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Résumé

Notre travail s’inscrit sur la valorisation des racines de la plante Smilax aspera une
des plantes utilisées dans la médecine traditionnelle dans notre région. Nous nous sommes
intéressées sur le dosage des polyphénols totaux et les flavonoides ainsi 1’étude de
I’activité antioxydante par les tests de DPPH et ABTS.

Apres une étape de délipidation par Héxane, deux systémes d’extraction sont suivis
(MOH/H20 et ACT/ H20) avec une réalisation d’un fractionnement en utilisant les
solvants : Acétate d’éthyle et le dichlorométhane. Le dosage quantitatif des polyphénols et
des flavonoides montre une présence dans les quatre fractions avec des concentrations
relativement élevées dont la plus importante c’est la fraction de Acétate d’éthyle de ACT/
H20 présentant des teneurs de 89,26205 + 3,00067 mg EAG/g d'extrait sec et 11.67633 +
0.233396 mg EQr/g d'extrait sec pour les polyphénols et les flavonoides respectivement.
La fraction de dichlorométhane de systtme MOH/H20 a révéle le pouvoir antioxydant le
plus important par le test de DPPH avec une IC50 = 0.324 + 0.0166 mg/ml. Le pouvoir
réducteur par le test d’ABTS en utilisant la méthode de VCEAC montre des valeurs
importantes et trés proches qui varient entre 0.207658+0.004087 et 0.239776+0.003746 g de
Iextrait /g vit C.

Ces résultats ont fourni un appui scientifique aux propriétés antioxydantes des
racines de S. aspera in vitro. Une évaluation plus poussée des propriétés spécifiques des
flavonoides et des études in vivo sont nécessaires ultérieurement.

Mots clés : Smilax aspera, polyphénols, flavonoides, activité antioxydante, DPPH, ABTS,



Abstract

Our work is based on the valorization of the roots of the plant Smilax aspera one of the
plants used in traditional medicine in our region. We were interested in the dosage of total
polyphenols and flavonoids as well as the study of antioxidant activity by DPPH and
ABTS tests.

After a hexane dilapidation step, two extraction systems are followed (Methanol/H20 and
Acetone/H20) with fractionation using the solvents: ethyl acetate and dichloromethane.
The quantitative dosage of polyphenols and flavonoids shows a presence in the four
fractions with relatively high concentrations, the most important of which is the fraction of
ethyl acetate of ACT / H20 with contents of 89.26205 + 3.00067 mg EAG/g of dry extract
and 11.67633 + 0.233396 mg EQr/g of dry extract for the polyphenols and the flavonoids
respectively. The dichloromethane fraction of the MOH/H20 system revealed the most
important antioxidant power by the DPPH test with an 1C50 = 0.324 + 0.0166 mg/ml. The
reducing power by the ABTS test using the VCEAC method shows significant and very
close values which vary between 0.207658 + 0.004087 and 0.239776 + 0.003746 g of the
extract / g vit C.

These results provided scientific support for the antioxidant properties of S. aspera roots in
vitro. Further evaluation of the specific properties of flavonoids and more in vivo studies
are needed later on.

Key words: S. aspera, polyphenols, flavonoids, antioxidant activity, DPPH, ABTS
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AC-O-E : Acétate d’éthyle

Act : Acétone

Aéch : Absorbance de I’échantillon
AG : Acide Gallique

AIClj : trichlorure d’ Aluminium
Ca2+ : ion calcium
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EC50/1C50 : concentration inhibitrice a 50%
ELL : extraction liquide —liquide
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FAE : Fraction acétate d’éthyle
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Introduction

L’utilisation thérapeutique des plantes est ancrée dans les traditions de toutes les
cultures. Il existe environ plusieurs plantes sur terre, ont des propriétés médicinales qui
peuvent contribuer par leur principe actif a agir directement sur le corps.

Les plantes ont été utilisées comme sources de remédes pour le traitement de
nombreuses maladies depuis les temps anciens et les gens de tous les continents en
particulier 1’Afrique ont cette vieille tradition. (Abd EI-Ghani, 2016). Elles contiennent
généralement des mélanges de différents composés phytochimiques, également appelés
métabolites secondaires qui peuvent agir individuellement, de facon additive ou en
synergie pour améliorer la santé. En effet, les plantes médicinales, contrairement aux
médicaments pharmacologiques, Les actions combinées de ces substances tendent a
accroitre 1’activité du principal constituant médicinal en accélérant ou en ralentissant son
assimilation dans le corps. (Mahomoodally, 2013).

Les composés phénoliques représentent le deuxiéme groupe le plus abondant de
composés organiques dans le régne végeétal (juste derriere la cellulose), et montrent
différentes activités dans la plante telles que le soutien structurel, et la protection contre les
rayons ultraviolets (UV) le rayonnement solaire, le stress biotique ou abiotique,
pathogenes, herbivores, etc. Du point de vue des consommateurs, les composés
phénoliques assurent une protection contre les maladies chroniques transmissibles non
seulement par leur activité antioxydante, mais aussi par la régulation de nombreux
processus cellulaires a différents niveaux, y compris I’inhibition enzymatique, la
modification de I’expression génétique, phosphorylation protéique, etc. (Laura et al., 2019)

Le stress oxydatif a été décrit comme un facteur causatif concerné dans diverses
maladies chroniques humaines comme le cancer, les maladies cardiovasculaires etc. Ce
dommage oxydatif est obtenu par 1’attaque de radicaux libres sur diverses biomolécules,
notamment les protéines, les lipides et I’ADN, déclenchant enfin la décomposition et la
perte des cellules. (Ghedadba et al., 2015)

L’objectif de la présente étude est de quantifier les composés phénoliques et
d’évaluer in vitro I’activité antioxydante des extraits polaires des racines de la plante
Smilax aspera

Ce travail est subdivise en trois parties :

» Dans la premiére partie de notre mémoire, Nous avons présenté les données
bibliographiques : le premier chapitre a abordé une description de 1’espéce
étudié, les caracteres botaniques, les propriétés thérapeutiques et 1’intérét
biologique. Le deuxiéme chapitre a porté sur I’étude des métabolites
secondaires, dans le troisiéme nous avons donné des notions sur le stress
oxydative et les antioxydants.

» Dans la deuxiéme partie, nous présentons les techniques utlisées in vitro
passant par la mesure des composes phénoliques, et 1’évaluation du pouvoir
antioxydant par différentes méthodes (test DPPH et ABTS)
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» La troisieme partie est consacrée a la présentation des différents résultats
obtenus et une discussion
Enfin, on termine par une conclusion générale résumera I’ensemble des résultats
issus de cette étude.




Synthése Bibliographique

Partie I :

Syntheése bibliographique




Synthése Bibliographique

Partie | : Synthese bibliographique
Chapitre I : la Plante étudiée

I.1. La famille SMILACACEAE

Cette famille est classé dans 1’ordre des Liliales, est une famille de plantes a
fleurs monocotylédones (Xu, Chang ; 2019) herbacées a souche vivace, elle
comporte seulement 3 genres : Heterosmilax, smilax et tapagerai (Edina, 2016)

La famille des smilacaceae comporte 310 especes qui sont largement
distribuées dans les régions tropicales, subtropicales et tempérés (Amado, 2018)

1.2. Le genre Smilax

Le genre Smilax.L s’appelle « sarsapilla » en anglais, il est dioique, vivace, a feuilles
caduques et persistantes, grimpante. La plupart des colonies de Smilax sont propagées par
des rhizomes, Smilax est une plante trés tolérante aux dommages, capable de repousser a
partir de ses rhizomes apres avoir été coupée ou brdlée par le feu. (Yildiz et al., 2019).

1.3. L’espéce Smilax aspera

Smilax aspera.L est un arbuste épineux grimpant, présent dans les clairieres et les
lisieres des foréts méditerranéennes typiques (Lovato et D'Antuono, 2001). La plante est
grimpe a partir d’un rhizome et forme de nombreuses branches et étendues, jusqu’a 15
meétres (Delgado-pelayo et Hornero Méndez, 2012).

Le nom Smilax est un nom grec utilisé comme arbre mortel ou vénéneux en raison
du fait que ces vignes sont tres agressives et tuent I'arbre hdte en I'ombrageant.

aspera : rugueux et dur, faisant peut-étre référence a ses feuilles coriaces (Mifsud,
2021).
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Figure 1. Parties aériennes de Smilax aspera L. (Ghédira et Bhatta, 2020).
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1.4. Classification

Régne: Plantae
Division: Trachéophyta
Ordre: Liiales

Famille: Smilacaceae
Genre: Smilax

Espéce: Smilax aspera

Selon (Ghedira et Goetz, 2016), cette plante a plusieurs nom vernaculaires sont
attribue, le tableau 1

Tableau 1. Nomenclature de la plante Smilax aspera (Ghedira et Goetz, 2016).

Nom francais salsepareille d’Europe
Nom anglais sarsparilla.
Nom arabe gLid f5 s dpde

1.5. Répartition

Smilax aspera se trouve dans la région méditerranéenne et crosse. Elle se trouve
aussi en Afrique de I’Est, Inde, cachemire, Siri-Lanka et Yunnan (province du sud-ouest de
la chine) (Cherifi, Hami, 2017).

En Algérie, le genre Smilax est représenté par une seule espéce, S. aspera. Les
populations de S. aspera se rencontrent dans toute la zone tellienne, en sous-bois ou dans
des formations ouvertes pre-forestieres. Elles se développent dans des biotopes et des
situations écologiques trés contrastées. (Boubetra et al., 2022).

1.6. Description de la plante

Les tiges sont semi-ligneuses avec des épines abondantes. Les feuilles sont
généralement en forme de cceurs bordés de quelques épines.

Les inflorescences sont associées sous forme de grappes ramifiées produisant des
bois sphériques juteuse de 7 2 9 mm de diamétre (racéme d’ombelles) sous forme de fruits,
qui sont initialement verts et deviennent rouges en murissant (Delgado-pelayo et Hornero
Méndez, 2012).

-
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1.7. Utilisation de la plante

Smilax aspera est utilisée en médecine traditionnelle pour:

chez les femmes.

Traiter le diabéte et rhumatismes et pour traiter les symptdmes de la ménopause

- D’extrait des feuilles est utilisé pour soigner la dysenterie.

- le suc des tiges et des feuilles est utilisée pour les problémes de post-grossesse ou
de maternité, la gale et les maladies de la peau.

- Les fruits mars sont presses et appliquées sur la peau pour soigner la gale. (Bhatta
et al., 2020).Traiter la syphilis, la goutte, les rhumatismes, lI'asthme, les maux de
dents, les blessures et méme les douleurs oculaires. (Martins et al., 2014).les
racines soulagent 1’inflammation (Smilax aspera inhibe la production de Nodes
cellules Raw2647 et inhibe également la production de TNFa (Ghédira, Goetz ;

2016). Ont un effet détoxifiant, soulagent I’irritation. (Bhatta et al., 2020).

- Les fruits de smilax aspera sont consomment dans le centre et I’ouest du Népal, les
jeunes pousses et la fleur sont utiliser comme des légumes, et utilisée dans la

fabrication des cornichons.

- Les racines, les feuilles et les jeunes pousses sont utilisé comme nourriture

- Les jeunes pousses de printemps sont consommeées dans certaines régions d’Italie.
- En Turquie, les feuilles sont utiliser pour du sarma. (Bhatta et al., 2020).1.8. Etude

phytochimiques

Smilax aspera.L contient des constituants chimiques dont les principaux sont présentés

dans le tableau 2:

Tableau 2. Principaux constituants chimiques de Smilax aspera L (Ghédira, Goetz ; 2016).

Familles de constituants chimiques

Constituants chimiques individuels

Les saponines de structure stéroidique (2 a
4%)

curilline G, asperagoside E, asparoside A,
asparoside B....

=
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Phénols - Smiglabrone A, smiglabrone B,
smilachromanone, smiglastilbene,
smiglactone, smiglabrol

- Resvératrol

- (+) catéchine et (—) épicatéchine

Anthocyanosides Pélargonidine 3-O-rutinoside, cyanidine 3-O-
rutinoside

Caroténoides B-carotene, B-cryptoxanthine

Phytostérols Alpha- et bétasitostérols, stigmastérol

Acides gras Acides palmitique, stéarique, linolénique...

Sels minéraux Sels de K (1,25 %), Ca et Mg (0,3 a 0,4 %)

Autres Acide sarsapique, acide ascorbique

Chapitre Il : Les métabolites secondaires
11.1. Généralités

Les plantes ont développé une vaste gamme de composés chimiques pour se protéger
contre les envahisseurs externes comme les insectes, les ravageurs et les pathogenes
microbiens. Ces composés précieux peuvent étre extraits de différentes parties de la plante
telle que les feuilles, les pousses, les racines et les fleurs et étre étudiés pour leurs
propriétés pharmaceutiques. (Habibi et al., 2018).

L'une des principales originalités des végétaux est leur capacité a produire des
substances naturelles trés variées. En effet, en plus des métabolites primaires
conventionnels (hydrates de carbone, protéines, lipides, acides nucléiques), ils accumulent
souvent ce qu'on appelle des métabolites. (Macheix et al., 2005).

11.2. Définition

Les métabolites secondaires sont produits dans une certaine période de croissance
des plantes et des micro-organismes. Ce sont de petites molécules avec des structures
chimiques complexes qui ne sont pas nécessaires a la croissance et a la reproduction,
comme les pigments, les hormones, les toxines et les antibiotiques (Chen et al., 2021).

Les métabolites secondaires peuvent étre classés en plusieurs grands groupes
(composés phénoliques, terpéniques et stéroides, et composés azotés incluant les

-
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alcaloides). Chacune de ces classes contient une trés grande variété de composés qui
possedent une trés large multitude d'activités en biologie humaine. (Krief, 2003).

Les métabolites secondaires peuvent étre classés sur la base de leur structure
chimique (par exemple, avoir des anneaux contenant du sucre), de leur composition
(contenant de I’azote ou non), de leur solubilité¢ dans divers solvants ou de la voie par

Polyphenols
Hydrobenzoic acids Hydroxycinnamic acids Flavonoids Stilbenes Lignans
Protocatechuic acid Coumaric acid Resvertrol Secoisolariciresinol
Gallic acid Caffeic acid
Hydrobenzoic Acids Ferulic acid
are components of Curcumin
Gallotannins and
Ellagitannins

| | | | | |

Figure 2. Classification des polyphénoles. (Hardman, 2014).

NdEITIpIEIvl Apigenin vamacem nNdringermn rEiarguinuing wdilecinmn
Quercetin ‘ Luteolin | ’ Genistein | Eriodictyol Cyanidin | Gallocetechin
Myricetin Hesperetin Delphinidin

Petunidin
Malvidin

laquelle ils sont synthétisés (p. ex., phénylpropanoide, qui produit des tanins). Et
généralement classés selon leurs voies biosynthétiques. Les familles sont généralement
considérées : Phenoliques, Terpénes et Stéroides, et Alcaloides, Flavanoides. (Tiwari,
Rana ; 2015).

11.3. Les polyphénols

Les polyphénols constituent un groupe important et hétérogene de composés phyto-
chimiques contenants des anneaux de phénol (Kim et al., 2016).

Les polyphénols sont des antioxydants naturels qui agissent comme une barriére
contre le stress oxydatif dii aux especes réactives d’oxygeéne (ROS). Malgré tous les
avantages que ces polyphénols conferent, leur utilisation est trés limitée. L’intégrité et la
biodisponibilité des polyphénols déterminent 1’efficacité de ces composés. Cependant, les
polyphénols sont sensibles a la chaleur et sujettes a 1’oxydation. (Noor et al., 2022).

Les composés phénoliques sont les métabolites secondaires les plus répandus,
omnipresents dans le regne végétal, méme si le type de composé présent varie selon le
phylum consideré. Les phénoliques sont rares dans les bactéries, les champignons et les
algues. Les bryophytes produisent régulierement des polyphénols, y compris des
flavonoides, mais c’est dans les plantes vasculaires que se trouve toute la gamme des
polyphénols. (Lattanzio, 2013).
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11.3.1. Phénols simples

Les phénols simples et les phénoliques appartiennent a une classe de composés qui
sont apparemment largement répandus dans la nature et sont donc consommés dans la
plupart des régimes alimentaires. (Maga, Katz ; 1978).

11.3.1.a. Acides hydroxy benzoiques

Les dérivés de I’acide hydroxy benzoique (HBA) sont métabolites phénoliques a
structure générale C 6-C 1. Les acides C6-C2 apparentés (acides phéenylacétiques) sont
parfois des composants mineurs des aliments. Les variations de la structure basique de
I’HBA comprennent les hydroxylations et les méthylations du cycle aromatique.
(Tomés-Barberan, Clifford ; 2000).

11.3.1.b. Acides hydroxy cinnamiques

Le groupe des acides hydroxy cinnamiques, la plus grande classe, comprend une
structure a chaine latérale a trois carbones (C6 a C3), par exemple les acides caféique,
férulique, coumarique et sinapique. Elles présentent de multiples fonctions physiologiques,
comme des antioxydants, des anti-inflammatoires, des antimicrobiens, des anticollagénases
et des activités mélano génique (Taofiq et al., 2017).

11.3.2 Les flavonoides

Les flavonoides sont un groupe important de composés phénoliques des plantes. A
ce jour, plus de 6000 flavonoides ont été identifiés. Les flavonoides se composent de 2
anneaux de benzéne (A et B), qui sont reliés par un anneau de pyrene contenant de
I’oxygene (C) (Erlund, 2004). Les variations de 1’hétérocycle C donnent lieu a flavonols,
flavones, catéchines, flavanones, anthocyanidines et isoflavonoides (Hollman, Katan ;
1997).

Les flavonoides sont des constituants essentiels des cellules de toutes les plantes
supérieures. lls ressemblent dans leurs propriétés régulatrices la plupart des vitamines
liposolubles, mais servent en plus, en raison de leur couleur et de leur odeur, comme
communicateurs avec 1’environnement (Havsteen, 2002).

11.3.3. Anthocyanes

Anthocyanidines et anthocyanes, hydroxylés et composés de flavylium glycosidiés,
sont des pigments végétaux responsables des teintes rouges, bleues et violettes des fleurs et
des fruits dans la nature (Barana et al., 1996)

Le degré de bleuissement est influencé par 1’état d’hydroxylation/méthoxylation de
I’anneau B anthocyane. Cependant, le nombre de variations de ces couleurs ne peut
s’expliquer par les couleurs des anthocyanidines relativement peu connues (Asen et al.,
1972).

.
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Chapitre 11l. L’activité antioxydante
I11.1. Les radicaux libres
111.1.1. Définition

Les radicaux libres sont des espéces d'atomes ou de molécules, avec au moins un
électron non apparié dans les orbitales les plus externes. (GriVeau et al., 1995).

Ce désequilibre est temporaire et comblé en acquérant un autre électron ou en
déplacant cet électron libre vers une autre molécule. (Afonso et al., 2007)

111.1.2. L’origine des radicaux libres

I11.1.2.a. Production endogéne

Les radicaux libres peuvent étre produits par plusieurs processus biochimiques
différents dans le corps, notamment:
- la réduction de lI'oxygéne moléculaire pendant la respiration aérobie produisant des
radicaux super oxyde et hydroxyle;
- les sous-produits de la chimie tels que I'oxydation des catécholamines et I'activation des
électrons du produit en cascade de l'acide arachidonique, qui peuvent réduire I'oxygéne
moléculaire en superoxyde ;
- production de superoxyde et d'acide hypochloreux (HOC1), un puissant oxydant, par les
phagocytes activés ;
Production d'oxyde nitrique par l'endothélium vasculaire et d'autres cellules. (Betteridge,
2000).

111.1.2.b. Production exogéene

Des radicaux libres peuvent étre produits dans le corps en réponse a un rayonnement
électromagnétique externe, tel que les rayons gamma, qui peuvent diviser I'eau pour
produire des radicaux hydroxyles. Si les défenses antioxydantes sont déficientes, des
dommages peuvent survenir dans divers tissus. (Betteridge, 2000)

111.1.3. Les conséquences possibles des dommages aux tissus liés aux radicaux libres

Les radicaux libres sont des molécules intrinsequement instables en raison de la
présence d'électrons non appariés. En conséquence, ils peuvent étre trés réactifs.
(Betteridge, 2000).

Cette forte réactivité cause des nombreux dommages aux constituants cellulaires, tels
que les maladies neurodegénératives (Alzheimer, Parkinson, Huntington), les désordres
pathologiques (syndrome d'ischémiere perfusion), les phénomenes de vieillissement ;
(Durand, 2003) les maladies cardiovasculaires, le cancer, le diabéte, les cataractes.
(Hernandez-Ledesma et al., 2005).

.
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I11.2. Les antioxydants

111.2.1. Définition

Un antioxydant est une substance qui est présente a de faibles concentrations et qui
retarde ou empéche considérablement I'oxydation du substrat oxydable. Les antioxydants
sont efficaces car ils peuvent donner leurs propres électrons aux ROS et ainsi neutraliser
les effets néfastes de ces derniers. (Kunwar, Priyadarsini ; 2011).

111.2.2. Les systémes antioxydants:

Sont classés en deux grands groupes :

111.2.2.a. Les antioxydants enzymatiques

Sont présents dans le corps comprennent le superoxyde dismutase (SOD), la catalase
(CAT) et la glutathion peroxydase (GPx) qui agissent comme la premiere ligne de défense
du corps contre les ROS en catalysant leur conversion en espéces moins réactives ou

inertes. (Kunwar, Priyadarsini ; 2011).

représentés dans le tableau 1.

Les antioxydants enzymatiques importants sont

Tableau 3. Les antioxydants enzymatiques importants (Powers et al., 2004)

Les antioxydants enzymatiques

Les propriétés

- Superoxyde dismutase SOD

- Glutathion peroxydase GPx

- Catalase CAT

- Situé a la fois dans les mitochondries
et le cytosol; dismute les radicaux
superoxydes.

- Situé dans les deux mitochondries et
cytosol ; élimine le peroxyde
d'’hydrogéne et les hydroperoxydes
organiques.

- Situé dans le cytosol (et dans les
mitochondries du cceur); ¢€limine le

peroxyde d'hydrogéne.

111.2.2.b. Les antioxydants non enzymatiques

De nombreux antioxydants non enzymatiques existent dans les cellules. Les défenses
non enzymatiques importantes incluent, mais ne sont pas limitées au glutathion, la
vitamine E, a vitamine C, a I'acide lipoique, et aux caroténoides. (Powers et al., 2004).

.
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Tableau 4. Quelques antioxydants non enzymatiques

Les antioxydants non Les propriétés La structure
enzymatiques
HO
- Vitamine C - Soluble dans I’eau, agit comme OH
(Acide ascorbique) | un antioxydant vis-a-vis des lipides T
dans le plasma humain surchargé en o}
fer in vitro, (Chen et al.,, 2000). o) - o
réduit les radicaux organiques et :5
OH

- Vitamine E
(a-tocophérol)

- Caroténoides

- Flavonoides

inorganiques, elle est impliquée
dans la régénération du radical
tocophéryle en a-tocophérol.

(Jomova, Valko ; 2011).

- Situé dans les membranes
cellulaires, les muscles
squelettiques, le foie, le coeur et les
tissus  pulmonaires (= 20-30

nmol/g) ; soluble dans les lipides.
(Evans, 2000).

- Lipophiles, ils peuvent agir
comme des filtres légers et prévenir
le stress oxydatif en diminuant
I'exposition a la lumiére. (Stah et al.,
2003)

Certains caroténoides, y compris
le B-carotene, désactivent l'oxygene
singulet hautement réactif dans
certaines conditions et peuvent
bloquer les réactions induites par les
radicaux libres. (Bendich, 1989).

- Antioxydants  amphipathiques
situes dans toute la cellule ; capable
de piéger les radicaux dans les
environnements lipidiques et
aqueux. (Powers et al., 2004).

Ascorbic acid

7\

vitamin E

M
Beta-caroten

|
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- Glutathione o
- Située dans les chloroplastes et le Flavonol
cytosol, ce tripeptide (y-
glutamylcystéinylglycine), qui

fonctionne dans le métabolisme, la
catalyse, le transport et la protection
cellulaire, apporte aux cellules un

H
(@] (0] (@]
milieu réducteur. (Meister, 1992).
( ) HOWNLI(NQKOH
H
NH, o)

Glutathion

I11.3. Stress oxydatif

Définition: Le stress oxydatif a été défini comme une perturbation de I'équilibre entre la
production d'espéces réactives de l'oxygéne EOR (radicaux libres) et les défenses
antioxydants, pouvant entrainer des lésions tissulaires. (Betteridge, 2000)

Il existe de véritables réactions en chaine antioxydants qui consistent en un «passage
successif» de I'électron non apparié. Par exemple, il y a la vitamine C, la vitamine E-
glutathion. Ces antioxydants sont généralement des éléments nutritifs indispensables.
(Leverve, 2009).

La vie aérobie est caractérisée par une formation réguliére de pro-oxydants équilibrée
par un taux similaire de leur consommation par des antioxydants. Pour maintenir
I’homéostasie, il est nécessaire pour la régénération continue de la capacité antioxydante,
et si cela n’est pas respecté, les dommages oxydatifs s’accumulent, entrainant des
événements physiopathologiques. (Sies, 1991).

|
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Partie 11

Matériel et méthodes
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Objectif

Notre travail a été réalisé au sein du laboratoire de recherche des sciences
fondamentales universit¢é Ammar Telidji-LAGHOUAT. Ce travail a pour objectif
d’évaluer I’activité antioxydante des composés phénoliques des différents extraits polaires

de la plante Smilax aspera.

Extraction liquide-solide

Fractionnement par

extraction liquide-liquide
I

Dosage des composés phéoliques

|
! !

Dosage des polyphénols totaux Dosage des flavonoides

!

Evaluation de L’activité antioxydante

|
! !

Mesure par le test DPPH Mesure par le test ABTS

Figure 3. Les étapes de travail expérimental
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I. Materiels
1.1. Matériel vegétal

Nous avons utilisé les tourteaux d’hexane de la plante Smilax aspera ; Une délipidation
a eté réalisé pour éliminer les compositions apolaires. La partie de la plante qui nous
s’intéresse sont les racines.

1.2. Les produits chimiques

Les principaux produits chimiques utilisés dans ce travail sont présentés dans le tableau 5.

Tableau 5. les produits chimiques et les réactives utilisés

Matériels Caracteéristiques
Les solvants utilisés

Eau distillée (H20) D =0.998 g/ml
Acétone (C3H60) D=0.79 g/mL
Méthanol (CH30H) D=0.79 g/mL
Dichlorométhane (CH2CL2) D=1.33g/mlL
Acétate d'éthyle (C4H802) D=0.9 g/mL
Hexane (C6H14) D=0.66

Les composés phénoliques
Quercitrine (C15H1007) MM = 302,236 g/mol

Acide gallique (C7H605)
Acide ascorbique (C6H806)

MM =170.12 g/mol
MM = 176,12 g/mol

Les réactifs chimiques
Folin-Ciocalteu a (10%) /
Carbonate de sodium a (7,5%) (NA,COs) MM = 105,9888 g/mol
Le chlorure d'aluminium AICI3 a (2%) MM = 133,34 g/mol

Tampon phosphate a (pH =6,6)
Chlorure de fer FeCl3 a (0,1%)
DPPH (C15H,N;0;)

ABTS (C5HysN,0;5,)

/
MM = 162,2 g/mol

MM = 394,32 g/mol
MM = 514,62 g/mol




Il.  Méthodes
11.1. Extraction des composés phénoliques

Dans le but de calcule le rendement nous avons réalisé une extraction solide-liquide. La
procédure d’extraction des composés » phénoliques est représentée dans la figure 5:

[ La poudre végetale (5g) ]

[ Macération deux fois ]

24h
N

MeOH/H20 ) ( Acétone/H20
8/2 J L 7/3
Filtration >
( Filrat  J o[ Résidu |

v

\
Evaporation au
rotavape

A 4

~

[ Phase aqueuse

J

Figure 4. .Procédure de I'extraction des composés phénoliques.

Les tourteaux d'hexane de S. aspera (5 g) extraite dans deux systeme da solvant
(Méthanol / eau 8/2, Acétone / eau 7/3) pendant 24h a été filtrée, évaporée avec le
Rotavap rotatif sous pression réduite. Les phases aqueuses ont été fractionnés par une
extraction liquide / liquide successivement avec les solvants suivants: n-hexane,
dichlorométhane, et l'acétate d'éthyle de maniere progressive. Les solvants de chaque
fraction ont été éliminés par évaporation. Le protocole du fractionnement est illustré dans

la figure 6 :
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La poudre végétale 5g

Macération deux fois 24h
« Méthanol / H20 8/2
« Acétone / H20 7/3

« Extraction par ’hexane
« Filtration
« Evaporation a sec

Phase aqueuse Fraction hexanique
FH

« Extraction par Dichlorométhane
« Evaporation a sec

Phase aqueuse Fraction
Dichlorométhane

FDCM

« Extraction par I’acétate d’éthyle
« Evaporation a sec

Phase aqueuse Fraction acétate
d’éthyle FAE

Figure 5.Protocole de fractionnement par extraction liquide-liquide des extraits bruts.

Les résidus secs obtenus pour les quatre extraits apres le fractionnement et 1’évaporation
sont présentés dans la figure 7 :

MOH/H20 ,“ MOH/H20

ACT/HZQ“ ACT/H 20 :
DMC Ac-o-E -

DCM Ac-o-E

Figure 6. Les extraits aprés I’évaporation.

E



=  Détermination du rendement d’extraction : Le rendement d’extraction est
calculé selon I’équation suivante

[ R(%)=100 Mex/ Mecr, |

Ou:

R : est le rendement en % ;

Mext : est la masse de I’extrait aprés évaporation du solvant en mg ;
Mech : est la masse séche de 1’échantillon végétal en mg.

11.2. Dosage des composés phénoliques
11.2.1. Dosage des polyphénols totaux

Principe : Le dosage de polyphénols totaux dans les extraits de la plante, a été effectué
par la méthode colorimétrique utilisant le réactif de folin-ciocalteu, on utilise I’acide
galliqgue comme référence.

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040). 11 est réduit, lors de
I’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne
(Bancuta et al., 2016) La coloration produite, dont 1’absorption maximum est comprise
entre 725 et 750 nm est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les
extraits végétaux. (Boizot, Charpentier ; 2006).

L’intensité de la couleur est proportionnelle a la quantité de polyphénols contenus
dans les extraits de la plante. (Chalal, Tighernine ; 2012).

Mode opératoire :
On introduit 50 pl de I’acide gallique dans des tubes a essai a différentes concentrations

de 0.05 a 0.35 mg/ml, avec 250l du réactif de Folin-Ciocalteu dilué 10 fois dans 1’eau, le
mélange est incubé a 1’abri de la lumiére pendant 3 min, puis on ajoute 1 ml de carbonate
de sodium a 4%. Les tubes sont agités et incubés durant 30 minutes a 1’abri de la lumiere
L’absorbance mesurée a 760 nm contre un blanc a I’aide d’un spectrophotometre permet de
tracer la courbe d’étalonnage (I’absorbance a 760 nm en fonction de la concentration en
AG mg/ml)

Nous avons suivi le méme protocole pour doser les échantillons. Les résultats sont
exprimés en milligramme (mg) équivalent d’acide gallique par gramme de I’extrait sec.

O
HO
OH
HO

OH
Gallic acid

Figure 7. Structure chimique de I'acide gallique.

.



11.3.2. Dosage des flavonoides

Principe : le dosage des flavonoides est effectué par la méthode basée sur la formation
d’un complexe jaune entre Le trichlorure d'aluminium avec les flavonoides, il absorbe
dans le visible a 430 nm. Nous avons utilisé la solution de quercitrine comme une

référence. OH
HO (0]
OH
OH
OH (6]
quercetin

Figure 8. Structure chimique de la quercetin.

Mode opératoire: On ajoute 500 pl de la quercitrine dilué dans le méthanol, avec
différentes concentrations, a 500 ul de trichlorure d’aluminium (AICL3) a 2% (m/v). Apres
15min d’incubation a 1’abri de la lumiére, 1’absorbance de la solution de Couleur jaunatre
est déterminée a 430 nm contre un blanc.
Le méme protocole était suivi pour quantifier les flavonoides dans les différents extraits.

Les résultats sont exprimés en milligramme (mg) équivalent de quercitine par gramme de
I’extrait sec. (mg EQr/g ES).

11.3. Evaluation de L’activité antioxydante

C’est dans ce contexte que nous avons étudié 1’activité antioxydante des extraits des
racines de S.aspera. L’effet antioxydant des extraits de cette plante a été évalué par
spectrophotométrie en utilisant les méthodes de piégeage des radicaux libres acide 2,2-
diphényl-1-picryl-hydrazyle (DPPHe) et 2,2’-azino-bis-(3- éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique) (ABTS++). (Sarr et al., 2015)

11.3.1. Mesure de I’activité antioxydante par le test DPPH

Principe : Le DPPH est un radical libre, stable a température ambiante, qui produit une
solution violette dans I'éthanol. Il est réduit en présence d'une molécule antioxydante,
donnant naissance a des solutions d'éthanol non colorées. L'utilisation du DPPH offre un
moyen simple et rapide d'évaluer les antioxydants. (Mensor et al., 2001).

Ce test permet de mettre en évidence le pouvoir anti radicalaire d’un antioxydant pur ou
d’un extrait antioxydant, (Noureddine et al., 2015). La couleur violette de le radical libre
DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl), se réduit en 2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazine de
couleur jaune en présence des piégeurs de radicaux libres. (Athamena et al., 2010).
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Figure 9. Mécanisme de réaction du 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH). (Bibi-Sadeer et al.,
2020)

Mode opératoire : La détermination de ’activité anti radicalaire par le test de DPPH a
été effectuée selon le Protocol suivant :

On ajoute & 0.5 mL de chaque extrait 0.5 mL de DPPH 250uM, laisse & I’obscurité a
température ambiante pendant 30 min. La diminution de I’absorbance de la solution
résultante a ensuite été mesurée par spectrophotométrie a 517 nm.. Le standard utilisé est le
Vitamine C.

L'activité antioxydante est exprimée en pourcentage d’inhibition (PI) a I’aide de la
formule suivante :

1% = (A controle—A échantillon)/ A controle X 100

Ou

| %: Pourcentage de I'activité anti-radicalaire (AAR %)
A controle - @bsorbance de témoin

A ¢chantilion: absorbance de 1’échantillon

IC50 ou concentration inhibitrice de 50 est la concentration de I’échantillon nécessaire
pour réduire 50 % de radical DPPH. Les IC50 sont calculées graphiquement en utilisant les
graphes tracés.

11.3.2. Mesure de I’activité antioxydante par le test ABTS

Principe : Le test ABTS est basé sur l'inhibition de l'absorbance du radical cationique ;
ABTS+, qui a une longueur d'onde caractéristique a 734 nm, par des antioxydants. Dans ce
test, le radical ABTS est un chromogene bleu-vert. (Murali et al., 2011)
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Mode opératoire : I’activité antioxydante totale d’une molécule est déduite de sa capacité a
inhiber le radical ABTS++, obtenu a partir de I’ABTS (sel d’ammonium de 1’acide 2,2’-
azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)) comparativement a un antioxydant de
référence ; on a choisi la vitamine C comme référence. L’obtention du radical cation
résulte du contact de I’ABTS avec une enzyme de peroxydation (peroxydase
metmyoglobine en présence de H202. Le radical ABTSe++, en contact avec un donneur de
He conduit a I’ABTS+ et a la décoloration a 734 nm de la solution.
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Figure 10. formation du radical cation ABTS+ a partir d’ABTS (Sarr et al., 2015)
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Partie I111: Résultats et discussions
|I. Résultats de rendements en extraits bruts

Dans notre travail, nous avons réalisé des extractions par deux systemes de solvants
différents : acétone/ eau 7 : 3 ; Méthanol / eau 8 :2 . Pour chaque systéme on a effectué un
fractionnement en utlisant le Dichlorométhane suivi par I’acétate d’éthyle. Les rendements
de I’extraction ont été calculés par rapport au poids total de 1’extrait sec qui nous avons
obtenue apres le sechage, Les résultats obtenus a partir de ces extractions (le rendement, la
couleur de I’extrait) est présenté dans le tableau et la figure ci-dessous:

Tableau 6 : Rendement d’extraction des composes phénoliques de « SA »

Les extraits Rendements % Couleur Aspect
DCM 0,422 Jaune ambré pateux
MOH/H20 AC-O-E 1,194 Marron pateux
DCM 0,502 Rouge pateux
ACT/H20 AC-O-E 1,402 Brun pateux

1,6
1,4 -
1,2 -

0,8 -
0,6 -
0,4 -

AC-O-E ‘ DCM | AC-0O-E ‘

MOH/H20 ACT/H20

Figure 11. Histogramme montre le rendement de I’extraction des 4 extraits de « SA ».

Le calcul des rendements de différents extraits de 1’espeéce S. aspera montre que les
extraits de I’acétate d’éthyle (soit méthanolique ou acétonique) présente un meilleur
rendement que le dichlorométhane. Nous constatons que 1’extrait hydro-acétonique AC-O-
E présente le rendement le plus élevé (1.402%), suivi par 0 I’extrait hydro-méthanolique
AC-O-E (1.194%), tandis que 1’extrait de dichlorométhane représente un faible rendement
quele que soit hydro-méthanolique ou hydro-acétonique (0.422%, 0.502% respectivement).
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Ainsi Le solvant d’extraction influence le taux d’extraction, d'autres facteurs qui
influencent le rendement tels que la température et la granulométrie (la taille des
particules), d’aprées les études de Penchev et al en (2010); le taux d’extraction devient
meilleur en cas des particules plus petites.

I1. Dosage des polyphénols totaux et flavonoides

Afin de comparer les extraits préparés a partir de la plante étudiée, un dosage des
polyphénols totaux, et en flavonoides ont été effectués.

Le choix de ces substances s'explique principalement par le fait que la majorité des
propriétés biologiques et pharmacologiques des végetaux leur sont attribuées. Plusieurs
études ont fait remarquer que les composes phénoliques ont des propriétés biologiques
intéressantes, comme l'activité antioxydante. (De Beer et al., 2002) antimicrobiennes,
antivirales (Zorofchian et al.,, 2014) et anti-inflammatoires (Zhang, Tsao; 2016).
Anticanceéreuses (Roleira, et al., 2015).

11.1. Teneur totale en polyphénols

La méthode de dosage des polyphénols totaux est celle de Folin-Ciocalteu, L’acide
gallique a été utilisé comme standard. Les résultats des teneurs totales en polyphénols, des
extraits obtenus de I’espéce Smilax aspera sont représentés dans le Tableau 7 :

Tableau 7. Teneurs totales en polyphénols, des extraits obtenus de I’espéce S. aspera

Extraits Teneur totale en polyphénols (mg EAG/g
d'extrait sec)
DCM 57.0863 + 3.6252
MOH/H,0 AC-O-E 50.90646 * 5.25079
DCM 89.26205 * 3,00067
ACT/ H,O AC-O-E 43.04706 + 0,412163

Les valeurs ont été calculées a partir des gammes d’étalonnages établis par 1’acide
gallique (ci-dessous), et elles sont exprimées en milligramme d'équivalent de standards par
gramme d’extrait.
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Figure 12. Histogramme de la teneur en phénols totaux des extraits de S. aspera.

Les extraits présentaient des différences de teneur totale en fonction des polarités des
solvants utilisés pour les procédés d'extraction.

Les teneurs les plus importants en polyphénols ont été observées dans l'extrait
ACT/H20 dichlorométhane (89,26205 + 3,00067 mg EAG/g d'extrait), suivis par 1’extrait
MOH/H20 dichlorométhane (57.0863 + 3.6252 mg EAG/g) [I’extrait MOH/H.O acétate
d'éthyle (50.90646 * 5.25079 mg EAG/g d'extrait végétal) respectivement alors que
I'extrait ACT/ H20 acétate d’éthyle a donné des teneurs les plus faibles (43,04706 +
0,412163 mg EAG/g d'extrait).

La comparaison entre les quatre extraits de la plante étudiée montre que les teneurs en
polyphénols totaux sont tres élevés dans 1’extrait de dichlorométhane dans I’acétone/eau et
I’arrangement comme suit : ACT/DCM > MOH/DCM > MOH/ AC-O-E > ACT/ AC-O-
E. Et de cela, nous pouvons dire que le dichlorométhane est le meilleur solvant pour les
polyphénols totaux dans cette espece S. aspera.
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Figure 13. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique (mg/ml).
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Les résultats de notre expérience sont comparables a ceux des travaux antérieurs
effectués par (Solis et al., 2008), dans lesquels la teneur en polyphénol de Smilax spinosa
MILL laisse extrait varie entre (11,60 et 71.81 mg/g poids sec), inférieure aux résultats
obtenus dans notre expérience (43.04706 mg/g et 89.26205 mg/g de poids sec). Dans leur
¢tude le contenu polyphénolique le plus élevé était dans la fraction soluble dans I’eau et
plus bas dans la fraction acétate d’éthyle, contrairement a nos résultats (les plus éleves
pour ACT/H20_DCM et les plus faibles pour ACT/H20_ AC-O-E).

Il est important de noter que la teneur en polyphénols des plantes peut varier au sein
des espéces vegeétales, morphologie et les solvants ou partie de la plante utilisée.

(Solis et al., 2008), en utilisant les fractions acétate d’éthyle, n-butanol et méthanol eau
de S. spinosa MILL racine extrait, ont démontré une similitude avec nos résultats, ou la
racine a également été utilisée. La fraction acétate d’éthyle dans leur étude a montré la
teneur en polyphénol le plus élevé suivie par n-butanol, méthanol et I’eau, a contraire notre
étude nous utilisons déférents solvants.

11.2. Dosage des flavonoides

Les flavonoides ont été quantifiés par la méthode utilisant le trichlorure d’aluminium
(AICL3). La teneur en flavonoides de I’extrait est obtenue a partir de la courbe
d’étalonnage. La Quercétine est utilisé comme standard (figure ci-dessous).

Les fractions représentant les flavonoides totaux (FT) dans les quatre extraits de
I’espéce S. aspera sont déterminé en mg équivalent de Quercétine par gramme de matiéres
séches. Les resultats des teneurs totales en flavonoides, des extraits obtenus de I’espece S.
aspera sont représentés dans le Tableau 8.

Tableau 8 : teneurs totales en flavonoides, des extraits obtenus de I’espéce S. aspera

Extraits Teneur totale en Flavonoides (mg EQr/g
d'extrait sec)

DCM 5.487633 + 0.139206
MOH/H0O AC-O-E 6.716567 + 0.24134

DCM 11.67633 + 0.233396
ACT/ H:O AC-O-E 6.9833 + 0,142009
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Figure 14. Courbe d’étalonnage a la quercetine.
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Figure 15. Histogramme de la teneur en flavonoides des extraits de S. aspera

Les teneurs les plus élevées en flavonoides ont été observees dans I'extrait ACT/ H20
dichlorométhane (11.67633 = 0,233396 mg EQr/g d'extrait sec), I’extrait ACT/H20
acétate d'éthyle (6.9833 + 0,142009 mg EQr/g d'extrait sec), suivis par I’extrait de
MOH/H20 acétate d'éthyle (6.716567 + 0,24134 mg EC/g d'extrait végétal) .tandis que
I'extrait MOH/H.O dichlorométhane a donné des teneurs les plus faibles (5.487633 +
0.139206 mg EQr/g).

En comparant les quatre résultats obtenus a partir du tableau, nous disons que le
meilleur solvant de flavonoides totaux dans I’espéce S. aspera est : Dichlorométhane de
I’extrait (acétone/H20).

ACT/DCM > ACT/ AC-O-E > MOH/ AC-O-E > MOH/ DCM
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Les résultats sont comparables a ceux des travaux antérieurs effectués par (Solis et al .,
2008), qui ont démontré que la teneur en flavonoides dans 1’extrait de racine de S. spinosa
MILL variait entre 31,27 mg/g de poids sec et 45,27 mg/g de poids sec, ce qui est supérieur
aux résultats obtenus dans notre expeérience (11,67633 mg/g et 5,487633 mg/g de poids
sec). L’acétate d’éthyle a montré la plus haute teneur en flavonoides, tandis que L’eau a eu
la plus faible, contrairement a notre expérience. Il est important de noter que la teneur en
flavonoides des plantes peut également varier au sein des espéces vegétales et de la
morphologie ou de la partie vegétale utilisée et les solvants utilisées.

I11. Etude du pouvoir antioxydante
I11.1. Evaluation de I’activité antioxydante par le test DPPH

L’activité antioxydante des extraits a été déterminée a partir des IC 50, qui
correspondent a la concentration nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH. Le
pourcentage d’inhibition du radical DPPH augmente en fonction de la concentration de
I’extrait. Plus la valeur de I’IC50 est petite plus I’extrait est considéré comme un
antioxydant puissant. Ces indices sont calculés comme suit:

1% = [(Ablanc— Aéchantillon) /Ablanc] x 100%
Ou:
Ablanc : absorbance du blanc

Acchantillon : absorbance de 1’échantillon
ICs0 est calculée sur la base de la courbe du pourcentage d’inhibition.

Les reésultats de cette étude sont illustrés dans les figures suivantes :
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Figure 16. Représentation graphique du test DPPH (taux d’inhibition de DPPH en fonction de
concentration) de vitamine C
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Tableau 9. Les valeurs d’IC50 du test DPPH de chaque extrait

Extraits IC50 (mg/ml)
DCM 0.324 +0.0166
MOH/H>0 AC-O-E 1.187 +0.487
DCM 0.3461 £ 0.1773
ACT/ H0 AC-O-E 0.9078 £ 0.0738
Vitamine C 0.004481 + 0.2692
1,2
1
0,8
0,6
04
0,2
—_——

MOH DCM  MOH AC-O-E ACT DCM ACT AC-O-E Vitamine C

MOH/H20 ACT/H20

Figure 18. Classement croissant des valeurs 1C50 des extraits et vit C.

De ces résultats d’inhibition de DPPH, nous constatons que tous les extraits ont une
activité anti-radicalaire a dose importants. Les valeurs d’IC50 des extraits et de Vitamine C
sont représentées dans 1’ordre suivant :

Vitamine C < MOH/DCM < ACT/DCM < ACT/AC-0O-E < MOH/AC-O-E.

Les fractions de DCM de deux systéemes méthanol/eau et acétone/eau ; donne la
meilleure pouvoir antioxydantes avec des IC50 de 0.324 mg/ml et 0.3461 mg/ml
respectivement ; tandis que les résultats de I’AC-O-E de deux systémes montrent qu’ils ont
un pouvoir antioxydante le plus faible (1.187 mg/ml et mg/ml). On peut conclure que le
pouvoir antioxydante est relatif a la polarité des solvants, pour que la polarité de DCM et
1’ AC-O-E soit de 0.49 et 0.58 respectivement. En comparaison avec I’antioxydant standard
(acide ascorbique) ; les extraits bruts testés sont moins actif.




Peu d'études ont été faites sur cette plante Smilax aspera, la plupart de ces études
portaient sur la partie aérienne de celle-ci, mais nous n‘avons pas trouvé des études sur ses
racines.

Selmi et al., 2019 ont réalisé des études sur I’arbuste de Smilax aspera et testé le
pouvoir antioxydante par le test de DPPH, et ont obtenu une valeur d’IC50 (= 0.224 g/ml)
supérieur au nétre.

Si on compare nos résultats de S. aspera avec les résultats de 1’étude menée par Mandal
et al., 2008 sur les racine de I’espéce Smilax chinensis (dans laquelle ils ont fait
I'extraction avec le méthanol, 1’acétate d'éthyle et le chloroforme) nous constatons que le
pouvoir antioxydante de 1’espece S. chinensis est plus élevé avec IC50 = 0.190 mg/mL de
méthanol et 0.079 mg/mL de 1’acétate d’éthyle.

111.2. Evaluation de I’activité antioxydante par le test ABTS

La mesure de I’absorbance effectuée par spectrophotométrie a 517 nm, nous avons
calculé I’inhibition moyenne a partir les valeurs de 1’absorbance, ensuite nous avons trace
la courbe d’étalonnage de la vitamine C (voir figure 17)
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Figure 19. Représentation graphique du taux d’inhibition d’ABTS.

Les résultats de l’activité antioxydante par le test de I’ABTS sont exprimés par
VCEAC g de I’extrait sec /g equivalent de vit c. Qu’on peut définir comme la quantité de
vitamine C qui présente le méme pouvoir antioxydante d’un gramme de I’extrait.
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Extrait concentration VCEAC Interprétation
DCM 0.00016 0.221753+0.003909 1g de P’extrait a un
pouvoir antioxydant
équivalent de 0.221g de
MOH/ vitc
H20
AC-O-E 0.00016 0.239776+0.003746 1g de P’extrait a un
pouvoir antioxydant
équivalent de 0.239g de
vitc
DCM 0.00016 0.234359+0.006612 1g de P’extrait a un
pouvoir antioxydant
équivalent de 0.234g de
ACT/ H20 vite
AC-O-E 0.00016 0.207658+0.004087 1g de I’extrait a un
pouvoir antioxydant
équivalent de 0.207g de
vitc
0,24
0,235
0,23
0,225
: l | |
0,215
0,21
0,205
0,2
0,195 '
0,19
DCM AC-O-E DCM AC-O-E
MOH/H20 ACT/H20

Le VCEAC les plus élevees en ABTS ont été observées dans l'extrait MOH/ H>O
Acétate d’éthyle (0.239776+ 0.003746) de concentration 0.00016mg/ml c’est 1g de I’extrait
a un pouvoir antioxydant équivalent de 0.239g de vit ¢, I’extrait ACT/H.O DCM
(0.234359+0.006612), suivis par 1’extrait de MOH/H.O DCM (0.221753+0.003909)
Respectivement tandis que I'extrait ACT/H20 Acétate d’éthyle a donné des VCEAC les
faibles.

plus

En comparant les quatre résultats obtenus a partir du tableau,

ACT/DCM > MOH/ DCM > ACT/AC-O-E

Figure 20. Histogramme de la teneur en flavonoides des extraits de S. aspera

MOH/ AC-O-E >

E



les résultats de I’étude menée par Murali et al., 2010 sur les racine de 1’espece Smilax
zeylanica L montre que le pouvoir antioxydante de Smilax Zeylanica L est de IC50 = 3.0 +
0.033 ug/mL (pour I’extrait de méthanol).

Cela s’explique par la différence de 1’espéce, aussi par les différentes factures
d’influences telles que les solvants ou la région de récolte, et les méthodes d’extraction
utilisées.




Conclusion




Conclusion générale

La phytothérapie est a une grande importance dans le domaine de la santé publique,
notamment dans les pays en voie de développement. De nos jours les plantes médicinales

entrent dans la composition de compléments alimentaires, de médicaments.

Dans ce travail, nous avons mis en évidence les teneurs en polyphénols totaux, les
flavonoides et I’activité antioxydante des extraits hydro-méthanolique et hydro-acétonique
des tourteaux d’hexane de Smilax aspera. Pour une extraction efficace nous avons utilisé la
technique d’extraction par maceration 24h suivie par un fractionnement par extraction

liquide liquide en utlisant I’acétate d’éthyl et le dichlorométhane comme solvants.

Les résultats obtenus dans cette étude ont montré que :

- La teneur en flavonoides ; la valeur le plus élevée a été remarquée pour
I’extrait de ACT/H20 fraction de DCM (11.69 £ 0.233 mg/g),

- De méme pour les composés phénoliques, 1’extrait de ACT/H20 fraction de
DCM (89.26 + 3.00067) est le plus riche.

L’activité antioxydante de différentes extraits polaires de S. aspera a été évaluée par

deux méthodes : Piégeage des radicaux libres DPPH, et Piégeage des radicaux ABTSe+

En ce qui concerne le piégeage des radicaux DPPH L’activité la plus élevée est obtenu
avec I’extrait de MOH/H20 DCM (IC50 : 0.324 + 0.0166 mg/mL).

Dans le cas du test ABTS, les résultats ont été presque proches mais avec des valeurs
puissante, la meilleure c¢’est 1’extrait MOH/H2O fraction de AC-O-E (1g de I’extrait a un
pouvoir antioxydant équivalent de 0.239776+0.003746 g de vitamine C).

Apres la réalisation de ce travail, on peut conclure que les racines de Smilax aspera
possédent un pouvoir antioxydant remarquable et puissant et Comme perspectives
d’avenir, d’autres activités biologiques sont nécessaire, comme les activités
antimicrobienne, antiinflammatoire et aussi des activités anticancéreuses, sachant que cette
plante est utilisé dans notre région dans les recettes traditionnelles pour le traitement de

cancer.
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