4 ; 3+
Red.u c1.n s Réduction de Fe Pouvoir réducteur Absorbance a 593 nm
Antioxidant en Fe?*
Power)
Décoloration du Picoease des
ABTS (ABTS-") radical cation £eage ¢ % inhibition
ABTSe radicaux libres
gzll{d?c(zjll(oxygen Inhibition de Capture des
Absorbance loxydation d'une rad?caux eroxyles Valeur ORAC
Capacity) sonde fluorescente P y
CUPRAC (Cupric
31 A 3 2+
Red.u c1.n s Réduction de Cu Pouvoir réducteur Absorbance a 450 nm
Antioxidant en Cu*
Capacity)
Dosage des o
produits de I'n h1b1t19n de Teneur en malondialdéhyde
TBARS peroxydation 'oxydation des (MDA)
A lipides
lipidique

B-caroténe/acide

Protection du -

Inhibition de la

s caroténe contre la | peroxydation Pourcentage de protection
linoléique , . L
décoloration lipidique
P i . .
. ouvorr Réduction du
réducteur

(Reducing Power
Assay)

ferricyanure en
ferrocyanure

Don d'électrons

Absorbance a 700 nm

Chélation des

Complexation des
ions métalliques

Prévention de la
formation des

Pourcentage de chélation

metaux (Fe**, Cu*") radicaux
. Neutralisation des | Piégeage des
I;g:i:ilx);LRaAdsls?l radicaux radicaux trés % d'inhibition
ging Y hydroxyles (OHe) | réactifs

Superoxyde Neutralisation des
Radical radicaux Capture des ERO | o/ 4 hibition

. superoxydes primaires
Scavenging Assay (0:+)

2.
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CHAPITRE II : LE DIABETE ET ’HYPERGLYCEMIE POSTPRANDIALE

1. Définition du diabéte Sucré

Le diabete sucré regroupe un ensemble hétérogeéne de troubles métaboliques chroniques
caractérisés par une hyperglycémie chronique. Cette ¢lévation permanente du taux de glucose
dans le sang résulte soit d'un défaut de sécrétion de l'insuline par les cellules B des ilots de
Langerhans du pancréas, soit d'une anomalie de I'action de cette hormone sur ses tissus cibles
(insulinorésistance), soit de la combinaison de ces deux mécanismes. A long terme, ce
déséquilibre métabolique profond induit des altérations fonctionnelles et anatomiques touchant
les vaisseaux sanguins, le systéme nerveux et divers organes, notamment les yeux, les reins et

le coeur(Adam, 2011)

Critéres biologiques de diagnostiques :

e Une glycémie a jeun supérieure ou égale & 1,26 g/L (7,0 mmol/L) mesurée a deux
reprises.
e Ou une glycémie supérieure ou égale a 2,00 g/L (11,1 mmol/L) deux heures apres une
charge orale de 75 g de glucose (test d'hyperglycémie provoquée par voie orale, HGPO).
e Ou un taux d'hémoglobine glyquée (HbA1c) supérieur ou égal a 6,5% (ADA, 2026).
2. Classification etiologique du Diabéte Sucré

La classification moderne du diabéte sucré repose sur les mécanismes physiopathologiques qui
causent la maladie. Bien qu'il existe d'autres formes de diabete (diabéte gestationnel, diabétes
monogéniques de type MODY, etc.), les deux formes principales sont le diabete de type 1 (DT1)
et le diabete de type 2 (DT2).

2.1. Le Diabete de Type 1 (DT1) : Diabéte Insulino-dépendant

Le diabéete de type 1 représente environ 5 a 10 % de 1'ensemble des cas de diabete. 11
est caractérisé par une insulino-déficience absolue, ce qui signifie que le corps ne produit

presque plus d'insuline (ADA, 2026).
Il se divise en deux sous-catégories :

e Le Diabete de type 1A (Auto-immun) : C'est la forme la plus fréquente. Elle résulte
d'une destruction sélective et progressive des cellules B des ilots de Langerhans du
pancréas par le systeme immunitaire du patient (lymphocytes T). Ce processus auto-
immun est médié par la presence d'auto-anticorps spécifiques circulants (anticorps anti-
GAD, anti-1A2, anti-insuline et anti-ZnT8) (Atkinson et al., 2014).
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e Le Diabéte de type 1B (ldiopathique) : Cette forme est beaucoup plus rare Elle
présente les mémes symptomes d'insulino-déficience absolue, mais sans aucune preuve
d'auto-immunité (absence d'auto-anticorps). Son origine reste inconnue et elle touche

principalement les populations d'origine africaine ou asiatique. (Atkinson et al., 2014).
2.2. Le Diabeéte de type 2 (DT2) : Diabete Non Insulino-dépendant

Le diabéte de type 2 est de loin la forme la plus répandue, représentant 90 a 95 % des cas
mondiaux (Organisation Mondiale de la Santé « OMS », 2019). Contrairement au type 1, le
DT?2 se caractérise par une insulinorésistance périphérique associé¢e a un déficit relatif de la

sécrétion d'insuline (DeFronzo et al., 2015).
La physiopathologie du DT2 évolue généralement en deux temps :

e L'insulinorésistance : Les cellules de l'organisme (muscles, foie, tissu adipeux)
deviennent moins sensibles a l'insuline. Pour compenser cela, le pancréas sécrete

davantage d'insuline (hyperinsulinisme) afin de maintenir une glycémie normale.

e L'épuisement pancreatique : Au fil des années, les cellules f du pancréas s'épuisent
et ne parviennent plus a sécréter suffisamment d'insuline pour surmonter la résistance.

C'est a ce moment que I'hyperglycémie chronique s'installe.

Cette forme est multifactorielle : elle combine une prédisposition génétique et des
facteurs environnementaux majeurs comme la sédentarité, le surpoids, I'obésité

viscérale et le vieillissement (ADA, 2026).
3. Physiopathologie et complications du diabete sucré
3.1. Physiopathologie générale : Les mécanismes de I'hyperglycémie

La régulation de la glycémie dépend d'un équilibre strict entre la production hépatique de
glucose et son utilisation par les tissus périphériques (muscles et tissu adipeux), un processus
orchestré par l'insuline (hormone hypoglycémiante sécrétée par les cellules  pancréatiques).

Dans le diabéte sucré, deux anomalies majeures rompent cet équilibre (Akmal et Khan, 2023).
. L'insulinopénie absolue (Physiopathologie du DT1)

Dans le diabete de type 1, l'infiltration des ilots de Langerhans par des lymphocytes T
(insulite) conduit a la destruction sélective des cellules . Lorsque plus de 80 a 90 % de ces
cellules sont détruites, la carence en insuline devient absolue. L'absence d'insuline empéche la

pénétration du glucose dans les cellules musculaires et adipeuses via les transporteurs GLUT4,
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et 1éve I'inhibition de la production de glucose par le foie (glygogénolyse et néoglucogénese),

provoquant une hyperglycémie majeure (Atkinson et al., 2014).
. L'Insulinorésistance et le déficit Relatif (Physiopathologie du DT2)

Dans le diabete de type 2, les récepteurs a l'insuline des tissus cibles deviennent moins sensibles
a I'hormone. Au niveau musculaire, cela bloque le recrutement des transporteurs GLUT4. Au
niveau hépatique, le foie continue de libérer du glucose dans le sang méme en période
postprandiale (aprés un repas). Pour surmonter cette résistance, le pancréas entre en
hyperinsulinisme compensatoire. A terme, la toxicité directe du glucose (glucotoxicité) et des
acides gras libres (lipotoxicité) induit I'apoptose (mort cellulaire) progressive des cellules B,

menant a un déficit insulino-sécrétoire relatif (DeFronzo et al., 2015) (figure 2).
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Figure 2: Mécanismes physiopathologiques de I’hyperglycémie chronique et de ses

complications (DeFronzo et al., 2015)
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4. Les mécanismes moléculaires de la toxicité du glucose

L'hyperglycémie chronique agresse les cellules par trois voies biochimiques majeures :

e La glycation non enzymatique des protéines : Le glucose se fixe sur les protéines
structurales (comme le collagéne des vaisseaux), formant des produits de glycation
avancée (AGEs pour Advanced Glycation End-products). Les AGEs alterent les
propriétés mécaniques des vaisseaux et se fixent sur des récepteurs spécifiques (RAGE),
déclenchant une inflammation chronique (Brownlee, 2005)

e La voie des polyols : L'exces de glucose intracellulaire est métabolisé en sorbitol par
I'aldose réductase. L'accumulation de sorbitol crée un stress osmotique et consomme le
NADPH, affaiblissant les défenses antioxydantes cellulaires.

e Le stress oxydatif : L'hyperproduction d'especes réactives de lI'oxygene (ERO) au
niveau de la chaine respiratoire mitochondriale est le dénominateur commun qui active

toutes les voies de destruction tissulaire (Brownlee, 2005)

5. Les complications chroniques du diabéte

e Les complications du diabéte sont le reflet direct des atteintes vasculaires causées par la
glucotoxicité. On les sépare classiquement en complications microvasculaires (petits

vaisseaux) et macrovasculaires (gros vaisseaux). (ADA, 2026).
5.1. Complications microangiopathiques
Elles sont spécifiquement li€es a la durée et a la sévérité de I'hyperglycémie.

e La rétinopathie diabétique : C'est la premiere cause de cécité acquise chez I'adulte
dans les pays développés. L'altération des capillaires rétiniens entraine une ischémie
(privation d'oxygéne), provoquant la secrétion de facteurs de croissance angiogeniques
(VEGF) et I'apparition de néovaisseaux fragiles qui saignent (retinopathie proliférante)
(ADA, 2026).

e La néphropathie diabétique : Elle débute par une hyperfiltration glomérulaire, suivie
d'une microalbuminurie (présence d'albumine dans les urines entre 30 et 300 mg/24h).
Elle évolue progressivement vers l'insuffisance rénale terminale a cause de la sclérose

des glomérules rénaux (National Kidney Foundation, 2023).
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5.2. Complications macroangiopathiques

Elles correspondent a une accélération du processus d'athérosclérose (formation de plaques de

graisse dans les artéres), potentialisée par I'insulinorésistance et 1'inflammation.

La cardiopathie ischémique : Multipliée par un facteur de 2 a 4 chez le patient
diabétique, elle se manifeste par I'infarctus du myocarde, souvent silencieux en raison
de la neuropathie autonome cardiovasculaire.

L'accident vasculaire cérébral (AVC) : Le diabete augmente significativement le
risque d’AVC ischémique par sténose (rétrécissement) des arteres carotides.
L'artériopathie oblitérante des membres inférieurs (AOMI) : Elle altere la
vascularisation des jambes, contribuant de fagon critique, en synergie avec la

neuropathie, a la genese des gangrenes du pied (Michels et al., 2014).

6. Les mécanismes biochimiques synergétiques qui causent I'hypoglycémie

Inhibition des enzymes clés du métabolisme des glucides : Les composés bioactifs
(notamment les peptides et les polyphénols) agissent comme des inhibiteurs naturels de
l'a-amylase et de l'a-glucosidase. En bloquant ces enzymes, les graines de courge
ralentissent la dégradation des glucides complexes dans I'intestin, limitant ainsi les pics
de glycémie postprandiale (Monica et al., 2020).

Régénération des cellules f pancréatiques : Les polysaccharides et certains alcaloides
comme la trigonelline présents dans les graines favorisent la protection et la
régénération des cellules B des ilots de Langerhans, stimulant ainsi la sécrétion
d'insuline (Adams et al., 2011).

Amélioration de la sensibilité a I'insuline : La présence massive des oligo-éléments
(Zinc, Chrome, Cobalt) améliore la liaison de I'insuline a ses récepteurs périphériques,
facilitant la capture du glucose par les tissus cibles (poids musculaire et adipeux).
L'administration de poudre ou d'extraits de graines chez des modéles de rats diabétiques
induits (par l'alloxane ou la streptozotocine) montre une réduction significative de la
glycémie a jeun et une amélioration du profil lipidique (HbAlc, cholestérol LDL) (Pour
et al., 2023).

7. L'hyperglycémie post-prondiale et inhibition des enzymes digestives

7.1. L’hyperglycémie postprandiale (HGPP)

L’hyperglycémie postprandiale correspond a 1'¢1évation du taux de glucose dans le sang

(glycémie) juste apres la prise d un repas. Chez un sujet sain, le pic glycémique survient environ
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60 minutes apres le repas et dépasse rarement 1,4 g/L (7,8 mmol/L), avant de revenir a la

normale en 2 heures grace a l'insuline.

Chez les patients atteints de diabete de type 2 (DT2), ce mécanisme est altéré en raison de
l'insulinorésistance ou d'une baisse de I'insulinosécrétion. La gestion de I’HGPP est aujourd'hui
considérée comme une priorité thérapeutique majeure, car sa répétition chronique est
directement corrélée au développement de complications macrovasculaires (maladies
cardiovasculaires) et microvasculaires (rétinopathie, néphropathie) en induisant un stress

oxydatif tissulaire sévere (Derosa et Maffioli, 2012).

7.2. Role des enzymes digestives : a-amylase et a-glucosidase

La digestion des glucides complexes (comme I'amidon) en glucose absorbable est un

processus séquentiel hautement dépendant de deux hydrolases clés du systeme digestif :

e L’a-amylase (pancréatique et salivaire) : Elle catalyse la premiére étape en
hydrolysant les liaisons internes a-(1,4) des polysaccharides complexes (amidon,
glycogene) pour les transformer en oligosaccharides plus courts, principalement en
maltose, maltotriose et a-dextrines.

e L’a-glucosidase : Cette enzyme est ancrée sur la bordure en brosse des cellules
épithéliales de l'intestin gréle (entérocytes). Elle prend le relais en hydrolysant les
oligosaccharides et disaccharides restants en monosaccharides, principalement en
glucose, qui est la seule forme directement absorbable par I'organisme (Kazeem et al.,
2013).

e Stratégie Thérapeutique : L'inhibition compétitive de ces deux enzymes permet de
ralentir la vitesse de dégradation des glucides complexes. L'absorption intestinale du
glucose est ainsi étalée dans le temps, ce qui atténue significativement le pic glycémique

postprandial.(Kazeem et al., 2013).

7.2.1. Le médicament de référence : L'acarbose

L'acarbose (commercialisé sous le nom de Glucor ou Precose) est un pseudo-tétrasaccharide
d'origine microbienne (Actinoplanes utahensis). Il s'agit de l'inhibiteur de 1'a-glucosidase de
référence utilisée en clinique et systématiquement employé comme témoin positif dans les

screenings in vitro de substances naturelles.
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Mécanisme d'action : ['acarbose possede une structure chimique qui mime 1'état de transition

des oligosaccharides lors de 1'hydrolyse enzymatique. Il se fixe de manicre réversible et
compétitive sur le site actif de 1'a-glucosidase intestinale (et a un degré moindre sur 1'a-amylase
pancréatique). En bloquant ces sites, il retarde la libération de glucose libre dans la lumiére

intestinale (Akmal et Khan, 2023).

8. Exemples de plantes médicinales a effet inhibiteur d'a-amylase et a-glycosidase

La recherche de composés naturels capables de mimer l'acarbose (souvent des
polyphénols, des flavonoides ou des tanins) est en pleine expansion afin de limiter les effets
secondaires digestifs (flatulences, ballonnements) liés a 1'acarbose synthétique (Syzygium ez

al., 2021) Les plantes suivantes sont dotées de propriétées inhibitrices des enzymes digestives :

e Cucurbita pepo (Courge/Graines de citrouille) : Les extraits de graines de courge,
riches en composés phénoliques, tocophérols et cucurbitacines, démontrent une
excellente activité inhibitrice double (sur 'a-amylase et I'a-glucosidase), ce qui valide
scientifiguement leur usage traditionnel dans la gestion du diabéte (Jambolan et al.,
2023).

e Camellia sinensis (Thé vert): Les feuilles de thé vert contiennent de fortes
concentrations de catéchines, notamment I'épigallocatéchine gallate (EGCG). Les
groupements galloyle de ces molécules se lient aux protéines enzymatiques, modifiant
leur conformation tridimensionnelle et bloquant l'acces au substrat (Tadera et al.,
2006).

e Syzygium cumini (Prunier de Java/Jambolan) : Les extraits d'écorce et de graines de
cette plante tropicale sont riches en acides gallique et ellagique, ainsi gqu'en anthocyanes.
Ils exercent une inhibition robuste de 1'a-glucosidase intestinale, souvent supérieure a

celle de I'acarbose lors de tests comparatifs in vitro (Tedera et al., 2006).
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1. Rappels botaniques et origines

La graine de courge est une graine dicotylédone produite par les plantes du genre
Cucurbita.

e Formation : Elle se développe a l'intérieur de la cavité centrale du fruit (une baie a
péricarpe épais appelée péponide).

e Structure : Elle est composée d'une amande riche en lipides et protéines, entourée d'un
tégument souvent lignifié (la coque).

e Particularité : 1l existe des variétés dites "sans coque” dont le tégument est réduit a fine

membrane facilitant I’extraction de I’huile (Bardaa et al., 2016).

2. Classification botanique

La graine de courge appartient a la famille des Cucurbitaceae. Bien qu'il existe de
nombreuses espéces de courges, la majorité des graines consommées pour leurs propriétés
thérapeutique proviennent de I’espece de Cucurbita pepo et plus particulierement de la variété

Cucurbita pepo ver. styriaca .

e Famille : Cucurbitaceae.
e Genre : Cucurbita.

e Genre especes scientifique : Cucurbita Pepo (Bardaa et al., 2016).

3. Noms de la graine de cucurbita pepo dans différentes régions d’Algérie

Le Centre (Alger, Blida...) et I'Ouest (Oran, Tlemcen...) : On utilise majoritairement le terme
Zri'et el kabouya (LSl 4= ) )), "zri'a" signifiant graines et "kabouya" désignant la courge ou la

citrouille.

L'Est (Constantine, Annaba, Sétif...) : On I'appelle souvent Zri'et el jrayri (¢ )2l 42)3) ou

simplement Zri'at el qra'a (4= _all 4=y ).

En Kabylie (Tizi Ouzou, Béjaia) : Le fruit est nommé Takhsayt ou Takhlout, et ses pépins sont

appelés A'eqqa n tekhsayt (<ubuss o liel),

Dans le Sud : On retrouve l'appellation Zri'et el khardel (dans certaines oasis) ou plus

classiquement Boudhour el gra'a (g_2!) LX) sous une forme plus proche de I'arabe littéral.

Dans le langage commercial et chez les herboristes (attarine) a travers tout le pays, vous la
trouverez aussi sous le nom générique de il 5% (Boudhour el yaqteen) ou g A&l s

(Boudhour el gra'a) (Baba Aissa, 1999).



4. Description de la graine

La graine de courge (Cucurbita Pepo) est, d'un point de vue botanique, une semence
oléagineuse issue d'un fruit de type baie a péricarpe €pais (péponide). Voici une description

détaillée de sa morphologie et de sa structure (Dotto et Chacha, 2020).

A. Morphologie externe

Figure 3: Morphologie des graines de courge (Dotto et Chacha, 2020).

La graine se présente sous une forme ovoide et aplatie, se terminant par une extrémité
légerement pointue ou se situe le micropyle.

e Letégument : C'est I'enveloppe protectrice externe. Chez la plupart des variétés, il est
lisse, coriace et de couleur blanc-créme ou jaunatre.

e Lesdimensions : Elles varient selon les cultivars, mais mesurent généralement entre 10

et 20 mm de longueur.

e Variété "sans écale" : Il existe des variétés (comme la courge de Styrie) dont les graines

subissent une mutation génétique empéchant la lignification du tégument. Elles
apparaissent alors vert foncé, car la membrane est fine et laisse voir la chlorophylle des
tissus internes (Montesano et al., 2018).

B. Composition chimique des graines

La graine de courge (Cucurbita pepo) est reconnue comme une source exceptionnelle
de nutriments essentiels et de composés phytochimiques. Voici une synthése de sa composition
physicochimique (Syed et al., 2019).

a. Profil lipidique :

Les lipides représentent environ 40 % a 50 % de la masse totale de la graine. L'huile de pépins

de courge est caractérisée par une forte proportion d'acides gras insaturés (environ 75-80 %).



e Acides gras polyinsaturés (AGPI) : Principalement I'acide linoléique (Oméga-6),
représentant 35 % a 55 %.

e Acides gras monoinsaturés (AGMI) : Acide oléique (Oméga-9), entre 25 % et 38 %.

e Acides Gras Saturés (AGS) : Acide palmitique (9-13 %) et acide stéarique (5-7 %).

L'huile de courge est caractérisée par une forte dominance d'acides gras essentiels :

e Acide linoléique (Oméga-6) : 40—-60%
e Acide oléique (Oméga-9) : 25-40%
e Acide palmitique : 10—15% (Mentesano et al., 2018)

Tableau 5: Les Valeurs typique pour ’huile de Cucurbita pepo (Mentesano et al., 2018)

Paramétre Signification Valeurs usuelles
Indices d’acides Etat de dégradation (lipolyse) 4 mg KOH/g
Indices de péroxyde Etat d’oxydation primaire 10meq O»/kg

Indices de saponification | Longueur moyenne des chaines grasses | 185-198 mg KOH/g

Indices diode Degré d’insaturation globale 110-130g 12/100g

b. Profil protéique :

Les graines de courge sont une source de protéines de haute qualité, constituant 25 % a

35 % de la graine.

e Acides aminés : Elles contiennent tous les acides aminés essentiels, avec des teneurs
particulierement élevées en arginine, acide glutamique et acide aspartique (Medjakovic
etal., 2016).

¢c. Micronutriments :

La graine de courge est un "super-aliment" minéral, particuliérement riche en cofacteurs

enzymatiques.

e Magnésium : Essentiel pour les réactions biochimiques et la régulation du stress.
e Zinc : Crucial pour I'immunité et la santé prostatique.
e Fer : Teneur élevée pour une source végétale.

e Phosphore et Potassium.



Vitamines : Présence notable de vitamine E (tocophérols) et de vitamines du groupe B
(B1, B2, B6). (Medjakovic et al., 2016).

Composés Bioactifs :

Ces composés conferent a la graine ses propriétés antioxydantes et thérapeutiques.

Phytosterols : Principalement le B-sitostérol. Sa structure proche du cholestérol aide a
réguler la cholestérolémie et soutient la fonction urinaire.

Composés phénoliques : Acides phénoliques et flavonoides qui luttent contre le stress
oxydatif cellulaire.

Tocophérols : (o, y, et d-tocophérol) agissant comme des antioxydants puissants

protégeant les membranes cellulaires (Gossell et al., 2019).

5. Intéréts thérapeutiques et pharmacologiques

Les graines de courge (Cucurbita Pepo) sont reconnues depuis longtemps en

pharmacognosie pour leur richesse en composés bioactifs, notamment les phytostérols, les

acides gras insaturés, les tocophérols et les minéraux comme le zinc (Adams et al., 2022).

Voici une synthése des intéréts thérapeutiques et pharmacologiques selon vos axes :

v/ Santé du systéme urinaire

C’est l'utilisation la plus documentée cliniquement. Les graines de courge sont

principalement indiquées dans le traitement des troubles de la miction liés a I'hypertrophie

bénigne de la prostate.

Mécanisme : Les phytostérols (notamment le A7-stérol) inhibent la 5-alpha-réductase,
bloquant ainsi la conversion de la testostérone en dihydrotestostérone (DHT),
responsable de la croissance prostatique.

Vessie : Elles améliorent également les symptémes de la "vessie hyperactive” en
renforgant les muscles du plancher pelvien, elle réduit l'irritabilité de la vessie et

améliore le flux urinaire (Fruhwirth et al., 2017 ; Akiene et al., 2022)

v/ Activité antioxydante

Les graines de courge agissent comme un bouclier contre le stress oxydatif grace a une

synergie de molécules (vitamine E et composés phénoliques).



Elles permettent la neutralisation des radicaux libres et réduisent la peroxydation lipidique.
Cette activité est cruciale pour prévenir les dommages cellulaires liés aux maladies chroniques

et au vieillissement prématuré (Fruhwirth ez al., 2017 ; Akiene et al., 2022)
v' Propriétés métaboliques

L'impact métabolique des graines de courge concerne principalement la gestion du

glucose et des lipides.

e Effet antidiabétique : Des études suggerent que les protéines et les polysaccharides
des graines ont des effets hypoglycémiants, aidant a réguler la glycémie postprandiale.
(Hajhashemi et al., 2019).

e Effet hypolipidémiant : Grace a leur teneur élevée en acide linoléique (Oméga-6) et
en phytostérols, elles contribuent a la réduction du cholestérol LDL ("mauvais
cholestérol™) et a I'amélioration du ratio HDL, prévenant ainsi l'athérosclérose
(Hajhashemi et al., 2019).

v’ Effets antiparasitaires

Traditionnellement, les graines de courge sont utilisées comme vermifuge naturel

(particuliérement contre les ténias et les ascaris).

e La Cucurbitine : C'est I'acide aminé actif responsable de cette action. Elle ne tue pas
directement le parasite mais paralyse son systéme musculaire, I'empéchant de se fixer
aux parois intestinales, ce qui facilite son expulsion par les voies naturelles (Glossell,
2019) (figure 4).

La cucurbitine présente dans les graines posséde des propriétés anthelminthiques

reconnues, notamment contre les vers solitaires (Fruhwirth et al., 2017).
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Figure 4: Mécanisme d’action antiparasitaire de la Cucurbitine des graines de courge

(Glossell, 2019)

6. Utilisation agroalimentaires et industrielles
Les graines de courge font I'objet d'un intérét croissant en raison de leur densité
nutritionnelle et de leurs propriétés bioactives. Voici une synthése de leur valorisation dans les

secteurs agroalimentaire, cosmétique et pharmaceutique (Syed et al., 2019).

v" Valorisation en alimentation humaine

L'intégration des graines de courge dans l'alimentation humaine se fait sous plusieurs
formes, portées par leur richesse en protéines (25-35%), en acides gras insaturés et en

micronutriments (zinc, magnésium) (Syed et al., 2019).

v" Ingrédients fonctionnels et snacks

e Consommation directe : Graines entiéres grillées ou séchées, utilisées comme snacks ou

garnitures (salades, soupes).

e Boulangerie et pétisserie : Incorporation de graines entiéres ou de farine de tourteau

(résidu apres extraction de I'nuile) pour enrichir le pain et les biscuits en protéines et en
fibres.

v" Huile de pépins de courge

Considérée comme une huile de spécialité, elle est extraite par pression a froid. Elle est
riche en acide linoléique (Oméga-6) et en acide oléique (Oméga-9). Son golit de noisette intense

la rend populaire pour 1’assaisonnement (Bucar et al., 2016).



v’ Substituts de protéines végétales

La farine de graines de courge est utilisée comme émulsifiant naturel dans certaines

préparations de viande ou comme base pour des compléments protéinés destinés aux sportifs et

aux régimes végétariens (Rezig ef al., 2012).

Figure 5: Exemples de valorisation nutritionnelle et applications alimentaires des

graines de Cucurbita Pepo (Pain, Biscuits Et Produits de boulangerie).

7. Application cosmétique :

L'huile de graines de courge est un ingrédient précieux pour les soins de la peau et des

cheveux :

e Propriétés anti-ages : Sa teneur élevée en vitamine E (tocophérols) et en caroténoides
protége les cellules contre le stress oxydatif.

e Soin capillaire : Des études suggérent que I'huile peut freiner la chute des cheveux en
inhibant I'enzyme 5-alpha réductase.

e Hydratation : Les acides gras essentiels renforcent la barriére lipidique cutanée.
(Fruhwirth et al., 2017).



e Figure 6: Produits cosmétiques formules a base d’huile de graines de courge et
leurs applications dermatologiques et capillaires (Fruhwirth ez al., 2017)

Chapitre IV : Les Métabolites Secondaires
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Les métabolites secondaires (également appelés métabolites spécialisés) sont des
composés organiques synthétisés par les plantes, les champignons et les micro-organismes.
Contrairement aux métabolites primaires (glucides, lipides, protéines), ils ne participent pas
directement a la croissance, au développement ou a la reproduction de 1'organisme. Cependant,
ils sont essentiels a sa survie a long terme et a ses interactions avec 1’environnement (Bruneton,

2016).

1. Caractéristiques principales

e Diversité structurale immense : Il existe des centaines de milliers de métabolites
secondaires différents, souvent spécifiques a une famille, un genre ou méme une espece
précise.

e Production restreinte : lls sont souvent synthétisés dans des types cellulaires
spécifiques, a des stades de développement particuliers ou en réponse a des stress
environnementaux.

e Codt énergétique : Leur biosynthese demande beaucoup d'énergie a l'organisme, ce

qui prouve leur importance adaptative (Taiz et al., 2015).

La figure 7 illustre les voies biosynthétiques des métabolites secondaires, ainsi les figures
8 et 9 représentes les principales structures des composes phénoliques et précurseur

biosynthétique.
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e Figure 7: Organigramme récapitulatif des voies biosynthétiques des métabolites
secondaires (Taiz et al., 2015)
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Figure 8: Structure chimique de quelques composés phénoliques et précurseurs
biosynthétiques(Wink, 2010).
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Figure 9: Les principales structures des composés phénoliques(Wink, 2010)
2. Roles Ecologiques et biologiques

Les métabolites secondaires servent d'interface entre 1'organisme et son environnement.

Leurs fonctions principales incluent :

e Défense contre les prédateurs : Rdle de répulsif ou de toxine contre les herbivores, les
insectes et les mollusques.
e Défense antimicrobienne : Propriétés antifongiques, antibactériennes et antivirales

pour bloquer les agents pathogénes.
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e Allélopathie : Inhibition de la croissance des plantes concurrentes voisines.
e Attraction : Pigments (anthocyanes) et molécules volatiles (terpénes) pour attirer les
pollinisateurs ou les disperseurs de graines.
e Protection contre les stress abiotiques : Ecrans contre les rayons UV (flavanols) ou
antioxydants contre le stress hydrique et thermique (Wink, 2010).
3. Classification chimique

Les métabolites secondaires sont classés en trois grands groupes biosynthétiques :

3.1. Les Composés phénoliques

Caractérisés par la présence d'au moins un cycle aromatique portant un ou plusieurs

groupements hydroxyle (—OH).
» Exemples : Flavonoides, tanins, coumarines, lignines.
Roles : Pigmentation, antioxydants, protection UV.

3.2. Les Terpénoides (ou Isoprénoides)

Formés par I'assemblage d'unités a 5 atomes de carbone (l'isopréne). C'est la classe la

plus vaste.
> Exemples : Huiles essentielles (monoterpénes), caroténoides, saponines, caoutchouc.
Rdles : Volatils attractifs/répulsifs, hormones végétales (gibbérellines).

3.3. Les Composés azotés

Molécules contenant un ou plusieurs atomes d'azote.

> Exemples : Alcaloides (caféine, morphine, nicotine, cocaine), glucosinolates,
glycosides cyanogénes.

Roles : Toxines puissantes pour la défense contre les herbivores

La figure 10 représente un organigramme récapitulatif qui résume les principales classes des

composées phénoliques.
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En résumé : Les composés phénoliques constituent un groupe diversifié de molécules essentielles au fonctionnement des plantes
et bénéfiques pour la santé humaine.

Figure 10: Les principales classes des composées phénoliques ( Mcgrowder, 2019)

4. Importance économique et pharmacologique des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires constituent une source précieuse de molécules bioactives
largement exploitées dans les domaines pharmaceutique, agroalimentaire, cosmétique et
agricole. Sur le plan économique, ils sont utilisés comme colorants naturels, arémes, parfums,
conservateurs alimentaires et biopesticides, contribuant ainsi au développement de nombreuses
industries. Les composés phénoliques, les flavonoides, les alcaloides, les terpenes et les tanins
sont particuliecrement recherchés pour leurs propriétés biologiques et leur forte valeur
commerciale. De nombreuses plantes médicinales doivent leur intérét économique a la présence

de ces métabolites, qui font I'objet d'une production et d'une commercialisation a grande échelle.
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Sur le plan pharmacologique, les métabolites secondaires présentent une grande
diversité d'activités biologiques. Ils posseédent notamment des propriétés antioxydantes, anti-
inflammatoires,  antimicrobiennes, antivirales, antifongiques, anticancéreuses et
antidiabétiques. Plusieurs médicaments importants sont issus directement de ces composés
naturels ou de leurs dérivés. Par exemple, la morphine est utilisée comme analgésique puissant,
la quinine comme antipaludique, et le paclitaxel comme agent anticancéreux. Les composés
phénoliques et les flavonoides contribuent ¢galement a la prévention de nombreuses maladies
associées au stress oxydatif, notamment les maladies cardiovasculaires, le diabéte et certains
cancers. Ainsi, les métabolites secondaires représentent une ressource essentielle pour la

découverte de nouveaux médicaments et pour I'amélioration de la sant¢ humaine (Wink, 2014).
Pour 1'étre humain, les métabolites secondaires sont une mine d'or :

e Médecine : Plus de 50 % des médicaments actuels sont dérivés de produits naturels (ex
. le paclitaxel/Taxol contre le cancer, la quinine contre le paludisme).

e Agriculture : Utilisation comme biopesticides ou biostimulants naturels.

e Alimentation et cosmetique : Ardmes, parfums, colorants naturels et conservateurs
(antioxydants) (Moller, 2015).

5. Fonctions des métabolites secondaires

5.1. Protection contre le stress oxydatif au niveau de la cellule humaine

Lors de stress environnementaux (UV, sécheresse, métaux lourds), la cellule accumule
des especes réactives de I'oxygene (ROS). Des métabolites comme les composés phénoliques
(flavonoides, acides phénoliques) agissent directement dans le cytosol comme antioxydants en
piégeant ces radicaux libres, protégeant ainsi les macromolécules (ADN, protéines et lipides

membranaires) de la dégradation (Mcgrowder, 2019).

5.2. Protection contre le stress oxydatif au niveau de la cellule végétale

5.2. 1. Défense contre les microorganismes et les herbivores : Les métabolites secondaires

(Exemples : alcaloides, terpénes, composés phénoliques) protegent la cellule végétale contre :

v Les Bactéries,
v Les Champignons,
v Les Insectes,
v’ Les Parasites.

5.2.2. Défense chimique (Compartimentation et toxicité)
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e Stockage vacuolaire : De nombreux alcaloides, glycosides et anthocyanes sont
séquestrés dans la vacuole pour éviter l'autotoxicite.

e Mécanisme de défense : En cas d'attaque par un pathogéne ou un herbivore, I'intégrité
cellulaire est rompue. Les métabolites entrent en contact avec des enzymes
hydrolytiques (souvent situées dans les parois ou les plastes), libérant des composés
hautement toxiques (ex. cyanure d'hydrogeéne, isomeéres toxiques) qui inhibent la

réplication cellulaire du bioagresseur (Wink, 2015).

5.2.3. Signalisation cellulaire et fluidité membranaire

e Stabilisation des membranes : Les phytostérols (triterpénes) s'inserent dans la
bicouche lipidique cellulaire pour réguler sa fluidité et sa perméabilité face aux
variations thermiques.

e Transduction de signaux : Certains métabolites agissent comme des molécules
signalant I'activation de genes de défense spécifiques via des voies de transduction
intracellulaires (impliquant souvent I'acide jasmonique ou l'acide salicylique) (Wink,
2015).

5.2.4. Protection contre le stress oxydatif

Les composés phénoliques et flavonoides agissent comme antioxydants en neutralisant

les radicaux libres dans la cellule (figure 11).

Le stress oxydatif chez les végétaux résulte d'une accumulation excessive d'espéces
réactives de I'oxygene (ERO), telles que l'anion superoxyde (O2), le peroxyde d'hydrogene
(H20») et le radical hydroxyle (¢OH). Ces molécules sont produites naturellement au cours du
métabolisme cellulaire, mais leur concentration augmente fortement sous I'effet de divers stress
biotiques et abiotiques, notamment la sécheresse, la salinité, les températures extrémes, les
rayonnements UV et les attaques pathogenes. Pour se protéger, les plantes ont développé un
systeme de défense antioxydant complexe comprenant des mécanismes enzymatiques et non
enzymatiques. Les principales enzymes antioxydantes sont la superoxyde dismutase (SOD), la
catalase (CAT) et les peroxydases (POD), qui neutralisent les ERO et limitent leurs effets
déléteres sur les membranes cellulaires, les protéines et ' ADN. Par ailleurs, des composés non
enzymatiques tels que les polyphénols, les flavonoides, les caroténoides, l'acide ascorbique
(vitamine C) et le glutathion participent activement a la protection cellulaire en piégeant les

radicaux libres. Grace a ces mécanismes de défense, les végétaux maintiennent I'équilibre redox
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cellulaire et préservent leur croissance ainsi que leur développement face aux conditions

environnementales défavorables (Apel et Hirt, 2019).
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Figure 11: Mécanisme de I’activité antioxydante des flavonoides dans la cellule
végétal(Apel et Hirt, 2019)
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PARTIE EXPERIMENTALE MATERIEL ET METHODES

L'évaluation des activités biologiques de notre extrait végétal a été enticrement réalisée
au sein du laboratoire de recherche 'Antibiotiques, Antifongiques, Physico-chimie,
Synthése et activité biologique. Afin de valoriser quelques activités biologiques des graines
Cucurbita pepo, les différentes étapes méthodologiques allant de la préparation des extraits
jusqu'a la mise en évidence de leurs potentiels antioxydant et inhibiteur de I’a-amylase ont été

menés selon des protocoles standardisés détaillés.
1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude est constitué de graines de Cucurbita pepo
achetées aupres d'un herboriste local de la wilaya de Tlemcen. Les graines ont été sélectionnées

sur la base de leur intégrité physique et de 1'absence de signes visibles d’altération.

Avant leur utilisation, les graines ont été soigneusement nettoyées afin d'éliminer les
impuretés et les matiéres étrangéres, puis séchées et a température ambiante, a l'abri de la
lumiére. L’échantillon séché été broyés a l'aide d'un mortier jusqu'a l'obtention d'une poudre
homogeéne La poudre obtenue a été conservée dans des récipients hermétiquement fermés et
stockée dans un endroit sec jusqu'a son utilisation pour les différentes analyses

physicochimiques et biologiques (figure 12).

Figure 12:Graines de Cucurbita pepo avant et apreés broyage

(Photo prise au laboratoire).
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2. Préparation des extraits de Cucurbita pepo

Dans le but d'évaluer les activités antioxydante et antidiabétique des graines de
Cucurbita pepo, trois extraits ont été préparés : un extrait aqueux, un extrait hydroéthanolique

et un extrait hydroacétonique.
2.1. Préparation de l'extrait aqueux

L'extrait aqueux a été obtenu par décoction sous reflux. Une masse de 20 g de poudre
de graines de Cucurbita pepo a été introduite dans un ballon contenant 200 mL d'eau distillée.
Le mélange a été porté a ébullition sous reflux pendant 1 heure afin de favoriser 1'extraction des
composés bioactifs hydrosolubles Apres refroidissement a température ambiante, le mélange a

été filtré puis séché a sec a 40°C.
2.2. Préparation de l'extrait hydroéthanolique

L'extrait hydroéthanolique a été préparé selon le méme protocole précédent dont 20 g
de poudre de graines de Cucurbita pepo ont été mélangés avec 200 mL d'un mélange
eau/éthanol (30:70, v/v). Le mélange a été soumis a une décoction sous reflux pendant 1 heure.
Apres refroidissement a température ambiante, 1'extrait a été filtré puis concentré a 50°C. La

phase aqueuse obtenue a été séchée a sec a 40°C.
2.3. Préparation de l'extrait hydroacétonique

Pour la préparation de I'extrait hydroacétonique, 20 g de poudre de graines ont été
ajoutés a 200 ml d'un mélange eau-acétone (30:70, v/v). L'extraction a été réalisée par décoction
sous reflux pendant 1 heure. Apres refroidissement a température ambiante, 1'extrait a été filtré

puis concentré a 50°C. La phase aqueuse obtenue a été séchée a sec a 40°C.

Le protocole expérimental adopté pour 1’extraction des composée bioactifs des graines
de Cucurbita pepo et 1’évaluation de leur propriété phytochimique est présent¢ dans

I’organigramme ci-dessous (figure 13).
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[ PROTOCOLE D’EXTRACTION ET D’EVALUATION J
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Figure 13: Schéma récapitulatif du protocole expérimental réalisé sur les graines de
Cucurbita pepo.
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3. Analyse phytochimique

Les extraits préparés ont été¢ soumis a des tests de coloration et de précipitation en tubes, afin
de détecter la présence ou 1’absence des groupes de familles chimiques (Harborne 1998 ;

Bruneton, 1999).
e Les tanins

Pour caractériser les tanins, 1 mL de chaque extrait a ét¢ mélangé avec 0,25 mL d’une solution
aqueuse de FeClz (1 %), le mélange a été incubé a température ambiante pendant 15 min.

L’apparition d’une couleur bleu-noiratre ou verdatre indique la présence des tanins.
e Les Flavonoides

Les flavonoides ont été¢ recherchés en ajoutant pour chaque volume d’extrait 1 mL d’acide
chlorhydrique concentré (HCI) puis quelques copeaux de magnésium. L’apparition d’une

couleur rouge, orange ou rose indique la présence des flavonoides.
e Les quinones libres

Dans un tube a essai, 0,1 mL hydroxyde de sodium (NaOH a 1 %) a été ajouté a 1 mL de chaque
extrait a analysé. L’apparition d’une couleur jaune, rouge ou violet indique la présence des

quinones libre.
e Les anthraquinones

Les anthraquinones ont ét¢ mises en évidence en ajoutant 1 mL de NH4OH (10 %). Apres

agitation, I’apparition d’une couleur violette, indiquée la présence des anthraquinones.
e Les terpénoides

Les terpénoides ont été recherchés a l'aide du test de Slakowski en ajoutant 0,4 mL de
chloroforme et 0,6 mL d'acide sulfurique concentré a 1 mL d'extrait. L'apparition de deux phases

et une couleur marron a l'interface indiquent la présence de terpénoides.
e Les saponosides

Les saponosides ont été recherchés par le test de mouse, apres agitation de 10 mL de chaque
extrait, une mouse supérieur a lcm et qui persiste entre 10 et 20 min confirme la présence des

saponosides.
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e Les alcaloides

Les tests ont été réalisés par des réactions de précipitation avec le réactif de Mayer et Wagner.
Dans deux tubes contenant 0,5 mL d’extrait, 0,5mL de réactif de Mayer était ajouté dans le
premier tube et 0,5 mL de réactif de Wagner dans le deuxiéme. L’apparition d’un précipité blanc

et marron indique la présence des alcaloides.
e Les composés réducteurs

Leur détection consiste a introduire 1 mL d’extrait dans un tube a essai, puis 2 mL de liqueur
de Fehling (1 mL de réactif A et 1 mL de réactif B). Ensuite, 1'ensemble était porté au bain-
marie bouillant durant 10 min. L’apparition d’un précipité rouge brique indique la présence des

composés réducteurs.

4. Dosage des composés phénoliques

4.1. Dosage de polyphénols totaux
a. Principe

Le dosage des polyphénols est réalisé selon la méthode décrite par Vermerius et
Nicholson en 2006. Le réactif utilisé est le Folin-Ciocalteu, qui est un mélange d’acides
phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo12040) de couleur

jaune.

Le principe de cette méthode est basé sur 1’oxydation des composés phénoliques par le réactif
précédent. Elle entraine la formation d'un nouveau complexe molybdene-tungsteéne de couleur

bleu qui absorbe a 725 nm (Vermerius et Nicholson, 2006) .
b. Mode opératoire

e 0,1 mL de chaque extrait est mélangé avec 2 mL d’une solution de carbonate de
sodium (Na;CO3) a 2% ;

e Les tubes sont agités puis incubés pendant 5 min ;

e 100 pL de réactif de Folin-Ciocalteu (1N) sont ajoutés au mélange ;

e Les tubes sont incubés pendant 30 min a température ambiante ;

e La lecture des densités optiques est réalisée a 1’aide d’un spectrophotometre contre

un blanc a 700 nm.

46



PARTIE EXPERIMENTALE MATERIEL ET METHODES

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires en
utilisant 1’acide gallique comme controle positif a différentes concentrations (0,1 ; 0,2 ; 0,3 ;
0,4;0,5;0,6;0,8 et 1 mg/mL).

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent acide gallique par gramme d’extrait (mg
EAG/gE).

4.2. Dosage des Flavonoides

a. Principe

Le dosage des flavonoides est réalisé selon la méthode décrite par Ardestani et Yazdanparast en
2007.

C’est une méthode spectrophotométrique utilisant le trichlorure d’aluminium (AICl3) et la
soude (NaOH) qui forme un complexe jaune avec les flavonoides et la soude forme un complexe

de couleur rose qui absorbe dans le visible a 510 nm (Ardestani et Yazdanparast, 2007).

b. Mode opératoire
e 500 pL de chaque extrait sont mélangés avec 2 mL d’eau distillée ;
e 150 pL d’une solution de nitrite de sodium (NaNOz) a 15 % sont ajoutés au mélange ;
e Les tubes sont incubés pendant 6 min a température ambiante ;
e 150 pL de trichlorure d’aluminium (AICI3) a 10% sont ajoutés ;
e Les tubes sont incubés pendant 6 min a température ambiante ;
¢ 2 mL d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 4% sont ajoutés immédiatement ;
e Le volume total est ajusté a 5 mL avec 1’eau distillée ;
e Les tubes sont agités, puis incubés pendant 15 min ;
e La lecture des densités optiques est réalisée a 1’aide d’un spectrophotomeétre contre un
blanc a 510 nm.
Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires en
utilisant la catéchine comme controle positif a différentes concentrations (0,1 ; 0,2 ; 0,3 ; 0,4;
0,5;0,6;0,8 et 1 mg/mL).
Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent catéchine par gramme d’extrait (mg

EQC/gE).

4.3. Dosage des tanins
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a. Principe
Le dosage des tanins condensés est réalisé selon la méthode utilisant la vanilline. En milieu
acide, les tanins condensés se dépolymérisent et par réaction avec la vanilline se transforment
en anthocyanidols de couleur rouge. mesurables par spectrophotométrie a 500 nm (Sun et al,
1998).
b. Mode opératoire
e 50 pL de chaque extrait est mélangé avec 1500 pL de la solution vanilline/méthanol (4
%, m/v) ;
e Les tubes sont agités, ensuite 750 pL d’acide chlorhydrique concentré (HCIl) est
additionné ;
e Le mélange est laissé réagir a température ambiante pendant 20 min ;
e La lecture de l'absorbance est réalisée a I’aide d’un spectrophotométre contre un blanc
a 550 nm ;
Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires en
utilisant la catéchine comme contrdle positif a différentes concentrations (0,1; 0,2 ; 0,3 ; 0,4 ;
0,5;0,6;0,7;0,8; 1 mg/mL).
Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent catéchine par gramme d’extrait (mg
EQC/g E).
4.4. Expression des résultats
Les teneurs en polyphénols, flavonoides et tanins condensés, sont calculées selon la formule

suivante : e

T : Teneur en composés phénoliques ;
a : Concentration a partir de la courbe d’étalonnage respective ;
f: Facteur de dilution ;

b : Concentration initiale de l’extrait.

5. Evaluation de I’activité antioxydante
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5.1. Piégeage du radical libre DPPH" (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)
a. Principe

Le 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH?®), est un radical libre instable qui absorbe dans
le visible a une longueur d’onde de 515 a 520 nm (Bandoniene et al., 2002 ; Gazi et al., 2004).

Afin de mesurer la capacit¢ a réduire le radical DPPHe par des molécules dites
« antioxydante », le test consiste & mettre une solution méthanolique de DPPHe de couleur
violette a une concentration connue, en présence de différentes concentrations de la molécule
testée. La forme réduite de couleur jaune n’absorbe plus, ce qui se traduit par une diminution
de I’absorbance a la longueur d’onde définie (515 nm) (Atoui et al., 2005 ; Majhenic et al.,
2007).

b. Mode opératoire

e 50 pL de chaque extrait a différentes concentrations sont ajoutés a 1950 puL d’une

solution méthanolique de DPPHe a (6,34. 10° M) ;

e Pour chaque concentration un blanc est préparé contenant 50 puL de chaque extrait et

1950 pL de méthanol ;

o Le controle négatif est préparé, en mélangeant 50 pL de méthanol avec 1950 uL d’une

solution méthanolique de DPPHe ;

e Apres incubation a I’obscurité pendant 30 min a température ambiante, la lecture des

absorbances est effectuée a 515 nm a I’aide d’un spectrophotometre;

e L’acide ascorbique, est utilis¢é comme controle positif dans les mémes conditions

opératoires.

c. Expression des résultats
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v Calcul des pourcentages d’inhibition

Les résultats du test DPPHe sont exprimés en pourcentage d’inhibition calculés a partir

de la formule suivante :

% I: Pourcentage d’inhibition.

AC : Absorbance du controle.

AT : Absorbance du test effectué.

v Calcul des ICso

L’ICso (concentration inhibitrice de 50%) est la concentration de 1'échantillon testé

nécessaire pour réduire 50% de radical DPPHe.

Les ICso sont calculées graphiquement par les régressions logarithmiques ou linéaires des
pourcentages d'inhibition en fonction de différentes concentrations des extraits testés.

(Maisuthisakul et al., 2007 ; Fabri et al., 2009 ; Scherer et al., 2009).
5.2. Réduction du fer par la méthode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
a. Principe

L'activité réductrice du fer des extraits est déterminée selon la méthode décrite par
(Oyaizu, 1986), qui est basée sur la réaction chimique de réduction du fer ferrique (Fe*") présent
dans le complexe KsFe(CN)s en fer ferreux (Fe*"). La densité du milieu réactionnel de la
couleur bleu du complexe ferreux (bleu de prussian due au FeCl3) est déterminée a I’aide d’un
spectrophotometre a 700 nm. Une augmentation de 1'absorbance correspond a une augmentation

du pouvoir réducteur des extraits testés (Hubert, 2006 ; Ozturk et al., 2007).
b. Mode opératoire

e 1 mL de I'échantillon a différentes concentrations est mélangé¢ avec 2,5 mL d'une
solution tampon phosphate (0,2 M ; pH 6,6) ;

e 2,5 mL d'une solution de ferricyanure de potassium K3Fe(CN)s a 1% sont ajoutés au
mélange ;

e Le mélange est incubé a 50°C pendant 20 minutes, puis refroidi a température

ambiante ;
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e 2,5mL de l'acide trichloracétique (TCA) a 10% sont ajoutés ;
e Les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10 min ;
e 2.5 mL du surnageant sont ajoutés a 2,5 mL d'eau distillée ;
e 500 pL d'une solution de trichlorure du fer (FeCls) a 0,1% sont ajoutés en dernier ;
e La lecture des absorbances se fait contre un blanc a 700 nm a l’aide d’un
spectrophotométre (Karagozler et al., 2008).
e Le BHA est utilis¢ comme controle positif dans les mémes conditions opératoires.
c. Expression des résultats
Pour la méthode FRAP, une augmentation de 1’absorbance indique 1’augmentation du
pouvoir réducteur du fer par les échantillons testés (extraits ou contrdle positif).
A fin de comparer entre le pouvoir réducteur de ces échantillons, le paramétre calculé est I’ECso
(Efficience Concentration) ou concentration efficace qui indique la concentration de
I’échantillon nécessaire pour obtenir une absorbance de 0,5 sur les graphes

[Absorbances=f{concentrations)] a 700 nm (Ferreira et al., 2007 ; Tamuly et al., 2014).
6. Evaluation de I’activité inhibitrice de I’a-amylase

L’activité inhibitrice de I’a-amylase a été évaluée selon la méthode de dosage des sucres
réducteurs de Bernfeld (1955). Dans un milieu alcalin et a chaud, 1’oxydation des groupements
aldéhydes et cétones libres des sucres réducteurs, provoque simultanément 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. L’intensité de la coloration est
proportionnelle a la quantité de sucres réducteurs présents dans le milieu réactionnel (Bernfeld,

1955)
6.1. Préparation des réactifs
e Reéactif 3,5-dinitrosalicylique (DNSA)

1 g de DNSA est dispersé dans 40 mL d’eau distillée. Ensuite, 30 g de tartrate double
de sodium et de potassium sont ajoutés Iégérement sous agitation. La solution obtenue est de
couleur jaune opaque. L’addition de 20 mL d’une solution de NaOH 2N rend le réactif limpide
avec une couleur orange. Le volume obtenu est ajusté a 100 mL avec de 1’eau distillée. Le

réactif obtenu est conservé a I’abri de la lumieére et a +4°C.

e Solution de ’a-amylase
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L’enzyme utilisée est 1’a-amylase d’Aspergillus oryzae (E.C.3.2.1.1) sous forme

lyophilisée (Sigma Aldrich), avec une activité spécifique de 30 UI/mg, conservée a 4°C.

L’optimum de 1’activité a-amylasique d’Aspergillus oryzae est a pH 6 pour une

température de 25°C.

L’a-amylase est solubilisé¢ dans le tampon phosphate (0,02 M, pH 6) afin d’obtenir une activité

enzymatique finale dans le milieu réactionnel de 1,3 Ul/mL.

e Solution de substrat

L’amidon utilis¢ comme substrat de I’a-amylase a été préparé en chauffant initialement
100 mL de tampon phosphate (0,02 M, pH 6) dans un bécher jusqu'a atteindre une température
de 60°C. Ensuite, 1 g d'amidon y a été introduit délicatement et de manicre progressive, tout en
maintenant une agitation continue afin d'assurer sa parfaite solubilisation et d'obtenir une

solution homogéne a 1%.

e Solution de I’acarbose

L’acarbose « Larimel®50mg » est utilisé¢ dans cette expérience comme controle positif
(molécule de référence) afin de comparer son activité vis-a-vis de 1’a-amylase par rapport a

celle des extraits étudiés.

L’acarbose est solubilisé dans le tampon phosphate (0,02 M, pH 6) et les concentrations utilisées

sont: 1,2 ,5 mg/mL.

6.2. Mode opératoire
Cette méthode a été réalisée selon le protocole de Thalapaneni et al. (2008) :
o Réaction enzymatique en absence d’inhibiteur
R Controle négatif : 0,5 mL de tampon phosphate + 0,5 mL d’amidon (1%)
+ 0,5 ml d’a-amylase
Blanc : 1 mL de tampon phosphate +0,5 mL d’amidon
o Réaction enzymatique en présence des extraits
% Tube expérimentale : 0,5 mL d’extrait +0,5 ml d’amidon + 0,5 ml d’a-
amylase
& Blanc : 0,5 mL d’extrait +0,5 mL d’amidon + 0,5 mL tampon phosphate

o Réaction enzymatique en présence d’acarbose
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< Controle positif : 0,5 mL d’acarbose + 0,5 d’amidon + 0,5 mL d’a-
amylase
Blanc : 0,5 mL d’acarbose + 0,5 mL d’amidon + 0,5 mL de tampon

phosphate

Apres ces différentes expériences, chaque tube a été agité et incubé a 25°C pendant 10
min. Apres cette incubation 1 mL de DNSA a été ajouté dans chaque tube, ensuite les tubes ont
été placés dans un bain mari bouillant pendant 8 min, suivie par un choc thermique dans un
bain d’eau glacée afin de stopper la réaction entre le maltose et le réactif DNSA et a la fin, 2
mL de I’eau distillée ont été ajoutés dans chaque tube.

Les densités optiques sont lues par rapport a un blanc a 1’aide d’un spectrophotométre
a 540 nm.

6.3. Expression des résultats
Les absorbances mesurés ont permis de calculer les pourcentages d’inhibitions de 1’a-

amylase, en utilisant la formule suivante :

% I: Pourcentage d’inhibition.
AC : Absorbance de contrble négatif
AE : Absorbance de [’échantillon
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1. Rendement d’extraction

La détermination du rendement d'extraction vise a évaluer l'efficacité¢ des différents
systémes extracteurs (aqueux, eau/éthanol, eau/acétone) dans la récupération des composés
extractibles des graines de Cucurbita pepo. Cette étude permet de comparer les performances
des solvants employés et de sélectionner 1'extrait présentant le meilleur potentiel pour les

analyses phytochimiques et les essais biologiques ultérieurs (Tableau 6).

Tableau 6: Rendement et caractéristique des différents extraits de Curcubita pepo

Extraits Rendement (%) Couleur Aspect Solubilité

Aqueux 5,50 Laiteux Cristallisé Eau distillée
Eau/éthanol 7,00 Vert Pate Eau/éthanol
Eau/acétone 10,30 Vert clair Pate Eau/acétone

D’apres le tableau 6, le rendement d'extraction varie entre les trois extraits selon la nature
du solvant utilisé, ce qui met en évidence l'influence de la polarit¢é du solvant sur la

solubilisation des métabolites.

e L'extrait hydroacétonique présente le rendement le plus élevé de 10,30 %. L'acétone
étant un solvant moyennement polaire, cela suggere que les graines de Cucurbita pepo
sont particulierement riches en composés de polarité intermédiaire (comme certains
flavonoides, stérols ou acides gras).

e L'extrait hydroéthanolique affiche un rendement intermédiaire de 7 %. L'éthanol, plus
polaire que l'acétone, extrait une gamme différente de molécules (polyphénols plus
polaires, glycosides).

e L'extrait aqueux donne le rendement le plus faible de 5,50 %. L'eau étant un solvant tres
polaire, ce résultat indique que les composés hautement hydrophiles (sucres libres,
protéines, certains acides organiques) sont quantitativement moins présents ou moins

facilement extractibles dans ces conditions par rapport aux composes moins polaires.

D’apres ces résultats 1’extrait hydroacétonique se révele étre le solvant le plus performant.
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Cette étape permet :

e De quantifier la quantité¢ d'extrait sec obtenu a partir d'une masse donnée de matériel
végétal.

e De comparer l'efficacité des trois méthodes d'extraction utilisées.

e D'identifier le solvant le plus performant pour extraire les métabolites bioactifs des
graines de Cucurbita pepo.

e D'optimiser les conditions d'extraction en vue des analyses phytochimiques et
biologiques ultérieures.

o D'établir une relation entre le rendement obtenu et les activités biologiques étudiées

(activité antioxydante et activité antidiabétique).

Concernant la couleur, 1'extrait aqueux est laiteux, ce qui est caractéristique de la présence
possible de suspensions colloidales, de protéines ou d'émulsions de lipides dans I'eau. Tandis
que les extraits organiques (hydroéthanolique et hydroacétonique) présentent des nuances de
vert, cela indique la co-extraction de pigments lipophiles, probablement des traces de

chlorophylle ou de caroténoides présents dans les graines.

L'aspect cristallisé¢ de I'extrait aqueux apres évaporation suggere une forte concentration en
molécules structurées (comme des sucres ou des sels minéraux). Alors que 'aspect de pate pour
les extraits hydroéthanolique et hydoacétonique est typique des fractions riches en lipides,

résines ou huiles essentielles.
2. Résultats de ’analyse phytochimique

Les résultats des testes phytochimiques effectués sur les trois extraits sont compilés dans le

tableau 7.
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Tableau 7:Résultats des analyses phytochimiques des extraits de Curcubita pepo

Extraits Aqueux Eau/éthanol Eau/acétone
Composant
Tanins - - ++
Flavonoides - - -
Quinones libres - - a4t
Anthraquinones - - -
Terpénoides - - ++
Saponosides + + -
Alcaloides ++ ++ 4+
Composés - - -
réducteurs

Présence ; (+) Absence ; (-)

Le profil phytochimique des différents extraits de Cucurbita pepo met en évidence une
variabilité marquée de la composition en métabolites secondaires selon la polarité du solvant
d'extraction utilisé. Les extraits aqueux et hydréthanoliques présentent un profil identique,
caractérisé par une présence modérée d'alcaloides et une faible trace de saponosides, tandis que
les autres familles de composés testées y sont totalement absentes. A l'inverse, I'extrait
hydroacétonique se distingue par sa richesse et sa diversit¢é moléculaire ; il affiche une forte
concentration en quinones libres, une présence modérée de tanins, de terpénoides et
d'alcaloides, mais s'avere dépourvu de flavonoides, d'anthraquinones, de saponosides et de
composés réducteurs. Cette disparité s'explique par l'affinité différentielle des composés
chimiques envers les solvants : 'acétone, de polarité intermédiaire, semble plus efficace pour
solubiliser et concentrer une large gamme de principes actifs chez cette plante, notamment les
substances moins polaires comme les terpénoides et les quinones, ce qui suggere que cet extrait
pourrait posséder un potentiel biologique ou pharmacologique plus prononcé que les extraits

aqueux et éthanoliques.
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3. Teneurs en composés phénoliques

Les composés phénoliques constituent l'un des groupes les plus importants de
métabolites secondaires présents dans les graines de Cucurbita pepo. 1ls comprennent
notamment les polyphénols totaux, les flavonoides et les tanins, reconnus pour leurs propriétés

antioxydantes et leur capacité a neutraliser les radicaux libres.

La concentration en composés phénoliques a été calculée a partir des courbes d'étalonnages
¢tablies avec l'acide gallique pour les polyphénols totaux et la catéchine pour les flavonoides et

les tanins condensés (figures : 14, 15, 16). Les teneurs en composés phénoliques des extraits

¢tudiés sont regroupés dans le tableau 7.
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R? = 0,9935
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Figure 14: Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux
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Figure 15: Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides
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Figure 16: Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins condensés.

Tableau 8:Teneurs en composés phénoliques des différents extraits de Curcubita pepo

Aqueux Eau/Ethanol Eau/Acétone
Polyphénols totaux

13,28 + 0,84 2,12 £0,33 18,57 +1,39
(mg EAG/gE)
Flavonoides

2,66 + 1,20 0,091 + 0,03 20,91 £1,17
(mgEQC/g E)
Tanins 172,44 +

14,30 £ 0,5 28,36 = 0,41

(mg EQC/gE) 2,24

Selon le tableau 8, le taux le plus élevé en polyphénols totaux est enregistré dans 'extrait
Eau/Acétone (18,57+ 1,39 mg EAG/g E), suivi de pres par l'extrait aqueux (13,28 +0,84 mg
EAG/g E). En revanche, le mélange Eau/Ethanol présente le rendement le plus faible (2,12 +
0,33 mg EAG/g E).

Cela suggére que la majorité¢ des composés phénoliques présents dans cette plante ont une

affinité optimale pour les systemes de solvants moyennement polaires a polaires comme le

mélange eau/acétone.

Les flavonoides sont massivement concentrés dans l'extrait Eau/Acétone avec une valeur de
20,91 + 1,17 mg EQC/g E) Alors que les extraits aqueux et surtout 1’extrait Eau/éthanol
affichent des teneurs particulierement basses (2,66 £1,20 mg EQC/g E), et 0,091+ 0,03 mg
EQC/g E, respectivement).
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L'acétone combinée a 1'eau s'avere étre, de loin, le meilleur solvant pour solubiliser et
extraire les flavonoides de Curcubita pepo, ce qui est un comportement classique pour cette

famille de molécules souvent plus solubles dans les solvants organiques cétoniques.

Contrairement aux deux autres catégories, ce sont les tanins qui affichent une valeur
plus élevée dans I'extrait aqueux (172,44 + 2,24 mg EQC/g E). L'extrait Eau/Acétone arrive en
deuxiéme position (28,36 + 0,41 mg EQC/g E) et I'extrait Eau/Ethanol reste le moins riche
(14,30 £ 0,5 mg EQC/g E).

Cette forte concentration dans 1'eau indique que les tanins présents dans cet échantillon sont
hautement hydrophiles (probablement des tanins hydrolysables ou des tanins condensés

hautement polymérisés qui ont une excellente affinité pour I'eau pure.
4. Résultats de ’activité antioxydante

L'évaluation de 'activité antioxydante des extraits de Cucurbita pepo par les tests DPPH
et FRAP est une approche classique et complémentaire. Ces deux méthodes permettent de
mesurer la capacité des extraits a piéger les radicaux libres et a réduire les ions métalliques

(figures : 17, 18, 19).
4.1. Piégeage du radicale DPPH par les extraits de Curcubita pepo
4.1.1. Piégeage du radicale DPPH par I’extrait aqueux

La figure 17 évalue l'activité antioxydante de 'extrait aqueux de Cucurbita pepo par le

test de piégeage du radical libre DPPH.
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Figure 17: Pourcentage d’inhibition du radicale DPPH par ’extrait aqueux de C. pepo.

La figure 17 illustre 1'évolution du pourcentage d'inhibition du radical libre DPPH en
fonction des différentes concentrations de 1'extrait aqueux de Cucurbita pepo. Les résultats
réveélent une relation dose-dépendante bien marquée : l'activité antioxydante augmente de
maniére progressive et linéaire avec I'élévation de la concentration en extrait. En effet, le
pouvoir de piégeage débute a un taux d'inhibition minimal d'environ 23 % pour la concentration
la plus faible de 10 mg/mL, avant de progresser de fagon constante pour atteindre une efficacité
maximale proche de 83 % a la concentration la plus élevée testée, soit 155 mg/mL. Cette
proportionnalité stricte est confirmée par l'analyse de la droite de régression linéaire, dont le
coefficient de corrélation (R?> = 0,95) témoigne d'une excellente corrélation. La forte
augmentation du pourcentage d'inhibition a mesure que la concentration s'éléve démontre
clairement la capacité de l'extrait aqueux a céder des électrons ou des atomes d'hydrogéne pour
neutraliser les radicaux libres DPPH, une efficacité qui s'explique par la richesse de cette

fraction en composés bioactifs hydrosolubles dotés d'un potentiel antioxydant notable.
4.1.2. Piégeage du radicale DPPH par I’extrait eau/éthanol

La figure 18 évalue l'activité antioxydante de I'extrait eau/éthanol de Cucurbita pepo

par le test de piégeage du radical libre DPPH.
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Figure 18: Pourcentage d’inhibition du radicale DPPH par I’extrait eau/Ethanol de C.
pepo.

Les résultats présentés dans la figure 18 révelent une relation proportionnelle et
fortement linéaire entre la concentration de l'extrait eau/éthanol de Cucurbita pepo et son
activité antioxydante, comme l'atteste le coefficient de détermination trés élevé (R? = 0,99). En
effet, on observe que le pourcentage d'inhibition du radical libre DPPH augmente de maniére
progressive et continue avec I'¢lévation de la concentration en extrait. A la plus faible
concentration testée, I’extrait induit déja un début de piégeage d'environ 10%. Cette capacité
de piégeage s'intensifie de fagon réguliere pour atteindre son maximum aux alentours de 60%
d'inhibition pour la concentration la plus forte testée. Cette progression chiffrée démontre de
manicre directe que le pouvoir antioxydant de cet extrait dépend strictement de la dose utilisée,
suggérant une concentration efficace en composés bioactifs (tels que les polyphénols) capables

de céder des électrons ou des protons pour stabiliser le radical DPPH.
4.1.3. Piégeage du radicale DPPH par ’extrait eau/acétone

La figure 19 évalue l'activité antioxydante de 1'extrait eau/acétone de Cucurbita pepo par

le test de piégeage du radical libre DPPH.
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Figure 19 : Pourcentage d’inhibition du radicale DPPH par P’extrait eau/acétone de C.
pepo

Selon la figure 19, les résultats obtenus montrent que le pourcentage d'inhibition
augmente proportionnellement avec la concentration de 1'extrait hydroacétonique des graines
de Cucurbita pepo, passant de 17 % a 92 % pour des concentrations comprises entre 10 et 150
mg/mL. Cette augmentation traduit une activité antioxydante dose-dépendante. La régression
linéaire obtenue (R? = 0,97) révéle une forte corrélation entre la concentration de I'extrait et le
pourcentage d'inhibition, témoignant de la fiabilit¢ des résultats expérimentaux. Ces
observations indiquent que 1'extrait hydroacétonique présente un potentiel antioxydant élevé,
susceptible d'étre attribué a la présence de composés phénoliques extraits par le systéme

eau/acétone.
4.1.4. Piégeage du radicale DPPH par I’acide ascorbique

La figure 20 évalue I'activité antioxydante de 1’acide ascorbique utilis¢ comme molécule

de référence par le test de piégeage du radical libre DPPH.
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Figure 19: Pourcentage d’inhibition de I’acide ascorbique.

La figure 20 illustre 'activité antioxydante de l'acide ascorbique, utilis¢ comme molécule
de référence, a travers le test de piégeage du radical libre DPPH. Les résultats révelent une
relation linéaire positive et hautement corrélée entre la concentration en acide ascorbique et le
pouvoir inhibiteur, comme en témoigne le coefficient de détermination élevé (R? = 0,99). En
effet, le pourcentage d'inhibition du radical augmente de manicére progressive et dose-
dépendante, passant d'environ 10 % pour la plus faible concentration testée de 0,025 mg/mL, a
une valeur maximale proche de 90 % pour la concentration de 0,2 mg/mL. Cette augmentation
réguliére met clairement en évidence la forte capacité donneuse d'hydrogéne ou d'électrons de
l'acide ascorbique, confirmant son efficacité remarquable pour neutraliser les radicaux libres
deés les plus faibles doses et validant ainsi rigoureusement le protocole expérimental utilisé pour

I'évaluation des extraits.
4.1.5. Calcul des ICso

Les valeurs d'ICso obtenues pour les trois extraits de Cucurbita pepo (aqueux hydro
¢thanolique et hydroacétonique) ainsi que pour l'acide ascorbique utilis€ comme témoin positif

sont indiquées dans le tableau 9.

Tableau 9:Valeurs des ICso des trois extraits de Cucurbita pepo et I’acide ascorbique

Extraits Eau/éthanol Eau/acétone Acide

ascorbique

ICso (mg/mL) 49,5 119,3 63,06 0,106
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Les résultats du tableau précédents révelent que les trois extraits de possédent une

activité antioxydante variable selon le solvant d'extraction utilisé.

L'extrait aqueux présente la meilleure activité antioxydante parmi les trois extraits, avec une
ICso de 49,5 mg/mL, ce qui indique qu'il est le plus riche en composés polaires hydrosolubles

a pouvoir réducteur, tels que les polyphénols et les flavonoides.

L'extrait hydroacétonique affiche une 1Cso de 63,06 mg/mL, traduisant une activité
modérée, intermédiaire entre les deux autres extraits. Cela suggere la présence de composés

semi-polaires contribuant partiellement au pouvoir antioxydant.

L'extrait hydroéthanolique présente la valeur d'ICso la plus élevée (119,3 mg/mL), et
donc la plus faible activité antioxydante, ce qui pourrait s'expliquer par une extraction moins

s¢lective des composés actifs dans ce solvant.

L'acide ascorbique, utilis¢é comme référence, présente une activité antioxydante trés
puissante avec un ICso de 0,106 mg/mL. Comparativement, les trois extraits montrent des 1Cso
nettement plus élevées, ce qui indique que leur pouvoir antioxydant, bien que réel, reste

inférieur a celui de ce standard.
4.2. Pouvoir réducteur des extraits de Cucurbita pepo par la méthode FRAP

L'objectif principal d'effectuer le test FRAP sur les trois extraits (aqueux,
hydroéthanolique et hydroacétonique) de Cucurbita pepo est d'évaluer et de comparer le
pouvoir antioxydant réducteur de cette plante en fonction de la polarité des solvants utilisés

(fig. 21,22, 23).

En biochimie, I'évaluation du pouvoir réducteur se traduit par une augmentation de
l'absorbance, plus I'extrait est capable de donner des électrons (réduire), plus la couleur se

développe et plus I'absorbance a 700 nm augmente.
4. 2.1. Réduction du fer par I’extrait aqueux de Cucurbita pepo

La figure 21 évalue ’activité antioxydante de l’attrait aqueux de C. pepo par le pouvoir

réducteur FRAP .
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Figure 20: Pouvoir réducteur de I'extrait aqueux de C. pepo.

Selon la figure 21 les résultats du test FRAP montrent une augmentation progressive de
l'absorbance a 700 nm avec I'augmentation de la concentration de l'extrait aqueux de Cucurbita
pepo, indiquant une amélioration de son pouvoir réducteur. La relation logarithmique obtenue
(R? = 0,9845) met en évidence une forte corrélation entre la concentration de 1'extrait et son
activité réductrice. L'augmentation de 'absorbance traduit la capacité des composés bioactifs
présents dans l'extrait a réduire les ions ferriques (Fe**) en ions ferreux (Fe?). Ces résultats
confirment que I'extrait aqueux des graines de Cucurbita pepo posséde une activité
antioxydante significative, probablement liée a sa richesse en composés phénoliques et autres

substances réductrices.
4. 2.2. Réduction du fer par ’extrait eaux/éthanol de Cucurbita pepo

La figure 22 évalue ’activité antioxydante de I’extrait Eaux/éthanol de Cucurbita pepo

par le teste du pouvoir réducteur FRAP.
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Figure 21: Pouvoir réducteur de l'extrait Eau/éthanol de C. pepo.

La figure 22 illustre 1'évolution du pouvoir réducteur de I'extrait hydroéthanolique de
Cucurbita pepo vis-a-vis du fer. Les résultats révelent une augmentation linéaire et dose-
dépendante de 1'absorbance a 700 nm, traduisant une capacité croissante de I'extrait a réduire
les ions ferriques en ions ferreux. Sur le plan quantitatif, I'absorbance minimale est enregistrée
a la plus faible concentration testée, soit une valeur proche de 0,025 pour 1 mg/mL, avant de
progresser régulierement a 0,05 pour 5 mg/mL, puis a environ 0,12 pour 10 mg/mL et 0,22 pour
20 mg/mL. Elle atteint son maximum avec une valeur d'absorbance de 0,42 pour la
concentration la plus €levée de 41,2 mg/mL. Cette relation hautement lin€aire et validée par un
coefficient de détermination exceptionnellement proche de 1 (R* = 0,99). Ces données
démontrent de maniéere rigoureuse la présence de composés bioactifs dotés d'un fort potentiel
donneur d'¢lectrons au sein de cet extrait hydroéthanolique des graines de courge possede une
richesse significative en composés donneurs d'¢lectrons, tels que les polyphénols et les
flavonoides, capables de stabiliser les radicaux libres en interrompant les réactions en chaine

d'oxydation.
4. 2.3. Réduction du fer par I’extrait eaux/acétone de Cucurbita pepo

La figure 23 évalue I’activité antioxydante de I’extrait Eaux/acétone de cucurbita pepo par le

teste du pouvoir réducteur FRAP.
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Figure 22: Pouvoir réducteur de I'extrait Eau/acétone de C. pepo.

La figure 23 illustre I'évaluation du pouvoir réducteur de 1'extrait eau/acétone par le test
FRAP. Les résultats révelent une augmentation progressive et dose-dépendante de I'absorbance
a 700 nm en fonction de la concentration de 1'extrait. En effet, la valeur de I'absorbance passe
d'environ 0,05 pour la concentration la plus faible (1 mg/mL) a une valeur maximale proche de
0,53 pour la concentration la plus élevée (80 mg/mL). Cette relation parfaitement linéaire, un
coefficient de corrélation trés élevé (R = 0,99). L'élévation de I'absorbance traduit directement
une augmentation de la capacité de 'extrait a réduire les ions ferriques en ions ferreux, ce qui
démontre le potentiel antioxydant remarquable et la richesse en composés réducteurs de cet
extrait de Cucurbita pepo.. Ce resulta indique I'extrait possede une activité antioxydante
notable, potentiellement liée a sa richesse en composés phénoliques capables de piéger les

radicaux libres.
4.2.4. Réduction du fer par le BHA

Afin de mesure le pouvoir réducteur de BHA, 1’évolution de I’absorbance a 700 nm en fonction

de sa concentration a été tracée sur la figure 24.

68



PARTIE EXPERIMENTALE RESULTATS ET INTERPRETATION

0,6 - y = 0,2415x + 0,0527
R? = 0,989
0,5 -

0,2 -

Absorbances (700nm)
o
w

0,1 -

0 T T T T T T T 1
0 o025 05 075 1 125 1,5 1,75 2
[BHA] (mg/mL)

Figure 23: Pouvoir réducteur de BHA

Le graphique de la figure 24 illustre la droite du butylhydroxyanisole (BHA), utilisé
comme antioxydant de référence pour 1'évaluation du pouvoir réducteur. Les résultats mettent
en évidence une augmentation linéaire et rigoureusement proportionnelle de I'absorbance a 700
nm en fonction de la concentration en BHA, ce qui valide la haute fiabilité et la reproductibilité
des mesures expérimentales. Cette progression de l'absorbance traduit I'excellente capacité de
ce composé a céder des ¢électrons afin de réduire les ions ferriques en ions ferreux. L'efficacité
antioxydante du BHA se traduit par une concentration efficace a 50 % trés basse (1,85 mg/mL).
Cette faible valeur confirme que le BHA posséde un pouvoir réducteur hautement supérieur, ce

qui est caractéristique des antioxydants synthétiques purs utilisés comme témoins positifs.
4.2.5. Calcul des ECso

L’efficacité (ECso) des différents extraits ainsi que le BHA, calculée graphiquement est

rassemblés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 10:Valeurs des ECso des trois extraits de Cucurbita pepo et le BHA.

Extraits Aqueux Eau/éthanol Eau/acétone BHA

ECs) (mg/mL) 191,06 42,67 66,95 1,85

L'analyse des résultats montre que le pouvoir antioxydant varie de maniere significative

selon la nature du solvant d'extraction, sachant qu'une valeur d’ECsq plus faible indique une
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efficacité plus ¢élevée. Parmi les trois échantillons testés, I'extrait hydroéthanolique manifeste la
plus forte activité antioxydante avec la plus petite ICso (42,67mg/mL), suivi de l'extrait
hydroacétonique (66,95 mg/mL), tandis que l'extrait aqueux s'avere nettement le moins actif
(191,06 mg/mL). Cette différence s'explique par la polarit¢ des solvants qui influence
directement la nature et la quantité des composés phénoliques extraits lors du reflux d'une heure.
Néanmoins, bien que l'extrait hydroéthanolique présente le meilleur potentiel réducteur, son
pouvoir antioxydant reste largement inférieur a celui de la molécule de référence, le BHA, qui

affiche une ECso tres faible de 1,85mg/ml.
5. Résultats de I’inhibition de I’a-amylase
5.1. Inhibition de I’a-amylase par les extraits de C. pepo

Les résultats d’inhibition de I’a-amylase par les extraits eau/éthanol et eau/acétone sont

représentés graphiquement sur les figures 25 et 26, respectivement.
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Figure 24: Pourcentage d’inhibition de I’a-amylase par I’extrait eau/éthanol de C.
pepo.

D’apres la figure 25, les résultats révelent une activité inhibitrice dose-dépendante bien
marquée. En effet, le taux d'inhibition augmente de maniere progressive avec la concentration
de l'extrait, passant d'environ 46% pour la plus faible concentration testée (20 mg/mL) a un
maximum d'environ 70 % pour la concentration la plus €levée (54 mg/mL). Cette capacité a
inhiber 1'a-amylase, une enzyme clé responsable de lI'hydrolyse des glucides complexes en

glucose, suggere que cet extrait posséde un potentiel antidiabétique prometteur. En limitant la

70



PARTIE EXPERIMENTALE RESULTATS ET INTERPRETATION

dégradation des sucres au niveau intestinal, 1'extrait de Cucurbita pepo pourrait ainsi contribuer
efficacement a la réduction de la glycémie postprandiale, ce qui justifie son interet dans la

gestion et le traitement de diabéte de type 2.
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Figure 25: Pourcentage d’inhibition de I’a-amylase par I’extrait Eau/acétone de C. pepo

La Figure 26 met en évidence une relation dose-dépendante entre la concentration de
l'extrait Eau/acétone de Cucurbita pepo et le pourcentage d'inhibition de I'enzyme a-amylase.
En effet, a de faibles concentrations (44 et 52 mg/mL), I'extrait manifeste une activité inhibitrice
relativement faible et stable, oscillant autour de 14% a 16%. En revanche, une augmentation de
la concentration a 66 mg/mL provoque une hausse remarquable du taux d'inhibition, qui bondit
a pres de 60%, pour atteindre son maximum a environ 76% pour la concentration la plus élevée
testée (87 mg/mL). Cette efficacité inhibitrice croissante suggére une forte affinité des
métabolites secondaires présents dans cet extrait « potentiellement des composés phénoliques
ou des flavonoides » vis-a-vis du site actif de I’a-amylase. En bloquant cette enzyme clé
responsable de 1'hydrolyse des glucides complexes en glucose, l'extrait de Cucurbita pepo
démontre un potentiel anti-hyperglycémiant prometteur, ce qui appuie scientifiquement son

utilisation traditionnelle dans la gestion du diabéte de type 2.
5.2. Inhibition de I’a-amylase par ’acarbose

Les résultats d’inhibition de I’a-amylase par I’acarbose sont représentés graphiquement

sur la figure 27.
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Figure 27 : Pourcentage d’inhibition de I’a-amylase par I’acarbose

La figure 27 montre que 'acarbose exerce une inhibition dose-dépendante de I'enzyme
a-amylase, ce qui confirme son statut de molécule de référence pour l'activité antidiabétique.
En effet, le pourcentage d'inhibition augmente de manicre progressive et proportionnelle a la
concentration d'acarbose, passant de 23,53% a une faible concentration de 1 mg/mL,
a41,82% pour 2 mg/mL, avant d'atteindre un pic d'efficacité majeur de 76,26% a une
concentration de 5 mg/mL. Cette forte capacité inhibitrice démontre 1'efficacité de l'acarbose a
ralentir I'hydrolyse des glucides complexes en glucose simple, permettant ainsi de limiter

efficacement 1'hyperglycémie postprandiale caractéristique du diabéte de type 2.
5.3. Comparaison entre I’acarbose et les extraits de Cucurbita pepo.

L'évaluation de 1'activité enzymatique montre que les deux extraits de Cucurbita pepo
exercent un effet inhibiteur dose-dépendant marqué sur la-amylase, bien que leurs efficacités
varient selon le solvant d'extraction. En effet, 'extrait eau/éthanol se révele étre le meilleur
extrait en termes de puissance, puisqu'il induit un fort taux d'inhibition de 68,133 % a une
concentration de 54 mg/mL, comparativement a 1'extrait eau/acétone qui a une concentration
tres proche (52 mg/mL) provoque une inhibition de 16%. Néanmoins, bien que ces extraits
végétaux démontrent un potentiel thérapeutique prometteur dans la gestion de I'hyperglycémie
postprandiale, I'acarbose pur conserve une activité inhibitrice nettement plus puissante a des
concentrations largement inférieures, ce qui s'explique par sa nature de molécule commerciale

hautement purifiée face a la complexité brute des matrices végétales étudiées.
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Les résultats obtenus dans la présente étude révelent que le rendement d'extraction des
graines de Cucurbita pepo varie de maniere selon la nature du solvant utilis¢, avec 1'extrait
hydroacétonique affichant le rendement le plus élevé (10,30 %), suivi de I'extrait
hydroéthanolique (7 %) et de I'extrait aqueux (5,50 %), une hiérarchie qui s'explique par la
capacité des mélanges hydroorganiques a optimiser la solubilisation et la désorption des
métabolites secondaires grace a leur polarité intermédiaire, phénoméne largement corroboré par
Azwanida (2015), qui a démontré que les solvants mixtes surpassent systématiquement les
solvants purs dans l'extraction des composés bioactifs végétaux ; ces valeurs sont comparables
a celles rapportées par Djeridane et al. (2006), sur des plantes de la famille des Cucurbitacées,
ou des rendements oscillant entre 4,8 % et 11,2 % ont été obtenus avec des mélanges acétone-
eau, et se rapprochent également des travaux de Bahorun ef al. (2004), qui ont obtenu des
rendements de 6 2 9 % avec des extraits hydroéthanoliques sur des especes végétales similaires,
confirmant ainsi que le choix du systéme d'extraction constitue une étape décisive dans la

récupération des principes actifs.

Sur le plan de la composition phytochimique, le dosage quantitatif met en évidence que
le mélange hydroacétonique demeure le plus efficace pour l'extraction des polyphénols totaux
(18,57 = 1,39 mgEAG/gE) et des flavonoides (20,91 + 1,17 mgEQC/gE), ce qui s'explique par
la capacité de I'acétone a rompre efficacement les liaisons hydrogénes reliant les polyphénols
aux protéines et aux structures cellulaires de la plante (Nawwar et al., 2013), tandis que l'extrait
aqueux se distingue de maniere spectaculaire par sa charge massive en tanins condensés (172,44
+ 2,24 mgEQC/gE), confirmant le caractére hautement hydrophile de ces macromolécules
polymériques chez Cucurbita pepo (Zhou et al., 2016), des résultats qui concordent avec ceux
de Oueslati ez al. (2012), ayant rapporté des teneurs en polyphénols de 15 a 22 mg/g dans les
extraits acétoniques de Cucurbita pepo et avec Tlili et al. (2011), qui ont mis en évidence des
concentrations €levées en tanins dans les fractions aqueuses de Cucurbita pepo, soulignant
l'importance de la polarité du solvant dans la sélectivité d'extraction. Cette différences de
composition influence directement le comportement des extraits lors des tests antioxydants :
dans le cas du test de piégeage du radical libre DPPH, 1'extrait aqueux manifeste la meilleure
activité avec 1I'ICso la plus faible (49,5 mg/mL), suivi par l'extrait hydroacétonique (63,06
mg/mL) et enfin 1'extrait hydroéthanolique (119,3 mg/mL), bien que tous restent inférieurs a
l'acide ascorbique (0,106 mg/mL), cette performance de l'extrait aqueux s'expliquant par sa
richesse en tanins dont les multiples groupements hydroxyles aromatiques agissent comme

d'excellents donneurs d'hydrogene pour neutraliser le radical DPPH (Hagerman et al., 1998),
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ce qui rejoint les observations de Chahmi ez al. (2015) qui ont rapporté que les extraits aqueux
riches en tanins présentaient des ICso inférieures a 55 mg/mL dans des espéces du genre
Cucurbita ; en revanche, le test FRAP révéle une inversion compléte des tendances, 1'extrait
hydroéthanolique devenant le plus puissant réducteur de fer avec I'ECso la plus basse (42,67
mg/mL), surpassant l'extrait hydroacétonique (66,95 mg/mL) et l'extrait aqueux (191,06
mg/mL), face au standard BHA (1,85 mg/mL), ce comportement indiquant que les molécules
de l'extrait hydroéthanolique opérent principalement via un mécanisme de transfert d'électron
pur, démontrant ainsi que l'efficacité antioxydante dépend davantage de la structure qualitative
des molécules que de leur seule quantité globale (Prior ef al., 2005), une conclusion partagée
par Miliauskas et al. (2004), qui ont observé des inversions similaires entre les tests DPPH et

FRAP sur des extraits végétaux a dominante flavonoidique.

Sur le plan antidiabétique, I'évaluation in vitro de l'inhibition de I'a-amylase révele une
action inhibitrice dose-dépendante remarquable pour les deux extraits organiques testés,
l'extrait hydroéthanolique se montrant plus performant en induisant 68 % a 54 mg/mL, tandis

que l'extrait hydroacétonique, provoque une inhibition moins importante de 16% a 52 mg/mL.

La capacité des extraits des graines de courges a inhiber 1'a-amylase étant directement li¢e a la
présence des flavonoides et des composés phénoliques qui s'associent aux sites actifs de
I'enzyme par des liaisons non covalentes altérant sa conformation et bloquant son pouvoir
catalytique (Lo Piparo et al., 2008), corroborant ainsi les travaux de Kwon et al. (2007) et
d'Adisa er al (2010), qui ont validé le potentiel biomédical des cucurbitacées, et
particulierement de Cucurbita pepo, comme source majeure de molécules bioactives capables
de lutter simultanément contre le stress oxydatif et de réguler les troubles métaboliques liés au
diabete de type 2, positionnant ainsi cette espece comme une ressource phytothérapeutique de
premier plan méritant une investigation phytochimique plus approfondie et des essais

précliniques rigoureux.

En lien avec les activités biologiques, cette richesse différentielle en biomolécules extractibles
dicte le potentiel thérapeutique de la graine de Cucurbita pepo. L'activité antioxydante observée
est liée a la présence de composés phénoliques et de flavonoides, capables de piéger les radicaux
libres et de limiter le stress oxydatif (Aruoma, 2003). Concernant le potentiel antidiabétique,
les extraits de graines de Cucurbita pepo sont reconnus pour leur capacité a inhiber les enzymes
clés du métabolisme glucidique, telles que I'alpha-amylase et I'alpha-glucosidase, ou a stimuler

la sécrétion d'insuline (Adams et al., 2011 ; Kwon et al., 2007). Ainsi, les performances
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supérieures de 'extrait hydroéthanolique suggérent une concentration idéale en principes actifs,
confirmant que le choix du systéme d'extraction est une étape critique pour maximiser la double
efficacit¢ antioxydante et antidiabétique de Cucurbita pepo face aux complications

métaboliques (Teugwa et al., 2013).
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CONCLUSION

En conclusion, ce travail de recherche a permis de valoriser le potentiel phytochimique,
antioxydant et antidiabétique in vitro des graines de courge (Cucurbita pepo), tout en
démontrant l'influence déterminante de la polarité du solvant sur I'extraction des principes actifs
et leurs efficacités biologiques. Le criblage quantitatif a révélé que le mélange Eau/Acétone est
le systéme le plus performant pour la solubilisation des polyphénols totaux et des flavonoides,
tandis que I'extrait aqueux pur se distingue par une richesse sélective et exceptionnelle en tanins
condensés. Sur le plan fonctionnel, I'évaluation du pouvoir antioxydant a mis en évidence une
forte capacité de piégeage des radicaux libres par le test DPPH en faveur de l'extrait aqueux,
complétée par une excellente capacité de réduction du fer par le test FRAP pour l'extrait
Eau/Ethanol ; des variations qui suggérent une action synergique différenciée des classes de
composés selon le mécanisme mis en jeu. De plus, 1'étude de 'activité antidiabétique in vitro a
confirmé le potentiel thérapeutique des graines a travers une inhibition dose-dépendante

remarquable de I'enzyme a-amylase.

L'ensemble de ces résultats scientifiques valide ainsi 'usage traditionnel et le statut de
« super-aliment » de Cucurbita pepo comme source prometteuse d'agents antioxydants et
régulateurs de I'hyperglycémie postprandiale. Pour valoriser et prolonger ces travaux
encourageants, les perspectives de recherche s'orienteront vers l'utilisation de méthodes
chromatographiques avancées (comme I'HPLC-MS) afin d'isoler et d'identifier précisément les
molécules bioactives responsables. Enfin, 1'évaluation de l'activité inhibitrice sur une seconde
enzyme clé, I’o-glucosidase, combinée a la réalisation d'é¢tudes in vivo sur des modeles
animaux, s'aveére indispensable pour décrypter les mécanismes physiologiques globaux et

confirmer définitivement les effets protecteurs de ces extraits.
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Résumé

Ce travail a porté sur I'évaluation phytochimiques qualitative et quantitative des graines de courge (Cucurbita pepo)
ainsi que sur 1'¢tude des potentiels antioxydant par deux méthodes (DPPH et FRAP) et inhibiteur de 1’a-amylase in vitro de
différents extraits (aqueux, hydroéthanolique et hydroacétonique). L'analyse quantitative révéle que l'extrait hydroacétonique
est le plus riche en polyphénols totaux (18,57 +1,39 mgEAG/gE) et en flavonoides (20,91 + 1,17 mgEQC/gE), tandis que
l'extrait aqueux se distingue par une teneur exceptionnellement élevée en tanins condensés (172,44 +2.24 mgEQC/gE).
L'activité antioxydante, évaluée par le test de piégeage du radical libre DPPH, a démontré que l'extrait aqueux possede le
meilleur pouvoir inhibiteur avec une ICso de 49,5 mg/mL, surpassant les extraits hydroacétonique (63,06 mg/mL) et
hydroéthanolique (119,3 mg/mL), bien que restant inférieure a celle du témoin positif, I'acide ascorbique (ICso = 0,106 mg/mL).
Parallélement, le test FRAP de réduction du fer confirme la forte capacité antioxydante de l'extrait hydroéthanolique qui affiche
I'efficacité la plus prometteuse avec une ECso de 42,67 mg/mL. Enfin, 1'évaluation du potentiel antidiabétique via l'inhibition
de l'a-amylase a mis en évidence un effet dose-dépendant remarquable pour les extraits testés ; 'extrait hydroéthanolique atteint
un pourcentage de 68% d'inhibition a 54 mg/mL, tandis que I'extrait hydroacétonique se montre moins performant en atteignant
un taux d'inhibition de 16% a une concentration de 52 mg/mL.

L'ensemble de ces résultats valorise les extraits de Cucurbita pepo comme des sources naturelles majeures de
molécules bioactives dotées de propriétés antioxydantes et d'une activité inhibitrice enzymatique d'intérét pour la gestion du
diabéte.

Mots clés : Cucurbita pepo, graines de courge, composés phénoliques, activité antioxydante, DPPH, FRAP,
inhibition de 1'a-amylase.

Abstract

This work focused on the qualitative and quantitative phytochemical evaluation of pumpkin seeds (Cucurbita pepo),
as well as the assessment of their antioxidant potential using two methods (DPPH and FRAP) and their in vitro o-amylase
inhibitory activity in different extracts (aqueous, hydroethanolic, and hydroacetonic).

Quantitative analysis revealed that the hydroacetonic extract was the richest in total polyphenols (18.57 + 1.39 mg GAE/gE)
and flavonoids (20.91 + 1.17 mg QE/gE), whereas the aqueous extract was characterized by an exceptionally high content of
condensed tannins (172.44 + 2.24 mg QE/gE). Antioxidant activity, evaluated by the DPPH free radical scavenging assay,
demonstrated that the aqueous extract exhibited the highest inhibitory capacity with an ICso value of 49.5 mg/mL,
outperforming the hydroacetonic (63.06 mg/mL) and hydroethanolic (119.3 mg/mL) extracts, although remaining lower than
that of the positive control, ascorbic acid (ICso = 0.106 mg/mL). In parallel, the ferric reducing antioxidant power (FRAP) assay
confirmed the strong antioxidant potential of the hydroethanolic extract, which displayed the most promising activity with an
EC50 value of 42.67 mg/mL.

Finally, the evaluation of the antidiabetic potential through a-amylase inhibition revealed a remarkable dose-dependent effect
for the tested extracts. The hydroethanolic extract achieved 68% inhibition at a concentration of 54 mg/mL, whereas the
hydroacetonic extract was less effective, reaching only 16% inhibition at a concentration of 52 mg/mL.

Overall, these findings highlight Cucurbita pepo extracts as important natural sources of bioactive compounds with
antioxidant properties and enzyme inhibitory activity of potential interest for diabetes management.

Keywords : Cucurbita pepo, pumpkin seeds, polyphenol compounds, antioxidant activity, DPPH, FRAP, a-amylase
inhibition.



