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Résume :

Cette étude porte sur la caractérisation phytochimique et I’évaluation des activités
antioxydante et anti-inflammatoire des feuilles de Gymnema sylvestre récoltées dans la région
de Mostaganem (Algérie). Cette plante médicinale, largement utilisée en phytothérapie, est
réputée pour ses propriéetés antidiabétiques et ses effets bénéfiques sur le métabolisme.
L’objectif de ce travail est de déterminer la richesse en composés bioactifs de cette espece et
de mesurer son potentiel biologique a travers des essais in vitro.

L’analyse phytochimique qualitative a permis d’identifier la présence de plusieurs classes de
métabolites secondaires, dont les polyphénols, les flavonoides. Les dosages quantitatifs ont
été réalisés selon des méthodes spectrophotométriques standards :

e Les polyphénols totaux ont été dosés par la méthode de Folin-Ciocalteu, les résultats
exprimés en mg d’équivalent acide gallique (EAG) par gramme d’extrait.

e Les flavonoides totaux ont été déterminés par complexation a I’aluminium, avec des
résultats exprimés en mg d’équivalent quercétine (EQ) par gramme.

L’activité antioxydante des extraits a été évaluée a 1’aide de deux méthodes complémentaires :

e Letest DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle), permettant de mesurer la capacité de
piégeage des radicaux libres.

o Letest FRAP (FerricReducingAntioxidant Power), évaluant le pouvoir réducteur de
I’extrait.

Les résultats ont montré que les extraits méthanoliques des feuilles de Gymnema sylvestre
présentent une teneur élevée en composés phénoliques et une activité antioxydante marquée,
corrélée a la concentration en flavonoides et polyphénols. Ces données confirment le réle
important de ces molécules dans la neutralisation du stress oxydatif.

Par ailleurs, une évaluation de I’activité anti-inflammatoire in vitro a été réalisée a travers
I’inhibition de la protéine albumine sérique bovine (BSA) et de la protéinase. Les résultats ont
révélé un effet inhibiteur dose-dépendant, traduisant une activité anti-inflammatoire notable,
en particulier dans les extraits méthanoliques.

En conclusion, Gymnema sylvestre issue de Mostaganem se distingue par sa richesse en
métabolites secondaires a fort potentiel antioxydant et anti-inflammatoire. Ces propriétés
justifient I’usage traditionnel de la plante et ouvrent des perspectives intéressantes pour son
intégration dans le développement de traitements naturels et compléments alimentaires a visée
préventive et thérapeutique.

Les mots clés : DPPH ,FRAP ,Gymnema sylvestre ,antioxydante ,anti-inflammatoire



Abstract:

This study focuses on the phytochemical characterization and the evaluation of the
antioxidant and anti-inflammatory activities of Gymnemasylvestre leaves collected from the
Mostaganem region (Algeria). Gymnemasylvestre is a well-known medicinal plant
traditionally used for its antidiabetic and metabolic-regulating properties. The primary
objective of this research is to identify bioactive compounds and assess their biological
potential through various in vitro assays.

Qualitative phytochemical screening revealed the presence of several classes of secondary
metabolites, including polyphenols, flavonoids Quantitative determinations were performed
using standard spectrophotometric methods:

o Total polyphenol content was measured using the Folin—Ciocalteu method and
expressed as mg gallic acid equivalents (GAE) per gram of extract.

e Total flavonoid content was determined by the aluminum chloride method and
expressed as mg quercetin equivalents (QE) per gram.

The antioxidant activity of the leaf extracts was assessed using two complementary methods:

e The DPPH radical scavenging assay (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) to evaluate free
radical neutralization capacity.

e The FRAP assay (Ferric Reducing Antioxidant Power) to measure the reducing power
of the extracts.

The results indicated that methanolic extracts exhibited higher levels of phenolic compounds
and stronger antioxidant activity compared to aqueous extracts. A positive correlation was
observed between polyphenol/flavonoid content and antioxidant efficacy, confirming the
significant role of these compounds in oxidative stress reduction.

Additionally, the anti-inflammatory activity was evaluated in vitro using protein denaturation
inhibition assays, specifically targeting bovine serum albumin (BSA) and protease enzymes.
The findings revealed dose-dependent inhibition, highlighting a notable anti-inflammatory
effect, particularly in methanolic extracts.

In conclusion, Gymnema sylvestre leaves from the Mostaganem region are rich in bioactive
phytochemicals and demonstrate significant antioxidant and anti-inflammatory potential.
These findings support the traditional use of the plant and underscore its promise as a natural
source for therapeutic and nutraceutical applications.

Keywords : DPPH ,FRAP ,Gymnema sylveestre , Antioxidant ,Anti-inflammatory
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Introduction

Depuis des millénaires, ’humanité puise dans les ressources de son environnement pour
prévenir et traiter de nombreuses maladies. Au cours des deux derni¢res décennies, la recherche

en phytothérapie est devenue I’un des domaines majeurs d’intérét pour la communauté scientifique
( Ekor et al., (2022) . La phytothérapie est une forme de médecine qui repose sur I’utilisation

des plantes, ou de leurs parties actives, pour leurs propriétés thérapeutiques. Ces plantes sont

communément appelées plantes médicinale (Niamassoumou,2020).

Les plantes médicinales occupent une place importante dans la pharmacopée traditionnelle et
moderne, notamment dans la prévention et le traitement de nombreuses maladies chroniques.

L’efficacité des plantes médicinales dépend de leurs composés, qui sont nombreux et trés variés
selon les espéces, renfermant une grande diversité de principes actifs (Sasidharan et al.

,2023).Par ailleurs, il est essentiel de s’assurer de I’absence de toxicité des plantes utilisées.
L’emploi de plantes médicinales locales, pour répondre a certains problémes de santé, peut ainsi

étre envisagé comme une alternative aux médicaments conventionnels ( Lépez-Alarcon&

Denicola,2020).

Parmi ces plantes, Gymnema sylvestre, appartenant a la famille des Apocynaceae, est
largement reconnue pour ses propriétés thérapeutiques, en particulier dans la gestion du diabéte et
des troubles métaboliques. Originaire d’Asie, d’Afrique et d’Australie, cette plante est utilisée
depuis des siecles dans la médecine traditionnelle indienne (Ayurveda) et africaine pour ses effets

hypoglycémiants et ses vertus antioxydantes (Farzana et al.,2020).

Gymnema sylvestre est particulierement célébre pour son composé bioactif principal,
I’acide gymnémique, un triterpénoide qui joue un role clé dans la réduction de I’absorption
intestinale du glucose et dans la stimulation de la sécrétion d’insuline. En plus de cet effet
hypoglycémiant, la plante contient une diversité de composés phytochimiques, notamment des
flavonoides, des saponines, des tanins, des coumarines et des acides phénoliques, qui contribuent
a ses nombreuses propriétés pharmacologiques, notamment son activité antioxydante, anti-

inflammatoire, antimicrobienne et cardioprotectrice (Kar et al.,2020).
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L’activité antioxydante de Gymnema sylvestre est particulierement intéressante car le
stress oxydatif est reconnu comme un facteur aggravant dans le développement et la progression
du diabeéte ainsi que dans d’autres pathologies chroniques. Les composés phénoliques et
flavonoides présents dans les feuilles de Gymnema ont la capacité de neutraliser les radicaux
libres, protégeant ainsi les cellules contre les dommages oxydatifs. Cette double action —
hypoglycémiante et antioxydante — fait de Gymnema sylvestre une plante prometteuse pour la prise

en charge naturelle du diabéte et des complications associées (Karthikeyan ef al.,2019).

Des ¢études cliniques ont montré que 1’extrait de Gymnema peut réduire significativement les
niveaux de glucose sanguin chez les patients diabétiques de type 2, tout en améliorant le profil
lipidique . Cependant, bien que prometteuse, 1’utilisation de Gymnema doit étre encadrée, car des
effets secondaires peuvent survenir et son interaction avec d’autres traitements doit étre surveillée

(Gunasekaran et al.,2019).

La région de Mostaganem, en Algérie, est caractérisée par une biodiversité végétale riche,
mais peu d’études ont été menées sur les plantes médicinales locales, notamment Gymnema
sylvestre. Or, les conditions climatiques et pédologiques peuvent influencer la composition
chimique et la qualité des plantes, ce qui justifie une étude spécifique sur les échantillons locaux.
En effet, la concentration en composés bioactifs et I’intensité de I’activité antioxydante peuvent

varier selon la provenance géographique, la saison de récolte et les méthodes d’extraction.

Cette étude vise donc a caractériser le profil phytochimique des feuilles de Gymnema
sylvestre récoltées dans la région de Mostaganem et a évaluer leur capacité antioxydante par des
méthodes spectrophotométriques et chromatographiques. Une meilleure connaissance de ces
parametres permettra de valoriser cette plante dans le cadre de la pharmacopée locale et

d’envisager son utilisation dans des formulations phytothérapeutiques adaptées.
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Objectifs de I’étude
Les principaux objectifs de ce travail sont :

> Evaluer quantitativement la teneur en composés phénoliques totaux et flavonoides,
reconnus pour leur role antioxydant.

» Déterminer la capacité antioxydante des extraits foliaires par des tests in vitro,
notamment la réduction du radical libre DPPH, méthode largement utilisée pour
mesurer ’activité antiradicalaire.

» Comparer les résultats obtenus avec ceux rapportés dans la littérature pour d’autres
provenances et especes proches, afin d’évaluer le potentiel thérapeutique spécifique des
échantillons locaux.

Cette étude s ’inscrit dans une démarche de valorisation des ressources naturelles algérienne,,
en particulier des plantes médicinales peu étudiées. Gymnema sylvestre, par ses propriétés
pharmacologiques, représente un candidat prometteur pour le développement de compléments
alimentaires ou de médicaments phytothérapeutiques a base de plantes. La caractérisation précise
de son profil phytochimique et de son activité antioxydante est une étape essentielle pour garantir

la qualité, la sécurité et [’efficacité des préparations futures.
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Revues bibliographiques

. les plantes médicinales
Depuis l'aube de I'numanité, les plantes ont été une source inestimable de remedes. Au

fil des siecles, les sociétés humaines ont progressivement approfondi leur compréhension et leur
utilisation des plantes médicinales dans le but de soulager les maux et de favoriser la santé. Ces
végetaux thérapeutiques sont reconnus pour leurs propriétés bénéfiques et leurs remarquables
caracteristiques biologiques (Pierre , 2019). Leur capacité a synthétiser une diversité de
métabolites secondaires tels que les huiles essentielles, les alcaloides, les flavonoides, les lignanes,
les tanins, les stilbenes, entre autres, en font des ressources précieuses exploitées dans divers
secteurs industriels notamment l'alimentation, la cosmétique et la pharmacologie.

Aujourd'hui, l'intérét pour l'utilisation des plantes medicinales riches en métabolites
secondaires ne cesse de croitre car stimulé par leurs propriétés biologiques remarquables. Ces
propriétés englobent une large gamme d'activités telles que les activités antioxydantes, anti
inflammatoires, antibactériennes, antivirales, antifongiques, cytotoxiques, anti-allergiques,
antithrombotiques, antidiabétiques, neuroprotectrices, hépatoprotectrices,
cardioprotectrices,immunostimulantes, analgésiques, sédatives et ;bien d'autres encore. La
diversité de ces métabolites secondaires confere a chaque plante des caractéristiques specifiques
et des bénéfices potentiels pour la santé humaine ( Rhind , 2019).

L'efficacité de ces métabolites secondaires est étroitement liée a leur structure moléculaire,
complexe et variée. Cette complexité suscite un vif intérét pour les techniques d'extraction et
d'isolement des composés actifs a partir des plantes médicinales. Ces méthodes permettent non
seulement de préserver l'intégrité des composés, mais aussi d'explorer de nouvelles avenues
thérapeutiques et pharmaceutiques. En effet, la recherche dans ce domaine est en constante
évolution, alimentée par la quéte de solutions naturelles et durables pour répondre aux défis de
santé contemporains(Chavez-Castillo et al., 2020).

I.1.Définition de Gymnema sylvestre

Gymnema sylvestre est un plante ligneuse médicinale vivace a croissance lente grimpeur
originaire du centre et de I’ouest de I'Inde, de I’ Afrique tropicale et de I’ Australie. Le plante se
trouve également dans certaines régions vallonnées du Pakistan. Il est considéré comme 1’un des
plantes aux puissantes propriétés antidiabétiques et utilisées dans les cultures folkloriques,

ayurvediques et systemes homéopathiques de médecine. Il est également utilisé dans le traitement
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de I’asthme, toux, troubles oculaires, inflammations, planning familial et morsure de serpent. De
plus, il Posséde antimicrobien diurétique stomachique antihypercholestre, les activités
hépatoprotectrices et anti-saccharine (Devangan et al., 2021)
1.2.0rigine et répartition géographique

Gymnema sylvestre a une vaste aire de répartition, qui s’étend depuis 1’Afrique jusqu’en
Arabie saoudite, en Inde, au Sri Lanka, au Vietnam et en Chine du sud, ainsi que du Japon (iles
Ryukyu ) aux Philippines, a la Malaisie, a I’'Indonésie et a I’ Australie. En Afrique, il est présent
dans la plupart des régions d’Afrique de I’Ouest et s’étend vers ’est jusqu’en Ethiopie et vers le

sud jusqu’en Afrique du Sud. ( Jiofack , 2010 )

Fig.1. Description géographique de G.sylvestre (Liede-schumann et al., 2022)
1.3.Usages de Gymnema sylvestre

En Inde et en Chine, les feuilles ameres de Gymnema sylvestre sont connues sous
I’appellation de “destructeur du sucre”, car elles empéchent temporairement d’éprouver des
sensations sucrées. L’usage par les herboristes de ces feuilles comme traitement contre le diabéte sucré

remonte a plus de 2000 ans. (Senthilkumar, 2015)

En Afrique de I’Ouest, les feuilles se prennent également contre le diabéte, et 1I’on préte des vertus
purgatives et émétiques aux feuilles et aux racines. Au Soudan, les feuilles broyées ou les racines en poudre

s’appliquent sur les morsures de serpent. Dans ’est de 1’ Afrique, on frictionne des scarifications au flanc
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avec des feuilles broyées pour traiter les points de c6té. En Tanzanie, les racines cuites écrasées dans la
nourriture se prennent pour traiter 1’épilepsie. En Angola, des préparations de feuille et de tige se prennent
contre le cancer. Au Botswana, des racines cuites écrasées ou de la poudre de racine s’emploient en externe
pour traiter les furoncles. A Madagascar, I’infusion de ramilles feuillées se prend pour traiter la
gonorrhée. Les feuilles fraiches se mastiquent pour traiter le diabéte.

En Inde et en Chine, les racines et les feuilles servent par ailleurs a traiter toutes sortes
d’affections, comme I’arthrite rhumatoide, la goutte, I’'inflammation des vaisseaux sanguins, les
cedemes, la fievre, la toux, les hémorroides, les furoncles, les petites plaies, les piqires d’insectes
et les morsures de serpent, et comme stomachique (Shiyovich ,2010).

Récemment, Gymnema sylvestre a attiré beaucoup I’attention du fait que la poudre de feuille
aiderait a contrdler le taux de glycémie de personnes souffrant de diabete de types 1 et 2, lorsqu’elle
est associée a I'insuline. Elle entre en outre dans la composition d’additifs alimentaires comme
reméde pour la perte de poids car elle est créditée du pouvoir d’inhiber les envies de sucreries et
aurait des effets lipidoréducteurs. Elle participe également a la prévention des caries. En periode
de grossesse ou d’allaitement, il est déconseillé de prendre cette plante car elle n’a pas
suffisamment été étudiée et présente une nocivité potenticlle pour le bébé.En Afrique de I’Ouest
et dans toute I’ Asie, les feuilles sont consommeées en soupes ou comme Iégume cuit. En Namibie,
on consomme le fruit grillé apres I’avoir pelé et en avoir 6té les graines. Son goUt est proche de
celui de la pomme de terre (Gurav et al., 2007).

L4.Iutilisation de Gymnema sylvestre en Afrique du Nord

I’utilisation de Gymnema sylvestre en Afrique du Nord — notamment au Maroc, en
Tunisie et en Algérie — reste marginale et limitée principalement aux compléments alimentaires
importés. Cette plante, originaire d’ Asie, n’est pas encore intégrée dans la pharmacopée officielle
de ces pays. (Mahjoub et al. , 2022 )
sa culture locale est quasi inexistante en raison des conditions climatiques peu favorables et du
manque de programmes agronomiques adaptés. Néanmoins, Gymnema sylvestre suscite un intérét
croissant dans le cadre de la médecine alternative, en particulier pour ses effets potentiels sur la
régulation de la glycémie chez les patients diabétiques. On la retrouve parfois sous forme de
gélules, tisanes ou poudres dans certaines herboristeries ou parapharmacies urbaines. Son
intégration plus large dans le systéme de santé reste freinée par I’absence d’études locales, de

reconnaissance réglementaire et de sensibilisation des professionnels de santé. Pourtant, face a la
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prévalence croissante du diabéte dans la région, cette plante représente une piste prometteuse pour
la phytothérapie, & condition de développer des recherches locales et un encadrement adapté
(Belhouchet et al., 2021)

1.5.Description
Buisson rampant ou liane atteignant 3 m de haut, tige atteignant 15 mm de diameétre,

s’enracinant aux nceuds, écorce grise, a poils courts devenant glabres, a lenticelles ; latex abondant
dans toutes les parties. Feuilles opposées, simples et entiéres ; pétiole de 5-25 mm de long ; limbe
ovale a elliptique, de 2-9 cm x 1-5,5 cm, base arrondie, cuneiforme ou cordée, apex arrondi a
acuming, glabre au-dessus, légérement ou densément couvert de poils courts au-dessous( Buccato
et al .,2024).

. Inflorescence : cyme ombelliforme axillaire, & 3-12 fleurs, atteignant 1,5 cm de diamétre ;
pédoncule de 2-13 mm de long. Fleurs bisexuées, réguliéres, 5-meres, jaunatres, parfumeées ;
pédicelle de 2-8 mm de long ; lobes du calice ovales, de 1-2,5 mm de long, apex obtus, poilus ;
corolle campanulée, atteignant 5,5 mm de diamétre, tube de 2-2,5 mm de long, lobes d’environ
2,5 mm de long, lobes de la couronne d’environ 1,5 mm de long, avec une cannelure a I’intérieur,
densément poilue ; ovaire supere, portion apicale de la téte du stigmate exserte du sommet de la
colonne staminale. Fruit: paire de follicules, chacun lancéolé, de 5-10 cm x 6-10 mm,
s’amenuisant progressivement a I’apex, vert pale a beige ou brunatre, contenant de nombreuses
graines. Graines ovoides, aplaties, garnies d’une touffe de poils blancs a I’apex (Pragya et al
,2017)


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Tiwari+P&cauthor_id=27834124
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1.5.1.Autres données botaniques

Le genre Gymnema comprend environ 20 especes et est présent en Afrique (1 espéece) et dans
les régions tropicales et subtropicales de 1’Asie et de 1’Australie. En 1995, il a été proposé
que Gymnema soit inclus dans Marsdenia, qui représenterait alors un vaste genre pantropical de
plus de 300 especes. Cette proposition a été écartée parce que certaines nouvelles combinaisons
n’ont pu étre établies pour des espéces de I’Asie du Sud-Est. Une révision taxinomique

de Gymnema et des genres apparentés pour 1’ Asie du Sud-Est est nécessaire pour confirmer cette

conception.

Fig.2 .plante Gymnema sylvestre (Christiansen & Sherry ,2023)

Gymnema sylvestre pousse dans les foréts secondaires, les ripisylves et les savanes arbustives
séches, habituellement sur sol sableux ou limoneux. Il est présent de fagon disséminée et
localement abondant et commun. Il préfere des précipitations bien réparties dans 1’année, de 600—

1000 mm. (Sharma et al ,.2024)
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Tableau .1. la liste des especes et leur zones (Liedes et al., 2022).

Nom scientifique Répartition géographique
Gymnema acuminatum Népal, nord de I'Inde, ouest de la Malaisie

Gymnema brevifolium Australie
Gymnema sylvestre Inde ,Afrique ,Chine du Sud, Sri Lanka

Gymnema lacei Myanmar, Bangladesh
Gymnema griffithii Thailande

I.6.Les condition de croissance

Gymnema sylvestre présente une remarquable résistance aux variations de température,
tolérant une plage allant de 5°C (41°F) a 43°C (109°F). Malgr¢ cette tolérance, il est sensible aux
températures plus froides, montrant souvent des signes de détresse tels que la décoloration des
feuilles et le flétrissement s'il est exposé au froid prolongé. Dans des conditions trop chaudes, les
symptdmes incluent des brilures sur les feuilles et une déshydratation (Mohammad et al . , 2022).

Pour prendre soin de Gymnema sylvestre, des mesures de protection comme le paillage et
'ombrage sont indispensables lors des conditions climatiques extrémes. Sa large tolérance a la
température le rend adapté a des environnements variés, mais la prudence est nécessaire en cas
d'extrémes thermiques pour maintenir sa santé et sa vitalité. (Ashok ,2012)
1.6.1.Récolte
La teneur des feuilles en acide gymnémique de 8 génotypes de Gymnema sylvestre récoltes en Inde
a présenté un niveau ¢levé de variabilité d’un génotype et d’une saison a I’autre. La teneur en acide
gymnémique allait de 4,3% a 8,2% d’un génotype a I’autre. Du point de vue saisonnier, on a
constaté que la teneur moyenne en acide gymnemique de tous les génotypes était légérement plus
élevée pendant la saison des pluies ( 6,5% ) que pendant les autres saisons. Dans un autre test sur
1 génotype, les feuilles de moins de 2 mois avaient une teneur en acide gymnémique bien plus
élevée (7,1-7,6%) que les feuilles agées de 3 a 4 mois (2,9-3,1%) ( Agrawal et al. , 2016 )
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1.6.2. Traitement apres récolte

Les feuilles ou les racines de Gymnema sylvestre peuvent s’utiliser soit fraiches soit séchées et
réduites en poudre en vue d’un usage ultérieur. Il vaut mieux conserver le produit séché dans des
récipients hermétiques ( Jiofack , 2010 ).

L.7.Propriétés de G. sylvestre

» Régulation de la glycémie

Gymnema sylvestre est largement reconnu pour son action hypoglycémiante. Ses composés
actifs, notamment les acides gymnémiques, réduisent 1’absorption du glucose dans I’intestin

et favorisent la sécrétion d’insuline, aidant ainsi a controler le taux de sucre dans le sang.

» Diminution de I’appétence pour le sucre

Le gurmarin, une molécule présente dans la plante, a la capacité de neutraliser temporairement
la perception du gott sucré. Cela aide a réduire les envies de sucre, ce qui est utile dans les

régimes visant a limiter les apports sucrés.

» Soutien a la gestion du poids

Grace a son effet coupe-faim et a I’amélioration du métabolisme lipidique, Gymnema sylvestre

peut jouer un réle dans les programmes de perte de poids.

» Activités antioxydantes et anti-inflammatoires

La plante posséde également des propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires qui
contribuent a protéger les cellules contre les dommages oxydatifs et a réduire les processus

inflammatoires (Farzana et al. ,2019).

» Usages traditionnels variés

En médecine traditionnelle, notamment en Ayurveda, Gymnema sylvestre est utilisé pour
traiter diverses affections telles que 1’asthme, les infections, les douleurs articulaires et méme

les morsures de serpent ( Sahu et al., 2014).
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1.8.Composition chimique G.sylvestre

Le G.sylvestre contient des saponines triterpéniques appartenant aux classes des oléanes et
des dammarenes. Parmi les autres constituants figurent les acides formique, butyrique et tartrique,
les flavones, les anthraquinones, I'hentriacontane, le pentatriacontane, les a- et f-chlorophylles, la
phytine, les résines, le d-quercitol, le lupéol, les glycosides apparentés a la B-amyrine et le
stigmastérol . L'extrait de plante est également positif aux alcaloides. De plus, les feuilles
produisent des glycosides acides et des dérivés d'anthraquinone. Les activités pharmacologiques

du GS sont listées ci-dessous. (Ha Thanh et al, 2018)
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Oligosaccharides as substituents of triterpenes isolated from Gymnema sylvestre

Fig. 3. Structures générales des triterpénes oléanes isolés de Gymnema sylvestre

Il. Composés phénoliques
I1.1. Composés phénoliques d'origine naturelle

Les plantes peuvent synthétiser plusieurs composes organiques appelés métabolites
secondaires, soit au cours de processus métaboliques normaux, soit en réponse a certaines
conditions environnementales telles que les blessures, la température, les rayons UV, les

infections, entre autres.

12



Revues bibliographiques

Ces métabolites sont classés en différents groupes selon la présence de cycles phénoliques
dans leur structure, ainsi que la nature des structures qui les stabilisent. Les composés phénoliques
apparaissent sous forme de dérivés fonctionnels tels que les esters méthyliques, les esters et les
glycosides. lls sont également présents sous forme de conjugués avec des mono- et
polysaccharides, qui se lient a un ou plusieurs composeés phénoliques.lls comprennent les
flavonoides, les acides phénoliques, les phénols simples et les dérivées de lacide
hydroxycinnamique. Les composés phénoliques sont répartis en différentes classes, comme illustré
dans la Figure 4.

Ils sont toxiques pour les micro-organismes en raison du grand nombre de groupes
hydroxyle présents sur les structures phénoliques. La structure de base du phénol ainsi que
I’identification structurale de certains composés phénoliques sont présentées respectivement dans

la Figure 5 et la Figure 6 (Goslinski et al., 2021).

Phenolic compounds
v A v

ids
—# Flavonols

-—» Hydroxybenzoic acid —» Flavones — Derived tannins

—» Flavonones

—» Hydroxvcinnamic acids |—» Anthocyanidins * Hydrolyzable tannins

‘—» Isoflavones

Fig.4. Principales classes de composés phénoliques.

Celles-ci incluent les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins et les stilbenes.
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Fig. 5. Structure du phénol.

Fig. 6. Identification structurale de certains composés phénoliques.

11.2.Classification

Les composés phénoliques peuvent généralement étre classés en composes phénoliques
simples et en composes polyphénoliques.
11.2.1. Composes phénoliques simples

Les composés phénoliques qui contiennent une seule unité phénol (ou un dérivé de celle-ci)
sont considérés comme « simples ». Fondamentalement, ce sont des composés phénoliques
substitués.Les composés phénoliques simples possedent une structure de base C6. La structure
générale est illustrée ci-dessous. Le groupe désigné par « R » (un groupe organigque pouvant étre
un alkyle, alcényle, aryle, etc., ou encore hydroxy, alkoxy, amino, etc.) peut se situer en position

ortho (0), méta (m) ou para (p) sur le cycle aromatique.
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Ces désignations font référence, par rapport a la position du groupe hydroxyle constituant le
phénol (attribuée a la position 1), a une relation 1,2- (ortho), 1,3- (méta) ou 1,4- (para) entre les
atomes de carbone du cycle.

Voici quelques exemples de composés phénoliques simples (Vauzour, 2014).
11.2.1.1. Phénols simples

Les composés phénoliques simples substitués peuvent étre des hydroxyphénols ou des
dihydroxybenzenes. Parmi les exemples, on trouve le catéchol (1,2-dihydroxybenzene), le
résorcinol (1,3-dihydroxybenzeéne) et I’hydroquinone (1,4-dihydroxybenzéne).
D'autres composés phénoliques simples substitués peuvent également étre des dihydroxyphénols
ou des trihydroxybenzenes. Par exemple : le pyrogallol (1,2,3-trihydroxybenzene),
I’hydroxyquinol (1,2,4-trihydroxybenzeéne) et le phloroglucinol (1,3,5-trihydroxybenzene).
11.2.1.2.Acides phenoliques

Les phénols qui contiennent un groupe acide carboxylique sont appelés acides phénoligues.

Si le groupe fonctionnel acide carboxylique est directement lié au noyau phénolique, le composé
phénolique est appelé acide hydroxybenzoique. Lorsque le groupe fonctionnel acide carboxylique
et le noyau phénolique sont séparés par deux atomes de carbone liés par une double liaison (liaison
C=C), les composés phénoliques sont appelés acides hydroxycinnamiques (Khater , 2011).
11.2.1.3.Acides hydroxybenzoiques

Les acides hydroxybenzoiques sont des acides benzoiques substitués par un groupe hydroxyle.
On peut également les considérer comme des phénols substitués par un groupe fonctionnel acide
carboxylique directement lié au noyau phénolique. Le groupe hydroxyle dans les acides
hydroxybenzoiques .Le groupe hydroxyle peut étre en position ortho (o) (acide salicylique), méta
(m) ou para (p). Les structures sont illustrées ci-dessous.

Les acides dihydroxybenzoiques sont des acides benzoiques substitués par deux groupes
hydroxyle. Ces deux groupes hydroxyle peuvent principalement étre situés en positions 2,3 ; 2,4 ;
25;26;34;¢et3,5.

Les acides trihydroxybenzoiques sont des acides benzoiques substitués par trois groupes
hydroxyle. Parmi les exemples, on trouve I’acide 2,4,6-trihydroxybenzoique et 1’acide 3,4,5-

trihydroxybenzoique (acide gallique) (Das et al., 2019).

15



Revues bibliographiques

11.2.1.4.Acides hydroxycinnamiques
Lorsque le groupe fonctionnel acide carboxylique est séparé du noyau phénolique par une
double liaison carbone-carbone (C=C), les acides phénoliques sont appelés acides
hydroxycinnamiques. Les exemples d’acides hydroxycinnamiques incluent les acides 2-, 3-, et 4-
hydroxycinnamiques présentés ci-dessous. D’autres exemples courants d’acides cinnamiques sont
I’acide caféique, I’acide férulique et ’acide sinapique (Hassaine, A. (2020)).
11.2.2. Coumarines
Les hydroxycoumarines sont des coumarines substituées par un groupe hydroxyle. Ce sont
des exemples de composés phénoliques (Aitor et al., 2021).
11.2.3.Polyphénols
Les composés phénoliques qui contiennent plus d’un groupe phénol sont appelés «
polyphénols ». Les composes polyphénoliques possedent généralement une structure de base de
type C15 (Bels¢ak-Cvitanovié et al., 2018).
11.2.4.Flavonoides
Les flavonoides sont des composeés polyphéenoliques dont la structure générale est illustrée
ci-dessous. En général, les cycles A et C sont mono-, di- ou trihydroxylés. L'hétérocycle oxygéné
B est habituellement un cycle pyrone, comme dans la lutéoline, mais peut aussi étre un cycle
pyrylium, comme dans la delphinidine.
Si le cycle C est attaché au carbone C2 du cycle B, le flavonoide est un flavone (comme la
lutéoline), un flavonol (comme le kaempférol), une anthocyanine (comme la delphinidine) ou un
flavanone (comme la naringénine). Si le cycle C est attaché au carbone C3 du cycle B, alors le
flavonoide est une isoflavone, comme la daidzéine.
Les chalcones, comme la chalcone elle-méme, sont une classe de flavonoides dans laquelle les
cycles A et C sont séparés par une chaine linéaire de trois carbones au lieu d’un cycle. La liaison
entre C2 et C3 du cycle B est généralement une double liaison, comme dans les flavones, flavonols,
chalcones et isoflavones. Cependant, cette liaison peut étre simple, comme dans les flavanones
(Ghnimi , 2015).
11.2.5. Tanins
Les tanins sont connus pour se lier aux protéines et aux acides aminés et les précipiter. Ils

sont subdivisés en trois types : hydrolysables, condensés et complexes.
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Les tanins hydrolysables peuvent étre des gallotanins ou des ellagitanins. Les gallotanins sont des
polyols substitués par des unités d’acide gallique. Les unités galloyles dans les gallotanins sont
reliées entre elles par des liaisons depsidiques (esters). Le noyau polyol le plus courant est un D-
glucose substitué par des unités d’acide gallique. L’acide tannique est un exemple de gallotanin.

De maniere similaire aux gallotanins, les ellagitanins sont des composés hydrolysables tels
que le 1,2,3,4,6-pentagalloyl-glucose. Cependant, contrairement aux gallotanins qui comportent
des liaisons de type ester, les groupes galloyles adjacents dans les ellagitanins sont reliés par des
liaisons carbone-carbone (C-C).

Les tanins condensés sont des composés phénoliques polymériques constitués d’unités de
catéchine. Lorsqu’ils sont dépolymérisés, ils produisent des anthocyanidines. Ainsi, les tanins
condenses sont appelés proanthocyanidines.

Les tanins complexes sont des gallotanins ou ellagitanins liés a une unité de catéchine (Rira ,
2019).
11.3. Biosynthese

Il existe deux voies générales pour la biosynthése des composés phénoliques : la voie de I’acide
shikimique et la voie de Iacide acétique (Marchica et al, 2020).
Dans la voie de I’acide shikimique, le phosphoénolpyruvate et 1’érythrose-4-phosphate réagissent
en quelques étapes pour donner le 3-deshydroquinate.
La déshydratation par la shikimate déshydrogénase produit I’acide 3-déshydroshikimique.
La réduction par le NADPH donne ensuite ’acide shikimique.L’acide 3-déshydroshikimique peut
également conduire a I’acide gallique en plusieurs étapes.
L’acide shikimique est ensuite converti en acide chorismique, lequel subit un réarrangement de
Claisen pour produire I’acide préphénique. Ce dernier est alors transformé, par plusieurs réactions,
en tyrosine.
L'acide aminé sert de point central et de précurseur essentiel pour la biosynthése de divers
composés phénoliques. Une autre voie menant aux composés phénoliques est la voie des
phénylpropanoides..
Cette voie est essentiellement similaire a celle de l'acide shikimique jusqu'au stade de la L-

phénylalanine, a partir duquel la voie des phénylpropanoides prend le relais.
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La L-phénylalanine subit une désamination catalysée par I’enzyme phénylalanine ammoniac-lyase
(PAL) pour donner de I’acide cinnamique.Une hydroxylation, suivie d’une conversion en
coenzyme A, permet d’obtenir le p-coumaroyl coenzyme
Cette molécule constitue un point central dans la biosynthése de divers composés phénoliques
(Ibrahim et al., 2020).

Les composes phénoliques possédent un large éventail d’activités biologiques telles que
des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et antimicrobiennes.
Ces propriétés permettent aux composés phénoliques de réduire diverses maladies telles que les
maladies cardiovasculaires, le diabéte, le cancer et I’hypertension. Ils peuvent donc étre utilisés
dans I’industrie pharmaceutique comme agents thérapeutiques.

Leurs propriétés antioxydantes et antimicrobiennes permettent également aux composes
phénoliques de jouer le role de conservateurs et d’additifs alimentaires. Ils ont donc également des
applications dans I’industrie agroalimentaire. De plus, les composés phénoliques trouvent des
applications dans les industries cosmétique et de I’emballage.

L’exploitation de tout le potentiel des composés phénoliques repose sur le développement
de méthodes prudentes et efficaces pour leur détection, leur isolement et leur analyse.Une
orientation clé réside également dans leur. transformation synthétique et leur élaboration en de
nouvelles molécules potentiellement plus actives sur le plan biologique. Par ailleurs, une autre
perspective réside dans le déeveloppement de nouvelles méthodes pour la synthese rapide des

composes phénoliques (Zieniuk et al., 2020).
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I. Matériel vegetal

Il est constitué de la plante gymnema (Gymnema sylvestre) qui a été acheté dans un marché
local de MOSTAGANEM (Algérie) au mois de Décembre 2024. La plante a été ensuite identifiee
au niveau du laboratoire des Microorganismes Bénéfiques, des Aliments Fonctionnels et de la
Santée (LMBAFS).La partie sur laquelle nous avons basé notre travail est la partie aérienne de

Gymnema sylvestre (feuilles, fleurs).

Fig.7. Feuilles fraiches de Gymnema sylvestre

Les feuilles de la plante ont été triées, nettoyées, puis séchées a I’abri de la lumiére, pendant 48h
a I’étuve (40°C), puis finement broyées jusqu'a 1’obtention d’une poudre fine de diametre. Les

broyats obtenus ont été utilisés pour les différents dosages réalisés dans ce travail.

Fig.8. Matiére végétale broyée
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1.1.0Objectifs de I’expérimentation

La présente étude a but de révéler le pouvoir antioxydant de la plante Gymnema sylvestre.
L’étude expérimentale menée a permis quantifier quelques composés antioxydants tels que les
polyphénols totaux et les flavonoides totaux par un dosage colorimétrique, puis évaluer I’activité
antioxydante par deux techniques : le piégeage du radical libre (DPPH) et la réduction du fer

(FRAP).

L.2.Préparation de I’extrait eau-méthanol de Gymnema sylvestre

Apres broyage de Gymnema sylvestre, 30 g du matériel végétale et soumis a une agitation
pendant 30 minutes & température ambiante, dans 300 ml du mélange eau-méthanol (187,5-112,5
ml) pendant 1 heure. L’extrait ensuite filtrés sur papier Whatman N°05, puis concentrés au
Rotavapeur. La solution récupérée est séchée dans 1’étuve a 37°C pendant 72h, ¢’est I’extrait brut

eau-méthanol pour Gymnema sylvestre (Karumi et al .,2004).

Fig.9. Les étapes de préparation de I’extrait Eau-Méthanol de Gymnema sylvestre
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Les étapes de I’expérimentation sont présentées dans la figure 10 :

Mesurer le pouvoir

Totaux Antioxydant.

[ Dosage des flavonoides ] { Dosage des Polyphénols Totaux }

Fig.10.les étapes expérimentales de Gymnema sylvestre

Fig.11.L’extrait Eau-Méthanol de Gymnema sylvestre
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I.3.Le Rendement Obtenue

Le rendement de I’extraction est déterminé par le rapport entre la masse des Polyphénols
extraits et la masse de la matiere premiére végétale traité. Le rendement exprimé en pourcentage
est calculé par la formule suivante :

Rdt (%) = P1—P2/ P3 x 100
P1 : Poids du ballon aprés évaporation.
P2 : Poids du ballon avant évaporation.
P3 : Poids de la matiére végétale de départ.
I1. Méthode
I1.1.Quantification des composés antioxydants
I1.1.1. Détermination des teneurs en polyphénols totaux
Le dosage des polyphénols totaux a été réalise, en utilisant la méthode de Folin-Ciocalteu
proposee par Singleton et Rossi (1965) et adaptée . C’est une méthode spectrophotométrique
basée sur l'oxydation des composés phenoliques par le réactif de Folin-Ciocalteu qui est un
mélange de complexe d'acide phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide Phosphomolybdique
(H3PM012040) de couleur jaune, formant un nouveau complexe molybdéne-tungstene de couleur
bleu. Cette coloration bleue produite, proportionnelle au taux de composés phénoliques, posséde
une absorption maximum aux environs de 750 nm. Le dosage des polyphénols totaux (PT) est
effectué par la comparaison de I’absorbance observée de 1’échantillon a celle obtenue par un étalon
d’acide gallique de concentrations connues.
Un volume de 1 ml d’extrait est mélange avec 1 mL du réactif de Folin-Ciocalteu et 10 mL d’eau
distillée. Aprés 2 minutes d’incubation, 4 mL de NaCO3sont ajoutés et le mélange est ajusté a un
volume final de 25 mL avec de I’eau distillée. Tous les échantillons sont incubés a
température ambiante, dans 1’obscurité pendant 1 heure et leurs absorbances sont lues a 765
nm contre un blanc (4 mL NaCO3 + 1 mL de Folin-Ciocalteu, ajusté a 25 mL avec de 1’eau
distillée).
Les teneurs en polyphénols totaux de 1’extrait , est calculée a partir d’une courbe d’étalonnage
linéaire, réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires en utilisant 1’acide gallique
comme contr6le positif. Les essais sont réalises en triplicata et les teneurs en phénols totaux sont
exprimées en milligramme équivalent d’acide gallique par 100 gramme de miel (mg EAG /100 g
d’extrait). Les étapes de dosage de Polyphénols totaux sont présentées dans la figure 12.
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0.5 ml d’extrait

<~

2.5 ml de folin ciocalteu (10%)

@ Apres 5 min

Iml de solution d’hydroxyde de sodium

Incubation a T°ambiante pendant 2h a I’obscurité @

La lecture sur une spectrophotométrie (765nm)

Fig.12.dosage de Polyphénols totaux

I1.1.2.Détermination des teneurs en flavonoides

La quantification des flavonoides est effectuee par une méthode colorimétrique basee sur la
formation d’un complexe trés stable, entre le chlorure d’aluminium et les atomes d’oxygéne
présent sur les carbones 4 et 5 des flavonoides adaptés par Zhishen et al.,(1999). Une quantite de
250 pL de I’extrait est ajoutée a 1250 pL d’cau distillée. Au temps zéro, 75 pL de nitrite de sodium
NaNO2 a 5 % est ajouté au mélange puis agitée. Aprés 6 min, 150 pL de trichlorure d’aluminium
AICI3 ; 6 H20 a 10 % (m/v) est rajouté et le melange est vigoureusement agité. Apres 5 min
d’incubation a température ambiante, S00uUL d’hydroxyde de sodium NaOH (1 M) est additionné
puis le volume total est ajusté a 2,5 mL avec I’eau distillée. Le blanc est préparé comme
précédemment décrit en remplacant 1’échantillon par le solvant de solubilisation. L'absorbance de
la solution obtenue est directement mesurée au spectrophotometre UV-visible a 510 nm.

Une courbe d’étalonnage (y = a X + b) établie par la catéchine dans les mémes conditions
opératoires que les échantillons, servira a la quantification des flavonoides. Les essais sont
réalisés en triplicata et les teneurs en flavonoides sont exprimées en milligramme équivalent de
Quercetine par 100 g de plante (mg EQ/100 g).
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I1.2. Evaluation de activité antioxydante

Au vu de la complexité des processus oxydatifs et la nature diversifiée des antioxydants, avec
a la fois des composants hydrophiles et hydrophobes, il n’existe pas une méthode universelle par
laquelle I’activité antioxydante peut étre quantifi¢e d’une fagon bien précise. Le plus souvent la
combinaison de tests complémentaires est utilisée afin d’avoir une indication sur la capacité
antioxydante des échantillons a tester (Popovici et al., 2009).

Concernant 1’évaluation de I’activité antioxydante in vitro, différentes méthodes sont
développées tels que la méthode utilisant le radical libre DPPHe (diphényl-picrylhydrazyle), le
FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Parameter) et d’autres tels que I’ABTS+e (sel
d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis-3 ethylbenzothiazoline-6-sulfonique). Ces méthodes
impliquent le mélange d’espéces oxydantes avec un échantillon qui contient des antioxydants
capables d’inhiber la génération de radicaux ou la réduction de I’espéce oxydante (Prior et

al.,2005).

IL. 2.1. Evaluation de I’activité antioxydant par le test DPPH

De point de vue méthodologique, le test au radical libre DPPHe est recommandé pour des
composes contenant des groupes SH-, NH- et OH-. Il s’effectue a température ambiante, ceci
permettant d’éliminer tout risque de dégradation thermique des molécules thermolabiles
(Popovici et al., 2009).

La molécule de 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH") est un radical libre stable, dont la solution
possede une coloration violette et une absorption caractéristique a 515 nm. Quand une solution de
DPPH" est mélangée avec une substance donneuse d’atomes d'hydrogéne, antioxydante, il y’a
formation de la forme réduite le diphénylpicryl-hydrazine. Ceci provoque la perte de la coloration
violette et ’apparition d’une coloration jaune caractérisée par une bande d’absorption dans le
visible a 515 nm (Brand-Williams et al., 1995). L'activité de piégeage des radicaux déterminée
par DPPH est exprimée par la valeur 1C50 (la valeur de concentration d'extrait nécessaire pour
inhiber 50% du radical libre DPPH initial). Une faible valeur de la 1C50 indique une activité
antioxydante plus élevée (Brand-Williams et al., 1995).

Le test est basé sur le protocole de Brand-Williams et al., (1995) en y apportant quelques

modifications. Une solution de DPPH & 60 uM est préparée a I’avance. Une masse de 1,65 mg de

25



Matériels et méthodes

DPPH, de masse molaire 394,33 g/mol, est solubilisée dans 70mL de méthanol sous agitation
pendant une heure a I’obscurité, et a température de 4 °C. Dans des tubes secs, des volumes de
1mL de chaque échantillon (Extrais) de concentrations différentes sont ajoutés & 2mL de la
solution méthanoique du DPPH. Parallelement, un controle négatif de 2 mL de la solution
méthanoique de DPPH est préparé.
Le mélange réactionnel est agité vigoureusement pendant 10 secondes. Aprés 30 min
d’incubation a I’obscurité et a la température ambiante, la lecture de I’absorbance contre un
blanc en mélangeant de 2mL de méthanol avec 1mL de ’eau (solvant de solubilisation des
échantillons) est faite pour chaque concentration a 515 nm par un spectrophotomeétre
UV Visible. Le controle positif est représenté par une solution d’un anti-oxydant standard; La
vitamine E dont I’absorbance a été mesurée dans les mémes conditions que les échantillons. Pour
chaque concentration le test est répété 3fois et I’activité anti-oxydante est exprimée en pourcentage
d’inhibition du radical DPPH (% PI) suivant I’équation suivante :
% PI = [(A contrble négatif — A echantillon) /A contrdle négatif] x 100
; avec :
A contréle négatif correspond a I’absorbance du DPPH aprés le temps de la réaction.
A échantillon correspond a I’absorbance de I’échantillon avec DPPH aprés le temps de la
réaction.
L’activité antioxydante est exprimée ensuite par la détermination d’IC50, sachant que I’'IC50
est la concentration d’extrait nécessaire pour I’obtention de 50% de la forme réduite du radical
DPPH.
I1.2.2. Evaluation de Pactivité antioxydant par le test FRAP
Largement utilisé pour la détermination de l'activité antioxydante dans de nombreux
¢chantillons,le test FRAP repose sur le fait que le pouvoir réducteur d’un extrait est associ€¢ a son
pouvoir antioxydant. Cette technique permet de mesurer la capacité des extraits testés a réduire le
fer ferrique (Fe3+) présent dans le complexe K3Fe(CN)6 en fer ferreux (Fe2+) qui donne la
couleur bleue. En effet, le Fe3+ participe a la formation du radical hydroxyle. L’absorbance du
milieu réactionnel est déterminée & 700 nm. Une augmentation de 1’absorbance correspond a une
augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Doukani et al.,2014 ; Khalil et al.,2012).
Le pouvoir réducteur du fer (Fe3+) dans les échantillons est déterminé selon la méthode
décrite par Oyaizu, (1986). Un volume de 400 pL de I’échantillon (miels) a différentes
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concentrations est mélangé avec 1 mL d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 1 mL
d’une solution de ferricyanure de potassium K3Fe(CN)6 a 1%. L’ensemble est incubé au bain-

marie a 50°C pendant 20 min ensuite, 1 mL d’acide trichloroacétique a

10% est ajouté pour stopper la réaction et les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10 min.
Un aliquote (1 mL) de surnageant est combinée avec 1 mL d’eau distillée et 0,2 mL d’une solution
aqueuse de FeCl3 a 0,1%.
La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm contre un blanc semblablement
préparé, en remplacant 1’échantillon par de 1’eau distillée qui permet de calibrer 1’appareil (UV-
VIS spectrophotométre). Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant
standard ; I’acide ascorbique (Aasc) dont ’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions
que les échantillons. Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du
pouvoir reducteur des échantillons testés. La droite d’étalonnage est établie a partir des
absorbances lues pour la gamme de solutions de
I’acide ascorbique utilisée comme compos¢ de référence. Elle est de la forme :
Abs =a x [Aasc] + b.
Chaque échantillon est testé, et ’absorbance qui en découle permet de déterminer sa concentration
soit en pg d’équivalent Aasc en utilisant la formule suivante :
«a » représente la pente, « b » ’ordonnée a I’origine de la droite étalon.
En considérant en suite la concentration de I’échantillon étudié, on exprime alors 1’activité
antioxydante en pg d’équivalent acide ascorbique Aasc / 100 g de plante (Doukani et al., 2014).
I1.2.3.Méthodes de I’évaluation de I’activité anti-inflammatoire
% Principe
Afin d’évaluer I’activité anti-inflammatoire des extraits de plantes, le test d’inhibition de la
dénaturation thermique des protéines, décrit par Kandikattu, 2013, est utilisé. Le principe repose
sur ’inhibition de la dénaturation de I’albumine sérique bovine (BSA) provoquée par la chaleur
(72 °C), grace aux extraits de plantes.
% Mode opératoire
» Une gamme de concentrations de chaque extrait végétal (de 0 a 10 mg/mL) est préparée.
» 1 mL de chaque dilution est mélangé a 1 mL de solution de BSA a 0,2 %, préparée dans du
tampon Tris-HCI (0,05 M, pH 6,6).
27



Matériels et méthodes

> Le mélange est incubé a 37 °C pendant 15 minutes, puis a 72 °C pendant 5 minutes.

> Aprés incubation, le mélange est vortexé, refroidi rapidement, puis la turbidité est mesurée a
660 nm a I’aide d’un spectrophotométre.

» Pour chaque concentration d’extrait, un blanc constitué¢ de 1ml d’extrait et de 1ml de Tris-Hcl
(0,05 M a pH 6,6) est préparé. Ce blanc a pour but de soustraire I’absorbance de I’extrait et du
Tris-Hcl des résultats obtenus.

> Dans ce test, le diclofénac a été utilisé comme anti-inflammatoire de référence. L’évaluation
de son activité anti-inflammatoire a été effectuée dans les mémes conditions opératoires que
celles appliquées aux échantillons.

» Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation de I’albumine sérique bovine (BSA) a été
déterminé en utilisant la formule suivante :

Protection (%) = \(DO contrdle — DO blanc) — (DO échantillon — DO blanc) / (DO contréle — DO

blanc) x 100

DO Blanc : Absorbance de I’extrait sans BSA

DO Echantillon : Absorbance de 1’échantillon ou standard (test)

DO Controéle : Absorbance solvant utilisé pour les extraits et du BSA

I11. Analyse statistique

Les résultats sont exprimés sous forme de M£ES de 3 essais par échantillon. Aprés analyse de

variance, la comparaison des moyennes entres les différents échantillons est effectuée en utilisant

le test ‘t” de Student (test ‘t’est significatif a P<0,05).
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|. Rendement d’extraction de G.sylvestre :

1.1. Détermination du rendement d’extraction:

Le poids des extraits secs sont déterminé par la différence entre le poids du ballon plein
(aprés évaporation) et le poids du ballon vide (avant le transfert du filtrat & évaporer selon la
méthode de Ptichkina et al. (2008).

Tableau 2. Le rendement des extraits (%).

Extrait G.sylvestre Rendement (%)

21,9 %

Le rendement d’extraction méthanolique obtenu a 21,9 % pour Gymnema Sylvestre est considéré comme
élevé et tout a fait cohérent avec les valeurs rapportées dans la littérature scientifiqgue, Kumar et Bhowmik
, (2010) ont obtenu un rendement de 22,4 % en utilisant une macération avec du méthanol a 80 %, tandis
que Patel et al., (2011), ont rapporté un rendement de 20,8 % avec de 1’éthanol a 70 % par Soxhlet. Selon
Michel et al. (2012), le rendement des extractions dépend de la nature du solvant utilisé et des propriétés
chimiques des molécules a extraire. De méme, la méthode d’extraction (macération, décoction, infusion)
joue également un réle important dans la détermination du rendement ainsi que la composition chimique
de I’extrait préparé (Tefiani, 2015).Ces valeurs proches confirment 1’efficacité des solvants alcooliques, en
particulier du méthanol, pour I’extraction des composés bioactifs des feuilles de G. sylvestre. A titre de
comparaison, 1’extraction a ’eau donne des rendements plus faibles (souvent autour de 10 a 12 %), ce qui
souligne I’intérét de 1’utilisation de solvants organiques polaires pour maximiser I’extraction. Ainsi, le
rendement de 21,9 % obtenu est non seulement optimal, mais aussi comparable aux meilleurs résultats

disponibles dans les études récentes.
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I1.Quantification des composés antioxydants

La plupart des antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possédent des groupes hydrox
phénoliques dans leurs structures et les propriétés antioxydants sont attribuées en partie, a la
capacité de ces composés naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles
(OH?) et superoxydes (O2*).
I1.1.Dosage des polyphénols totaux
La méthode de quantification utilisée est largement reconnue comme 1’une des plus

appropriées pour le dosage des polyphénols totaux dans les extraits végétaux. Elle se distingue par
sa simplicité, sa reproductibilité, ainsi que par sa capacité a limiter les interférences liées a la
matrice souvent colorée des échantillons, griace a I’utilisation d’une longueur d’onde d’absorption
élevée (765 nm) (Huang et al., 2005).

Le dosage des phénols totaux a été effectué par la méthode spectrophotométrique utilisant la
méthode de Folin-Ciocalteu. Les résultats obtenus sont exprimés en pg equivalent d’acide gallique
par milligramme de matiére vegétale (ug EAG/mQ), les concentrations en polyphénols totaux des

extrait sont déduites aprés extrapolation sur le courbe étalon de I’acide gallique (Fig. 13).
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Fig.13.Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
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La quantification des polyphénols a été effectuée a I’aide du réactif de Folin-Ciocalteu a
2 %. Bien que cette méthode soit simple, sensible et largement utilisée, elle présente un manque
de spécificité vis-a-vis des polyphénols. En effet, le réactif peut également interagir avec d'autres
substances telles que les protéines, les glucides, l'acide ascorbique ou encore certains CoOmposés
soufrés, ce qui peut altérer la précision des résultats (Singleton & Rossi., 1965)

En ce qui concerne notre étude, La teneur en polyphénols totaux de I’extrait de Gymnema
sylvestre est d’environ 10,89+0,94 pg d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait.
L’¢étude de ( Suraj , 2019) a évalué la teneur totale en phénols a 20,20 pg EQ/mg. La quantité de
polyphénols présente dans Gymnema sylvestre fluctue selon la nature de l'extrait et la technique

analytique utilisée.

Des études récentes ont montré que les niveaux de composés phénoliques, tres variable d'une
espece a l'autre et au sein. Une méme espéce, en raison de facteurs externes (température, climat,
etc.), génétiques (variéte origine de I'espece), physiologique (degré de maturité des agrumes, lieu
de culture) et temps de stockage (Gerbeaud , 2022). L’amélioration de I’extraction passe par
I’optimisation, d’une part du systéme de solvant et d’autre part des parametres tels la température
et le temps d’extraction. L’augmentation de la température et du temps d’extraction, augmentent
la libération du contenu végetal dans le milieu. Neanmoins, une élévation importante de la
température (au- dela de 100°C) aboutit a la dégradation des polyphénols (Gerbeaud , 2022) . La
mise au point d’un solvant standard appropri¢ a I’extraction de différents métabolites antioxydants
a partir de la matrice végétale est impossible jusqu’a I’heure actuelle. Ainsi, le processus de
criblage est important pour identifier le meilleur solvant approprié a une extraction spécifique et

ainsi approcher un potentiel antioxydant optimal de 1’échantillon étudi¢ (ADDAI et al, 2013).
I1.2. Taux de Flavonoide totaux dans I’extrait G.sylvestre

Equations de la régression linéaire de courbe d’étalonnage exprimées en pg d’équivalent de

quercitrine par milligramme d’extrait de Gymnema sylvestre.
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Fig.14.Courbe d’étalonnage de d la quercétine

La teneur en flavonoides enregistrée dans cette etude est de 20,10 £0,084ug EQ/mg extrait
de G.sylvestre est tout a fait cohérente avec les données rapportées dans la littérature, Saneja et
al., (2010), ont quantifié une teneur en flavonoides de 20 ug EQ/mg dans un extrait méthanolique
obtenu par macération a température ambiante, ce qui est trés proche de nos resultat. De méme,
Kamble et al., (2011) ,ont trouvé une teneur de 20,2 ug EQ/mg dans un extrait végétale obtenu
par Soxhlet a I’aide de méthanol, confirmant ainsi que ce solvant est efficace pour I’extraction de
flavonoides, qui sont des composés polaires solubles dans les alcools légers. Par comparaison, des
solvants moins polaires ou des extractions aqueuses donnent souvent des teneurs plus faibles (<1,5
%). Ainsi, nos résultat de 2,1 % s’inscrit dans la fourchette haute des extraits méthanoliques et
témoigne d’une bonne efficacité d’extraction.

Due a I’exposition plus importante des plantes au soleil dans nos régions, ce qui favorise la
production de flavonoides comme porteurs d’électrons pendant la photosynthése (Elicoh-
Middleton ez al, 2000). Ces molécules ont une trés grande importance dans l’alimentation
humaine car elles jouent le role d’antioxydants protecteurs des cellules et constituent une valeur

ajoutée au miel (Alan & Miller, 1996).
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Plusieurs facteurs peuvent influencer sur les teneurs en flavonoides, des études ont montré que
les facteurs extrinséques et intrinséques tels que des facteurs géographiques et climatiques, les
facteurs génétiques, mais également le degré de maturation des plantes et la durée de stockage
ainsi que la méthode d’extraction utilisée, ont une forte influence sur le contenu en flavonoides
ainsi les méthodes de stockage et I'exposition aux agrumes peuvent affecter la teneur en
flavonoides (Fabianek., 2018).

I1.3.Evaluation de I’activité antioxydante par le test DPPH

Le DPPH est un radical a base d'azote stable qui est largement utilisé pour tester le piégeur de
radicaux libres et la capacité de diverses substances. Une forte activité de piégeage de DPPH
confere des niveaux élevés d'activité antioxydante de 1’échantillon. Le radical DPPH est I’un des
substrats les plus utilisés généralement pour I’évaluation rapide et directe de I’activité
antioxydante en raison de sa stabilité en forme radicale et la simplicité de I’analyse (Bozin et al.,
2008).

Au cours de la réaction une dégradation de la couleur violette de la solution de DPPH en
présence de I’échantillon et de la solution étalon (Vitamine C) peut étre suivie par
spectrophotométrie en mesurant la diminution de I’absorbance a une longueur d’onde 515 nm et
qui est dus a sa réduction a une forme non radicalaire DPPH-H par les antioxydants donneurs
d’hydrogenes présents dans 1’échantillon et dépendante de sa concentration.

L'CI50 qui représente la quantité d’un antioxydant nécessaire pour réduire la concentration
initiale de DPPH de 50%, est utilisé comme indicateur pour comparer la capacité antioxydante des
¢chantillons dans lesquels I’échantillon avec le plus fort pouvoir antioxydant présente des valeurs
plus faibles de I’CI50 en comparaison avec une référence qui est la vitamine C. Les résultats de
I’activité antiradicalaire de la vitamine C de notre extrait , exprimes en Pl (%), sont représentés

sous forme de moyenne + écart type dans les tableaux suivants.

Tableau. 3. Pourcentage d’inhibition (PI) des radicaux libres de la vitamine C
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[C] (mg.mL-1) 10 15 20
PI (%) 41,87 £4,31 37,00 £2,99 47,06 £2,42

Tableau. 4. Pourcentage d’inhibition (PI) des radicaux libres I’extrait de Gymnema
sylvestre

[C] (mg.mL-1) 10 15 20

PI (%) 32,30 + 4,81 65,56 3,29 84,76 + 4,03

Les valeurs des CI50 de notre extrait , est estimées graphiquement en utilisant la

courbe de régression linéaire de pourcentages d’inhibition en fonction de différentes

concentrations des échantillons testées (Fig. 15)

Les CI50de la Vitamine C et de I’extrait sont déduites a partir des graphes ci-dessous.

DOa517nm
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y =0,0553x+41,552
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Fig.15. Regression linéaire des PI de la Vitamine C
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Fig.16. Régression linéaire des PI de gymnema sylvestre

L’activité antioxydante de I’extrait méthanolique de Gymnema sylvestre a été¢ évaluée par la
méthode DPPH, donnant une valeur de Clso = 67,11 + 4,81ug/mL. Ce résultat s’inscrit dans la
fourchette moyenne rapportée par plusieurs études antérieures .

Patil et al., (2021) ont obtenu une Clso de 59.09+ 4,81 pg/mL a partir d’un extrait hydroalcoolique,
indiquant une activité antioxydante légerement plus forte que celle mesurée ici. De maniere
similaire, (Chen & Guo 2017) ont rapporté une Clso de 68,7+ 2,81 ug/mL contre I’enzyme a-
glucosidase, tres proche du résultat de la présente étude, bien que la méthode differe légérement
(enzyme plutdt que radical libre).

D’autres ¢tudes comme celle de (Keerthika et al. , 2021) ont trouvé des Clso plus élevées, allant
de 83,8+ 4,31 pg/mL (DPPH) pour des extraits éthanoliques, indiquant une activité plus faible que
celle obtenue avec nos extrait méthanolique. A I’inverse, une étude récente (2024) utilisant
¢galement le méthanol a rapporté une Clso plus basse (48,34 pug/mL), suggérant une activité
antioxydante plus prononcée. Cette variation peut étre attribuée a plusieurs facteurs : origine
géographique des feuilles, méthode d'extraction, temps de macération, polarité du solvant, ou

encore concentration de composés bioactifs tels que les flavonoides .

36



Résultats et discussions

L’ensemble de ces résultats montre que I’extrait testé ici posséde une activité¢ antioxydante
modérée, cohérente avec la littérature, et que le méthanol s’aveére étre un solvant efficace pour
I’extraction des composés antioxydants de Gymnema sylvestre. Cette activité pourrait &étre

exploitée dans des formulations thérapeutiques naturelles

I1.4. Evaluation de P’activité antioxydante par le test FRAP

Le dosage FRAP donne une estimation directe des antioxydants ou réducteurs présents dans
un échantillon en fonction de sa capacité a réduire le couple Fe3+/Fe2+. Ce test mesure le
changement d'absorbance & 700 nm en raison de la formation de Fe2+ de couleur vert a partir
de Fe3+ oxydé incolore par I'action des antioxydants donneurs d'électrons.

Une droite d’étalonnage (fig.28.) est établie a partir des absorbances lues pour la gamme de

concentrations de I’acide ascorbique utilis€ée comme composé de référence de la forme :

y=0,0029 x + 0,83 ; R2=0,91.

2.5
°

Y=0.0029x+0.8312
R2=0.995

15

0.5

0 100 200 300 400 500 600

Fig.17. Courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique pour le test FRAP.

Premierement, chaque échantillon est testé, et I’absorbance qui en découle permet de
déterminer sa concentration soit en pg d’équivalent Aasc en utilisant les formules suivantes :
concentration en pg d’Eq (Aasc) = (abs-b) /a

«a» représente la pente, « b » ’ordonnée a 1’origine de la droite étalon. En considérant en
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suite la concentration de I’échantillon étudié, le pourvoir réducteur signifie la capacité
antioxydante et s’exprime en milligramme équivalant de I’acide ascorbique par 100 gramme du
G.sylvestre pour échantillons du G.sylvestre .Une étude menée par Deepa et al. , (2011) a comparé
le pouvoir antioxydant de plusieurs plantes meédicinales, dont Gymnema sylvestre, en utilisant la
méthode FRAP. Les résultats ont montré que L’extrait méthanoique de feuilles de Gymnema
sylvestre avait une activité FRAP comprise entre 500 et 700 pmol Fe?*/g d’extrait sec.
Ce résultat indique une capacité antioxydante significative, mais inférieure a celle d’antioxydants
puissants comme la quercétine ou I’acide ascorbique. L’activité antioxydante était corrélée au
contenu en polyphénols totaux, suggérant que des composés comme les flavonoides sont
responsables de cette action .Cette capacité antioxydante modérée peut contribuer a I’effet
protecteur de la plante controle stress oxydatif, notamment dans le contexte du diabéte, ou les
radicaux libres jouent un role pathogéne important.
Le test FRAP confirme que Gymnema sylvestre posséde des propriétés biologiques intéressantes,
en complément de ses effets hypoglycémiants. Cependant, le pouvoir antioxydant varie selon
l'origine de la plante, le mode d’extraction et les conditions environnementales, ce qui appelle a la
prudence dans la généralisation des résultats.
I1.5.Activité anti-inflammatoire
Inhibition de la dénaturation thermique des protéines (BSA)
La dénaturation des protéines est parmi les causes de I’inflammation (Barros et al., 2008) . La
production d’auto-antigénes dans les maladies inflammatoires peut étre due a la dénaturation des
protéines in vivo. Le mécanisme possible de la dénaturation consiste a I’altération des liaisons
électrostatique, hydrogene, hydrophobe et disulfure qui maintien la structure tridimensionnelle des
protéines (Mizushima., 1964 ; Barros et al., 2008).
Il est prouvé que les anti-inflammatoires non stéroidiens comme le phénylbutazone et
I’indométacine n’inhibent pas seulement la synthése des prostaglandines pro-inflammatoires, mais
inhibent aussi la dénaturation des protéines (Sangeetha et al., 2011). lls empéchent la dénaturation
d'albumine traitée par la chaleur a pH physiologique.
La figure 18 représente la variation du pourcentage de protection vis-a-vis de la dénaturation
thermique du BSA en fonction des différentes concentrations en extrait. Ces résultats sont
comparés a ceux enregistrés pour le diclofénac, considérée dans ce test comme molécule de
référence.
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Fig.18. Pourcentages d’inhibition de la dénaturation du BSA

L’étude comparative de I’activité anti-inflammatoire de 1’extrait de Gymnema sylvestre
et du diclofénac a été réalisée a ’aide du test d’inhibition de la dénaturation des protéines, utilisant
I’albumine bovine comme substrat. Les résultats montrent une inhibition dose-dépendante pour
les deux substances. L’extrait de Gymnema sylvestre présente un pourcentage d’inhibition
croissant allant de 18,75 % a 75,00 % entre 2,5 mg/mL et 10 mg/mL. De méme, le diclofénac
présente une inhibition croissante, mais plus modérée, allant de 9,38 % a 65,63 % sur la méme
plage de concentrations. Ces observations indiquent que I’extrait de Gymnema sylvestre possede
une activité anti-inflammatoire notable, supérieure a celle du diclofénac dans ce modéle in vitro.
Cette efficacité peut étre attribuée a la présence de composés bioactifs tels que les saponines,
flavonoides ou acides phénoliques, reconnus pour leur capacité a inhiber les processus
inflammatoires, notamment en stabilisant les protéines contre la dénaturation. La dénaturation des
protéines est un mécanisme central dans la genése de I’inflammation, car elle active la production
d’antigénes auto-immuns. Ainsi, la capacité de I’extrait a prévenir ce phénomene refléte son
potentiel anti-inflammatoire. 1l est a noter que 1’extrait naturel n’a pas montré de toxicité visible
dans cette gamme de concentration, ce qui suggere un bon indice de sécurité dans les conditions
expérimentales utilisées L’extrait de Gymnema sylvestre montre une activité anti-inflammatoire

prometteuse in vitro, plus efficace que le diclofénac dans cette expérience. Ces résultats
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encouragent a poursuivre des investigations in vivo et a caractériser les composeés responsables de

cette activité (Mizushima et al., 1969).
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Conclusion

L’objectif de cette étude était d’évaluer le potentiel antioxydant et anti-inflammatoire des
extraits phénoliques de Gymnema sylvestre et de déterminer leur implication possible dans
la prévention ou la modulation du diabéte. A cette fin, une série d’analyses biochimiques
a été menée, incluant la quantification des polyphénols totaux, des flavonoides, ainsi que
I’évaluation de 1’activité antioxydante par les tests DPPH et FRAP, en complément d’un
test d’activité anti-inflammatoire.

Les résultats obtenus ont montré que les extraits de Gymnema sylvestre sont
particulierement riches en composés phénoliques et flavonoidiques, reconnus pour leurs
effets bénéfiques sur la santé. L’activité antioxydante mesurée par le test DPPH a révélé
une forte capacité de piégeage des radicaux libres, tandis que le test FRAP a mis en
¢vidence un pouvoir réducteur important, témoignant de I’efficacité des composés extraits

a neutraliser le stress oxydatif.

Ces propriétés antioxydantes sont d’un grand intérét dans le contexte du diabete,
une pathologie caractérisée par une hyperglycémie chronique souvent associée a un stress
oxydatif élevé, lequel joue un réle central dans I’apparition des complications vasculaires,
neurologiques et rénales. De plus, I’analyse de I’activité anti-inflammatoire a montré une
inhibition significative des médiateurs de 1’inflammation, ce qui renforce 1’hypothese selon
laquelle Gymnema sylvestre pourrait agir non seulement comme antioxydant, mais aussi
comme agent modulant I’inflammation chronique, un facteur cl¢ dans la progression du

diabéte de type 2.
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Conclusion

En somme, nos résultats suggérent que les extraits phénoliques de
Gymnema sylvestre possédent des propriétés antioxydantes et anti-
inflammatoires notables, pouvant jouer un role important dans la lutte
contre le stress oxydatif et linflammation liés au diabete. Ces données
expérimentales soutiennent I’intérét de cette plante médicinale comme
adjuvant naturel dans la gestion du diabéte. Néanmoins, des
investigations complémentaires, notamment des études in vivo et
cliniques, restent indispensables pour confirmer ces effets et en

préciser les mécanismes d’action moléculaires.
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