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Résumeé

Ce travail a pour objectif, d’une part, I’analyse quantitative et qualitative par HPLC
couplée a la spectrométrie de masse des polyphénols et des caroténoides du fruit de la
courge Cucurbita moschata (Duchesne) récolté a trois stades végeétatifs différents (vert
jeune, vert immature et mir) et, d’autre part, I’exploration in Vitro de ses propriétés
antioxydante et antimicrobienne et in Vivo de son pouvoir anti-inflammatoire.

Les résultats obtenus indiquent que c’est la courge récoltée au stade vert immature qui est
la plus riche en polyphénols totaux (97.43 + 3.60 mg Eq AG/100g) et en flavonoides
totaux (28.66 + 0.33 Eq Q/100g) ; ces teneurs diminuent respectivement a 55.60 + 3.60 mg
Eq AG/100g et a 19.60 + 1.25mg Eq Q/100g au passage du fruit au stade mdir.

Par contre, les teneurs les plus élevées en caroténoides totaux (0.415 + 0.19 mg ECa/100g)
ont été trouvées chez la courge récoltée au stade mdr. Les extraits de caroténoides
montrent une activité antioxydante plus élevée par rapport aux extraits phénoliques selon
les deux méthodes (DPPH et ABTS) utilisées. Cependant, selon la méthode d’ABTS, la
comparaison du pouvoir antioxydant des extraits de caroténoides de courge de différents
stades de maturation, indique que le plus élevé est celui correspondant au stade mar (6.491
+ 0.005 uM trolox équivalent/g). Les résultats de 1’activité antibactérienne ont montré des
diametres des zones d’inhibition ne dépassant pas 11 mm avec I’extrait phénolique de
courge du stade vert immature. Dans les tests de ’inflammation in vitro, la capacité des
caroténoides de fruit mQr a protéger contre la dénaturation protéique est la plus élevée de
(66.17+0.26 %) et de (54.11+0.55 %) contre la lyse membranaire des globules rouges du
sang.

Les extraits de caroténoides et de polyphénols du fruit mdr testés ont montré in vivo une

bonne activité contre I’inflammation induite par la carragénine 1%.

Mots clés : Cucurbita moschata, Caroténoides, Polyphénols, Propriétés biologiques.
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Abstract

The aim of the present work is to assess the quantitative and qualitative aspect of

polyphenols and carotenoids of pumpkin, Cucurbita moschata (Duchesne), using high
performance liquid chromatography—diode array detection—electrospray ionisation tandem
mass spectrometry (HPLC-DAD-ESI-MS), at different ripening stages (young, pre-mature
and mature) on one hand. On the other hand, antioxidant and antimicrobial activities were
investigated in Vitro; while the anti-inflammatory activity was carried out in Vivo.

The results obtained have shown that the pre-mature pumpkin fruit contained the highest
amount of total phenols (97.43 £ 3.60 mg Eq AG/100g) and carotenoids (28.66 + 0.33 Eq
Q/100g). These values decreased to 55.60 + 3.60 mg Eq AG/100g and 19.60 + 1.25mg Eq
Q/1009), respectively when reaching the mature stage.

The highest levels of total phenols (97.43 + 2.20mg Eq AG / g) and flavonoids (28.66 +
0.33mg Eq Q / g) were found in the phenolic extract of the pre-mature pumpkin fruit. In
contrast, the highest levels of total carotenoids (0.415 + 0.19 mg ECa / g) were found in the
mature fruit. Antioxidant activity of carotenoid extracts of pumpkin fruit was higher than
that of polyphenol extracts when using both DPPH and ATBS methods. However,
antioxidant activity of carotenoid extracts measured with the ATBS method was higher in
the mature pumpkin fruit (6.491 + 0.005 uM trolox équivalent/g) in comparison to that of
the young and pre-mature fruit. Maximal antibacterial activity (inhibition zone diameter =
11 mm) was obtained with the phenolic extracts of pre-mature pumpkin fruit.

The carotenoid extracts of mature pumpkin fruit exhibit a level of protection of 66.17%
against protein denaturation and 54.11% against membrane lysis in the in vitro tests of
inflammation.

The polyphenol and carotenoid extracts of the different pumpkin fruits showed in vivo an

activity against carrageenan-induced inflammation.

Key words: Cucurbita moschata, Carotenoids, Polyphenols, Biological properties.
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- AA: Acide acétique

- ABTS:Acide 2,2’azino bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)
- AC caf : Acide caféique

- ACN : Acetonitrile

- ADN: Acide désoxyribonucléique

- AF: Acide formique

- APCI: atmospheric pressure chemical ionization

- ARN: Acide ribonucléique

- B. subtilis: Bacillus subtilis

- Bbl12 : Bifidobacterium animalis sbsp lactis

- BHT: Butylated hydroxytoluene

- C: Coumarine

- Car : Caroténoides

- Chl : Chlorophylle

- CLSI : Clinical and Laboratory Standards Institute
- CMI : Concentration Minimale Inhibitrice

- CRPr: C-réactive protéine des rats

- DAD: Diode array detector

- DMLA : Dégénérescence musculaire liée a I’age

- DMSO: Diméthylsulfoxyde

- DPPH: 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl

- E. coli : Escherichia coli

- E. hirae : Enterococcus hirae

- EC: Extrait caroténnoides

- ECa: Equivalent de p-carotene

- EGa: Equivalent Gallic acid

- EP : Extrait phénolique

- EQ: Equivalent Quercetin

- ESI: Electrospray ionization

- EtOH: Ethanol

- FIC: Fractional Inhibitory Concentration

- FNSr: Formule de Numération Sanguine des rats
- H2SO4: Acide sulfurique.

- HCI: Chlorure d’hydrogeéne.

- HOCI : Hypochlorous acid

- HPLC : Chromatographie en phase liquide & haute performance
- HRBC : Hemolysis Red Blood Cells

INST : Institut National des Standards et de la technologie
IR : Infrarouge

K : Kaempférol
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- L. monocytogenes : Listeria monocytogenes

Lb. rhamnosus : Lactobacillus rhamnosus

LC-MS: Liquid chromatography—mass spectrometry.

- LC-MS/MS: Liquid Chromatography Coupled to tandem Mass Spectrometry
- LOD: Limit Of Detection

- MH : Mueller Hinton

- MTBE : Méthyl tert-butyl éther

- MeOH : Méthanol

- mM : Millimole

- nm: Nanometre

- NO : Monoxyde d’azote

- NOS: oxyde nitrique synthase ou monoxyde d’azote synthase
- O2°7: Anion superoxyde

- OH : hydroxyle

- P. aeruginosa : Pseudomonas aeruginosa

- P. mirabilis : Proteus mirabilis

- P/V : Poids / Volume.

- PDA : Photodiode Array

- pH: Potentiel d’hydrogéene.

- PLE : Pressurized Liquid Extraction

- Poly : Polyphenols

- ppm : Parties Par Million.

- Q : Quercétine

- Ru: Rutine

- R-: Radical peroxyle.

- ROe- : Radical alkoxyle

- ROO- : Radicaux peroxydes

- ROS: Reactive Oxygen Species.

- Rt : Temps de Rétention

S. aureus : Staphylococcus aureus

S. typhimurium : Salmonella typhimurium
Te : Trolox equivalent

TEAC : Trolox equivalent antioxidant capacity
- UFC : Unité Formant Colonie

V/V: Volume/Volume
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Introduction

Depuis des milliers d'années, I'numanité a utilisé diverses ressources trouvées dans
son environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies (Lee, 2004).
L’histoire des plantes aromatiques et médicinales est associée a I’évolution des
civilisations. Dans toutes les régions du monde, I’histoire des peuples montre que ces
plantes ont toujours occupé une place importante en médecine, dans la composition des

parfums et dans les préparations culinaires.

Actuellement, I'organisation mondiale de la santé (OMS, 2002) estime qu'environ
80% des habitants de la planéte ont recours aux médecines traditionnelles a base de plantes
en tant que soins de santé primaire (Famsworth et al., 1985; Fleurentin et Pelt, 1990). A
I'origine, ces ressources étaient employées sous leur forme brute, puis au fil du temps, les
différentes préparations d'extraits et de concentrés ont permis d'en intensifier l'effet

médicinal des plantes (Tyler, 1999).

A partir du XIXéme siécle, les molécules responsables des effets thérapeutiques ont
été isolées et ont servi de prototypes a I'élaboration de médicaments conventionnels
(Butler, 2004; Patwardhan, 2005). Plus de 120 composés provenant de plantes sont
aujourd'hui utilisés en médecine moderne et prés de 75% d'entre eux sont utilisés selon leur
usage traditionnel (Famsworth et coll, 1985; Cordell et Colvard, 2005). De nombreuses
¢tudes ont mis en évidence la présence de métabolites secondaires doués d’activités
biologiques telles que les polyphénols, caroténoides, alcaloides, terpenes, etc... Les
caroténoides et les composés phénoliques ont montré une forte capacité antioxydante
(Giovanelli et Buratti, 2009). En raison de leur origine naturelle, les antioxydants obtenus a
partir de plantes ont plus d’avantages par rapport aux antioxydants synthétiques (Ndhlala et
al., 2010). Le plus souvent, les antioxydants synthétiques utilisés dans l'industrie

alimentaire a des doses elevées présentent des effets genotoxique et cancérigene.

L’une des caractéristiques communes dans la pathogenése de la plupart des maladies
chroniques est I'implication du stress oxydatif lié a la production des especes réactives de
I'oxygene (ROS). En raison de leur grande réactivité et leur faible stabilité, les ROS entrent
en réaction avec les lipides, les protéines et I'acide désoxyribonucléique (DNA) en

générant des métabolites oxydés (Kimura et al., 2005). Ils provoquent une détérioration
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progressive de la fonction des cellules, tissus et systemes de l'organisme (Valko et al.,
2007). Le traitement des infections bactériennes est en général basé sur 1’utilisation des
antibiotiques. La tres grande utilisation souvent inadaptée de ces molécules
antibactériennes aentrainé la sélection de souches bactériennes multirésistantes (Archibalt
etal., 1997).

Le traitement actuel de I'inflammation fait appel aux anti-inflammatoires stéroidiens et
non stéroidiens. Ces molécules bien qu'étant efficaces présentent le plus souvent des effets
indésirables pouvant géner leur utilisation a long terme tels que les maladies gastro-
intestinales, I’inhibition de I’agrégation plaquettaire et la toxicité hépatique et urinaire
(Gaziano et Gibson, 2006 ; Batlouni, 2010).

Les extraits bruts des plantes commencent a avoir beaucoup d’intérét comme source
potentielle de molécules naturelles bioactives. Ils font I’objet d’étude pour leur éventuelle
utilisation comme alternative pour le traitement des maladies infectieuses et pour la
protection des aliments contre 1’oxydation. Ils interviennent dans la prévention et le
traitement des maladies liées au stress oxydatif tels que les cancers, la cataracte,
I’athérosclérose, le diabete, I’hypertension artérielle, les maladies neuro-dégénératives et
I’arthrite (Chun et al., 2005).

Il est donc important d’orienter les recherches vers le criblage de nouvelles molécules
bioactives a partir des végétaux qui ont toujours servi de base a 1’élaboratio de nouveaux
médicaments (Oussou et al., 2010). Les plantes sont de plus en plus utilisées par
I'industrie pharmaceutique, environ de 35000 especes sont employées de par le monde a
des fins médicinales (Elgaj et al., 2007).

Le continent africain est doté d’une biodiversité parmi les plus riches dans le monde,
avec un nombre trés élevé des plantes utilisées comme herbes, comme aliments naturels et

pour des buts thérapeutiques (Farombi, 2003).

La flore algérienne est caractérisée par sa diversité florale: Méditerranéenne,
Saharienne et une flore paléo-tropicale, estimée a plus de 3000 especes appartenant a

plusieurs familles botanique (Ozenda, 1997). Ces espéces sont pour la plupart spontanées
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avec un nombre non négligeable (15%) d’espéces endémiques (Ozenda, 1997) ; ce qui a

donné a la pharmacopée traditionnelle une richesse inestimable.

Parmi les plantes médicinales qui constituent le couvert végétal, se trouve 1’espece
Cucurbita moschata qui est une plante herbacée annuelle de la famille des Cucurbitaceae
et du genre Cucurbita; issue des zones tropicales et subtropicales telles que le Mexique et
I'’Amérique du Sud avec une forte consommation sur le marché local. Les trois principales
especes domestiquées sont Cucurbita pepo, Cucurbita maxima et Cucurbita moschata.
Elles sont désormais cultivées dans tous les continents. C'est une culture végétale
traditionnelle ayant une grande importance nutritionnelle et économique, cultivée pour

leurs graines, fruits immatures et matures (Quasim et al., 2005, Azizah et al.,2009).

C'est une bonne source en éléments nutritifs tels que le potassium et les vitamines
B2, C et E; 100 g de poudre de courge contient 4.09 g de lipides, 21.06 g de glucides et
301.57 mg de calcium (Gliemmo et al., 2009). Les molécules bioactives les plus
abondantes dans la courge sont les caroténoides et les polyphénols (Gliemmo et al., 2009).

Le fruit de la courge possede plusieurs propriétés physiologiques bénéfiques ; une
activité immunologique et d'autres activités pharmacologiques telles que les propriétés
protectrices du foie, anti-cancérigénes,  antimicrobiennes, antioxydantes et anti-

inflammatoires (Escalada et al., 2009).

Dans le présent travail, nous chercherons a mettre en évidence et a démontrer ce que
le fruit de la courge Cucurbita moschata recéle comme propriétés biologiques a effet santé.
Dans un premier temps, une méthode d’extraction des caroténoides et des polyphénols a
été optimisée a partir de trois échantillons différents choisis sur la base du cycle végetatif
du fruit; avant qu’ils ne soient identifiés et quantifiés par des méthodes

chromatographiques et colorimétriques.

Dans un deuxiéme temps, une méthode a été développée pour la separation et
I’identification de la famille des caroténoides et des composés phénoliques avec la
chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS). Cette méthode
nous a permis l’identification et la quantification des principaux caroténoides que

contiennent les fruits de courge issus des trois stades de maturation différents
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Dans un troisieme temps, les propriétés biologiques de ces deux grandes familles
ont été étudiées. La premiere partie de cette thése présente une revue de la littérature sur
la structure, les propriétés chimiques et biologiques des caroténoides et des polyphénols.
La seconde partie décrit les techniques expérimentales utilisées au cours de ce travail.
Enfin, les résultats obtenus au cours de cette thése sont présentés et discutés dans la

troisiéme partie.
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CHAPITRE I :

LA COURGE :

COMPOSITION
ET
INTERETS SANTE
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Chapitre I : La courge : composition et intéréts santé.
I.1.Données botaniques sur la courge (Cucurbita moschata, Duchesne)

La courge musquée (Cucurbita moschata) appartient & la famille des Cucurbitacées,
sous-famille des Cucurbitoideae, tribu des Cucurbiteae (Priyanka et Goutam, 2016).
Elle comporte 12 a 14 especes, toutes originaires d’Amérique du Nord (Sud des
Etats Unis), du Sud d’Amérique centrale et de I'Amérique du Sud (Nord Pérou et
du Mexique) (Genevois et al., 2014). Elle est largement cultivée dans tous les pays
chauds et tempérés. C'est un genre d'une assez grande importance économique, il
comprend en effet la plupart des espéces cultivées sous le nom de courge (Qian,
2014).

Classification botanique :

Regne Plantae

Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Violales

Famille Cucurbitaceae
Sous-famille Cucurbitoideae
Tribu Cucurbiteae

Genre Cucurbita

Nom binominal Cucurbita moschata (Cronquist, 1981)

Figure 1 : le fruit mdr de Cucurbita moschata (Benalia, 2016)

Chapitre | : La courge : composition et intéréts santé.
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Toutes les especes du genre Cucurbita sont originaires des régions tropicales
d'’Amérique (Prakash et al., 2013). Plusieurs d'entre elles ont été domestiquées trés tot par
les peuples du continent américain. Les trois principales especes domestiquées Cucurbita
pepo, Cucurbita maxima et Cucurbita moschata sont désormais cultivées dans tous les

continents (Barboza et al., 2012).

L’espece cucurbita est une plante herbacée annuelle a longues tiges, rampantes, qui
s‘accrochent par des vrilles a tout support. Toute la plante est couverte de poils souples,
non épineux (Carvalho et al., 2012). Les tiges produisent des racines adventices a chaque
entrenceud. Si la plante grimpe sur un support, ces racines sont aériennes et peuvent

atteindre plus d'un métre de long en climat chaud et humide (Junxin et al., 2011).

Les feuilles sont grandes, entieres, a nervation palmée, formant cingq lobes peu
marqués mais présentant des angles nets. Elles peuvent atteindre cinquante centimeétres de
diametre et sont veloutées, de couleur verte plus ou moins marbrée de blanc (selon les
variétés et les conditions de culture) (Noelia et al., 2011). Les fleurs a sexes séparés

(plante monoique) ont des couleurs variant du jaune a I'orange (Escalada et al., 2009).

Les fruits sont en général de forme allongée, avec une extrémité renflée en massue
ou en forme de bouteille, parfois sphérique, plus aplatie ou cotelée (Fissore et al., 2009).
Leur couleur est aussi trés variable : vert sombre, orangé, créme... A maturité, ils sont

revétus d'une poussiére glauque caractéristique (Fig. 2) (Gliemmo et al., 2009).

(A) (B)

Figure 2 : le fruit de courge (cucurbita moschata) a deux stades vegétatifs différents

stade jeune, (B) : stade en moyenne maturité (Benalia, 2016)

Chapitre | : La courge : composition et intéréts santé.
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Un caractere spécifique est la forme du pédoncule, qui présente cing cotes bien
marquées et s'élargit en s'épatant au point d'insertion sur le fruit. La chair est épaisse et de
couleur plutdét foncée, variant du rouge a l'orangé (Azizah et al., 2009). Les graines
aplaties ovales, sont gris brun, rugueuses avec des marges fortement marquées et ondulées
(Tao et al., 2008).

Dans le monde entier, la consommation des fruits de Cucurbita qui sont
probablement classés parmi les premiers fruits, ne cesse daugmenter (tableau 1) (FAO,
2016). En Algérie, Selon les services agricoles, les superficies consacrées a cette culture ont
atteint durant la saison écoulée environ 400 hectares dans chaque Wilaya, soit une production

globale d'environ plus de 44.000tonnes (Benalia, 2016).
1.2. Constituants d'intérét de la courge
I.2.1. Les caroténoides

Le terme de caroténoides dérive de « Daucus Carota» qui est le nom latin de la
carotte, de laquelle le PB-caroténe fut extrait et isolé, pour la premiére fois, en 1831 par
Wackenroder. Plus de 700 membres de cette famille sont aujourd’hui connus et la structure

chimique de 500 d’entre eux est pleinement élucidée (Britton, 2004 ; Reynaud, 2009).

Les caroténoides représentent une grande famille de micronutriments qui peuvent se
trouver dans plusieurs fruits et Iégumes ou ils sont a I’origine de leur coloration qui varie du
jaune au rouge violacé (Maiani et al., 2009). Lorsqu’un caroténoide est associé a une protéine,
la coloration peut étre bleue ou verte (Reynaud, 2009). Dans les tissus verts, la couleur des
caroténoides est masquée par celle de la chlorophylle. Elle devient visible lors de la
disparition de celle-ci durant I’automne (Sy et al., 2011). Ces pigments naturels tres répandus
dans la nature, plus de 700 ont éte isolés et caractérisés (Fig. 3) (Oliver et Mou, 2000).

Les caroténoides sont des métabolites secondaires principalement synthétisés par les
végétaux, les algues, les microorganismes — bactéries, levures et champignons filamenteux,
ils sont employés en tant qu'additifs dans l'industrie alimentaire et pharmaceutique (Sandmann
et al., 1999). lls suscitent un intérét grandissant grace a leurs propriétés pro-vitaminique
(vitamine A), antioxydante et anti-radicalaire (Gu et al.,, 2007). La production des
caroténoides est dominee par la syntheése chimique et I'extraction a partir des plantes ; la

Chapitre | : La courge : composition et intéréts santé.
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Tableau 1 : Production de courge dans le monde (FAO, 2016).

Production en tonnes de courges. Chiffres 2004-2005-2016

2004
EMChine 5667398 29 %
==Inde 3500000 18 %
mmRussie 863669 4%
™= Ukraine 1023200 5%
==Ftats Unis 815320 4%
B-EMexique 535000 3%
"= Indonésie 179 845 1%
B Nitalie 495372 3%
E=Cuba 517151 3%
EATurquie 374000 2%
I=Espagne 300000 2%
=Eqypte 678254 4%
EA—C‘—W ue du  s67755 206
;C—mée W a0a33 2%
WPhilippines 397015 2%
Autres pays 3292288 17%

Total 19 310 604 100 %

2005

5767700

3500 000

844 799

1072 000

861 870

560 000

180 029

488 083

520 000

376 000

300 000

690 000

378 776

310 000

392 961

328 5731

19 527 949

30 %

18 %

4%

5%

4%

3%

1%

2%

3%

2%

2%

4%

2%

2%

2%

17%

100 %

2016

7789 437

5073678

1224711

1209 810

1005 150

677 048

603 325

580 188

518 862

489 999

476 396

463 451

419 791

371391

294 125

5289 256

26 486 618

29 %

19 %

5%

5%

4%

3%

2%

2%

2%

2%

2%

2%

2%

1%

1%

20%

100%
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production a partir de la biosynthese microbienne n'est pas tres importante par rapport aux

autres types d'obtention (Suzuki et al., 2010).

Cependant, la recherche pour la réduction des colts de production des colorants naturels
issus de microorganismes est en expansion (Ansari et al., 2004). Ces recherches visent a
découvrir des souches microbiennes sauvages nouvelles qui favoriseraient le développement
de procédés d'obtention des colorants au label « naturel » par rapport a ceux obtenus par

synthese chimique ou méme par extraction a partir des plantes (Dufossé, 2006).

Y=cansteno

B-criptoxantina

Fegwantina

Figure 3 : Structure chimique des principaux caroténoides (Sy, 2011)
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Kaulmann et al. (2014) citent une étude réalisee par BCC (Business Communications
Company Inc) qui rapporte que le marché mondial des caroténoides représentait 887 millions
de dollars en 2004 et a éte estimé a plus de 1 milliard de dollars en 2009, avec une croissance
moyenne annuelle de 2.9 %. L'alimentation est le plus important secteur d'utilisation des
caroténoides ou le B-carotene est le caroténoide le plus utilisé, représentant 242 millions de
dollars en 2004 (tableau 2) (Aktas et al., 2011).

Tableau 2: Sources principales de quelques caroténoides ayant une importance nutritionnelle
(Britton et al., 2009).

Caroténoide Sources alimentaires Teneur*
B-Caroténe Abricot, brocoli, carotte, chou, mangue, huile de | ++++
palme, épinard, patate douce
Chou de Bruxelles, mangue, péche, poivron +++
Goyave, laitue, orange, papaye, petits pois, courge, ++
Beurre, pamplemousse, mandarine +
B-Cryptoxanthine | Kaki, cerise de cayenne ++ +
Papaye, poivron, courge, mandarine ++
Lutéine Brocoli, Iégumes-feuilles, poivron +++
Jaune d'oeuf, courge ++
Lycopéne Tomate, pasteque ++++
Carotte, goyave +++
Pamplemousse rose, papaye, ++
Abricot, kaki +
Zéaxanthine Poivron +++ +
Kaki, courge, mais ++

* ++++ : teneur treés élevée (>2 mg/100g de matiére fraiche) ; ++ : teneur élevée (0,5
a 2 mg/100g) ++ : teneur modérée (0,1 a 0,5 mg/100q) ; + : faible teneur (0 a 0,1
mg/100g).
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1.2.1.1. Structure chimique des différents caroténoides

Les caroténoides représentent une famille de pigments naturels largement répandus dans
le monde vivant (végétaux, animaux, bactéries et champignons) (Rodriguez-Amaya,
2010). Ce sont des molécules lipidiques appartenant a la famille des terpénes, comportant
généralement 40 atomes de carbone, structurés en 8 unités isopréniques jointes de fagon a
ce que la séquence soit inversée au centre. L'organisme humain est incapable de les synthétiser,

ils sont fournis par I'alimentation (Fig. 4) (Reynaud, 2009 ; Mata-Gémez et al., 2014).

La structure de base des caroténoides est linéaire et symétrique, mais une cyclisation
d'une des extrémités ou des deux est possible. D'autres transformations de la structure comme
I'nydrogénation, la déshydrogénation ou I'oxydation sont responsables de leur altération pour
la grande variété des caroténoides connus. Les doubles liaisons conferent a la molécule un
caractére chromophore et sont responsables de la coloration des caroténoides (Reynaud,
2009).

UNITE ISOPRENIQUE

| | | I
l \WMK ; R
R ™" = = N e x

Figure 4 : Structure de base des caroténoides (Reynaud, 2009)

1.2.1.2. Propriétés physico-chimiques des caroténoides.

Les caroténoides sont insolubles dans I'eau et solubles dans les solvants apolaires et
également dans les graisses alimentaires (Kapinga et al., 2009). Le spectre d'un caroténoide

posséde trois maxima, dont les longueurs d'onde dépendent du nombre de doubles liaisons
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conjuguées. Les longueurs d'onde d'absorption des caroténoides colorés sont comprises entre

400 et 700 mn dans le spectre de lumiére visible (Frigaard, 2008).

A l'opposé des colorants artificiels, les colorants naturels sont trés sensibles a
I'oxygéne, la lumiere et la chaleur ; cette instabilité est liee a la longue chaine carbonée
insaturée. Les caroténoides sont aussi sensibles au pH et aux ions métalliques, qui augmentent

la dégradation des pigments conduisant a la perte de la couleur (Kurz et al., 2008).

Les caroténoides sont employes dans les industries alimentaires, cosmétique et
pharmaceutique en tant qu'additifs, pour leurs caractéristiques biologiques et colorantes
(Sandmann et al., 1999).

Les caroténoides sont connus pour leurs propriétés antioxydantes (Palozza et al., 1996),
leur activité anti-radicalaire (Faure et al., 1999) et pro-vitaminique A (Fontana et al., 1997).
Les avantages des caroténoides en tant que colorants sont leur stabilité aux différents pH (4-7)
des nombreux aliments, et le fait que l'addition des différents additifs, comme I'acide

ascorbique, n'affecte pas leur structure (Kusdiyantini, 1998).

1.2.1.3. Biosynthése des caroténoides

Le schéma de biosynthése des caroténoides proposé par Britton (1989) est divisé en
cing étapes, constituées en une premiére phase, la formation du phytogéne, la dénaturation, la
cyclisation et la formation des xanthophylles. Les premieres étapes (Davies et Taylor, 1976 ;
Calo et al., 1995) sont communes a toutes les réactions de biosynthese des terpénoides et
résultent de la formation d'un composé a vingt carbones, le géranyl géranyl di phosphate
(GGDP) (Fig. 5) (yang, 2013).

Les caroténoides sont issus de la voie des mévalonates. La formation des
caroténoides par la voie du mévalonate est initiee par la formation de I'acide meévalonique,
intermédiaire clé de la biosynthése, a partir de I'Acétyl-CoA. A partir de I'acide mévalonique,
il y ala formation du pyrophosphate d'isopentényle (IPP) qui, par une isomérisation, est
transformé en pyrophosphate de diméthyle-allyle qui est la molécule de base pour
I'allongement de la chaine. Par additions successives de molécules de pyrophosphate

d'isopentényle, il y a formation du pyrophosphate de géranyl (10 carbone), pyrophosphate de
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farnésyle (15 carbone) et du géranyl-géranyl di phosphate (20 carbones) (Omayma et Singab,
2013).

IPP \p1 cgps GGPP
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Une des enzymes impliquéesdans la
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Figure 5: La voie de biosynthése des caroténoides (Sy, 2011)

La réaction clé pour la formation du squelette des caroténoides est la condensation de
deux molécules de géranyl géranyl di phosphate (20 carbones) qui conduit a la formation du
phytogene (incolore) qui est le premier caroténoide a 40 atomes de carbone. La formation de
caroténoides colorés nécessite un systeme d'extension de doubles liaisons par une série de
réactions de déshydrogénation. La désaturation du phytogene donne successivement du
phytofluéne, du - caroténe, du neurosporéne et du lycopéne. Ce sont tous des précurseurs de

caroténoides cyclisés. La formation des xanthophylles par I'hydroxylation de I'a-caroténe et
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du B-caroténe fait partie des dernieres étapes de la biosynthése des caroténoides colorés
(Carvalho et al., 2012).

La voie de biosynthése de la butine n'est pas encore bien connue, mais il est probable
que le caroténoide C40, précurseur de la lux' Me, soit a priori le lycopene (Fig. 6) (Bouvier et
al., 2003). Deux hypotheses sur la voie de synthése de la bixine sont rencontrées dans la
littérature. Selon Jako et aL (2002), la norbixine et la bixine sont formées a partir du
lycopene ; alors que Toccluni et Meracadante (2001), ont proposé une autre voie de
biosynthese dans laquelle, la bixine serait d'abord formée et la norbixine obtenue par
saponification.

La production des caroténoides par voie biotechnologique suscite un grand intérét ; de
nombreuses études sont realisées avec l'objectif d'optimiser le procédé d'obtention des
produits d'origine naturelle a I'échelle industrielle (Dufosse, 2006). De nos jours, la
production industrielle des caroténoides microbiens est limitée par la faible production des
caroténoides par les souches sauvages connues et par le manque d'informations du mécanisme

pigmentaire des microorganismes (Buzzini, 2000).
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Figure 6: Schéma de conversion du phytogéne en lycopéne (Porter et Lincoln, 1950).
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1.2.1.4. Intéréts santé des caroténoides

Les caroténoides sont des pigments possédants des activités biologiques

trés intéressantes.
-Caroténoides et photo-protection.

Le role de protection des caroténoides contre les dommages causés aux organismes
vivants par la lumiére est essentiel. En effet, I’énergie lumineuse, associée a I’oxygéne est le

principal initiateur de 1’oxydation via la formation de radicaux libres. Les caroténoides

agissent essentiellement comme des filtres (Britton 2008). En présence de composés photo-
sensibilisants endogénes (ex : chez certaines bactéries ; ou protoporphyrines produites dans le
sang chez les personnes atteintes d’une maladie génétique, la protoporphyrine
érythropoiétique) ou exogenes (présents dans 1’environnement), de I’oxygéne singulet est tres
facilement formé par transfert d’énergie et devient toxique pour les organismes. Or, les
caroténoides peuvent récupérer 1’énergie lumineuse et la dissiper, évitant ainsi la formation
d’oxygeéne. Ils peuvent aussi neutraliser 1’oxygene en récupérant son énergie excédentaire
pour la dissiper sous forme de chaleur. Chez I’homme, cette protection se manifeste, par

exemple, en retardant I’inflammation de la peau (érythéme) en présence de soleil (Sy, 2011).
- Caroténoides, activité anti-radicalaire et systeme antioxydant.

Les caroténoides, grace a leur longue chaine polyinsaturée, sont de bons piégeurs de
radicaux libres ; leur pouvoir réducteur (antioxydant) est, par contre, beaucoup moins évident
puisqu'ils ne portent pas de groupement réducteur et ne sont pas des donneurs d'électrons. A
propos des caroténoides, le terme d'antioxydant ne parait donc pas approprié, on devrait plutét
parler de pouvoir anti-radicalaire, ou mieux encore, de pouvoir anti-espéces activées (Faure et
al., 1999 ; Cutting, 2008 ; Mata-Gomez et al., 2014) .

Les caroténoides sont particuliérement efficaces contre *0,. Di Mascio et al. (1992) ont
calculé des constantes de réaction entre les caroténoides biologiques et 'O,. Le lycopéne

est le plus actif, suivi par la canthaxanthine et le f-caroteéne. L'activité anti :O, dépend du

nombre de doubles liaisons, de I'extrémité cyclique ou non et des substituants sur les

cycles (Stahl et Sies, 1996 ; Gerster, 1997). Ce processus physique laisse intactes les
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molécules de caroténoides qui peuvent donc intervenir dans plusieurs cycles successifs de
captation de O,. Les caroténoides n'agissent pas seulement sur 'Oz ; mais aussi sur
les radicaux "NO, thiol et sulfonyl (Everett al., 1996 ; Mortensen et al., 1997). Woodall et
al. (1997) notent que les caroténoides sont diversement sensibles aux radicaux libres (formés
par une réaction de Fenton modifiée) ou aux radicaux peroxydes. En fonction des conditions
expérimentales, les auteurs classent la réactivité des caroténoides dans I'ordre décroissant suivant :

lycopéne > B-caroténe > zéaxanthine > échinénone, isozéaxanthine > astaxanthine, canthaxanthine.

- Traitement de la douleur

Le caroténoide le plus étudié pour le soulagement de la douleur est le B-caroténe. 1l a été
démontré que l'utilisation du B-caroténe par voie orale ou locale peut réduire la chaleur des
inflammations et les douleurs de la polyarthrite rhumatoide ou la fibromyalgie (Fraenkel et
al.,2004; Luo et al., 2011). En outre, le B-carotene procure un soulagement de l'arthrose (De
Silvaetal, 2011).

L'industrie pharmaceutique commercialise le B-caroténe (ajouté a une concentration égale
ou inférieure a 0.075%) comme un baume pour une application externe afin de calmer la
douleur des muscles endoloris (Knotkova et al., 2008). Le B-caroténe est également utilisé
pour des études neuropharmacologiques concernant le traitement de la douleur et pour la

thermorégulation.

Les crémes contenant du B-caroténe peuvent aussi aider a réduire la douleur post-
opératoire pour les patients ayant subi une mastectomie (Zachariah et al., 2008 Wahyuni et
al., 2013 ; Zis et al., 2014).

- Caroténoides et cancer

Les caroténoides, en synergie avec d'autres micronutriments, interviendraient dans
de nombreux processus biologiques permettant la réduction de maladies, notamment les cancers
dont les plus importants sont ceux des poumons, gorge, colorectal et de la prostate (Reynaud,
2009). En effet, des études in vitro (Ajila et Brar, 2012; Haddad et al., 2013 ; Gloria et al.,
2014) ont montré que les caroténoides inhiberaient la prolifération de cellules cancéreuses,

ils interviendraient aussi dans la communication intercellulaire et pourraient jouer un role
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dans la modulation de I'expression de certains génes. Tous ces facteurs auraient un effet

protecteur contre les cardiopathies (Krinsky et al., 2005).

L'activité anticancereuse des caroténoides (B-caroténe et Lycopéne) a été signalée ces
dernieres années (Surh, 2002). Les caroténoides exercent une bonne activité anti-tumorale
non seulement "in vitro™ mais aussi "in vivo". Dans des cultures cellulaires, le B-caroténe a été
capable de bloquer la migration des cellules cancéreuses du sein et de tuer celles de la
prostate; alors que lycopéne a induit I'autophagie dans les cellules cancéreuses HCT116 du
c6lon humain (Oh et al., 2008; Thoennissen et al., 2010; Yang et al., 2010; Luo et al., 2011).

Récemment, le B-carotene a été indiqué pour induire I'apoptose dans certains types de
cellules, y compris les cellules humaines de cancer du sein (Tuoya et al., 2006 Lau et al.,
2014), de prostate (Jankovic et al., 2010), de I'hépato-carcinome (Jung et al., 2001), de gliome
(Qiao et al., 2005), de la leucémie (Tsou et al., 2006 ; Jin et al., 2014 ) et celles du carcinome
épidermoide de l'oesophage (Wu et al., 2006). Cependant, le mécanisme par lequel le B-caroténe

induit I'apoptose dans les cellules cancéreuses est encore mal connu (Sanchez et al., 2007).
- Caroténoides et perte de poids

Plusieurs études ont montré que le B-carotene retarde la prise de poids corporel chez le
rat par l'augmentation de la thermogenése dans le tissu adipeux blanc grace a
I'amélioration de la sécrétion de catécholamines, la stimulation de la lipomobilisation,
I'abaissement de la triglycéridémie, et la réduction de la consommation d'énergie en
augmentant l'activité du systéme nerveux sympathique, plut6t que l'aversion gustative (Joo et
al.,2010; Mun et al., 2014).

Dans une autre étude, la B-caroténe administrée en capsules a des sujets présentant une
surcharge pondérale modérée a aidé a augmenter leur satiété ainsi qu'a diminuer leurs apports

caloriques et de matiere grasse (Westerterp-Plantenga et al., 2005 ; Borys et al., 2012).

Selon Date et al. (2002), I'administration de p-caroténe favoriserait la perte de poids en

réduisant la sécrétion d'une hormone orexigéne, la ghréline.
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- Caroténoides et maladies cardiovasculaires

La maladie coronarienne, l'infarctus du myocarde, I'hypertension et I'athérosclérose sont
les principales maladies cardiovasculaires représentant une menace potentielle pour la santé
humaine. 1l a été rapporté que les caroténoides ont des effets bénéfiques potentiels sur le
systeme cardiovasculaire (Harada et Okajima, 2009; Peng et Li, 2010). Il est bien connu que
le systéeme cardiovasculaire est riche en nerfs sensoriels sensibles au [B-caroténe, qui
jouent un réle considerable dans la régulation de la fonction cardiovasculaire par la
libération de plusieurs neurotransmetteurs tels que le peptide relié au gene calcitonine (CGRP)
et la substance P (SP) (Zvara et al., 2006 ; Peng et Li, 2010).

Par ailleurs, le B-carotene et le lycopéne inhibent I'agrégation plaquettaire et I'activité des
facteurs de coagulation VIII et IX (Adams et al., 2009), une propriété qui peut contribuer a la
prévention de l'apparition et / ou la réduction de l'incidence des maladies cardio-vasculaires
(Luo etal., 2011) .

- Caroténoides et inflammation

Il a été démontré que le caroténoide « lycopene », en tant qu'agent anti-inflammatoire,
réduit les biomarqueurs inflammatoires in vitro et in vivo. En tant qu'antioxydant, le lycopene
peut réduire le stress oxydatif cellulaire et est ainsi capable de modifier les réponses
inflammatoires en inhibant la production de cytokines via I’inactivation du facteur nucléaire-
kB (NF-kB) (Kim et al. , 2004). Le facteur NF-kB joue un réle central dans la régulation de
la transcription d'un ensemble spécifique de génes contrdlant la production de cytokines pro-
inflammatoires. L’activation et la translocation de NF-kB dans le noyau conduit a sa liaison a
I'ADN dans les régions promotrices des génes cibles, ce qui entraine 1’induction de leur
libération et la production de protéines telles que l'interleukine (IL) -6 et le facteur a de
nécrose tumorale (Tumor necrosis factor ou TNFa). L'activité du facteur nucléaire NF-kB
change avec I'état redox cellulaire et est activée par une augmentation de la production de
ROS (reactive oxygen species). Le lycopéne empéche ce processus en inhibant la
translocation nucléaire de la sous-unité p65 de NF-kB (Kim et al., 2004). Il a été décrit une
variété de mécanismes supplémentaires, par lesquels le lycopene a également été signalé

avoir des effets immunomodulateurs, tels que la promotion de I'apoptose des cellules oxydées
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chez les animaux, I’inhibition de l'oxydation des lipoprotéines de basse densit¢ (LDL) et
I’activité du récepteur scavenger, I’inhibition de la prolifération des cellules musculaires
lisses (SMC), I’amélioration de la jonction lacunaire communication (GJC), la suppression
de la signalisation du facteur de croissance, la réduction des dommages a I'ADN et

I’induction d'enzymes de détoxification (wood, 2013).

I. 2.2. Les polyphénols

Les plantes sont connues pour produire un grand nombre de composes a faible poids
moléculaire dont la structure ne fut que récemment déterminée ; et ceci malgré leur
exploitation et leur utilisation ancestrale, comme médicaments ou aliments (Garcia- Pérez,
2008). Parmi ces molécules, on a les polyphénols, qui sont un groupe de composés
phytochimiques, présents en grande quantité dans les fruits, les légumes et les produits

végetaux naturels (Vauzour, 2014).

L'expression « composés phénoliques » est utilisée pour toute substance chimique
possedant dans sa structure un noyau aromatique, portant un ou plusieurs groupements
hydroxyles (—OH) (Bloor, 2001, Bennetau-Pelissero, 2014).

1.2.2.1. Place des polyphénols dans la courge

Jusqu'a présent, la plupart des études réalisées sur la courge ont €té consacrées a
I'analyse des caroténoides, qui sont responsables de la couleur de ce fruit, mais peu de

recherches ont été menees sur le profil phénolique.

Plusieurs auteurs ont rapporté que la courge est une source trés riche en
polyphénols (Marin et al., 2004 ; Materska et Perucka, 2005 ; Wahyuni et al., 2011 ;
Materska, 2014). Parmi ces composeées, les acides hydroxycinnamiques (acide transferulique
et trans-sinapique) et les flavonoides (quercétine, lutéoline et apigénine sous leurs formes
glycosides) sont les plus représentés (Marin et al., 2004 ; Materska et Perucka, 2005). Le
contenu en polyphénols varie selon la variété et la maturité du fruit. Le taux des flavonoides
varie de 1 a 852 mg/kg dans les différents types de courge en fonction des facteurs génétiques de

la plante et des conditions environnementales (Lee et al., 1995).
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1.2.2.2. Différents types de polyphénols

Il existe plus de 8000 composés phénoliques répertoriés en plusieurs classes dont les
plus représentatives sont celles des acides phénoliques et des flavonoides (Fig.7) (Robards et
al., 1999).

- Les acides phénoliques

Les acides phénoliques les plus courants ne sont pas présents dans les plantes a I'état
libre, mais plut6t sous forme d'esters de glucose, d'acide tartrique ou d'acide quinique
(Herrmann, 1989 ; Vauzour, 2014). L'acide caféique est I'acide phénolique le plus abondant
et existe principalement sous forme d'ester quinique (e.g. acide chlorogénique) que I'on
retrouve principalement dans les muyrtilles, les kiwis, les prunes, les pommes et le café
(Macheix et Fleuriet, 1998; Manach et al.,2004; Grigoras, 2012; Vauzour, 2014).

- Les stilbenes

Les stilbenes sont synthétisés par lI'addition de 1 a 3 molécules de malonyl-CoA aux
acides cinnamiques, qui dérivent de la voie de biosynthese des phénylpropanes. La forme
monomeére stilbéne est, par définition, le 1,2-diphenylethene. Les stilbénes, quant a eux,
représentent les dérivés hydroxylés ou autres du stilbéne et sont fréquemment retrouvés
dans les plantes. Le regroupement des stilbénes avec les bibenzyles, qui ont aussi un squelette
C6-C2-C6, forme la famille des stilbénoides (Fig.8) (Shibutani et al.,2004; Stevanovic et
Perrin, 2009; Vauzour, 2014).

- Les lignanes

Ces composés de haut poids moléculaire contribuent a former, avec la cellulose et les
dérivés hémi-cellulosiques, la paroi des cellules végétales. Ce sont des polymeres
tridimensionnels résultant de la condensation (co-polymérisation) de trois alcools
phénylpropéniques (Fig.9) (Nkhili, 2009).

Leur synthese est contrélée enzymatiquement et donne des liaisons différentes
entre les carbones des chaines propane. Lorsque les unités phénylpropane sont liées par des liaisons
C-C au niveau des positions 8 et 8', le composé est considéré comme un lignane, alors que si ces

derniers sont liés autrement que par les liaisons C-C 8- 8', il s'agit d’un néolignane (Moss,
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2000). Ainsi, on trouve des néolignanes contenant les liaisons 8-0-4', 3-0-4'
(oxynéolignanes), 3-3', 8-3', 1-3' etc, (Moss, 2000 ; Garcia-Pérez, 2008).
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Figure 7 : Les principales classes de composés phénoliques (Ferrazzano et al.,2011).
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Figure 8 : Quelques stilbenes retrouvés chez les plantes (Stevanovic et Perrin, 2009).

Figure 9: Structure de base des lignanes (a) : phénylpropane (b) : lignane (Garcia-Pérez, 2008).
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- Les coumarines

Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés ayant comme structure de base le
benzo-2-pyrone (Fig.10). lls ont été isolés pour la premiére fois par Vogel en 1820 dans le
Coumarouna odorata. Aujourd'hui, prés de 1000 composés coumariniques sont isolés dans

plus de 800 espéces de plantes et dans les microorganismes.

iy
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Figure 10 : Structure du benzo-2-pyrone (Muanda, 2010).

Dans les plantes, on les rencontre chez les Apiacées, les Astéracées, les Fabacées, les
Rosacées, les Rubiacées, les Rutacées et les Solanacées. Du point de vue structural, ils sont
classés en coumarines simples avec des substituants sur le cycle du benzéne,
furanocoumarines, pyranocoumarines, et en coumarines substituées en position 3 et/ou 4. Le

dernier groupe serait celui des diméres (Sakagami et al., 2005 ; Muanda, 2010).
- Les tanins

lIs représentent un groupe hétérogene assez difficile a définir de facon rigoureuse et
concise car il n'y a pas de structure chimique de base. Leur structure chimique est, en effet,
variable, et ils sont rassemblés en famille en fonction d'activités communes. De ce fait, toute
classification chimique des tanins est forcément arbitraire (NKkhili, 2009). Cependant, on se

réfere souvent a une distinction entre tanins hydrolysables et tanins condensés.

Les tanins hydrolysables sont constitués par une molécule de sucre (le glucose le plus

souvent) estérifiée par I'acide gallique ou I'un de ses dérivés (acide ellagique, chébulique ou
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valonique). lls sont facilement hydrolysables par voie chimique ou enzymatique.

Les tanins condensés sont des produits de la polymeérisation de flavan-3-ols
(catéchines) et fiavan-3,4-diols (leucoanthocyanidines). lls sont aussi désignés sous le nom de
« tanins catéchiques » et ne sont hydrolysables que dans des conditions fortement acides.

- Les flavonoides

Les flavonoides sont les composés polyphénoliques les plus abondants contenus dans
les végétaux. Leur structure comprend un squelette composé de deux cycles aromatiques
(A et B) porteurs de plusieurs fonctions phénol et réunis par une chaine de trois atomes de
carbone ; ces derniers étant le plus souvent engagés dans un hétérocycle avec un atome
d'oxygeéne (Stoclet et Schini-Kerth, 2011).

Il existe dans les aliments plusieurs centaines de polyphénols (plus de 500 y ont été
caractérisés aujourd'hui), principalement des flavonoides (Scalbert et Williamson, 2000 ;
Manach et al., 2004 = Stoclet et Schini-Kerth, 2011). Ce sont des pigments quasiment
universels des végétaux qui sont en partie responsables de la coloration des fleurs, des fruits
et parfois des feuilles. On les trouve dissous dans la vacuole des cellules a I'état d'hétérosides
ou comme constituants de plastes particuliers, les chloroplastes. Dans les aliments, ils sont

souvent présents sous forme d'héterosides (Guignard, 1996).

Selon le nombre, la position et la nature des substituants des deux cycles
aromatiques et du degré d'oxydation et de substitution de la position 3 du cycle C, on

distingue six sous-groupes de flavonoides (Fig.11) :

e Les flavonols (par ex. kaempférol, quercétine), qui sont abondants dans les oignons, les
poireaux et le brocoli.

e Les flavones (par ex. apigénine, lutéoline), qui sont retrouvés dans le persil et le céleri

e Les isoflavones (par ex. daidzéine, génistéine), majoritaires dans les produits issus du
soja

e Les flavanones (par ex. hespérétine, naringénine), qui sont particuliérement abondants

dans les agrumes et les tomates
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e Les flavanols (par ex. (+)-catéchine, (—)-épicatechin, épigallocatéchine, épigallocatéchine
gallate (EGCG), qui sont retrouvés dans le thé vert, le vin rouge, le chocolat
e Les anthocyanes (par ex. pélargonidine, cyanidine, malvidine), dont les sources incluent

le vin rouge et les baies.
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Figure 11 : Structure des flavonoides (aglycones) et position des principaux
substituants (Stoclet et Schini-Kerth, 2011)

1.2.2.3. Propriétés physico-chimiques des polyphénols

Comme l'ensemble des dérivés hydroxylés, les phénols sont des molécules
associées par des liaisons hydrogene, donc peu volatiles (Simirgiotis et Schmeda-
iirschmann, 2010 ; Petigny et al., 2014) . Les groupements hydroxyles en position para et
ortho, les noyaux phénoliques de polyphénols présentent un caractére acide renforcé, ce qui
permet une dissociation au moins partielle a pH neutre. Les propriétés chimiques des
polyphénols sont essentiellement liées a celles des noyaux phénoliques, particulierement les
substituants a effet mésomere attracteur d'électrons (- M) et substituants a effet mésomere

donneur d’électrons (+M) (Dangles, 1999).

La solubilité des flavonoides dans I'eau et dans des solvants tres apolaires est faible et
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dépendante du pH. En effet, a un pH 1.5, la solubilité dans I'eau de I'hesperitine et de la
naringénine est respectivement de 6 et de 25 mg/L, alors qu'a un pH 8 la solubilité est
quatre fois plus élevée. D'autre part, la solubilité de la rutine, de la naringine et de la
luercétine dans l'eau a 20°C est respectivement de I'ordre de 125 mg/L, 0,5 g/1, et < 10
mg/L. Benavente-Garcia et al. (2001) ont évalué la solubilit¢ de la néohespéridine
dihydrochalcone dans différents mélanges eau/éthanol. La solubilité de ce composé a 20°C
dans I'eau, I'éthanol et le mélange eau/éthanol (1/1) est respectivement de 0,4 g/L, 12 g/L et
123 g/L (Anthoni, 2007).

Les acides phénoliques sont généralement caractérisés par des maximums
d'absorption entre 254 et 320 nm. Par exemple, I'acide vanillique peut étre détecté a 254 nm,
I'acide gallique et syringique a 275 nm, l'acide salicylique a 305 nm tandis que les acides
chlorogénique, caféique, gentisique, sinapique, p-coumarique, férulique et rosmarinique sont
caractérisés par une absorption maximale a 320 nm (Wen et al., 2005 ; Garcia-Perez, 2008).
Les spectres UV des flavonoides permettent d'observer deux bandes d'absorption principales
dans la région 240-400 nm. La bande | (300-395 nm) due a I'absorption de la partie cinnamoyle
(noyau B) du flavonoide et de la bande 11 (240280 nm) qui est associée a l'absorption de la

partie benzoyle (Harborne et Williams, 2000).

La lumiere, le pH, la température, la nature du solvant, la présence d'enzyme, d'ions
metalliques et d'oxydants ont été décrits comme des paramétres influengant la stabilité des
polyphénols (Anthoni, 2007).

1.2.2.4. Intéréts santé des polyphénols

Les composés phénoliques sont dotés d'un grand nombre de propriétés biologiques qui sont
exploitées dans de nombreux domaines, et en particulier, thérapeutique et pharmaceutique (Fig.
12).

- Propriétés antioxydantes

Historiqguement, les actions biologiques des polyphénols ont été attribuées a leurs
propriétés antioxydantes, que ce soit par leur capacité réductrice intrinséque ou par leur

influence sur le statut redox intracellulaire (Visioli et al., 1998 Halliwell , 2006).
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Les polyphénols, et, en particulier, les flavonoides sont d'excellents piégeurs
d'espéces réactives directement issues de l'oxygéne (O2e, HOs, NO-, H202, HOCI, RO et
ROO-) provenant de biomolécules telles que les lipoprotéines, les protéines et les acides
oligonucléiques (ADN, ARN).

Cette propriéte, tant étudiée et si reconnue, est fréqguemment citée comme étant une clé
pour la prévention et/ou la réduction du stress oxydatif, en lien direct avec des maladies
chroniques comme les maladies cardiovasculaires, la carcinogénese et les maladies
neurodégénératives. Les radicaux libres seraient aussi impliqués dans le processus de
vieillissement (Quideau et al., 2011).
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Figure 12 : Polyphénols a effets santé. Quercétine : anti-inflammatoire ; Entérolactone :
vasculo-protecteur et protecteur osseux ; Resvératrol : anticancéreux ; Génistéine : anti-

-bouffées de chaleur et protectrice de 1’os ; (Bennetau-Pelissero, 2014).

- Propriétés antimicrobiennes

La figure 13 représente les différentes classes des polyphénols a activité

antimicrobienne. Les propriétés antimicrobiennes de certaines classes de polyphénols
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Figure 13 : Polyphénols a effet antimicrobien (Daglia, 2012).
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ont été proposees soit pour développer de nouveaux conservateurs alimentaires naturels
(Rodriguez Vaquero et al., 2010), soit pour la mise au point de thérapies innovantes en
matiére de traitement de diverses infections microbiennes (Daglia, 2012 ; Kortei et
al., 2014).

- Polyphénols et maladies cardiovasculaires

De nombreuses études épidémiologiques (Lijima et al., 2000 ; Orallo et al., 2001 ;
Lee et al., 2003 ; Schroeter et al., 2005 ; Perez-Vizcaino et al., 2006 ; Auger et Schini-
Kerth, 2014) ont montré qu'il existait une association inverse entre la morbi-mortalité
cardiovasculaire et la consommation de produits riches en polyphénols tels que les fruits, les

Iégumes, le vin rouge, le cacao et le thé.

L'effet bénéfique des polyphénols sur la santé cardiovasculaire a été attribué en
partie a leur effet direct sur les vaisseaux sanguins et plus particulierement sur I'endothélium.
En effet, des études expérimentales et cliniques ont révélé que les polyphénols sont capables
d'augmenter la formation endothéliale de facteurs vasoprotecteurs comme le monoxyde
d'azote (NO), un puissant vasodilatateur et un inhibiteur de réponses pro-inflammatoires et
pro-thrombotiques, et d'améliorer la dysfonction endothéliale et le stress oxydant
vasculaire qui contribuent au développement des pathologies cardiovasculaires majeures

comme I'hypertension artérielle (Auger et Schini-Kerth, 2014).
-Polyphénols et inflammation

Sous D’action de la cycloxygénase et la lipoxygénase, I’acide arachidonique est
métabolisé respectivement en prostaglandines et leucotriénes induisant ainsi des phénomeénes
inflammatoires. Une étude de Landolfi et son groupe a montré que certains polyphénols sont
capables de modifier le métabolisme de 1’acide arachidonique dans les plaquettes (Landolfi
et al., 1984). Les effets de la quercétine et de la myricétine sont dose-dépendants. A de fortes
concentrations, ils inhibent la cycloxygénase et la lipoxygénase. Cependant, a de faibles
concentrations, seule la lipoxygénase est affectée. En revanche, d’autres flavonoides tels que
I’apigénine et la chrysine agissent principalement sur 1’activité de la cycloxygénase (NKhili,

2009).
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La phagocytose qui accompagne une infection virale ou bactérienne est suivie d’une
production d’espéces oxygénées réactives par les neutrophiles, ce qui va promouvoir
I’inflammation. D’une maniére générale, les especes radicalaires, quelles que soient leurs
origines, peuvent induire des dommages tissulaires, favoriser le processus de vieillissement,
voire étre a ’origine de certaines pathologies telles que le cancer et 1’athérosclérose (Ward,
1994). 1l est intéressant de noter que de nombreux flavonoides sont capables de contrer cette

production d’espéces oxygénées par les neutrophiles (Limasset et al., 1993).
- Polyphénols et cancer

Plusieurs études menées in vitro sur des lignées de cellules cancéreuses (Yang et al., 2010
; Tabaczar et al., 2014 ; Pan et al., 2015 ; Pavan et al., 2015) ou in vivo & l'aide de modéles
animaux (Lee et al., 2006 ; Alonso-Castro et al., 2013 ; Thangavel et Vaiyapuri 2013) ont
rapporté que les composés phénoliques possedent une activité anti-carcinogéne. Les
flavonoides ont montré des effets protecteurs contre les cancers de la prostate, du colon et du
poumon (Duthie, 2000 ; Nkhili, 2009).

Plusieurs mécanismes d'action ont été identifiés : activité pro- ou anti-
oestrogénique, effets antiprolifératifs, induction de l'arrét du cycle cellulaire ou de
I'apoptose, prévention de l'oxydation, activité anti-inflammatoire, modification de la
signalisation cellulaire (Garcia Lafuente et al., 2009). Les études in vitro (Lee et al., 2006 ; Chen
et Chen, 2013) ont montré que les polyphénols pouvaient agir sur les voies de signalisation

impliquées dans les phénoménes de prolifération et de différenciation.
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Chapitre I1. Matériels et méthodes.

11.1. Matériel végetal et stades vegeétatifs de recolte des fruits

Le mateériel végétal est constitue de fruits de courge de muscade (Cucurbita moschata) qui
ont été récoltés a trois différents stades vegétatifs de maturation (Jeune, moyen et mdr). La

récolte a été réalisée dans la méme ferme de la région de Mostaganem (Algérie).

e Les fruits de stade jeune ont été récoltés le mois d’aout 2014.
e Les fruits de stade de moyenne maturité ont éte récoltés le mois de septembre 2014.

e [es fruits de stade mir ont été récoltés le mois d’octobre 2014.

Ces fruits ont été¢ bien lavés a I’eau de robinet, 1égérement séchés et entiérement broyés
dans un moulin électrique en purée sans les graines, bien étiquetés et conservé a 4°C a

I’abri de la lumiére jusqu’a utilisation.

Figureld : les trois différents stades végétatifs récoltés de Cucurbita moschata
I1.2. Les microorganismes et les rats d’expérience.

Pour les tests de I’activité antibactérienne, une gamme de neuf bactéries pathogenes et

deux bactéries bénéfiques a été utilisée.
11.2.1 Les souches pathogénes

Les souches pathogénes proviennent, pour la plupart, de 1 American
Type Culture Collection (ATCC) et il s’agit de: Staphylococcus aureus
(ATCC 29213), Listeria monocytogenes (ATCC 7644), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Salmonella typhimurium (ATCC 13311), Proteus mirabilis (ATCC 13315),
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Enterococcus hirae (ATCC 10541), Bacillus subtilis (ATCC 6633) et la souche

commensale Escherichia coli (ATCC 25922). Ces souches nous ont aimablement été
fournies par le laboratoire de microbiologie du département des sciences
pharmaceutiques et produits de santé de I’université de Messine (Italie). Une neuvieme
souche isolée dans notre laboratoire, Shigella sp, a également été utilisée dans cette

expérience.
11.2.2. Les souches bénéfiques

La souche Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12 provient du laboratoire UR
910 écologie et physiologie des systéemes digestif INRA 78352 Jouy-en-Josas, France.
La souche Lactobacillus rhamnosus LbRE-LSAS, provient de la collection de notre
laboratoire LMBAFS (Laboratoire des Microorganismes Bénéfiques, des Aliments

Fonctionnels et de la Santé, Université de Mostaganem).

I1.2.3. Les rats d’expérience.

L’étude de I’activité anti-inflammatoire in vivo a été réalisée sur des rats males Wistar
dont le poids varie de 150 a 200g et qui nous ont été fournis par 1’Institut Pasteur d’Alger.
Les animaux sont placés dans des cages métaboliques de polypropyléne (a raison de 6 rats
par cage) munies d’un porte étiquette ou est mentionné le nom du lot, le traitement subi et
les dates des expérimentations et exposés a la lumiére 12h/24h. Les locaux sont dotés
d’une climatisation dynamique avec une température de 20 - 24°C, le bruit ne dépasse pas
65 décibels, et un taux d’humidité de 55 + 10 %. Ils ont acceés libre a I’eau et a 1’aliment
standard.

Les rats ont été gardés dans ces conditions pendant une période d’adaptation de deux
semaines avant le début de 1’expérimentation. Les animaux sont manipulés et pesés tous

les jours afin de les familiariser avec les manipulateurs.

11.3. Méthodes de biochimie préparative et de dosage des polyphénols de courge
11.3.1. Extraction des polyphénols de courge
I1.3.1.1. Les solvants utilisés et procédure d’extraction

Les solvants utilises sont le méthanol et I’acétate d’éthyle (Sigma Aldrich,
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Allemagne). La préparation des extraits phénoliques a partir des courges issues des trois
différents stades végeétatifs a été effectuée selon la méthode décrite par Mokhtar et al.
(2014) avec quelques modifications. Un échantillon de 50 g de courge broyée a été mis
avec 125 mL de mélange d’HCI1 0.05% (v/v) et de méthanol (10/90 : v/v) placé sous
agitation a I’obscurité et a température ambiante pendant 30 min. Une deuxiéme extraction
est effectuée avec I’acétate d’éthyle. Les extraits sont ensuite filtrés sur papier Watman
N°4. Les deux extraits ont été combinés afin d’étre évaporés a sec avec un évaporateur

rotatif a une température réduite de 45°C. Cette opération a été répétée trois fois.
11.3.1.2. Rendement de I’extraction des polyphénols

Les rendements des extractions des polyphénols ont été calculés en utilisant la formule

suivante: (Harbourne et al., 2009).

R =(M/ML1) *100

R : Le rendement d’extraction en %.

M : masse en g des extraits de polyphénols.
Mz: masse en g de la matiere végétale initiale.

11.3.2. Dosage des polyphénols totaux

Principe :

Le contenu en polyphénols totaux des trois extraits a été déterminé selon la
méthode colorimétrique de Gutfinger (1981) en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteau. Ce
dosage est basé sur la réduction du réactif de Folin-Ciocalteu (acide de couleur jaune
constitué par un mélange d'acide phosphotungstique et d'acide phosphomolybdique) en un
complexe d'oxydes bleus de tungstene et de molybdéne lors de I'oxydation des phénols. Le
spectre d’absorption maximale de ce complexe est a A= 725nm (Daels-Rakotoarison,
1999). L’intensité de cette coloration est proportionnelle a la quantité de phénols ayant

réagi.
Mode opératoire :

La procédure consiste a compléter 100 pL des trois extraits de courge ou de

standard a un volume de 5 mL avec I'eau distillée et auxquels, on ajoute 0.5 mL de réactif
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de FolinCiocalteu. Aprés 3 min, 1 mL de solution de carbonate de sodium a 35%
(P/V) est additionnée avant de compléter tout ce mélange a 10 mL avec de I'eau distillée
pour le laisser réagir pendant 30 min a I'obscurité. L'absorbance est mesurée a 725 nm.

Le taux de phénols totaux dans les extraits, a été calculé a partir d’une droite
d’étalonnage linéaire (y = ax + b), établie avec des concentrations précises d’acide gallique
comme standard de référence provient de chez Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). Les
résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait

de poudre (mg Eq AG/ g).

11.3.3 Dosage des flavonoides
Principe :

La teneur totale en flavonoides dans les extraits a été determinée par
spectrophotométrie selon la technique décrite par Arvouet-Grand et al. (1994) qui fait
réagir le chlorure d’aluminium avec les phénols pour former un complexe flavonoide-
aluminium qui absorbe a 415nm.

Mode opératoire :

Un volume de 1 mL d’une solution éthanolique d’AICI13 (2% : P/V) a été ajouté & ImL
d'échantillon. Aprés 10 min d’incubation a la température ambiante et a ’abri de la
lumiére, I'absorbance a été mesurée a 415 nm.

Une courbe d’étalonnage établie avec différentes concentrations de quercétine (Sigma
Aldrich, St Louis, MO, USA), a été établie pour servir a la détermination de la
concentration en flavonoides des échantillons. La teneur totale en flavonoides des extraits

de plantes a été exprimée en mg d’équivalent de quercétine par g de poudre de courge (mg

Eq Q/9).

11.3.4. Chromatographie des extraits des polyphénols de courge par chromatographie

liquide (HPLC) couplée a la spectrométrie de masse

11.3.4.1. Appareillage.
L’appareillage HPLC utilis¢é pour 1’analyse par chromatographie liquide de nos

échantillons de courge présente les caractéristiques suivantes :
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Il s’agit d’un Thermo Finnigan Surveyor (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
équipé de:

- Une pompe quaternaire

- Détecteur a réseau de photodiodes UV-Vis surveyor (PDA)

- Spectrophotomeétre de masse a piége a ions LCQ Advantage Max.

- Une source d’ionisation par électrospray (ESI).

11.3.4.2. Conditions chromatographiques.

L’¢lution des SuL d’échantillon injectés dans la colonne a été effectuée sous un débit de

1mL/min. L’absorbance des solutés s’est faite a A = 280 nm et le recueil des données

spectrales a été opéré dans la plage située entre 200 et 800nm pour tous les pics. Les
données HPLC-ESI-MS / MS ont été acquises en mode d'ionisation positive et négative, a

I'aide du logiciel Xcalibur.
11.3.4.2.1. La phase mobile et stationnaire, le gradient de concentration.

La phase stationnaire de séparation est une colonne Supelco C18 (150 x 45 mm, 5
mm). La phase mobile était constituée d'eau (A) et de méthanol (B) acidifiés avec de
I'acide acétique a 0.075% (V/V) et I’¢lution a été effectuée avec le gradient suivant: 2% de
B pendant les 5 premiéres min, puis gradient linéaire de B de 2 a 100% dans les 115 min

suivantes.
11.3.4.2.2. Analyse quantitative des fractions phénoliques obtenues par HPLC.

La détermination quantitative du contenu phénolique des extraits de courge a été

réalisée par interpolation des courbes d'étalonnage des polyphénols de référence.

I1.4. Méthodes d’extraction, d’identification et de dosage des caroténoides de la

courge.
11.4.1. Extraction des caroténoides
I1.4.1.1. Les solvants utilisés et procédure d’extraction des caroténoides

L'extraction des caroténoides a partir des fruits de courge récoltés aux trois

différents stades végétatifs a été effectuée selon la méthode de Dugo et al. (2008). Cela
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consiste a traiter 100 g de courge broyée avec 300 mL d'un mélange de solvants
méthanol/ acétate d'éthyle/ éther de pétrole (V/V/V : 1:1:1). Cette opération est répétée 4
fois. Apres extraction, I'échantillon est centrifugé a 1500xg pendant 15 min et le
surnageant a été récupéré. 2 mg de BHT (société Extrasynthése Genay, France) ont été
ajoutés avant I'évaporation des solvants a une température de 35°C jusqu'a séchage total.

I1.4.2. Rendement de I’extraction des caroténoides

Le rendement de I’extraction des caroténoides ont été calculés de la méme facon que
pour les polyphénols par la formule suivante:
R=(M/M1) *100
R : Le rendement d’extraction en %.
M : masse en g des extraits de caroténoides.

M1: masse en g de la matiére végétale initiale.
11.4.3. Dosage colorimétrique des caroténoides totaux de courge

La teneur en caroténoides totaux a été déterminée selon la méthode de Talcott et
Howard (1999) qui utilise la spectrophotométrie ou I'absorbance a été mesurée a 470 nm.

Les résultats exprimés en mg d'équivalent de B-caroténe / g de courge ont été obtenus
par extrapolation sur une droite étalon établie avec différentes concentrations de pB-caroténe
(0.375a 5 ppm).

11.4.3. Analyse des caroténoides de courge par chromatographie liquide (HPLC)

couplée a la spectrométrie de masse.

L'analyse des caroténoides de courge a été réalisée en utilisant le méme appareillage
HPLC couplée a la spectrométrie de masse et qui a été décrit auparavant (se référer au
paragraphe 11.3.4.)
11.4.3.1. Analyse qualitative des différents caroténoides séparés par HPLC

11.4.3.1.1. La phase mobile et le gradient de concentration.

La phase mobile (A) était constituée d’eau et la phase mobile (B) de méthanol acidifié a
1% d’acide acétique. L’élution s’est effectuée de la maniére suivante:

- Les cing premiéres minutes : 5% de B
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- Entre 5-30 min : 5 a 100%
- débit=0.8 mL/min
Le spectre UV-Vis était compris dans un intervalle de 400-700 nm et les

chromatogrammes ont été obtenus a 450 nm. Le volume d'injection était de 20 pl.
11.4.3.1.2. La phase stationnaire

Une colonne analytique C18, 250 x 4,6 mm, 1.D. avec des particules de 5 pum (supelco) a

été utilisé.
11.4.3.2. Analyse quantitative des fractions caroténoides obtenues par HPLC

La quantification a été réalisée grace a la droite d’étalonnage de B-carotene (0.05, 0.1, 1,
10, 25, 50 et 100 ppm) dont I’équation est y= 15345x-24273.

11.5. Méthodes d'étude in Vitro des propriétés biologiques des extraits phénoliques et de
caroténoides de courge des différents stades.

Nous avons étudié 1’activité antibactérienne des trois extraits phénoliques vis-a-vis des
bactéries pathogenes et bénéfiques par la méthode de diffusion a partir d’un disque solide
et I’activité antioxydante des fractions de polyphénols et de caroténoides des extraits issus
de courge de différents stades en utilisant deux méthodes (test au DPPH et ABTS).

11.5.1. Détermination du potentiel antioxydant des extraits de courge
11.5.1.1. Test de réduction du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH?®)

L’activité antioxydante des extraits de polyphénols et des caroténoides est mesurée par
I’utilisation de la méthode de DPPH, qui est un radical libre, stable, et posséde une bande
d’absorbance a 517 nm.

Principe :

Le Diphényl picryl-hydrazyle (DPPH), est un radical libre stable, violet en solution et
présentant une absorbance caractéristique a 517 nm. Cette couleur disparait rapidement
lorsque le DPPH est réduit en diphényle picryl-hydrazine par un composé a propriété
antiradicalaire, entrainant ainsi une décoloration (l’intensit¢ de la coloration est
inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner

des protons) (Sanchez-Moreno, 2002).
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On peut résumer la réaction sous la forme de 1’équation :

DPPH. + (AH)n — DPPH-H +(A)n

Ou (AH)n représente un composé capable de céder un hydrogéne au radical DPPH (violet)
pour le transformer en Diphényle picryl hydrazine (jaune) (Figure 15). Ceci permet de
suivre la cinétique de décoloration a 517 nm.

Mode opératoire :

La capacité de piégeage des radicaux libres des polyphénols et des caroténoides de
Cucurbita a été testée en tant que blanchiment du radical stable DPPH. Le dosage du
DPPH a été effectué selon la méthode de Siracusa et al. (2011).

Un échantillon de 37.5 pL de différentes concentrations de chaque extrait a été ajouté a
1,5 mL de solution DPPH (0.1 mM). Apres 20 minutes d'incubation, I'absorbance a 517 nm
a été mesurée. Les concentrations sont exprimées en mMol TE / g d'extrait (TE = trolox
équivalent).

Le pourcentage de piégeage du radical est calculé selon 1’équation suivante :

% d’activité Anti-radicalaire= [(A1— Az) / Ai] x 100

Avec :
Au : absorbance du contrdle (solution du DPPH sans extrait).

A: : absorbance en présence d’extrait ou standard.

. O
s s’

DPPH (radical libre) DPPH (radical capté)

Figure 15: Forme libre et réduite du Diphényl picryl-hydrazyle (DPPH)
(Molyneux, 2004).
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11.5.1.2. Capacité antioxydante en equivalent Trolox (TEAC)

Dans le test TEAC, l'activité antioxydante est déterminée en fonction de la capacité
d'un composé a piéger le radical ABTS stable [2.2-azinobis- (acide 3-éthylbenzothiazoline-
6-sulfonique)] par rapport a l'activité du Trolox standard.

La solution ABTS est préparée 12 a 14 heures plus tot et maintenue dans I'obscurité en
mélangeant 1.7 mMol de L-1 d'ABTS a 4.3 mMol de L-1 de peroxydisulfate de potassium
dans de I'eau dans un rapport de 5: 1. La solution concentrée d'ABTS a été diluée avec du
méthanol jusqu'a une absorbance finale de 0.70 £ 0.02 & 734 nm. Une solution mere de
trolox est préparée dans du méthanol a différentes concentrations comprises entre 0 et 250
mMol.

Un volume de 0.1 mL de I'échantillon testé ou de I'étalon a différentes concentrations
a été ajouté a 2 mL de solution d'ABTS et lI'absorbance a été mesurée a 734 nm apres 6
minutes contre un blanc. Le TEAC de l'antioxydant a été calculé en rapportant cette
diminution de I'absorbance a celle d'une solution de trolox sur une base molaire (Buenguer
et al., 2006).

11.5.2. Mise en évidence et détermination de I'activité antimicrobienne des extraits

phénoliques de courge
e Repiquage et revivification des bactéries pathogénes

Les souches sont conservées dans des milieux appropriés. Elles sont activées et maintenues
par un repiquage. On préléve a l'aide d'une anse a platine des colonies, on les ajoute a 9 mL
de bouillon nutritif, on ferme bien les tubes a essai puis on agite pour rendre parfaitement

le mélange homogeéne et enfin on incube a 37° C pendant 72 heures.

e Préparation des suspensions des bactéries pathogénes

A partir des tubes a essai, on préléve 100 pL a l'aide d’une micropipette et en
utilisant de la méthode d’ensemencement en masse, on 1’ensemence sur le milieu sélectif

geélosé coulé sur la boite de peétri puis on incube a 37° C pendant 24 a 48 heures.
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La préparation des suspensions bactériennes se fait par le transfert de quelques
colonies a 1’aide d’une pipette pasteur a partir des cultures bactériennes jeunes dans une
solution de Mueller Hinton liquide (MH) pour avoir un inoculum de 10s UFC /mL (Ndip
et al., 2007).

11.5.2.1. Mise en évidence du pouvoir antimicrobien par la méthode de diffusion sur

milieu gélose.

e Spectre antibactérien des extraits

Pour I’évaluation de D’activité antibactérienne des différents extraits phénoliques, la
méthode de diffusion a partir d’un disque de papier a été utilisée (Essawi et Srour, 2000 ;
Choi et al., 2006 ; Karthikeyan et al., 2009 ; Saadabi et al., 2011).

Les différents extraits phénoliques sont dissous dans 1’eau distillée stérile et le DMSO
a été utilise comme témoin négatif. Des boites de pétri de 90 mm de diametre contenant le
milieu Mueller Hinton agar, sont inoculées par la suspension bactérienne pathogéne une
préculture préparé 16 heures au préalable et ajustés & 10s UFC /mL. Ensuite un disque de
papier Whatman stérile de 6 mm de diametre imbibé par 20 ul d’extrait (reconstitué selon
la concentration voulue) est déposé a la surface de la gélose ensemencée (Bayoub et al.,
2010 ; Gupta et al., 2012).

L’ensemble est incubé pendant 24 heures a 37°C, la présence autour des disques d’une
zone d’inhibition circulaire claire dans laquelle il n’y a pas de croissance de
microorganismes dénote la sensibilité de ceux-ci a cet extrait. Plus la zone d’inhibition est

grande, plus le germeest sensible.

11.5.2.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) représente la plus faible concentration
d’extrait antimicrobien capable d’inhiber toute croissance visible apres une incubation de
18 a 24h (Skandamis et al., 2001).

La détermination de la concentration minimale inhibitrice a été réalisée par la méthode

des microdilutions en milieu solide décrite par Billerbeck et al., (2002).
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La CMI du meilleur extrait de polyphénols de courge a été déterminée par la méthode de
microdilution en bouillon selon le CLSI (2008). Une suspension bactérienne de 100 uL a
été ajoutée aux puits d'une plaque de microtitration a 96 puits stérile contenant déja 100 uL

des échantillons testés dilués est incubée pendant 24 heures a 37 °C. La concentration
finale de I'inoculum était d'environ 5.10° UFC /mL.

11.5.3. Mise en évidence in Vitro de I’effet anti-inflammatoire de I’extrait phénolique
et de caroténoides de courge récoltée au stade mdr.
I1.5.3.1. Test d’inhibition de la dénaturation de I’albumine sérique bovine par les

extraits de courge.

L'activité anti-inflammatoire des polyphénols et des caroténoides de Cucurbita a été
étudiée en utilisant la technique de l'inhibition de la dénaturation de I'albumine sérique
bovine selon la méthode décrite par Sakat et al. (2010) ainsi que par Leelaprakash et
Mohan Dass (2010). Une solution d'essai (1 mL) contenant différentes concentrations de
polyphénols ou de caroténoides de courge a été mélangée avec 1 mL de solution
d'albumine 1 mM dans du tampon phosphate. Les échantillons ont été incubés a 27 £ 1 °C
pendant 15 minutes puis chauffés a 60 + 1 °C pendant 10 minutes. Aprés refroidissement,

la turbidité a été mesurée a

660 nm. L'ibuproféne a été utilisé comme standard. Le pourcentage d'inhibition de la

dénaturation des protéines a été calculé comme suit :

%d'inhibition = (Abs controle - Abs échantillon) X 100 / Abs Contréle

11.5.3.2. Test de stabilisation des globules rouges vis-a-vis de I’hémolyse (HRBC) par
les extraits de courge.

L'effet d’extraits de polyphénols et de caroténoides de fruit de Cucurbita récolté au
stade mar sur I'némolyse de HRBC a été évalué en utilisant la méthode de Yoganandam et
al. (2010). Le sang a été prélevé sur des volontaires sains.

Le sang recueilli a été mélange avec un volume égal de solution d'Alsever stérilisée (2%
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de dextrose, 0.8% de citrate de sodium, 0.05% d'acide citrique et 0.42% de chlorure de
sodium dans 100 mL d'eau). Le mélange a été centrifugé a 3000 tr / min et les cellules
compactées ont été lavées avec de l'isosaline (0.85%, pH 7.2).

Un volume de 5 mL des échantillons testés (50-100-250-500-1000 pg / mL) ou du
Diclofénac-sodium comme médicament standard (50, 100, 200 pg/mL) a été ajouté a 1 mL
de tampon phosphate (0.15 M, pH 7.4), 2 mL de solution d’hyposaline (0.36%) et 0.5 mL
de suspension de HRBC. Le mélange a été incubé a 37 °C pendant 30 minutes et centrifugé
pendant 20 minutes a 3000 tr / min.

La teneur en heémoglobine dans la suspension a été estimée en utilisant un
spectrophotometre a 560 nm. Le pourcentage d'’hémolyse produit en présence d'eau
distillée a été pris a 100%. La stabilisation de la membrane HRBC a été calculée en

utilisant la formule :

% stabilisation = 100- [(A: (échantillon / standard) / Ao (contréle) x 100]

Ou: Ao est l'absorbance de la réaction de controle et A: I'absorbance en présence

d'échantillon ou de standard (Diclofénac).

11.6. Mise en évidence in Vivo des propriétés anti-inflammatoires de I’extrait phénolique
et de caroténoides de courge de stade mar chez le rat Wistar.

L'activité anti-inflammatoire de ’extrait phénolique et de caroténoides a été évaluée en
mesurant l'cedéme induit par la carragénine (Mulla et al., 2010; Sharma et al., 2010 ; Alam
etal., 2011).

Principe :

Vérification de l'action inhibitrice des extraits de stade mdr de courge sur l'inflammation
chimique provoquée par l'injection de 0.1 mL du carragénine a 1% sous l'aponévrose
plantaire de la patte postérieure gauche du rat (Khabbal et al., 2006).

11.6.1. Conditions d’élevage et mise en lots des rats.

Pour étudier I’activité anti-inflammatoire, des rats males Wistar adultes, agés de 8

semaines, pesant entre 150 et 200g (n =42) nous ont été fournis par I’Institut Pasteur

41

Chapitre 1. Matériels et méthodes.



Bouamar S. (2019). Activités Biologiques des Caroténoides et des Polyphénols de la courge (Cucurbita moschata D.)
Thése de Doctorat LMD en Nutrition et Santé, Université de Mostaganem.

(Alger, Algerie). lls sont mis dans des cages a raison de 6 rats par cage, placées dans une
piéce convenablement aérée, a température contr6lée (25 + 1°C), un cycle de 12h lumiére-
obscurité et une humidité relative de 55 + 10%. Les cages sont en plastique, transparentes
et de dimensions normalisées : d’une longueur de 55 cm, d’une largeur de 33 cm et d’une

hauteur de 19 cm.

Tous les animaux ont été nourris ad libitum avec un régime standard sous forme de
granulé (batonnets) (Fig.16) et un acces libre a 1’eau potable. Les rats sont prives de
nourriture une nuit avant le début de I’expérimentation. A la fin de cette dernicre, les rats
sont sacrifiés en conformité avec les lignes directrices établies par I’Union Européenne sur

la protection des animaux (CEE Conseil 86/609).

11.6.2. Procédure d’induction de ’inflammation

L’induction de I’inflammation chez les rats se fait selon le protocole préconisé par
Solanki et al. (2015) et Rateesh et al. (2009). Les mesures de 1’cedéme se font par
I’utilisation d’un pied a coulisse digital (Caliber Mitutoyo). Aussi des analyses de
parametres inflammatoires sériques sont effectuées. Les 42 rats utilisés pour cette

expérimentation sont mis a jeun pendant 16 heures avant I’expérimentation.
Les différents lots :
- Lot 1 : témoin négatif (lot référence)

Les rats (n = 6) recoivent une injection intra-péritonéale de 100 uL d’une solution
saline (NaCL 0.09% : P/V), et 1h apres une injection sous cutanée 100 ul de carragénine
1% dans I’eau physiologique au niveau de 1’aponévrose plantaire de la patte droite de

I’extrémité vers 1’articulation sans dépasser celle-ci.
- Lot 2 : témoin positif (lot référence)

Les rats (n=6) recoivent une injection intra-péritonéale de 100 pL de Diclofénac 20
mg/kg comme un medicament de référence, et 1h apres une injection sous plantaire de la

patte droite de 100 pL de carragénine 1% dans I’eau physiologique.
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Figure 16: Rats adultes males de souche Wistar

- Lot 3 : rats normaux (lot référence)
Ce lot de rats (n=6) ne recoivent aucun inducteur d’inflammation et aucun traitement.

- Lots 4 et 5 : rats traités par I’extrait de polyphénols (EP) de courge
(lots d’essai ou expérimentaux)

Ces rats (n=6) recoivent respectivement une injection intra-péritonéale de 100 pL
d’extrait de polyphénols de courge de stade mir; les doses de 5 et 10 mg/kg dans 1’eau
physiologique ont été testées (Fig. 17), et 1h aprés une injection sous plantaire de la patte

droite de 100 pL de carragénine 1% dans 1’eau physiologique (Fig. 18).
- Lots 5 et 6 : rats traités par I’extrait de caroténoides (EC) de courge (lots essai)

Les rats (n=6) recoivent respectivement une injection intra-péritonéale de 100 pl
d’extrait de caroténoides de courge de stade mir; les doses de 5 et 10 mg/kg dans I’eau
physiologique ont été testées, et 1h aprés une injection sous plantaire de la patte droite de

100 pl de carragénine 1% dans 1’eau physiologique.
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Figure 17 : Injection intra-péritonéale (I1P) des extraits de caroténoides ou de polyphénols
de Cucurbita moschata et de Diclofénac chez les rats males Wistar.

Figure 18 : Injection sub-plantaire de la carragéenine 1% dans la patte droite des rats

11.6.3. Procédure de mesure de la taille des cedémes.

Les mesures de la taille des cedémes se font avec un pied a coulisses digital a 0 h avant

I’injection de carragénine et a 3 h, ensuite 6 h aprés I’injection de carragénine (Fig. 19).

Le pourcentage d’augmentation (% Aug) du volume de la patte est déterminé par la mesure

des épaisseurs de I’cedéme au centre de la région sub-plantaire comme suit :
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% Aug = Vi—Vo/ Vo x 100

Avec :
Vo : Volume de la patte du rat témoin
V¢ : Volume aprés injection de carragénine et traitement (Diclofénac ou EC et EP)

Le pourcentage d’inhibition (% inh) de I’inflammation par les différents traitements est
calculé comme suit :

(=)

pinh=Pgy - Pt/ Pox 100

Avec
Po : % d’augmentation de la patte du témoin

Pt : % d’augmentation de la patte du lot traité

Figure 19 : Mesure de la taille des cedémes dans la patte droite des rats a 1’aide d’un pied a coulisse

11.6.4. Opération de sacrifice des rats et prélevement sanguin.

Apres 3 heures et a la fin de I’expérimentation (apres 6 heures), les rats sont

anesthésiés a I’éther dans une cloche en verre (Fig. 20). Le sang est prélevé par ponction
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dans l’aorte jugulaire. L’avantage de cette technique est la possibilité de collecter du sang
stérile et la capacité a réaliser une exsanguination compléte (Weiss et al., 2000 ; Elkadi et
al., 2014).  Pour le dosage immunochimique le sang est centrifugé a 2500 tr/mn a une
température de 4°C pendant 15 minutes. Le sérum obtenu peut étre congelé jusqu’a 48

heures a — 20°C avant utilisation.

Figure 20 : Anesthésie de rat wistar avant sacrifice

11.6.5. Dosage de la protéine C réactive (CRP)

La protéine C-réactive est une protéine de la phase aigue qui apparait dans le sang lors
des processus inflammatoires. Les modifications du taux des protéines de la réponse
inflammatoires peuvent étres dosées en immuno-néphélométrie et 1’évaluation dans le
temps des taux sériques peut avoir une grande valeur indicative. La CRP est une protéine a
variation élevée (jusqu’a 1000 fois la norme), ayant une demie-vie courte (un jour) et dont
le délai de réponse est court (6 a 12 heures). Le dosage de la CRP se fait par la technique
immunoturbidimétrique (Marrack et Richards1971 ; Ritchie, 1967).

Principe :

Le trouble formé par la réaction antigene (CRP)-anticorps (polyclonal de chévre anti
CRP) est apprécié par spectrophotométrie a 340 nm (Marrack et Richards, 1971 ; Ritchie,
1967).
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Réactifs

R1: Tampon phosphate NaCL pH 7.43
Polyéthyléne glycol 40 g/l
Azide de sodium 0.95 g/l

R2: Antisérum polyclonal de chevre anti CRP
Tampon phosphate NaCL pH 7.43
Azide de sodium 0.95 g/l

Mode opératoire

60 pL de sérum sont additionnés de 1mL de tampon R1 et I’absorbance est lue a 340
nm contre un blanc contenant du NaCL 0.9% (P/V) + 1 mL de tampon R1. Les
absorbances sont lues avant et apres addition dans les tubes de 100 pL d’antisérum anti-

CRP.

La différence d’absorbance est évaluée en utilisant la courbe de calibration réalisée
avec cinq concentrations de CRP selon un kit de calibration prét a I’emploi (Biolabo,

Maizy-France).

11.6.6. Dénombrement des globules blancs (FNS)

Prélévement :

Le prélevement, ou ponction, est effectuée sur 1’aorte selon les procédures
terminales pratiquées sur des animaux anesthésiés, permettant de réaliser une
exsanguination avant 1’euthanasie. Il faut pratiquer une laparotomie, puis ponctionner le
vaisseau avec une aiguille de diametre maximum et de longueur minimale pour éviter la
coagulation. Les avantages de ces techniques, par rapport a la décapitation, sont la
possibilité de collecter du sang stérile et a réaliser une exsanguination compléte (Archer
1977, Kraus 1980, Laroche et Rousselet, 1990 ; Weiss et al., 2000). Il existe aussi des
techniques de cathétérisation permanente permettant des prélévements répétés sans
anesthésie (Kraus, 1980).

La numeérisation des trois lignées GR, GB, PLT utilise deux principes trés différents :
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° La Variation d’impédance
Le principe Coulter, du nom des inventeurs (Wallace et Coulter, 1953) est la méthode de
référence la plus répandue. Utilisée pour les numérations, et la formule leucocytaire
approchée. Le principe de la mesure par impédance est le passage de cellules en
suspension dans un liquide conducteur a travers un orifice qui modifie la résistance
électrique entre deux électrodes (principe Coulter). Cette variation d’impédance est
enregistrée sous forme d’impulsions. Le nombre d’impulsions enregistré correspond au

passage des cellules.

o La mesure optique

Associe les principes de bases de la Cytométrie en Flux (1977) :

-focalisation hydrodynamique

-diffraction lumineuse recueillie a différentes angles/incidence
Elle est utilisée surtout pour la numération des GB associée a la FL, cependant quelques
automates utilisent la mesure optique pour les numérations des 3 lignées GR, GB, PLT
(Bayer automate ADVIA 120, sysmex automate XT 2000).

11.6.7. Examen histologique des pattes enflammeées.

Six échantillons de pattes droites traitées a la carragénine, des pattes traitées par les
extraits de polyphénols et de caroténoides de courge, du Diclofénac et des pattes normales
ont été recueillis et fixés par immersion dans une solution de formaldehyde a 10% pendant
plusieurs jours. Apres cela, les tissus fixés ont été incorporés dans de la paraffine pour
réaliser des coupes de 3-4 um. Les coupes tissulaires ont été montées sur des lames de
verre et colorées avec de I'hématoxyline et de I'éosine (HE) pour une analyse en

microscopie optique. L'évaluation a été menée en aveugle par un pathologiste.
11.7. Traitement statistique des résultats

Chaque expérience a été indépendamment realisée en 3 exemplaires et répétée trois fois
dans un dispositif en randomisation totale et les résultats obtenus ont été soumis a
I'analyse de variance (ANNOVA) en utilisant le logiciel Stat box version 6.4 (1999).

La comparaison de moyennes a éeté réalisee par le test de Student- Newman-Keuls au seuil
de 5% pour comparaison multiple. A P< 0.05, la différence est considérée

significative.
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Chapitre 111. Résultats et discussion

Ill.1. Résultats d’analyse des polyphénols de la courge.
I11.1.1. Teneurs en composés phénoliques de la courge.

Les teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux des trois extraits de courge
récoltée a trois stades différents (vert jeune, vert immature et mdr) sont reportées dans le
tableau 3, et sont respectivement exprimées en mg d’équivalent d’acide gallique (mg EAG)
et en mg de quercétine (mg EQ) par 100g de courge fraiche. L'équation de la courbe
d’étalonnage des polyphénols totaux est y = 0.002 x +0.031 et le coefficient de corrélation
de l'ordre de R2 = 0.991 (fig.21) ; tandis que celle des flavonoides totaux est y = 0.015
x+ 0.029 et R2 =0.998 (fig.22).

Les polyphénols sont des substances largement répandues chez les végétaux
principalement, et les fruits et les Iégumes en constituent une source importante pouvant
procurer des bénéfices santé chez 1’homme. Les résultats obtenus ont montré que les
teneurs en polyphénols totaux et flavonoides totaux étaient variables en fonction du stade
de maturité (tableau 3). En effet, on constate que la teneur en polyphénols totaux passe de
77.50 mg EAG/100g de courge fraiche au stade végétatif vert jeune a 97.43 mg EAG/100g
de courge fraiche au stade végétatif vert immature, soit une augmentation de 26%. Il en est
de méme pour les flavonoides totaux dont la teneur augmente de 22% en passant de 23.47
mg EQ/100g courge fraiche au stade vert jeune a 28.66 mg EQ/100g courge fraiche au

stade vert immature.

Les résultats du tableau 3 montrent également que plus la maturation de la courge
progresse et moins la teneur en composés phénoliques est importante. En effet, la teneur en
polyphénols totaux chute fortement lors de la progression du stade veégétatif en passant de
97.43 mg EAG/100g de courge fraiche au stade végétatif vert immature a 55.60 mg
EAG/100g de courge fraiche au stade végétatif mdr, ce qui représente une diminution de
43%.

Les flavonoides totaux subissent le méme sort, puisque leur teneur passe de 28.66

mg EQ/100g courge fraiche au stade vert immature a 19.60 mg EQ/100g courge fraiche au

Chapitre 111. Résultats et discussion



Bouamar S. (2019). Activités Biologiques des Caroténoides et des Polyphénols de la courge (Cucurbita moschata D.)
Thése de Doctorat LMD en Nutrition et Santé, Université de Mostaganem.

stade mdr, soit une diminution proche de 32%. De nombreux auteurs ont attribué la

diminution de la teneur en composés phénoliques a I'oxydation des polyphénols par les

polyphénoloxydases au cours de la maturation des fruits

Tableau 3: Teneurs en polyphénols totaux (mg EAG) et flavonoides totaux
(mg EQ) par 100g de courge fraiche.

Différents  stades  de Polyphénols totaux Flavonoides totaux
maturation de la courge mg EAG /1009 de courge | Mg EQ /1009 de courge
fraiche fraiche
Vert jeune 77.50£1.01 23.47 = 0.90
Vert immature 97.43 + 3.60 28.66 = 0.33
Mar 55.60 + 3.60 19.60 £ 1.25
1,4 97 y=0,002x+0,031
1,2 R?=0,991
g 1
=
20,8 -
3 06 -
204 -
0,2 -
0 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
Concentration en Acide Gallique (ppm)

Figure 21: Droite étalon Acide gallique (A= 725nm)
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Figure 22 : Droite étalon Quercétine (A= 415nm).

(Pepe et al., 2015, Njoh Ellong et al., 2015, Saravanan et al., 2014, Rocha et al., 2014,
Petti et scully, 2009). Paradoxalement, Deng et al. (2013) avaient constaté que la
concentration en phénols totaux des fruits mdrs était supérieure de 71% a celle des jeunes
fruits.

Ces derniers auteurs avaient aussi rapporté que les concentrations en flavonoides,
anthocyanines et en proanthocyanidines étaient respectivement de 4.5, 14 et 17% plus
élevées chez les fruits mirs que chez les jeunes fruits. La teneur en composés phénoliques
totaux de leurs échantillons immatures et mars était respectivement de 10.3 et de 33.5mg/
100g de courge ; alors que le calcul de celle en flavonoides totaux révélait des valeurs
respectives pour la courge immature et mdre de 5.4 et 6 mg. Les teneurs en polyphénols
totaux et flavonoides totaux obtenues dans nos échantillons étaient plus importantes, mais

inférieures a celles rapportées par Rocha et al. (2014).

Toutefois, il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie car
I'utilisation de différents solvants et de différentes méthodes d’extraction réduit la fiabilité

d’une comparaison entre les études.
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La maturation des fruits implique une série de réactions biochimiques qui
conduisent a la production de composés phénoliques, de caroténoides et a la formation de

composés volatils (Azizah et al., 2009).

Des différences dans le contenu et les quantités des composés phytochimiques
mentionnés précedemment peuvent se produire, mais cela dépend d'un certain nombre de
facteurs tels que les facteurs extrinseques (les facteurs geographiques et climatiques tels
que : la lumiére, la nature du sol, la saison, la région de culture), les facteurs génétiques, la
variété de fruits, ou encore le degré de maturation de fruit et la durée de stockage (Ki Hyun
kim et al., 2013, Liero et al., 2010, Aurigena et al., 2014, Iswaldi et al., 2013, Santos et al.,
2006, Bunea et al., 2008).

L’étude de Njoh Ellong et al. (2015) a démontrée que le pois d'Angole était le [égume
le plus riche étudié en termes de teneur en polyphénols totaux qui étaient présents a
hauteur de 978.6 mg /100 g ; ce qui représente presque quatre fois plus que le contenu
phénolique de la courge étudiée. Le gombo, I'igname, le malanga et la patate douce étaient
plus riches en polyphénols que 1'échalote et le brocoli. L’acérola était plus riche en
polyphénols que les courges avec une valeur de 727 mg / 100g et était le fruit le plus riche
de Martinique en termes de polyphénols. Pomme de cajou et pomme étoile avaient des

valeurs élevees, avec respectivement 603 et 515 mg /100g.

Les plus fortes concentrations en phénols totaux ont été rapportées par Valenzuela et
al. (2014) dans les fractions méthanoliques de quatre variétés de Cucurbita sp avec des
valeurs allant de 10.68 & 160.32 mg EAG /g d’extrait de chair de courge et de 0.09 a 0.20
mg EAG /g d’extrait de graines de courge. Parry et al. (2008) avaient rapporté une teneur
en phénols totaux de I’ordre de 1.58 mg EAG /g d’extrait méthanolique d’huile de graines

de courge.

111.1.2. Influence du stade de la maturation sur le profil phénolique de la courge.
L’analyse qualitative du profil phénolique des extraits de courge obtenu a partir
des trois stades vegétatifs (vert jeune, vert immature et mdr) a été réalisée par HPLC-PDA-

ESI-MS. Les trois chromatogrammes obtenus (Fig. 23, 24 et 25) montrent clairement les
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changements du profil phénolique de la courge au cours de sa maturation, puisque certains
pics (phénols) visibles au stade vert jeune ne le sont plus au stade mar.

L’analyse HPLC a permis la mise en évidence de 33 composés phénoliques (33
pics) bien individualisés dans le fruit courge aux stades vert jeune et vert immature (fig. 23
et 24). En revanche, la maturation du fruit s’accompagne d’une réduction du nombre de

composés phenoliques présents a 23 (fig.25).

L’identité de ces 33 composés a été révélée et est reportée au tableau 4 qui laisse
apparaitre une prédominance des acides phénoliques comme I’acide caféique, acide
cinapique, caftarique, ferulique, dérivés de 1’acide dehydroferulique, syringique,

coumarique, dérivés de 1’acide protocatechuique, tartarique.

On note également la présence de quelques acides aminés. Les acides phénoliques
représentent environ un tiers des phénols alimentaires et sont présents dans les plantes sous
forme libre et liée (Iswaldi et al., 2013). L’absence de 1’acide chlorogénique de nos
échantillons est a souligner en raison du signalement de sa présence dans d’autres variétés

de courge par d’autres auteurs (Pepe et al., 2015, Iswladi et al., 2013).

Certains flavonoides ont également été identifiées dans I'extrait de courge,
principalement le p-comaroylhexoside, la quercétine glucoside et la vanilline. Un autre
compose phénolique appartenant a la classe des lignanes a été identifié ; il s’agit du
Laricirésinol-sesquilignan qui a été déja décrit dans la courge dans d’autres publications
(Delia et Amaya, 2010, Nawirska-Olszanska et al., 2014).

Parmi les autres composés polaires, cing acides aminés ont été détectés (valine,
thréonine, tyrosine, phénylalanine et acide aspartique) et deux acides organiques (acide
tartrique et maléate de feruloyle) et une glycosylamine (adénosine). Ces composés polaires
ont également été décrits dans un travail antérieur mené par Iswaldi et al. (2013) dans la
courge Cucurbita pepo.

La quantification a éeté faite avec le méme appareillage qui a été etalonné avec des
molécules phénoliques standards ayant servi a établir des droites étalons grace auxquelles

les valeurs des échantillons ont été déterminées par extrapolation.
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Figure 23: Identification des polyphénols de courge (C. moschata D.) au stade vert jeune
par HPLC-PDA-ESI-MS
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Figure 24 : Identification des polyphénols de courge (C. moschata D.) au stade vert
immature par HPLC-PDA-ESI-MS.
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Ces résultats sont en accord avec ceux d'études antérieures sur différentes variétés de
courge (Torres Gama et al., 2006 ; Hagiwara et al., 1998 ; Kurz et al., 2008).

La détermination de la teneur en polyphénols dans l'extrait de courge analysé a été
effectuée par extrapolation des valeurs des échantillons sur des courbes d'étalonnage et les

résultats sont indiqués dans le tableau 5.
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Figure 25: Identification des polyphénols de courge (Cucurbita moschata D.) au stade
mQr par HPLC-PDA-ESI-MS.

L'acide syringique est le composé le plus abondant, représentant 37% des composés
phénoliques de courge, suivi par l'acide cinnamique (11.93%), l'acide protocatéchuique
(11.30%), le p-comaroylhexoside (4.71%), la quercétine glucoside (4.53%) et la vanilline
(4.29 %).

Selon les résultats de ce travail, les teneurs de certains acides phénoliques tels que 1’acide
caféique et son dérivé, 1’ acide protocatéchique, I’acide cinnamique, 1’acide syringique,
I’acide coumarique et 1’acide dihydroferulique ; ainsi que celles des flavonoides comme la

quercétine glucoside, la lutéoline 7-O-glucuronide, la lutéoline-7 -O-rutinoside, le
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Tableau 4 : Identification des polyphénols de la courge (Cucurbita moschata D.) au stade

vert immature par HPLC-PDA-ESI-MS.

N° RT* Formule [M-H]- . Nom du composé

pic | M brute MS

1 3.60 | CoHgO4 215 215 179 100 135 Caffeic acid derivative

2 3.83 | CusthisOs 325 163119 p-Comaroylhexoside

3 401 | CsHiiINO, 116 116 69 83 Valine

4 462 | C4H9NO3 118 118101 72 Threonine

5 5.78 | CgHgOs 151 151 Vanillin

6 6.18 | C11H1404 209 209 Sinapyl alcohol

7 6.75 | C1aH120s 223 180 195 Sinapic acid

8 9.00 | C14H140s 505 179 132 Feruloyl malate

9 9.72 | C4H/NO4 132 132 86 Aspartic acid

10 11.32 | CyH11NOs 180 180 Tyrosine

11 11.99 | C7HO4 153 111 109 Protocatechuic acid

12 13.22 | CoHgOz 147 Cinnamic acid

13 13,44 | C4HeOs 149 Tartaric acid

14 1573 | C7HeOs 157 109 Protocatechuic acid derivate

15 16.46 | Ci10H13NsO 266 136 Adenosine

4

16 18.63 | CoH100s 197 166 120 Syringic acid

17 19.97 | CoH11NO: 164 120 Phenylalanine

18 22.59 | C1oH1204 195 181 Dihydroferulic acid
derivative

19 24.23 | CgHgO3 163 Coumaric acid

20 27.62 | CgHgO4 179 Caffeic acid

21 29.46 | C1oH1204 195 178 Dihydroferulic acid

22 32.32 | CyH1004 181 Syringaldehyde

23 35.99 | C1oH1004 193 Ferulic acid

24 37.14 | Ci5H1406 289 Catechin

25 39.22 | C13HsOs 259 215187 231 1,3,5,6-tetrahydroxyxanthone

26 43.63 | C13H1209 311 Caftaric acid

27 46.06 | CH18011 457 Gallocatechin gallate
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28 47.07 | CsoH36010 555 Lariciresinol-
sesquilignan
29 49.83 | C21H2001 463 301 Quercetin glucoside
2
30 50.69 | C22H18010 441 539 Epicatechin gallate
31 52.92 | C21H18012 461 Luteolin-7-O-
glucuronide
32 3119 ¢ 1o 455 301 Quercetin-hexoside
21 19 12
33 62.21 C,H.0, 593 285 Luteolin-7-O-rutinoside

N: numéro de pic, **RT: temps de rétention, ***[M—H]—: forme ionique de la molécule
****MS : spectrométrie de masse

p-comaroylhexoside, la vanilline et (-) et le gallocatechingallate) augmentent
significativement (p <0,05) du stade vert jeune au stade vert immature. Cependant, ces

teneurs diminuent lors du passage des fruits au stade mdr.

Nawirska-Olszanska et al. (2010) ont étudié les composes phénoliques dans
différentes especes des fruits du Cucurbita maxima et Cucurbita pepo a différents stades
de maturité et ont constaté que, a mesure que la maturité progressait, la quantité d'acides
phénoliques augmentait. Ces résultats sont comparables a ceux trouvés dans la présente

étude.

Des résultats similaires ont également été rapportés dans des recherches antérieures
menées par Giindogdu et al. (2013), qui ont étudié le développement de composés
phénoliques a trois étapes de maturation chez les abricotiers (Rosaceae). lls ont remarqué
que le stade mi-mdar etait le plus riche en acides phénoliques et en flavonoides.

Deux phénomeénes distincts de variation des teneurs phénoliques ont été observés
au cours de la maturation: soit une décroissance réguliére (Wang et al., 2001, Ayala-Zavala
et al., 2004), soit une hausse a la fin de la maturation (Serrano et al., 2005; al., 2011). Par

ailleurs, les quantités plus élevees d'acide sinapique, d'acide ferulique, d'acide caftarique,
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Tableau 5 : Quantification des polyphénols de la courge (C. moschata D.) aux stades vert

jeune, vert immature et mar (ug/ g).

N° Compose Vert jeune | Vertimmature Mar
Pic

1 Caffeic acid derivative 23.80+1.41 102.58+8.69 33.64+2.60

2 p-comaroylhexoside 75.32+2.17 171.14+10.57 92.89+5.84

3 Vanillin 10.74+1.85 156.10+7.69 43.99+4 .41

4 Sinapic acid 136.92+8.21 | 27.16%1.58 16.27+1.41

5 Protocatechuic acid 96.90+3.47 410.31+13.99 229.46x+14.75
6 Cinnamic acid 43.04+2.84 433.48+19.27 316.46+13.86
7 Protocatechuic acid derivate 228.79+17.15 | 85.92+4.31 -

8 Syringic acid 604.24+18.55 | 1340.59+28.12 | 998.55+13.54
9 Dihydroferulic acid derivative | 37.44+2.38 105.66+7.54 156.87+8.78
10 | Coumaric acid 33.33+2.24 52.56+4.87 30.56%2.86
11 | Caffeic acid 29.79+£1.79 106.80+7.71 85.67+5.88
12 | Dihydroferulic acid - 41.06+3.15 29.64+2.45
13 | Ferulic acid 112.42+7.98 | 85.24+4.55 57.51+3.84
14 | Catechin - 45.95+2.21 59.79+4.86
15 | Caftaric acid 106.49+9.15 | 43.35+3.95 -

16 | (-)-Gallocatechin gallate - 41.21+2.87 -

17 | Quercetin glucoside 77.38+5.66 164.66+11.74 46.98+3.27
18 | (-)-Epicatechin gallate 75.80£5.12 42.19+2.13 -

19 | Luteolin 7-O-glucuronide - 71.35+5.62 -

20 | Quercetin-hexoside 127.02+9.56 | 37.03+£1.18 -

21 | Luteolin-7-O-rutinoside 65.15+4.36 66.52+3.49 -
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de dérivé d'acide protocatéchuique, de gallate d'épicatéchine et de quercétine-hexoside au
premier stade (jeune vert) diminuent au stade de la maturité (p <0,05).

Les résultats corroborent avec la littérature ; Zdunic et al. (2016) ont identifié huit
composés dans différentes variétés de fruits de courge C. pepo, C. maxima et C. moschata

et parmi eux les acides phénoliques étaient les plus dominants.

Les acides protocatechuique et chlorogénique sont les acides phénoliques qui sont
les plus largement distribués dans ces variétés, ainsi que dans diverses especes végétales
connues comme sources d'antioxydants puissants tels que le thé vert.

Dragovic-Uzelac et al. (2005) ont rapporté la présence d'acide chlorogénique dans C.
pepo, C. maxima et C. moschata. Parmi les flavonoides identifiés, il y a I'hespéridine,

glycoside d'hespérétine, qui caractérise les agrumes.

L'hespéridine présente différentes activités biologiques telles que les activités
antioxydantes, anti-inflammatoires et anticancéreuses. L'ériodictyol-7-néohespéridoside
est également présent dans les agrumes.

C'est un puissant antioxydant puisqu'il contient une fraction catéchol avec un cycle B et un
groupement hydroxyle (5-OH) en cycle A et un groupement carbonyle en position 3,
capable de chélater les cations métalliques. La vanilline n'a été observée que dans C.

moschata.

Les différences constatées dans les quantités des composés phénoliques par rapport a
ce qui a été rapporté par la littérature peuvent €tre dues au procédé d’extraction appliquée,
la température utilisée ou la polarité des solvants.

D'autre part, I’influence de l'origine géographique des échantillons et aussi de 1’année
de la collecte, ne peut pas étre exclue des causes de ces différences (Meirinhos et al.,
2005).

I11.2. Résultats d’analyse des caroténoides de la courge.
I11.2. 1. Teneur en carotenoides totaux de la courge

La teneur en caroténoides a été determinée par une méthode spectrométrique. La

droite étalon est établie en utilisant le B-carotene comme standard et les résultats sont
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exprimés en mg équivalent de p-caroténe par 100 g de courge fraiche (mg ECa/100 g).
L'éguation de la droite est y = 0.109x + 0.006 (fig.26) et le coefficient de corrélation R2 =
0.994.

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 6 et ils indiquent que les
caroténoides totaux sont présents dans la courge a raison de 0.117, 0.124 et de 0.415 mg

ECa/ 100g de courge fraiche respectivement aux stades vert jeune, vert immature et mdr.

Ces résultats sont trés inferieurs a ceux publiés par Kang et al. (2010) qui ont
rapporté le contenu en caroténoides dans trois lots de courge orange, et ils ont trouvé que
leur teneur est de l'ordre de 1.06, 1.12 et 0.9 mg ECa/100g de courge fraiche. La moyenne
des teneurs rapportées par cet auteur (1.02 mg ECa/100g de courge fraiche) représente plus
de 8 fois celles des stades jeune vert et vert immature, et plus de 2 fois celle du stade mar

trouvées dans le présent travail.

Il apparait que contrairement aux composes phénoliques, la teneur en caroténoides
totaux augmente nettement lorsque la courge arrive a maturité. Cette augmentation est de

plus de 23.4% lorsque la courge passe du stade vert immature a celui de mdr.

Pandey et al. (2003) ont étudié la composition en caroténoides de courge durant différents
stades de maturation, ils ont trouvé que la teneur en caroténoides totaux de la courge

orange est de 14.85 mg/I00g de courge fraiche au stade mdr.

Selon la littérature, le taux de caroténoides est plus élevé dans la courge au stade mar
que dans la courge immature ou méme jeune (Jacobo-Valenzuela et al., 2011, Roura et al.,
2007). Durant la maturation, la couleur verte de la courge, due a la présence des
chlorophylles, disparait avec la synthése des pigments caroténoides (Petkova et Antova,
2015).

D’apres Njoh Ellong et al. (2015), le cresson et la patate douce sont plus riches en
caroténoides que le brocoli ; alors que la courge en était plus riche que la carotte et les
épinards. La patate douce était méme plus riche que la pomme de terre, chaque légume
enregistrant 244.33 mg /100g et 64.64 mg /100g, respectivement. La teneur en
caroténoides de la mandarine Mamey et de la mandarine macaque était plus élevée que 200

mg / 100g et étaient les fruits les plus riches étudiés.
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Figure 26: Droite étalon B-caroténe (A = 470nm).

Tableau 6 : Teneurs en caroténoides totaux de la courge (mg ECa/100g de courge fraiche)

a différents stades de maturité.

Stade vert jeune Stade vert Stade mar
immature
0.117+0.10 mg 0.124+0.08 mg 0.415+0.19 mg

111.2.2. Variation qualitative et quantitative du profil en caroténoides de la courge en
fonction du stade de maturation.

La teneur en caroténoides totaux a été déterminée par une méthode spectrométrique. La
droite étalon est établie en utilisant le B-carotene comme référence et les résultats sont
exprimés en mg équivalent de B-caroténe par 100 g de courge fraiche (mg ECa/100 g).
L'équation de la droite étalon est y = 0.109x + 0.006 (fig.26) et le coefficient de corrélation

R2 =0.994.

Le fractionnement par HPLC- PDA-ESI-MS des différents caroténoides de la courge
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Cucurbita moschata récoltée a différents stades de maturation (vert jeune, vert immature
et mir) révéle 9 composés distincts (fig.27). 11 s’agit de la  néoxanthine, la
cucurbitaxanthine A, la lutéoxanthine, la violaxanthine, la luteine, la zeaxanthine, 1’a-

carotene, le B- caroténe et I’isomére cis-p-caroténe.

Parmi ces composeés, il y en a ceux qui ne sont pas représentés a certains stades de
maturation car indétectables dans les conditions de I’expérience. C’est le cas de la
néoxanthine aux stades vert immature et mir, la violaxanthine au stade vert jeune et de I’a-

caroténe aux stades jeune vert et m{r (tableau 7).

Lee et al. (1984) avaient fractionné neuf caroténoides chez six variétés de courge
d’hiver et avaient constaté que seul 1’a-carotene y était présent a des concentrations
appréciables, alors que les autres huit caroténoides n’étaient présents qu’a des

concentrations inférieuresa 1 ug/ g.

De méme, Arima et Rodriguez-Amaya (1988 ; 1990) avaient également détecté
entre 14 et 19 caroténoides chez C. moschata et dont 1’a-caroténe et le B-carotene ont été
les principaux. En revanche, 1’a-carotene, la lutéine et la violaxanthine étaient les
principaux caroténoides parmi les 15 caroténoides identifiés chez C. maxima. Par ailleurs,

la lutéine et le B-caroténe prédominaient parmi les 17 caroténoides identifiés chez C. pepo.

Malgré le grand nombre de caroténoides identifiés, il en y a seulement deux a quatre
qui ont été détectés a des niveaux appréciables dans les différentes variétés de courge ;
alors que les autres caroténoides étaient présents en trés petites quantités (< 3 pug / g) ou
bien a I’état de traces Ces trois études ont toutes été effectuées par chromatographie sur
colonne et mesure spectrophotométrique.

Matsuno et al. (1986) avaient isolé et élucidé par la résonance magnétique nucléaire
et la spectrométrie de masse les structures de deux nouveaux caroténoides chez C. maxima,

et qu’ils avaient dénommé cucurbitaxanthine A et cucurbitaxanthine B.

Khachik et Beecher (1988), utilisant la chromatographie liquide a haute performance
(HPLC) avec une colonne C18 et une combinaison d'élution isocratique et de gradient

d’élution, avaient séparé et identifié des caroténoides et des esters de caroténoides dans le
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gland de courge C. pepo et dans trois variétés de courge C. maxima. Le profil
chromatographique différait nettement entre les variétés bien que des mélanges complexes

d’esters aient été observés. Ces auteurs avaient détecté seulement huit caroténoides.

RT: 0.00 - 30.00 SM: 15G
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Figure 27: Chromatogramme type du fractionnement par HPLC- PDA-ESI-MS des

différents caroténoides de la courge (Cucurbita moschata, D)

Identité des pics: 1: Néoxanthine, 2: cucurbitaxanthine A, 3: Lutéoxanthine, 4:
Violaxanthine, 5: luteine, 6: Zeaxanthine, 7 : a-caroténe 8 : B- carotene 9: Isomer cis-f-
carotene

Selon une étude de Ganzalez et al. (2001), la lutéine prédominait dans deux variétés
de C. maxima, alors que I’a-caroténe et le B-carotene étaient les principaux caroténoides
d'une autre variéte de cette méme espéce. Ceci indique une variabilité varietale des

caroténoides chez la courge.

Chez C. pepo, le B-caroténe était le caroténoide prédominant. Dix caroténoides ont
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Tableau 7 : Différents caroténoides séparés et identifiés par HPLC-PDA-ESI-MS de Cucurbita

moschata récoltée a trois différents stades de maturation

N_° Temps de Stade Stade vert | Stade A [M-H]+* Composés
Pic rétenti_on vert immature mar
RT (min) jeune

1 4,09 40780 Absence Absence | 271 410 | 601,583 | Neoxanthin
469

2 14,19 97948 127590 212969 | 263 437 | 584 cucurbitaxanthin
473 A

3 | 447 61981 168850 54368 418 436 | 601 583 | Luteoxanthin
448

4 | 455 Absence | 98711 49159 416 601,583 | Violaxanthin
441 470

5 |6,94 537221 | 1131953 1280744 | 268 422 | 551569 | Lutein
478

6 |786 130340 | 187724 162763 | 268 422 | 569 Zeaxanthin
448 480

7 14,62 Absence | 499365 Absence | 274 445 | 537 a-Carotene
481

8 |16,19 402611 | 469497 625402 | 268 309 | 537 -Carotene
464

9 |16,47 97327 102627 153416 | 295 444 | 537 cis-Isomer of
469 [-carotene

* [M—-H]+: La forme ionique de la molécule
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été identifiés dans une courge argentine C.moschata, mais seuls le B-carotene, I’a-carotene
et la lutéine était quantifié. Murkovic et al. (2002) ont analysé un large éventail de courges
et ont trouvé que les concentrations de caroténoides allaient de 0.6 & 74 ug / g pour I’a-

carotene, de 0 a 75 g / g pour le B-carotene, et de 0 a 170 pg / g pour la lutéine.

Compte tenu de la variation qualitative et quantitative substantielle rapportée pour la
composition en caroténoides des courges, plus de données sont nécessaires. Il est impératif
de s'assurer que les caroténoides soient définitivement identifiés et que les variations
quantitatives observées soient variétales (naturelles) et non dues a la variabilité analytique.

Pour ce qui est de I’aspect quantitatif, les différents caroténoides ont été évalués au
stade mir de la courge, car c’est a ce stade que 1’on a détecté le maximum de caroténoides

totaux (se référer au tableau 8).

Parmi les 9 caroténoides identifiés, la lutéine semble étre la plus abondante avec une
valeur de 16.47 pg/g de courge fraiche au stade mdr, soit 40.07% du total des composés.
Ensuite et dans un ordre quantitatif décroissant, il y a le p-caroténe avec 13.54 pg/g (soit
26.25%), la cucurbitaxanthin A avec 7.61 pg/g (soit 18.51%), la lutéoxanthine avec 5.72
Hg/g (soit 10.46%) et la zéaxanthine avec 5.40 ug/g (soit 4.70%) (tableau 8).
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Tableau 8: Teneurs en différents caroténoides (ug/g) de la courge Cucurbita moschata

récoltée a trois différents stades de maturation.

Différents Quantité (ug/g)
Caroténoides Stade vert Stade vert Stade mar
jeune immature
Neoxanthin 3.65 / /
Cucurbitaxanthin A 459 5.91 7.61
Luteoxanthin 4.88 5.56 5.72
Violaxanthine / 5.43 4.20
Lutéine 10.48 12.76 16.47
Zéaxanthine 4.92 5.69 5.40
a-caroténe / 4.83 /
B-caroténe 9.56 10.60 13.54
cis-Isomer of 8- 3.87 4.18 5.67
carotene
Total 41.95 54.96 58.61

Ce profil quantitatif reste quelque peu inférieur a celui rapporté par Pandey et al. (2003)

pour la luteine (31.6%) ; mais supérieur par rapport a celui du p-carotene (13.7%).

Selon I’¢tude de Cristiane et al. (2007) menée sur plusieurs variétés de courge C.
moschata au stade mdr, il y avait une predominance du B-caroténe et de 1’a-carotene ; alors
que la lutéine et la néoxanthine étaient respectivement les troisieme et quatrieme

caroténoides majeurs. La violaxanthine n'a été détectée qu’a I’état de traces.

Kimura et al. (2007) ont trouvé que chez C. moschata, la teneur totale moyenne en
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caroténoides augmente de 5.4 ug / g chez le fruit jeune & 79.6 ug / g dans le fruit mar. Bien
que la lutéine semble étre le caroténoide principal au stade immature, le B-carotene et I’a-

carotene demeurent les caroténoides prédominants au stade de la maturite.

Par ailleurs, on sait aussi que la caroténogénese se poursuit apres la récolte a
condition que le fruit ou le légume soit conserve intact. Ainsi, bien que les concentrations
absolues different, le caroténoide modele est le méme pour les fruits et Iégumes matures,
qu’ils mdrissent sur I'arbre ou aprés récolte, mais ils ne doivent pas étre abimés et doivent

étre gardés intacts (Kurz et al., 2008).

Par rapport aux travaux précédents sur les courges brésiliennes, les echantillons de
fruits analysés dans cette étude semblent étre plus mature et de maturité plus uniforme
comme le reflete les résultats, bien que les valeurs moyennes pour le B-carotene (13.54ug /
g) et I’a-carotene (4.83 pg / g) de C. moschata trouvées dans le présent travail se sont
révélées plus faibles.

Les valeurs rapportées par Murkovic et al. (2002) se situent dans les larges plages
obtenues (8.3-42.3 pg / g pour I’a-caroténe et 14.1-79.3 ug / g pour le p-carotene). La
concentration moyenne de B-caroténe (15.4 ug / g) du fruit mature de C. maxima est
légérement comparable a la valeur précedente. Les teneurs de lutéine (16.47 ug / g) chez la
courge C. moschata étudiée dans ce travail sont plus d’une fois et demi supérieures a

celles de chez C. pepo (10.7 pg/g).

Selon 1’étude de Murillo et al. (2010) sur le contenu en caroténoides de 10 fruits au
stade mdr de légumes cultivés en Panama; le fruit ayant la plus forte teneur en
caroténoides était la courge C. moschata (173 ug / g), qui présentait également la teneur en
lutéine (81.7ug /g) la plus élevée en comparaison avec celles de la carotte Daucus carota
(3.6 pg/g), du piment orange Capsium annuum (7.9 pg/g), de la tomate Solanum

lycopersicum (3.4 pg/g) ou encore du brocoli Brassica oleracea (1.4 ug/g).

Par ailleurs, d’autres études sur la courge (Azevedo-Meleiro et Rodriguez-Amaya,
2007; Murkovic, Milleder et Neunteufl, 2002) ont souligné la relation entre la teneur en

caroténoides de ce fruit et certains facteurs liés au stade végétatif de la plante et au
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génotype de I’espece.

Les courges pourraient étre récoltées sur une large gamme de maturité et peuvent
étre stockées pour une longue période; ainsi, une variation substantielle des taux de
caroténoides de ces fruits proposés a la vente peuvent étre attendus. Il est bien établi que la
maturation de caroténogenes de fruits et légumes se répercute sur une biosynthese accrue

des caroténoides (Kimura et al., 2007).

Trois différentes especes (Cucurbita pepo, C. maxima, C. moschata) et une variété
issue du croisement de C. maxima et C. moschata ont été analysées par Murkovic et al.
(2002) qui ont rapporté que la gamme des teneurs des trois caroténoides identifiés. Les
seuils de détection ont été de 0.6 pg /g et de 74 nug /g pour le B-caroténe chez C. pepo et C.
maxima respectivement ; de 75 pg /g pour l'a-caroténe chez C. maxima et de 170 ug /g

pour la lutéine chez C. pepo.

Chez la plupart des variétés de courge, le B-caroténe était le caroténoide le plus
abondant, excepteé le cas de C. maxima ou ¢’était I’a-caroténe qui prédominait. Les variétés
de C. maxima ont montré une teneur beaucoup plus élevée en lutéine. La variété issue du
croisement de C. maxima et C. moschata s’est révélée également remarquablement riche

en lutéine (120 pg /g).

111.3. Propriétés biologiques des polyphénols et des caroténoides de courge

111.3.1. Activité antioxydante

Le pouvoir antioxydant des polyphénols et des caroténoides de courge (Cucurbita
moschata) a été déterminé avec deux tests : DPPH et ABTS. Les résultats sont reportés

dans les tableaux 9 et 10 et les droites étalons sont représentées dans les figures 28 et 29.

Les résultats obtenus indiquent que les caroténoides extraits de la courge recoltée aux
trois différents stades de maturation du fruit exercent un plus grand pouvoir antioxydant

que celui des polyphénols quelque soit le test utilisé, DPPH ou ABTS.

L’activité anti-radicalaire des différents extraits a été évaluée par le test au DPPH,

celui-ci est souvent utilisé pour la rapidité des résultats comme il est employé pour le
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Tableau 9 : Pouvoir antioxydant des polyphénols de courge

(UM trolox équivalent/ g de courge fraiche).

DPPH
(UM trolox équivalent/ g
de courge fraiche)

ABTS
(UM trolox équivalent/ g de
courge fraiche)

Stade vert jeune 0.048 = 0.005 0.055 £0.003
Stade vert 0.053 + 0.008 0.067 + 0.048
immature
Stade mar 0.065 = 0.010 0.074 £ 0.021

Tableau 10 : Pouvoir antioxydant des Caroténoides de courge

(UM trolox équivalent/ g de courge fraiche).

DPPH
(UM trolox équivalent/g

de courge fraiche)

ABTS
(UM trolox équivalent/g de

courge fraiche)

Stade vert jeune 2.128 + 0.029 3.04 +0.003
Stade vert immature 3.239 + 0.002 474 + 0.007
Stade mar 5.617 +0.005 6.491 +0.005
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criblage des molécules douées d'activités antioxydantes présentes dans les extraits des
veégétaux (Yi et al., 2008).

Cependant, cette activité semble étre légerement surévaluée par la méthode de
piégeage du radical ABTS et ceci pourrait étre 1ié, d’une part & la meilleure solubilité de
I’ABTS dans les solutions aqueuses et dans les solvants organiques et, d’autre part a sa

plus rapide réactivité par rapport au DPPH.

En effet, si nous considérons I’activité anti radicalaire des polyphénols, le rapport
entre la capacité de piégeage de I’ABTS et celle de réduction du radical DPPH est
supérieur a 1’unité ; et il est de ’ordre de 1.14, 1.26 et 1.38 pour la courge récoltée

respectivement aux stades vert jeune, vert immature et mdr.

Le pouvoir antioxydant des polyphénols de courge évolue au cours du
développement de la plante car il augmente au fur et a mesure que le fruit marit. Les
valeurs du test DPPH passent de 0.048 a 0.065 uM trolox equivalent/ g de courge fraiche
entre le stade vert jeune et celui de mdr avec une valeur mediane (0.053 pM trolox

équivalent/ g de courge fraiche) au stade intermédiaire de vert immature.

Le méme constat peut étre fait au niveau des valeurs du test ABTS ou la capacité de
piégeage de ce radical par les polyphénols de courge passe de 0.055 au stade vert jeune a
0.074 puM trolox équivalent/ g de courge fraiche au stade mdr avec une valeur médiane de

0.067 au stade vert immature.

Ces observations nous raménent a considérer que le pouvoir antioxydant des
polyphénols de chair de courge augmente avec la progression de la maturation du fruit.
Deng et al. (2012) ont évalué la capacité antioxydante via le test ABTS des composés
phénoliques de 56 lIégumes parmi lesquels ceux de la courge C. moschata récoltée a deux
stades végétatifs différents, vert jeune et mdr. lls ont trouvé que les polyphénols de courge
exprimaient une activité anti radicalaire de I’ordre de 0.38 £ 0.03 uM trolox équivalent/g
courge fraiche récoltée au stade mdr et de 1.09 + 0.05 uM trolox équivalent/g de courge

fraiche récoltée au stade vert jeune ; ce qui donne un rapport d’activité antioxydante égal a
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Figure 28: Droite étalon de trolox dans le test de DPPH
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Figure 29 : Droite étalon de trolox dans le test ABTS
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fraiche récoltée au stade vert jeune ; ce qui donne un rapport d’activité antioxydante égal a

2.87 en faveur des polyphénols issus du stade vert jeune.

L’interprétation de ces observations par ces auteurs attribue cette plus forte capacité
antioxydante des extraits de courge de stade végétatif vert jeune a la différence dans le
contenu phénolique des extraits qui sont moins riches en composés phénoliques au stade

mdar.

D’autres auteurs, comme Azizah et al. (2009), ont évalué le pouvoir de piégeage du
radical DPPH par des fractions de polyphénols et de caroténoides extraites de courge

mare ; ils ont obtenu des taux de réduction de ce radical qui avoisinent les 50%.

Yamaguchi et al. (2001) s’étaient penché sur I’effet de la cuisson de la courge
fraiche sur son activité antioxydante et avaient constaté que la chaleur induisait une perte
significative de cette activité qui passait de 78.4 £ 1.7 % dans la courge fraiche 2 59.9 £ 1.9
% dans la courge cuite.

Selon une étude menée par Bhandari et Lee (2016) sur la capacité antioxydante de
la tomate (Solanum lycopersicum) au cours des stades de maturation et la corrélation entre
les polyphénols totaux et le processus de maturation. Leurs résultats indiquent que chaque
composé antioxydant possede un modele d'accumulation et de dégradation au cours du

processus de maturation.

La tomate présentait des teneurs en phénols totaux de 2978.8 ug EAG /g de tomate
fraiche et en flavonoides totaux de 2733.3 pg QE /g de tomate fraiche. La tomate apparait
comme une tres bonne source en substances phénoliques qui seraient responsables de sa
haute capacité antioxydante évaluée a 25.524 pumol TE /g tomate fraiche (Bhandari et Lee,
2016).

Ces derniers auteurs soulignent qu’au cours du processus de maturation, une forte
corrélation positive s’installe entre les composés phénoliques et les flavonoides d’une part
et une activité antioxydante, d’autre part. Ils concluent que la maturation chez les fruits et

légumes s’accompagne d’une augmentation progressive de divers composés antioxydants
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dans une certaine mesure qui se répercute sur l'augmentation concomitante de l'activité

antioxydante.

Dans la présente étude, il a été constaté que tous les extraits de caroténoides de
courge récoltée a trois stades végétatifs différents (vert jeune, vert immature et mdr)
exercent une activité antioxydante directement proportionnelle a la quantité de
caroténoides présente dans le fruit.

L'extrait de caroténoides de courge de stade mar présentait le plus haut niveau
d’activité antioxydante mesurée avec le test ABTS (6.491 =+ 0.005 uM TE/g), suivi par
ceux des stades jeune immature (4.74 + 0.007 uM TE/g) et vert jeune (3.04 +0.003 uM
TE/qg), respectivement (tableau 10).

Dans ce cas d’évaluation de I’activité anti radicalaire des caroténoides, il est a
remarquer que le test ABTS donne des valeurs plus élevées que le test DPPH et par

consequent rend mieux compte du potentiel antioxydant que recéle la courge.

Le fruit de C. moschata, ainsi que sa graine sont connus pour étre efficaces dans le
traitement de certaines maladies, y compris le diabéte sucré et I'arthrite rhumatismale (Mia-
Isabelle et al., 2010).

Les propriétés pharmacologiques de l'extrait de courge ont suscité 1’intérét des
scientifiques qui ont cherché a en tirer des bénéfices santé.

Dans cette optique, Chanwitheesuk et al. (2005) ont rapporté que les composés
typiques possédant une activité antioxydante chez la famille des Cucurbitaceae, notamment
chez I’espéce C. moschata étudiée, ont été identifiés comme étant les vitamines C et E,

les caroténoides et les composés phénoliques.

Une corrélation entre la teneur en carotenes totaux et I’indice antioxydant a été
trouvée chez les Cucurbitaceae (C. moschata) avec une valeur de 2.91 + 0.03 uM TE/g
avec le test au DPPH (Bouayed et Bohn, 2016). Cependant, il peut étre observé que la
quantité de xanthophylles totales dans le groupe de famille étudiées ait montré une
corrélation avec l'indice antioxydant dans de nombreuses familles (Araliaceae,

Cucurbitaceae, Légumineuses, Pipéracées et Ombelliferes) (Chanwitheesuk et al., 2005).
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Dans une étude de Mia-lIsabelle et al. (2010) sur le profil antioxydant de quelques
végetaux communs tels que les épinards, chou frisé, coriandre, courge musqué, feuilles de
patate douce, laitue chinoise, cresson, épinard rouge, chou fleuri et la ciboule ; il a été
constaté qu’ils recelent des teneurs €levées en caroténoides (plus de 90 mg ECa / 100g de
poids frais). La plus forte activité antioxydante (3.91 uM TE/g), déterminée via le test

ABTS a été enregistrée avec les extraits de la courge musquée (C. moschata).

De nombreux autres travaux de recherche (Gonzales et Ancos, 2000 ; Venskutonis
et Beek, 2004 ; Miranda et al., 2000 ; Zainol et al., 2003 ; Zielinski et Kozlowska, 2000)
ont été consacres a la mise en évidence et a la caractérisation de caroténoides naturels dans

les fruits et les Iégumes potentiellement antioxydants.

Par ailleurs, plusieurs auteurs (Larson, 1988 ; Rice-Evans et Miller, 1996 ; Locke et
Vivanco, 2003) s’accordent pour souligner le rdle de nombreux autres composés comme
antioxydants potentiels de plantes supérieures (par exemple, vitamines C et E,
caroténoides, dérivés de la chlorophylle, alcaloides, flavonoides, acides phénoliques et

autres phénols).

Les caroténoides et les composés phénoliques présents dans les plantes sont
largement décrits dans la littérature comme de bons antioxydants naturels dont 1’effet peut

étre synergique (Wangcharoen et Morasuk, 2007).

Les caroténoides sont reconnus pour leurs nombreuses activités biologiques qui sont
attribuées en partie aux propriétés antioxydantes. Ils sont susceptibles de réagir avec la

plupart des espéces réactives oxygénées (Fuhrman et al., 1995).

D’autres ¢tudes (Hanasaki et al., 1994; Cos et al., 1998) ont également montré que
les caroténoides sont de bons inhibiteurs d’enzymes responsables de la production des
radicaux libres comme la zéaxanthine oxydase qui est une source biologique importante du

radical superoxyde.

Les caroténoides et les polyphénols sont également connus pour modifier les
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activités des enzymes comme la protéine kinase C, la protéine tyrosine kinase, aldose-
réductase, la myéloperoxydase, la NADPH oxydase, la xanthine oxydase, la
phospholipase, la transcriptase inverse, l'ornithine décarboxylase, lipoxygénase et la
cyclooxygénase (Kohlmeier et Hastings, 1995).

Certaines de ces enzymes sont impliquées dans les fonctions immunitaires, la
cancerogenese, les transformations cellulaires, la croissance tumorale et les métastases. La
propriété antioxydante et la modification de I’action enzymatique des caroténoides et des

polyphénols illustrent clairement leurs propriétés pharmacologiques (Santos et al., 1998).

L'activité antioxydante de ces composes dépend des facteurs suivants: la réactivité
(agents donneurs de protons H* et d’électrons), la stabilité du radical formé, la réactivité
avec dautres antioxydants, la capacité de coordonner les métaux de transition, et

I'interaction et la solubilité avec les membranes (Barreiros et al., 2006).

L’action antioxydante de ces phytonutriments ne se manifeste non seulement par
I’inhibition et la désactivation des radicaux libres, mais aussi par la neutralisation
d’enzymes oxydantes et par la chélation des traces d’ions métalliques impliqués dans la

production des espéeces réactives oxygénées (Cotelle, 2000).

Le nombre de groupes hydroxyles phénoliques peut jouer un r6le important dans
I’activité de piégeage des radicaux libres (Van Acker et al., 1993; Justino et al., 2004).
Les publications a ce sujet montrent que les composés hydroxyles des flavonoides dans la
position ortho-aromatique, comme la quercétine, ont une activité antioxydante contre les
ROS (Soobrattee et al., 2005).

En présence d'H202, par exemple, des composés phénoliques tels que I'orthoquinol
subissent une réaction de réduction qui donne naissance a des ortho-quinones et de I'eau en

tant que produits de réaction (Dewick, 2002; Soobrattee et al., 2005).

Pour une bonne activité de piégeage de flavonoides, un groupement catéchol sur le
noyau B est nécessaire. Le groupement OH-3 peut fonctionner comme un site de chélation
et peut egalement étre oxyde. Le groupe 3-OH, en combinaison avec une double liaison
C2-C3 augmente l'activité du piegeage (Van Acker et al., 1996).
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Les flavonoides sont des piégeurs efficaces des radicaux libres responsables de
dommages a I'ADN et a la promotion de la tumeur. Leur activité anti-cancérigéne
s’exprime par de multiples mécanismes, comme l'activation et I'amélioration des activités
des enzymes antioxydantes ou I’inhibition de certaines enzymes telles que la P-450 dans le
foie (Olinski et al., 2002 ; Marchand, 2002).

Les polyphénols sont aussi capables de capturer les radicaux OH car ce sont
d’excellents agents réducteurs. L’étude réalisée par Zhao et al. (2005) rapporte que le
verbascoside est capable d'inhiber la peroxydation lipidique par la chélation des ions
ferreux et le piégeage du radical hydroxyle. De plus en plus de chercheurs s’accordent sur
le fait que les polyphénols protégent les constituants cellulaires contre les dommages
oxydatifs et, par conséquent, contribuent a limiter le risque de diverses maladies
dégénératives associées au stress oxydatif (Lugman et Rizvi, 2006 ; Pandey et Rizvi,
2009).

111.3.2. Activité antimicrobienne des extraits phénoliques du fruit de Cucurbita
moschata
I11.3.2.1. Mise en évidence de I’activité antibactérienne
L’activité antibactérienne des extraits phénoligues de la courge Curcubita moschata
récoltée aux trois différents stades végétatifs (vert jeune, vert immature et mdr) vis-a-vis
d’une gamme de neuf souches pathogénes (E. hirae ATCC 10541, P. mirabilis ATCC
13315, B. subtilis ATCC 6633, P. aeruginosa ATCC 27853, S.dysenteriae sp isolée au
LMBAFS, Staphylococcus aureus ATCC 29213, E. coli ATCC 25922, L.
monocytogenes ATCC 7644 et S. typhimurium ATCC 13311) et de deux souches
bénéfiques (B. animalis sbsp lactis Bb12 et L. rhamnosus LBRE-LSAS) a été déterminée.

Les résultats des diametres des zones d’inhibition obtenus sont représentés dans le
tableau 11. Les extraits phénoliques des fruits exercent un effet inhibiteur sur les bactéries

pathogenes d’une maniere différente selon le stade de récolte de la courge.

En effet, I’activité inhibitrice de ces extraits génére des diamétres d’inhibition qui
varie d’un minimum de 3 mm pour S. typhimurium ATCC 13311, inhibée par un extrait

phénolique de courge de stade mdr, a un maximum de 12 mm pour S. aureus ATCC
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29213, inhibée par un extrait phénolique de courge de stade vert immature. Les souches
probiotiques Bb12 et LBRE-LSAS semblent étre résistantes vis-a-vis tous les échantillons

testés vu qu'aucune zone d'inhibition n'a été obtenue.

Ainsi, il apparait que les extraits phénoliques de courge récoltée au stade mdr ont
une activité antibactérienne modérée qui s’est manifesté par des diamétres de zones
d’inhibition allant de 3 + 0 2 9.75 mm =+ 0.4 mm. C’est a ce stade aussi que la quantité de

polyphénols et de flavonoides mesurée est la plus faible.

En revanche, les stades jeunes, vert et vert immature, ont montré une meilleure activité
antibactérienne avec des diamétres de zones d’inhibition qui varient de 4.16 + 0.32 a 10.66

+ 0.60 mm et de 5 a 12 mm, respectivement.

Les extraits phénoliques qui ont I’activité antimicrobienne la plus élevée sont ceux de
la courge récoltée au stade vert immature et c’est le stade auquel il y a le plus de
polyphénols et de flavonoides

Cette activité d’inhibition des germes pathogeénes apparait comme étant corrélée
avec la teneur en polyphénols et en flavonoides totaux de chaque stade de récolte de la

courge.

La souche bactérienne la plus sensible et qui a marqué les plus grandes zones
d’inhibition aux stades vert immature (12 mm) et vert jeune (10.66 mm) est S. aureaus
ATCC 29213. Cette forte sensibilité de S. aureus aux extraits phénoliques de
courge se traduit par la plus faible CMI (0.75 pg/mL) par rapport aux autres

souches pathogenes.

La souche S. dysenteriae est également sensible car elle affiche des zones
d’inhibition de diamétres égaux a 9.10 £ 1.26 mm et a 5.66 + 0.54 mm sous I’effet des
extraits phenoliques de courge de stades vert immature et vert jeune, respectivement. Ce

niveau d’inhibition lui confére une CMI de 1.25 pg/mL.

L’inhibition d’E. coli par les extraits phénoliques de courge aux stades vert immature

et vert jeune s’est manifestée par des zones d’inhibition de diamétre de 8.33 £ 0.87 et de 6
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+ 0, respectivement. En revanche, parmi les bactéries pathogénes testées, celle qui a
montré le plus de résistance vis-a-vis les extraits de courge est S. typhimurium dont les
diametres des zones d’inhibition générées sont de 5+ 0 ; 4.5 + 3.39 et de 3 £ 0 mm obtenus
avec les extraits phénoliques des trois stades, vert immature, vert jeune et mdr. La CMI pour

cette bactérie est la plus élevée ; elle est de 5 pg/mL.

Dans un ordre de grandeur de résistance décroissant (exprimé en diamétre de zone
d’inhibition en mm) obtenu respectivement avec les extraits phénoliques de courge aux
stades jeune vert, vert immature et madr, se classent P. mirabilis ATCC 13315 (4.16 +
0.32;5.33 £0.50 et 3.33 £ 1.25 mm), P. aeruginosa ATCC 27853 (4.75 £+ 2.57 ;6.0 £ 0.0
et 3.50 £ 0.50 mm), B. subtilis ATCC 66334 (5.0 £ 0.0; 6.25 £ 0.25 et 3.75 £ 0.89 mm) et
enfin L. monocytogenes ATCC7644 (5.0 0.0 ; 6.58 £ 2.02 et 4.0 £ 0.0 mm).

Les deux souches bactériennes bénefiques, Bifidobacterium animalis subsp lactis
Bb12 et Lactobacillus rhamnosus LBRE-LSAS, se sont avérées insensibles aux extraits

phénoliques de la courge, et ceci quelque soit le stade de récolte du fruit.

Les niveaux des diameétres des zones d’inhibition de germes pathogénes obtenus
dans le présent travail restent 1égérement inférieurs a ceux rapportés par Qian (2014) et
Cueva et al. (2010) a propos de I’activité antibactérienne de I’extrait de polyphénols de
Cucurbita moschata vis-a-vis de Bacillus subtilis (9.78 mm), Staphylococcus aureus
(13.21 mm) et d 'Escherichia coli (11.36 mm).

Le méme constat peut étre fait lorsqu’on compare nos résultats a ceux de Kamarudin
et al. (2014) et Wan et al. (2012) qui rapportent des taux d’inhibition de bactéries

pathogenes par des extraits de courge Curcubita moschata plus élevés.

Ces auteurs ont exploré le potentiel antibactérien in vitro de trois extraits (extrait de
dichlorométhane ou DCM, extrait méthanolique ou MEOH et extrait aqueux) du fruit de
Curcubita moschata (courge tropicale) au stade mdr contre des bactéries pathogénes pour
I'nomme. Ils ont testé la sensibilité des bactéries a Gram positif (B. cereus, E. faecalis et S.
aureus) et des bactéries a Gram négatif (B. cepacia, P. aeruginosa, V. alginolyticus, V.

parahaemolyticus et E. coli) par la méthode de diffusion sur disque.
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Tableau 11: Diamétres des zones d’inhibition (mm) et concentration minimale inhibitrice

(CMI en pg/mL) obtenus avec les différentes souches.

Zones d’inhibition en mm selon le stade
de récolte de la courge

Souches bactériennes Stade vert Stade vert Stade mar CMI
jeune immature (ng/mL)

E. hirae ATCC 10541 610 7.16+0.38 410 2.5
P. mirabilis ATCC 13315 4.16+0.32 5.33+0.50 3.33£1.25 5
B. subtilis ATCC 6633 5+0 6.25+0.25 3.750.89 5
P. aeruginosa ATCC 27853 4.75%2.57 6+0 3.5+0.5 5
S.dysenteriae sp (isolée au 5.66+0.54 9.10£1.26 5.5+0.81 1.25
LMBAFS)
S.aureus ATCC 29213 10.66+0.60 1240 9.75+0.4 0.75
E. coli ATCC 25922 6+0 8.33+0.87 5.25+0.64 1.25
L. monocytogenes ATCC 7644 510 6.58+2.02 410 2.5
S. typhimurium ATCC 13311 4.5+3.39 5+0 3+0 5

B. animalis sbsp lactis Bb12

L. rhamnosus LBRE-LSAS
(collection LMBAFS)

* Pour les résultats du test négatif (DMSO), le diametre de la zone d'inhibition est 00.00

mm.
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IIs ont noté que le niveau d’inhibition dépendait du solvant d’extraction et de la nature
de la souche considérée. L’activité antibactérienne la plus forte vis-a-vis de S. aureus, B.
cereus et de P. aeruginosa a éeté respectivement observée avec les extraits DCM, MEOH

et aqueux de Curcubita.

Ces auteurs rapportent que les différents extraits exercaient une activité
antibactérienne relative contre la plupart des bactéries testées avec des diameétres de zones

d'inhibition allant de 7 a 21mm.

Par ailleurs, Abd EI-Aziz et Abd El-Kalek (2011) ont rapporté que I’extrait
méthanolique de graines de C. moschata inhibait Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli et Klebsiella pneumoni; mais n’avait pas d’effet sur Pseudomonas

aeruginosa.

Les résultats de cette étude sont similaires a ceux de Badr et al. (2013) qui ont
constaté que des extraits de C. pepo inhibaient modérément des bactéries a Gram positif
comme Bacillus subtilis et Bacillus cereus avec des diamétres de zones d’inhibition de 5 et

4.75 mm, respectivement.

En utilisant la méme méthode de diffusion sur disque, Muruganantham et al.
(2016) ont mis en évidence une activité antibactérienne des extraits d’acétate d’éthyle du
fruit de C. maxima vis-a-vis de S. typhi (5 mm), E. coli (13 mm), E. faecalis (11 mm) et de

B. cereus (13 mm).

Les valeurs de CMI qui ont été déterminées dans une étude réalisée par Luciano-
Montalvo et al. (2013) pour une panoplie d’autres plantes qui ont montré une activité
inhibitrice sont: G. barbadense (le cotonnier) contre S. aureus et S. saprophyticus (0.5
pug/mL, 0.75 pg/mL), avec T. ananassae (plante vivace appelée Rose de Malaisie) (0.5, 0.5,
0.015 et 2.0 ug/mL) contre P. aeruginosa, P. vulgaris, S. aureus et S. saprophyticus
respectivement, avec P. calomelanos (Fougere) (2.0 pg/mL) contre P. aeruginosa.

Qian (2013) a rapporté que 1’extrait de polysaccharides de Cucurbita moschata avait

une activité antibactérienne élevée contre B. subtilis, S. aureus et E. coli a la concentration
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de 100 ug/mL. De méme, Li et Fu (2005) ont a rapporté que les polysaccharides de courge
pourraient efficacement inhiber la croissance de E. coli.

Prises ensemble, ces observations sont en faveur de I’utilisation de la courge comme
source potentielle en principes actifs naturels exploitables dans les industries agro-

alimentaire, pharmaceutique ou encore cosmétique.

En général, dans la plupart des études, les extraits de plantes ont montré que les
souches a Gram positif sont considérées comme plus sensibles aux agents antibactériens
par rapport aux souches a Gram négatif en raison de différences dans la structure de la

paroi cellulaire (Ahmed et Beg, 2001).

Les souches Gram négatif possédent une membrane phospholipidique externe portant
les composants structurels du lipopolysaccharide. Ainsi, cela rend la paroi cellulaire
imperméable aux substances chimiques antibactériennes. Par rapport a la souche Gram
positive, la membrane contient une couche externe de peptidoglycane qui n'est pas une
barriere de perméabilité effective (Nikaido, 2003). L’efficacité antibactérienne d’un
composé phénolique dépend de ses propriétés physico-chimiques et de I’hétérogénéité de

sa structure (Basli et al., 2012).

D’apres les résultats obtenus sur l'activité antibactérienne des extraits phénoliques de
courge C. moschata, il apparait que certains extraits ont induit une activité antibactérienne
modérée liée a la nature des différents composés phénoliques présents. A titre d’exemple,
I’acide caféique n’est efficace que contre certaines bactéries (Brantner et al., 1996) ; alors
que la quercétine exerce une activité antibactérienne contre presque toutes les bactéries
responsables des problémes respiratoires, gastro-intestinaux et urinaires (Rigano et al.,
2006).

Etant donné que 1’activité antibactérienne des extraits de plantes est due a la présence
de différents constituants chimiques, la variation de la composition chimique des tissus de
ces plantes en raison de leur progression dans le stade végétatif ou de tout autre facteur

I’influant, pourrait expliquer les fluctuations observées dans cette propriété antibactérienne
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de ces extraits. L’efficacité optimale d’un extrait peut ne pas étre due a un constituant actif

principal, mais a I’action synergique de différents composés (Essawi, 2000).

OLes composés phénoliques, en particulier les flavonoides, sont reconnus pour leur
toxicité vis-a-vis des microorganismes. Le mécanisme de la toxicité peut étre lié a
I'inhibition des enzymes hydrolytiques (protéases et carbohydrases) et autres interactions
pour inactiver les adhésines microbiennes, les protéines de transport et l'enveloppe

cellulaire (Cowan, 1999).

En outre, leur activité antibactérienne est probablement due a leur capacité a se
complexer avec les protéines extracellulaires et les protéines solubles et de former un
complexe avec les parois des cellules bactériennes qui provoque une perturbation de

’activité membranaire normale de la bactérie (Tsuchiya et al., 1996).

Dans une étude sur I'action antimicrobienne de la propolis, Mirzoeva et al. (1997) ont
montré que les flavonoides et la quercétine provoquent une augmentation de la
perméabilité de la membrane bactérienne interne et une perturbation du potentiel
membranaire. S’agissant de la méme substance, Boufadi et al. (2016) avaient rapporté que
les CMI des flavonoides de propolis étaient faibles par rapport a celles des polyphénols
dans I’inhibition de la croissance de germes pathogénes comme Shigella dysenteriae,
Shigella sonei, Staphylococcus aureus et Escherichia coli.

Par ailleurs, Salvatore et al. (1998) ont rapporté que le « flavanone lonchocarpus A
» inhibe la synthése macromoléculaire chez Bacillus megaterium, et que la synthese de
L'ARN, de I'ADN, des constituants de la paroi cellulaire et des protéines ont été toutes
inhibées.

Mori et al. (1987) ont montré que la synthese de I'ADN est fortement inhibée par les
flavonoides chez Proteus vulgaris ; tandis que la synthese de I'ARN est la plus touchée
chez S. aureus. Les flavonoides présentant cette activité sont la robinétine, la myricétine et
I’épigallocatéchine. La synthése des protéines et des lipides est également touchée.

Ces auteurs suggérent que le noyau B des flavonoides peut jouer un réle dans
I’intercalation ou une liaison hydrogene avec les empilements des bases d'acide nucléique

et que ceci peut expliquer une action inhibitrice sur la synthése de I'ADN et de I'ARN.
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Plus récemment, Plaper et al., (2003) ont indiqué que la quercétine se lie a la sous-

unité Gyr B d’E.coli et I'ADN gyrase inhibe l'activité de I’enzyme ATPase.

Dans une étude bibliographique, Scalbert (1991) a énuméré 33 études rapportant les
activités inhibitrices des flavonoides et selon lesquelles, les flavonoides peuvent étre

toxiques pour les bactéries, ainsi que pour les champignons filamenteux et les levures.

Dans cette partie de notre étude, il a été démontré que la courge Cucurbita moschata
recele des composés capables d’inhiber la croissance de bactéries pathogenes
communément impliquées dans les toxi-infections. L’activité antimicrobienne de ces

composés est variable selon le stade végétatif de récolte de la courge.

111.3.3. Activité anti-inflammatoire des extraits de polyphénols et de caroténoides
de courge Cucurbita moschata.
111.3.3.1. Effet anti-inflammatoire in vitro des extraits de polyphénols et de
caroténoides.
I11.3.3.1.1. Effet sur I’inhibition de la dénaturation protéique

L'effet préventif des extraits de polyphénols et des extraits de caroténoides de la
courge C. moschata récoltée au stade mdr a été étudié en utilisant le test de l'inhibition de
la dénaturation de la serum-albumine bovine (BSA).

Les résultats de l'activité anti-inflammatoire in vitro de ces phytonutriments sont
résumeés dans le tableau 12. Les caroténoides et les polyphénols de courge présentaient une
bonne protection contre la dénaturation des protéines, mais I'effet des caroténoides était
plus marque.

L'inflammation est considérée comme un mécanisme de défense physiologique
primaire qui aide le corps a se protéger lui-méme contre différents stimulis. La
dénaturation des protéines tissulaires est I'un des sujets les mieux documentés en raison de
sa relation avec les maladies inflammatoires et arthritiques. Les enzymes lysosomales
libérées pendant l'inflammation produisent une variété de désordres. L'activité cellulaire
supplémentaire de ces enzymes est considéree comme liee a l'inflammation aigué ou

chronique (Leelaprakash et MohanDass, 2011).

L'inflammation est un processus complexe, souvent associé a la douleur et impliquant
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Tableau 12: Effet des polyphénols et des caroténoides de la courge Cucurbita

moschata récoltée au stade madr sur I’inhibition de la dénaturation protéique.

Concentration

% d’inhibition

(g/mL)
Extrait de 50 37.4+1.83
Carotenoides 100 39.16+1.34
250 45.32+0.24
500 52.09+0.68
1000 66.17+0.26
50 30.78+1.09
Extrait de 100 33.27£1.10
Polyphénols 250 39.10+1.00
500 41.56%0.77
1000 53.88+0.50
50 58.04+0.25
Ibuprofen

100 68.11+0.19
250 74.91+0.32
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des phénomeénes tels que: l'augmentation de la perméabilité vasculaire, I'augmentation de
la dénaturation des protéines et l'altération de la membrane cellulaire (Leelaprakash et
MohanDass, 2011).

La dénaturation des protéines est un processus dans lequel les protéines perdent leur
structure tertiaire et leur structure secondaire par action de contraintes externes ou d'un
composé, tel qu'un acide ou une base forte, un sel inorganique concentré, un solvant
organique ou de la chaleur. La plupart des protéines biologiques perdent leur fonction
biologique lorsqu'elles sont dénaturées. La dénaturation des protéines est une cause bien
connue de l'inflammation (Leelaprakash et MohanDass, 2011; Ingle et Patel, 2011).

Le traitement de la protéine BSA avec la plus faible concentration (50 pg / mL) de
polyphénols et de caroténoides de C. moschata a entrainé une inhibition modérée de sa
dénaturation thermique (30 et 37%, respectivement), tandis que l'effet du standard
ibuprofene, était plus important (58%). Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation
protéique de la sérum Albumine bovine par les extraits de courge est dose-dépendant. Le
traitement de la protéine avec la concentration la plus élevée (1000 pg/ mL) de
polyphénols et de caroténoides induisait respectivement 53 et 66% d’inhibition.
L’inhibition de la dénaturation des protéines a été prise comme mesure de 1’activité anti-
arthritique in vitro. La production d’auto-antigéne dans certaines maladies arthritiques peut

étre due a la dénaturation protéique (Umapathy et al., 2010).

Les taux d’inhibition de la dénaturation protéique obtenus dans le présent travail sont
quelque peu inférieurs & ceux rapportés par Bougandora et al. (2016) avec I’extrait de
Cistanche violacea (plante saharienne). En effet, ces auteurs ont utilisé des concentrations
d’extrait de cette plante comprises entre 400 et 600 pg / mL et ont obtenu des taux
d’inhibition de la dénaturation de la BSA compris entre 62.05 et 68.09 %. Le taux
d’inhibition le plus élevé (80.91%) a été observé avec le standard, le dichlofénac de

sodium, a une concentration de 200 pg / mL

Selon 1’étude menée par Leelaprakash et MohanDass (2011) qui ont utilisé 1’extrait

d’une plante vivace de I’Inde, Enicostemma Axillare, a une concentration de 500 pg / mL,
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la dénaturation thermique de la BSA était inhibée a 71% ; alors que I’aspirine, utilisée
comme anti-inflammatoire standard a la concentration de 100 pg / mL, a inhibé cette

dénaturation a 68%.

Les especes oxygenées reactives (ROS) pourraient provoquer une inflammation, et
plusieurs études in vitro sur I’inflammation ont montré que les caroténoides comme le -
caroténe, le lycopéne et la lutéine ont été en mesure de réduire la production de ROS
(Bouayed et Bohn, 2010).

Le lycopéne a été suggéré comme un puissant composée pour diminuer les ROS et
moduler les réactions redox sensibles des cellules cibles comprenant les protéines tyrosine
phosphatases, protéines kinases et facteurs de transcription (Palozza et al., 2012). Par
exemple, le lycopéne a 2 pug/ mL a pu réduire I’effet de la fumée sur les voies moléculaires
impliquées dans l'inflammation, la prolifération cellulaire et 1’apoptose, ainsi que sur les

substances activant les enzymes cancérogénes (Palozza et al., 2012).

Dans une autre étude réalisée par Simone et al. (2011), le lycopéne utilisé a une
concentration de 2 pug / mL a significativement réduit de 60% le taux des ROS chez

I'nomme stimulées par la fumée de cigarette.

La lutéine (20 pg/ mL) et le B-carotéene (20 pg/ mL) ont induit une réduction
significative de 20% et 10%, respectivement, des ROS dans des cellules apres stimulation
avec H>O2 (Kim et al.,, 2011). De méme, le B-carotéene a 10 et 20 pg/ mL réduit
significativement les ROS dans les cellules aprés stimulation par Helicobacter pylori (Jan
et al., 2009).

111.3.3.1.2 Effet sur la stabilisation membranaire des hématies (HRBC).

A la suite d'une réponse inflammatoire, des enzymes lysosomales de neutrophiles
activées sont libérées. Ces enzymes peuvent produire divers troubles. La membrane
érythrocytaire est analogue a la membrane lysosomale et sa stabilisation implique que
I'extrait peut également stabiliser les membranes lysosoméales (Leelaprakash et Mohan
Dass, 2011; Shenoy et al., 2010).
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Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) agissent soit en inhibant ces enzymes
lysosomales soit en stabilisant la membrane lysosomale (Vadivuand Lakshmi, 2008;
Leelaprakashand MohanDass, 2011).

Les résultats de I'effet des extraits de polyphénols et de caroténoides de C. moschata
par rapport au standard, le diclofénac de sodium, sont reportés dans le tableau 13. Les
concentrations d’extraits de polyphénols et de caroténoides de courge testées dans la

stabilisation membranaire des globules rouges sont 50, 100, 250, 500 et 1000 pg /mL.

La stabilisation de la membrane érythrocytaire par les extraits de courge est dose-
dépendante car leur effet de protection augmentait avec les concentrations croissantes et
était plus important avec les hématies traités avec les caroténoides de C. moschata qu'avec

les polyphénols.

Les concentrations de caroténoides de C. moschata ayant permis un taux de protection
des hématies contre la lyse membranaire compris entre 52.45 et 54.11% varient de 500 a
1000 pg /mL ; alors que I’anti-inflammatoire de référence, le diclofenac de sodium, utilisé
a 250ug/mL, a donné un taux de protection largement supérieur a 71.91%.

L’effet préventif de C. moschata observé dans le présent travail est comparable & celui

décrit chez Cistanche violacea par Bougandora et al. (2016).

Tableau 13: Effet des polyphénols et des caroténoides de Cucurbita moschata sur la
stabilisation membranaire HRBC

Stabilisation membranaire HRBC
(inhibition %o)
Concentration Polyphénols Caroténoides Diclofenac-sodium
(Mg/mL)

50 31.3+1.18 39.5+1.72 46.99+0.65
100 32.05+1.00 40.22+0.88 60.87+1.70
250 33.43+0.99 49.10+0.64 71.91+0.38
500 35.12+0.41 52.45+0.91
1000 39.75+0.68 54.11+0.55
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Bougandora et al. (2016) ont trouvé que I'effet préventif de Cistanche violacea sur
la lyse membranaire des hématies induite par hypotonicité est un effet dose-dépendant. Les
extraits de cette plante utilisés a des concentrations comprises entre 400 et 1000 pg/mL
assurent une protection des hématies contre la lyse membranaire a hauteur de 59 a 75%.

Ce niveau de protection est comparable a celui obtenu (79.47%) avec 1’anti-inflammatoire

de référence, le dichlofenac de sodium utilisé a une concentration de 200ug / mL.

Vadivu et Lakshmi (2008) ont montré que 1’extrait de feuilles de C. moschata avait
une activité anti-inflammatoire in vitro qui était dose-dépendante et, qu’utilisé a une
concentration de 1000 pg / mL, il assurait 67% de protection des HBRC en solution
hypotonioque ; alors que I’anti-inflammatoire standard, le dichlofenac, affichait une
protection de 74%.

Les résultats de ces auteurs obtenus avec des extraits de feuilles sont Iégérement supérieurs

a ceux obtenus avec des extraits de fruit dans la présente expérimentation.

Cette activité protectrice des extraits du fruit ou des feuilles de courge vis-a-vis de la
lyse membranaire des globules rouges a été attribuée aux diverses fractions de polyphéols
(alcaloides, les flavonoides, les tanins, stéroides, phénols) et de caroténoides qui agissent
comme inhibiteurs ou piégeurs de radicaux libres, et parfois méme comme pro-oxydants
primaires (Sakat et al., 2010).

Des travaux antérieurs (Del Carmen Recio et al., 1999, Dinda et al., 2007) avaient
également montré que l'activité anti-inflammatoire des extraits de courge pourrait étre due
a ’effet d’un seul composant ou a I’effet synergique de plusieurs composants, tels que les

iridoides, les phényléthanoides glycosides et I’apigénine.

Tundis et al. (2008) ont montré que les iridoides et les phényléthanoides glycosides
possédaient une forte activité anti-inflammatoire L'apigénine flavone est aussi répertoriée

comme un anti-inflammatoire (Soares et al., 2006, Eldahshan et Azab, 2012).
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111.3.3.2. Effet de I'extrait des polyphénols et des caroténoides sur la réaction
inflammatoire.
111.3.3.2.1. Effet in vivo des extraits de polyphénols et des caroténoides sur la
réaction inflammatoire de la patte de rat
L’¢tude de I’activité anti-inflammatoire in vivo a été réalisée sur le modele de
I'cedéme aigu de la patte de rats induit par I’injection de la carragénine qui provoque une

expression maximale de la cyclooxygénase-2 (COX-2) (Nantel et al., 1999).

Les extraits de courge testés dans 1’activité anti-inflammatoire proviennent de
fruits récoltés au stade mir. Les épaisseurs de 1'eedéme (état inflammatoire) induits par
la carragénine augmentent progressivement avec le temps. Les résultats sont regroupés

dans le tableau 14.

Au début, les épaisseurs des cedemes mesurées chez les rats avant injection de
carragénine ne présentent pratiguement pas de différence et variaient de 3.67+£0.039 a
3.82+0.110 mm. L’injection de carragénine (1%) aux rats induit une nette augmentation de
cet cedéme pendant les trois heures qui ont suivi.

Cependant, trois heures apres injection de 1% de carragénine aux rats traités par les
extraits de courge, les mesures de 1’cedéme au niveau de 1’aponévrose plantaire de la patte
postérieure gauche subissent une nette augmentation qui s’accentue par la suite jusqu’a la
sixiéme heure ; aprés quoi, elles diminuent sensiblement. L’épaisseur de ces cedémes passe
de 3.67+0.039 mm a 5.97+0.0042 mm ensuite & 4.99+0.0062 mm respectivement 3h et 6h

apres injection de carragénine (fig. 30).

L’injection de carragénine est a l’origine d’une réaction inflammatoire vasculo-
exudative. Il s’agit d’une vasodilatation artériolaire puis capillaire dans la zone atteinte. |l
en résulte au niveau local une augmentation de I'apport sanguin et un ralentissement du
courant circulatoire. La congestion est déclenchée rapidement par un mécanisme nerveux

(nerfs vasomoteurs) et I'action de médiateurs chimiques.

L'eedéme inflammatoire résulte du passage dans le tissu conjonctif interstitiel ou les

cavités séreuses d'un liquide appelé exsudat constitué d'eau et de protéines plasmatiques.
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Tableau 14: Effet anti-inflammatoire in Vivo de différentes concentrations d’extraits de

polyphénols et de caroténoides de Cucurbita moschata compare a celui du standard, le

Diclofénac, sur I’épaisseur de I’cedéme (mm) de la patte de rat Wistar.

Traitements par Doses Epaisseurs des cedémes (mm) chez les rats
injection (mg/Kg apres injection de carragénine 1 %
intrapéritonéale poids vif) oh 3h 6h
(1P) (état initial)
Extrait de 5 3.67+0.039 5.97+0.0042 4.99+0.0062
polyphénols
10 3.75+0.046 5.66+0.032 4.23+0.019
Extrait de 5 3.77 £0.104 5.84+0.016 4.50+0.008
caroténoides
10 3.80+0.045 5.75+0.045 4.44+0.45
Diclofénac
AINS 20 3.82+0.110 5.92+0.056 3.91+0.017
Témoin négatif
Rats Normaux 35040102 | 3630078 |3:°6%0.009
N
Temoin positif
Carragénine 4.02+0.056 5.63+0.029 6.20+0.032
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Sa traduction clinique est un gonflement des tissus. L'oeedéme inflammatoire est la
consequence d'une augmentation de la pression hydrostatique due a la vasodilatation, et
surtout d'une augmentation de la perméabilité de la paroi des petits vaisseaux sous
I'effet de mediateurs chimiques (Weill et Batteux, 2003 ; Prin et al, 2009).

Dans le cas ou les extraits de Cucurbita moschata sont utilisés a raison de 5
mg/kg, on constate que I'épaisseur de I'eedéme passe de 3,77 £ 0,104 mm a 5,85 + 0,016
mm, 3h aprés injection de carragénine. Néanmoins, 6h aprés [’induction de
I’inflammation, le lot de rats traités par l'extrait de courge présente une moyenne des

épaisseurs 4,28 + 0,062 mm correspondant a un pourcentage de diminution de 21%.

Si 1'on considére le Diclofénac, un anti-inflammatoire non stéroidien utilisé en
intrapéritonéale chez les rats injectés de carragénine, I'épaisseur de la région centrale de
I'aponévrose plantaire gauche passe de 3.82 £ 0.110 mm a 5.92 + 0.056 mm au cours
des 3h post-injection de carragénine. Cette derniére valeur est diminuée
comparativement a celle du lot de rats injectés en intra péritonéale par des extraits de

courge avec un pourcentage d'inhibition de 16.66%.

En outre, 6h apres I'injection de carragénine, ces valeurs évoluent pour atteindre
3.91 £ 0.017 mm. Cette derniére valeur est aussi significativement diminuée par rapport
a celle des rats traités par les extraits de courge, avec un pourcentage d'inhibition de
29.52%.

En définitive, les résultats de notre expérimentation montrent que l'extrait de courge
présente un effet anti-inflammatoire chez les rats injectés par la carragénine a 1%
comparativement au lot n'ayant recu aucune injection. Aussi l'utilisation du Diclofénac

montre un effet anti-inflammatoire plus prononcé que celui des extraits phénoliques de

courge apres 3h et 6h de temps post-injection de carragénine.

Le criblage de l'activité anti-inflammatoire est realisé par le test de la carragénine.
Cet agent phlogogene induit au niveau de la patte un cedéme considéré comme un signe

caractéristique de I'inflammation et un parameétre important dans I'évaluation de l'activité

anti- inflammatoire de plusieurs composés. Cette technique a été sélectionnée en raison
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Figure 30 : Effet des concentrations de 5 et 10 mg/Kg de poids vif d’extraits de polyphénols et
de caroténoides de courge Cucurbita moschata sur 1’épaisseur de I’cedéme (mm) de la patte de
rat Wistar induit par injection de 1% de carragénine T- : rats injectés de carragénine non traités,
T+ : rats injectés de carragénine traités par Diclofénac.

Les valeurs portées sur ce graphe représentent la moyenne de 3 déterminations =+ 1’écart type.

de sa simplicité d'exécution et en raison de sa reproductibilité. La carragénine provoque
I'inflammation locale lorsqu'elle est injectée dans I'aponévrose de la plante du pied (Bhatt
etal., 1977; Ossipov et al., 1995).

La cause de cette réaction inflammatoire est la lésion tissulaire. Cette lésion
tissulaire induit la synthése de I'histamine, des prostaglandines, des leucotrienes (Ammon
et al., 1993), du PAF (facteur d'activation plaquettaire), des cytokines, du NO (monoxyde
d'azote) et du a-TNF (facteur de nécrose tumorale) (Clarke et al., 1996).

L'évolution de l'cedéme suite a I’injection de carragénine s’effctuee de manicre
temps-dépendant et se divise en deux phases : la premiére phase s’étale de 0 a 3h ; la
deuxiéme phase de 3 & 6h. Des études antérieures ont indiqué que I’effet maximal de la

carragénine s’observe trois heures aprés son administration (Kirkova et al., 1992).
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En effet, la carragénine induit une augmentation de la synthese de cyclooxygénase de
type 2 (COX-2). L'augmentation de la concentration de cette enzyme passe par un

maximum lh aprés I’injection de carragénine selon ces mémes auteurs.

Cette augmentation est accompagnée par celle de la synthése de-prostaglandines,
essentiellement la prostaglandine type E2 (PGE2) impliquée dans les processus de la
douleur et de I'inflammation (Nantel et al., 1999 : Posadas et al., 2004).

Ceci explique l'effet retardé des AINS comme le Diclofénac qui n'a d'effet que lh
aprés son administration ; ce qui est en relation avec leur mode d'action qui passe par
I'inhibition de la prostaglandine PGE2 par stimulation de la cyclooxygénase COX-2
(Vergne et al., 2000 ; Editorial , 2005). Cela explique aussi pourquoi l'effet du Diclofénac
devance celui de notre extrait aprés 3h et 6h de période post-injection de 1’agent

inflammatoire, la carragénine.

111.3.3.2.2 Effet in vitro des extraits de polyphénols et des de caroténoides sur la
protéine C-réactive (CRP)
Le dosage de la protéine C-réactive a été effectué par une technique

immunoturbidimétrique automatisée qui a donné les résultats reportés au tableau 15.

Six (6) heures aprés I’injection de carragénine a 1%, la CRP; subit une augmentation
chez le groupe de rats non traités a 1’extrait de courge (témoin positif) comparativement a
I'état initial N (lot rats normaux = lot N) avec des valeurs respectivement de 48 mg/ mL vs
4 mg/ mL.

La protéine C-réactive (CRP) est une pentraxine rencontrée chez la plupart des
vertébrés (souris, rats, homme) et chez les invertébrés comme la limule (Limulus
polyphemus) (Etlinger et Coe, 1986 ; Nakanishi et al., 1991 ; Shrive et al.,1999).

La protéine C-réactive humaine (CRPh) est une protéine de la phase aigué
inflammatoire dont les concentrations plasmatiques peuvent augmenter jusqu'a 1000 fois
suite & des dommages de tissus ou a des infections (Padilla et al., 2003). La CRPh se lie
également a la phosphorylcholine que I'on trouve dans les phospholipides membranaires
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Tableau 15: Concentrations (mg/mL) en protéine C-réactive chez les rats Wistar a 1’état normal
ou initial non injectés de carragénine et non traités par le Diclofénac ou par les extraits de courge
(lot N), rats injectés de carragénine et non traités désignés contrdle ou témoins + (lot C), rats
injectés de carragénine et traités par le Diclofénac a 20mg/Kg poids vif témoin - (lot D), rats
injectés de carragénine et traités par 5 ou 10 mg/Kg d’extraits de caroténoides (lots 5C et 10C) ou
de polyphénols (lots 5P et 10P) de courge Cucurbita moschata.

Lots de rats CRP (mg/L)
Rats normaux non injectés de carragénine 4+0
et non traités = lot N

Rats contrdles ou témoins (+) = lot C 4812

Rats injectés de carragénine et traités au 61
Diclofénac témoins (-) =lot D

5 mg/ Kg caroténoides = lot 5C 22+3

10 mg/ Kg caroténoides = lot 10C 16+1

5 mg/Kg polyphénols lot 5P 36+3

10 mg/ Kg polyphenols = lot 10P 28+2
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Parmi les fonctions effectrices exercées par la CRPh lors de la liaison a des ligands, il y a
I'activation in vivo et in vitro du complément (Nakanishi et al., 1991; Siegel et al.,1974;
Wolbink et al., 1996).

Chez les rats, la CRP; (celle du rat) n'est pas une protéine typique de la phase
inflammatoire aigué en comparaison avec I'haptoglobine sérique et le fibrinogéne
plasmatique (Giffon et al., 2003). Cependant, contrairement aux humains, les rats ont des
concentrations plasmatiques de CRP beaucoup plus éleveées, soit environ 300-500 mg/L, ce

qui est 100 fois plus élevé que la concentration chez les humains.

Contrairement a la CRPh, la CRPr est incapable d'activer le complément malgré une
homologie en acide aminés de 70%. Il est aussi important de signaler que la CRPr n'active
pas le complément en utilisant le polysaccharide de Streptococcus pneumoniae et peut par

conséquent l'activer lors de sa liaison avec d'autres ligands. (Eldahshan et Azab, 2012).

Dans notre cas, la CRPr augmente et corrobore les résultats de nombreux travaux
I'ayant utilisé pour suivre I'évolution de la réaction inflammatoire aigue. En effet pour les
différents lots de rats C, D, 5C, 10C, 5P, 10P ; le taux de CRPr est augmenté sensiblement
par rapport au lot de rats N (normaux ou a I'état initial avec respectivement des valeurs de
48 ;6;22;16;36 ;28 mg/mLvs 4 mg/mL.

Selon Giffen (2003), les taux de CRPr culminent, 25 a 40 h aprés I'administration
d'adjuvant complet de Freund par voie intra-péritonéale, a environ 120% de ceux du
contrdle (100%). Selon Dimitrov et al. (2014), les rats obéses présentent une élévation de
la CRPr qui atteint 947.5 pg/mL par rapport a celle des témoins (649.34 pg/mL) apres

guatorze semaines d'expérimentation.

Dans notre cas, la quantification immunoturbidimétrique de la CRP a indiqué qu’elle
culmine a 48 mg/mL chez les rats sans traitement anti-inflammatoire ; ce niveau

correspond a 150% celui du témoin qui represente les 100%.

Chez le lot de rats ayant recu l'extrait de C. moschata, 1h avant le traitement par la
carragénine et apres six heures, on assiste a une diminution du taux de CRPr chez les rats
traités avec les caroténoides 5C (lot 5C) et 10C (lot 10C) comparativement a ceux traités

avec les polyphénols 5P (lot 5P), 10P (lot 10P) avec des valeurs respectives de 22mg/mL et
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16 mg/ mL vs 36 mg/ mL et 28 mg/ mL.

Quand au lot de rats traités par 1’anti-inflammatoire standard, le Diclofénac (lot D), il
présente une valeur sensiblement plus diminuée que celle des lots traités par I’extrait de
courge. En effet, le taux de CRPr chez les rats du lot D (6 mg/mL) est inferieur a celui des
rats des lots 5C (22mg/mL), 10C (16 mg/ mL), 5P (36 mg/ mL) et 10P (28 mg/ mL) .

Ces résultats témoignent de l'effet anti-inflammatoire important de I'extrait de C.
moschata comparativement au lot non traité (C) mais demeure légérement inférieur a I'effet

anti phlogogéne du Diclofénac.

Ces résultats montrent aussi que le fruit de courge présente une activité anti-
inflammatoire appréciable comparativement a un médicament comme le Diclofénac. Cela
reflete  la teneur importante en composés phénoliques totaux, en flavonoides, en

anthocyanes et en caroténoides totaux déeterminés dans ce fruit.

Les résultats de la présente étude mettent en évidence la corrélation positive entre la
teneur en caroténoides, en composés phénoliques totaux et en flavonoides dans I'extrait

méthanolique du fruit de courge et son activité anti-inflammatoire.

Selon la littérature, les différentes parties de la plante de courge de muscade sont
couramment utilisées en médecine traditionnelle dans différentes régions du monde,
principalement dans les régions subtropicales et tropicales du continent asiatique et
ameéricain mais aussi en région méditerranéenne pour soigner diverses maladies telles que
les troubles digestifs, I'asthénie, les problemes hépatiques, lI'obésité, les troubles urinaires,
le diabéte, les infections de la peau, l'anorexie, la fiévre, la pharyngite, la bronchite,
I'anémie, la diarrhée, I'insomnie, et le cancer (Plastina et al., 2012 ; Saif et al., 20 10).

111.3.3.2.3 Effet des extraits de polyphénols et de caroténoides sur la Formulation et
la Numération Sanguine du rat (FNSr)

La FNS, constitue le dénombrement des éléments figurés du sang. Dans cette
expeérience, nous nous sommes contentés de dénombrer les leucocytes afin de les corréler
avec I’inflammation induite par la carragénine chez le rat et phytoremédiée par les extraits

de courge.
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Les résultats de la numération leucocytaire sont reportés dans le tableau 16. Ils
montrent que chez les rats normaux agés de 6 a 7 semaines et pesant 150 a 200g, le nombre
de leucocytes est voisin de 3810/mms,

D’autres auteurs (Archer, 1977; Balkwill et al., 2005; Bhatt et al., 1997) ont rapporté
un nombre de leucocytes beaucoup plus élevé (4190 a 9730/ mm? chez des rates de poids
corporel comparable. Ainsi, les femelles présentent un nombre de leucocytes inférieur a
celui des males. La littérature ne manque pas de références sur les parametres
hématologiques du rat. Cependant, il convient de signaler la grande variabilité de ce
nombre de leucocytes qui peut fluctuer du simple au triple (Smith et al., 1986; Suber et
Odell, 1985 ; Eccleston, 1977) selon le lieu de ponction (Descat, 2001).

D’aprés Smith et al. (1986), le sang prélevé a partir de l'aorte abdominale et dans un
tube type Vacutainer et a partir du ventricule droit chez le rat montre un niveau bas

d'érythrocytes, de leucocytes et de plaquettes compareé a celui prélevé a partir d'autres sites.

Cependant, il peut y avoir de grandes variations d'une étude a l'autre et il semblerait,
a priori, difficile d'établir un hémogramme de référence pour le rat. En effet, il existe un
tres grand nombre de facteurs de variation parmi lesquels on peut déja citer le sexe, I'age,
le site de ponction, la lignée, le statut médical, et bien sir la méthode d'étude de ces

parametres sanguins, manuelle ou automatiseée.

Tous ces facteurs ne peuvent pas étre controlés a 1’identique par tous les laboratoires
et pour toutes les expérimentations. En définitive, et selon Ringler et Dabich (1979), il est
impossible d'établir une quelconque valeur universelle pour un parametre hématologique

ou biochimique.

La réaction vasculo-exsudative se traduit cliniguement par quatre signes cardinaux
classiques de l'inflammation aigué : rougeur, chaleur, tuméfaction, douleur ; elle comporte
trois phénomenes : une congestion active, un cedéme inflammatoire, une diapédese

leucocytaire.

L'eedéme inflammatoire résulte du passage dans le tissu conjonctif interstitiel ou les

cavités séreuses d'un liquide appelé exsudat constitué d'eau et de protéines plasmatiques.
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Tableau 16: Formule de Numération Sanguine (FNS) des rats traités et non traités avec I’anti-
inflammatoire standard, le Diclofénac (lot D), et différentes concentrations (5 et 10 mg/mL)
d’extraits de polyphénols (lots 5P et 10P) et de caroténoides (lot 5C et 10C) de courge C.

moschata récoltée au stade mdr. x 103/pL.

N C D 5 10 5 10 mg/mL
mg/mL mg/mL mg/mL C
P P C
WBC 3.81 125 | 781 9.81 8.59 7.00 6.08
LYM 3.09 521 | 4.82 6.64 6.24 4.55 4.37
MID 0.58 356 | 258 1.78 3.36 3.31 1.58
GRA 0.14 6.95| 041 0.21 0.17 0.14 0.13

WBC : globule blancs, LYM : Lymphocytes, MID : Monocytes , GRA : Granulocytes.

Sa traduction clinique est un gonflement des tissus qui, en comprimant des terminaisons
nerveuses, est responsable de la douleur (également provoquée par certains médiateurs

chimiques) (Russo-Marie et al., 1998).

L',edéme inflammatoire résulte d'une augmentation de la pression hydrostatique due
a la vasodilatation et surtout d'une augmentation de la perméabilité de la paroi des petits
vaisseaux sous l'effet de médiateurs chimiques. Ces différents phénomenes témoignent de

la forte multiplication leucocytaire (Bouguendora et al., 2016).

Pour les lots traités par les extraits de C. moschata (les lots 5P, 10P, 5C et 10C,) et
au diclofénac (lot D), on constate qu'aprés six heures, le nombre de leucocytes diminue par

rapport a celui du témoin ou du contrdle (lot C).
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Les rats traités par le Diclofénac, anti-inflammatoire non steroidien (D), présentent
une diminution du nombre de leucocytes par rapport au témoin (lot C), mais de maniére
plus prononcée que pour les extraits de polyphénols et de caroténoides de courge. Cela
montre que les extraits de courge presentent un effet anti-inflammatoire entrainant une

variation de la formule leucocytaire mais de maniere moins intense que le Diclofénac.

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) bloguent la synthese des
prostaglandines. L'enzyme cible des AINS est la prostaglandine synthase ou
cyclooxygénase (COX) qui convertit I'acide arachidonique en prostaglandine E> (PGE>) ;
du métabolisme des PGE> dérivent ensuite les diverses prostaglandines , prostacyclines et

thromboxanes.

Il existe au moins deux isoformes de COX, de méme poids moléculaire et avec
environ 60 % de similitude, COX-1 et COX-2. Le diclofénac est 20 a 50 fois plus actif sur
COX-1 que sur COX-2 (Meade et al., 1993 ; MitchelL, 1993). L'action inhibitrice du
Diclofénac sur les cyclooygénases entraine une inhibition de la synthese des
prostaglandines et donc de la réaction inflammatoire aigue innée et de la prolifération des

globules blancs.

L'extrait de courge contient de nombreux composés identifiés par LC-MS/MS. Les
flavonoides sont des composés polyphénoliques biologiquement actifs et ubiquitaires chez

les fruits et les végétaux. La composition des flavonoides varie selon les variétés de fruits.

Dans la pulpe du fruit du jujubier, la présence de flavonoides comme la quercétine, le
kaempférol et la myricétine, conférent a ce produit la capacité d'inhiber I'activité des

enzymes impliquées dans l'apparition de médiateurs inflammatoires.

Selon Mansour (2016), ces médiateurs sont le monoxyde d'azote (NO) ou les
prostanoides, eicosanoides synthétisés par I'entremise de cyclo-oxygénase (COX) et les
leucotrienes qui possedent un rdle chimiotactique pour les leucocytes (macrophages,
neutrophiles) sur les sites (fig.31-1) (Liang et al. 1999 ; Shen et al., 2002).

La quercétine et le kaempfeérol inhibent aussi la cyclo-oxygenase (COX)-2 chez les
macrophages de souris (Jung et Sun, 2004 ; Kim et al., 2008). En définitive ces travaux

corroborent nos résultats concernant I'effet anti-inflammatoire de I'extrait de courge au
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regard de sa composition en polyphénols tels que la quercétine le kaempférol, la

myricétine la naringénine et I'nespérétine.
111.3.3.2.4 Examen Histologique de la patte de rat

Six heures aprés I’induction de I'inflammation, une étude histologique a été réalisée
dans le tissu de la patte et qui est illustrée par la figure 31. Chez les rats du lot N

(normaux), il n'y avait aucun signe d'inflammation dans le tissu de la patte (fig.31-1).

L’examen microscopique des biopsies de pattes des rats ayant recu la carragénine
mais non traités a montré une accumulation massive de cellules inflammatoires infiltrées.
En revanche, les biopsies des mémes rats mais traités avec le Diclofénac ou par les
polyphénols et les caroténoides de la courge ont montré une réduction de la réponse

inflammatoire.

Le nombre de neutrophiles était plus important dans les tissus des pattes de rats non
traitées que dans ceux des pattes traitées avec 1’anti-inflammatoire standard, le Diclofénac.
Les deux extraits de polyphénols et de caroténoides de courge réduisaient les neutrophiles

dans les tissus enflammés.

Selon les résultats, I’effet des deux extraits était dose-dépendant. L'extrait de
caroténoides était capable de réduire le nombre de neutrophiles mieux que I'extrait de

polyphénols (+, +++ avec la plus forte concentration).

Oliveira et al, (2013) ont étudié 1’activité anti-inflammatoire aigue et chronique de
Cucurbita pepo. L’analyse histologique du tissu de l'oreille de rat a clairement soutenu les
résultats décrits ci-dessus. Les oreilles exposées a des applications de xylene ont révélé un
effet cutané intense d’cedéme, une congestion, une hyperplasie épidermique et un grand

nombre d'infiltrations de cellules inflammatoires.

Par ailleurs, ces auteurs ont constaté que I’application répétée de I'oxazolone a provoqué

un léger cedéme dermique, une congestion intense, une hyperprolifération de I'épiderme et
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une infiltration des leucocytes et des mastocytes dans le derme. Les résonances étaient
réduites dans les tissus auriculaires des animaux traités localement avec 1’extrait de
Cucurbita pepo. Il y avait également une réduction significative du nombre de mastocytes

par rapport au contréle positif.

D’apres les résultats obtenus dans ce travail, on note que les différents extraits de
courge ont montré une activité protectrice vis-a-vis de I’inflammation induite par
I’injection de la carragénine. Cette propriété biologique est sans aucun doute liée a la
concentration des composes bioactifs (polyphénols et caroténoides) présents dans les

extraits.

Certains auteurs expliquent I’effet de ces composés par la série d’actions suivantes :

- la modulation des voies de signalisation d’enzymes comme la MAPK Mitogen
activated protein kinase) (Kong et al., 2000; Wiseman et al., 2001), et la protéine
kinase B

- La régulation des facteurs de transcription AP-let NF-kB (nuclear factor kB)
(Manna et al., 2000),

- L’'inhibition de la production des cytokines et les chimiokines inflammatoires.

- La suppression de l'activité des enzymes INOS (nitric oxide synthase) et
cyclooxygeénases (COX) (Donnelly et al., 2004; O’Leary et al., 2004).

- La diminution de la production des ROS/RNS (reactive oxygen species/ reactive
nitrogen species) et de I’enzyme MAPK qui jouent un rdle crucial dans
I'inflammation (Ichikawa et al., 2004).

- Les radicaux libres peuvent aussi agir comme des messagers secondaires, ce qui
provoque la production dautres médiateurs impliqués dans la réponse
inflammatoire. De plus,

- Garcia et al. (1996) ont montré que l'activation du métabolisme de I'acide
arachidonique par les ROS produit des prostaglandines et des cytokines telles que
les interleukines IL-1, IL-6 et TNF (Tumor necrosis factor).

- Les différents extraits de courge ont montré une activité antioxydante remarquable
ce qui leur donne la capacité de réduire la production de radicaux libres par

I'inhibition de la NADPH oxydase lors de I'inflammation. Ainsi, cette
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(fig.31-1 ) (fig.31-2 ) (Fig.31-3 )

(Fig.31-4 ) (Fig.31-5 ) (Fig.31-6 )

(Fig.31-7 )

Figure 31 : Examen histologique des pattes de rats normaux (lot N) carr — et trait- (fig.31-1), de pattes de
rats enflammeées par la carragénine et non traitées (rats carr+ et trait- = contréle ou témoin + = lot C, fig.31-
2); de pattes de rats enflammées par la carragénine (carr+) et traitées (trait+) par un anti-inflammatoire
standard, le Diclofénac (20mgKg/poids vif = lot D, fig.31-3) ; ou par 5mg d’extrait de polyphénols de
courge/ Kg poids vif (lot 5P, fig.31-4) ; par 10mg d’extrait de polyphénols de courge/ Kg poids vif (lot 10P,
fig.31-5) ; par 5mg de caroténoides de courge/ Kg de poids vif (lot 5C, fig.31-6) et par 10mg de
caroténoides de courge/ Kg de poids vif (lot 10C, fig.31-7)
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activité antioxydante exercée par les extraits étudiés produirait un effet thérapeutique

supplémentaire qui renforce son activité anti-inflammatoire.

La présence de caroténoides, de flavonoides, de saponines et de triterpénoides
renforce les propriétés anti-inflammatoires et anti-oxydantes de ces extraits (Bruneton,
2009 in Ouédraogo et al., 2011).

Dans leur action antioxydante et antiradicalaire, les pourraient réguler les activités
cellulaires liées a l'inflammation comme celles des mastocytes, des macrophages, des
lymphocytes et des neutrophiles (Middleton et al., 2000).

Ces derniers auteurs ont montré que certains flavonoides inhibent la libération des
histamines a partir des mastocytes ; alors que d'autres inhibent la prolifération des cellules
T.

Par ailleurs, certains flavonoides modulent les activités des enzymes impliquées dans
le métabolisme de I'acide arachidonique, de la la phospholipase A2, des cyclooxygénases,
de la lipoxygénase et de I'oxyde nitrique synthase (enzyme produisant de I'oxyde nitrique).
Une inhibition de ces enzymes par les flavonoides réduit la production des prostaglandines
et des leucotriénes ; ce qui représente l'un des importants mécanismes cellulaires anti-

inflammatoire.

Une autre propriété anti-inflammatoire des flavonoides réside dans leur pouvoir
d’inhiber la dégranulation des neutrophiles. Ce qui influence directement la diminution de
la libération de I'acide arachidonique par les neutrophiles et d'autres cellules immunitaires
(Hoult et al., 1994 ; Tordera et al., 1994).

Plusieurs études in vitro utilisant différentes lignées cellulaires ont montré que la
quercétine est également capable d'inhiber les lipopolysccharides impliqués dans la
production de cytokines. A titre d’exemple, la quercétine inhibe les lipopolysccharides qui
induisent la production de TNF-a dans les macrophages (Manjeet et Ghosh, 1999), ainsi

que la production des IL-8 dans les cellules pulmonaires (Geraets et al., 2007).

Chapitre 111. Résultats et discussion
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La lutéoline est un autre flavonoide largement répandu dans le régne végétal et connue
pour son action anti-inflammatoire. Dans des études sur des cellules humaines du colon, la
lutéoline atténuait efficacement la production de TNF-alpha et d’IL-8.  Elle inhibait
également la libération d’histamine, de leucotriénes et de prostaglandines dans des cultures

de mastocytes humains sensibilisés avec des anticorps IgE (Kim et al., 2005).

L’activité anti-inflammatoire exercée par les extraits de courge peut étre due aussi a
la présence de lutéine, un caroténoide qui fonctionne principalement comme des
astringents, car il peut se lier a 1’albumine existant dans la peau et les membranes
muqueuses du corps en formant ainsi une couche de protection qui est insoluble le B-
carotene peut aussi réduire I'inflammation. Ceci incite a l'utilisation des plantes contenant
des caroténoides pour le traitement des blessures, hémorroides, et dans les conditions

inflammatoires du tube digestif (Trease et Evans, 1989 ; Ezeonwumelu et al., 2012).

L’inflammation semble étre également impliquée dans la progression du cancer.
Plusieurs étapes inflammatoires se sont révélées capables de provoquer le cancer, telles
que la maladie inflammatoire de I'intestin dans le cancer colorectal, la gastrite induite par
Helicobacter pylori dans le cancer gastrique, ou prostatite qui peut induire le cancer de la
prostate (Balkwill et al., 2005).

En outre, une alimentation riche en antioxydants et en anti-inflammatoires des
composés dérivés de fruits, légumes et extraits des plantes peut réduire le risque de
développer des maladies neuro-dégénératives liées a I'age, comme la maladie d'Alzheimer

ou la maladie de Parkinson (Joseph et al., 2007).

Chapitre 111. Résultats et discussion
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Conclusion

Les substances phytochimiques sont des composés naturels bioactifs qui agissent
comme des agents protecteurs contre le stress chez les plantes. Ces composés
phytochimiques peuvent étre divisés en plusieurs catégories : Composés phénoliques,
caroténoides, alcaloides, stéroides, des terpénes, des saponines, etc. ils pourraient
également présenter d'autres activités biologiques telles que des propriétés antimutageénes,

anticancéreuses, antioxydantes, antimicrobiennes et anti-inflammatoires.

Dans ce travail, les extraits de polyphénols et de caroténoides du fruit de la courge de
muscade Cucurbita moschata récolté a différents stades de maturation ont été analysés sur
le plan quantitatif et qualitatif avant de faire 1’objet de mise en évidence et d’évaluation de
leurs principales propriétés biologiques telles que [activité antioxydante et
antimicrobienne in vitro, ainsi que ’activité anti-inflammatoire in vivo chez le rat Wistar

male.

Les teneurs en phénols totaux et en caroténoides totaux sont variables selon le stade de
maturation du fruit. Les teneurs les plus élevées en phénols totaux (97.43 + 2.2 mg Eq
AG/ g) et en flavonoides (28.66 =+ 0.33mg Eq Q/ g) ont été trouvées dans 1’extrait
phénolique du fruit récolté au stade vert immature. Par contre les teneurs les plus élevées
en caroténoides totaux (0.415 + 0.19 mg ECa/ g) ont été trouvées dans le fruit récolté au

stade mdr.

L’analyse chromatographique liquide couplée a la spectrométrie de masse des
différents extraits phénoliques a permis la détection de l'acide syringique qui était le
composé le plus abondant et représentant 37% du total des composés phénoliques de la
courge, suivi par l'acide cinnamique (11,93%), l'acide protocatéchuique (11,30%), le p-

comaroylhexoside (4,71%), la quercétine glucoside (4,53%) et la vanilline (4,29 %).

Le B-carotene (4.19, 6.22 et 10.79 ug/g) et la luteine (4.19, 6.22 et 10.79 pg/g) ont été
retrouvés dans les fruits de courge récoltés aux trois stades de maturation comme étant les
caroténoides les plus abondants avec des valeurs qui augmentent au cours de la maturation
du fruit.

Conclusion
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La capacité antioxydante totale des extraits de caroténoides du fruit mdr de C.
moschata la plus élevée significativement est celle (6.49 + 0.005 uM trolox eéquivalent/q)
obtenue avec la méthode de réduction du cation libre ABTS ; car celle mesurée avec la
méthode de piégeage du radical DPPH (10.61 =+ 0.005 mM trolox équivalent) est
légérement plus faible.

Le pouvoir antioxydant des polyphénols de courge évolue au cours du développement de la

plante car il augmente au fur et a mesure que le fruit marit.

L'extrait de caroténoides de courge de stade mQr présentait le plus haut niveau
d’activité antioxydante mesurée avec le test ABTS (6.491 =+ 0.005 uM TE/g), suivi par
ceux des stades jeune immature (4.74 + 0.007 uM TE/g) et vert jeune (3.04 + 0.003 uM
TE/g), respectivement. La méme remarque que celle faite dans le cas des extraits
phénoliques peut étre relevée dans ce cas d’évaluation de ’activité anti radicalaire des
caroténoides, ou le test ABTS donne des valeurs plus élevées que le test DPPH et par

conséquent rend mieux compte du potentiel antioxydant que recele la courge.

L’activité antibactérienne des extraits étudiés a montré des diameétres des zones
d’inhibition allant jusqu’a 11.83+0.36 mm avec les extraits phénoliques de courge de stade
jeune immature et des diametres qui ne dépassent pas 9.5+0.40 mm avec le fruit mdr. Cette
activité peut €tre due a la présence des composés phénoliques comme 1’acide caféique qui

est connu pour son effet antibactérien et qui est présent en quantité élevée dans ce fruit.

Les extraits testés pour leur activité anti-inflammatoire in vitro ont montré une
capacité a inhiber la dénaturation protéique et a protéger contre la lyse membranaire et les
résultats de 1’expérience in vivo ont montré un effet dans la réduction de 1’inflammation
provoquée par I’injection de la carragénine. Ces activités peuvent étre dues a la présence

de B-caroténe et des flavonoides y compris la quercétine.

Si la chair du fruit de la courge renferme des composés bioactifs d’intérét santé
comme nous venons de le démontrer dans ce travail, les graines sont également réputées
riches en substances bioactives bénéfiques et en particulier dans le traitement des
problémes de prostate. C’est pourquoi, en perspectives, ce travail sur la courge devrait étre
poursuivi pour la mise en évidence de toutes les vertus de ce fruit. Les actions a mener

seraient :

Conclusion
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- de caractériser plus précisément les différents constituants bioactifs et d’étudier leur effet
synergique et leur mécanisme d’action.

- de déterminer les doses d’utilisation préventive et thérapeutique de ces composés
bioactifs en étudiant leur pharmacocinétique et leur pharmacodynamique.

- de chercher a élaborer des extraits concentrés de fruit de courge de longue durée de
conservation pour une éventuelle utilisation comme conservateurs dans le secteur de
I’agro- alimentaire et de la diététique.

- de procéder a des investigations sur la nature et les propriétés biologiques des

constituants de la graine de courge.

Conclusion
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