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Résumé

La présente étude nous a permis de faire une analyse des études phytochimiques des
extraits lipidiques du genre Smilax ; Les résultats de le HPLC et GC / MS montrent que
I’espéce de Smilax aspera est riche en B carotene, Smilax zeylanica et Smilax kraussiana
riches en stéroides et ’espéce smilax macrophylla contient Alpha-Tocophérol-beta-D-
mannoside. L’étude de 1’évaluation de L’activité antioxydante, en utilisant le test DPPH,
Montre que le béta-sitostérol-D-glucoside extrait de Smilax lanceaefolia Roxb présente une
activité de 2.33%.les extraits de éther de pétrole ,acétate d’éthyle et le méthanol de Smilax
zeylanica présentent une forte activité antioxydante par le test DPPH et une activité
antidiabétique.

L’ensemble de ces résultats a permis de montrer la richesse de cette plante avec ses
différentes espéces en molécules bioactives, ce qui explique 1’utilisation de cette plante
pour des raisons thérapeutiques.

Mots clés : extraits lipidique, Smilax, p-carotene, Alpha-Tocophérol-beta-D-mannoside,

L’activité antioxydant, DPPH, stéroides, béta-sitostérol-D-glucoside.



Abstract

The present study has enabled us to make an analysis of phytochemical studies of lipid
extracts of the genus Smilax. HPLC and GC / MS results show that Smilax aspera species
are rich in B carotene, Smilax zeylanica and Smilax kraussiana are rich in steroids and the
Smilax macrophylla species contains Alpha-Tocopherol-beta-D-mannoside. The evaluation
of the antioxidant activity, using the DPPH test, shows that the beta-sitosterol-D-glucoside
extracted from Smilax lanceaefolia Roxb has an activity of 2.33%. Extracts of ether
petroleum, ethyl acetate and methanol from Smilax zeylanica show strong antioxidant
activity by the DPPH test and antidiabetic activity. All of these results showed the richness
of this plant with its different species in bioactive molecules, which explains the use of this
plant for therapeutic reasons.

Key words: lipids extracts, Smilax, B-carotene, Alpha-Tocopherol-beta- D-mannoside,

antioxidant activity, DPPH, béta-sitosterol-D-glucoside, Gamma-Sitosterol.
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Introduction

Les recherches scientifiques prouvent que les plantes médicinales contiennent
des composés bioactives contre nombreuse maladies, ces composés sont des
métabolites secondaires tels que polyphénols ; les alcaloides et les tocophérols

Le genre Smilax, de la famille Smilacacae, comprend 350 espéeces distribuées en
tout le monde surtout dans les régions tropicales et subtropicales. Les espéces de
Smilacacae ont une popularité trés variée et ont des utilisations traditionnelles dans la
médecine, dans la cuisine et méme dans la cosmétique.

Les radicaux libre sont présents naturellement dans I’organisme, ces radicaux
sont neutralisés aussi naturellement par les défenses de I’organisme. Le déséquilibre
entre ces deux systemes, en faveur des premier, dite stress oxydatif (Drogue, 2002 ;
Favier, 2003 ; Haleng et al, 2007). Ce dernier est impliqué dans plusieurs maladies
telles que le cancer, les maladies inflammatoires et les maladies cardio-vasculaires
(Haleng et al, 2007).

Au cours de ces derniéres années, un nombre croissant de rapports
confirment que beaucoup de fruits et Iégumes peuvent offrir une protection contre
certaines maladies chroniques causées par le stress oxydatif, et une attention
considérable a été portée aux propriétés antioxydantes des plantes qui peuvent étre
utilisés pour la consommation humaine (Bouchouka, 2016).

Dans ce contexte, notre objectif était de réaliser une étude phytochimique des
extraits lipidiques de plante Smilax aspera. Malheureusement, En raison de
confinement global suite a 1’évolution de la pandémie COVID-19, ce qui rend difficile
la poursuite de la recherche appliquée au laboratoire et nous a améne a réaliser une
synthése des études antérieurs menées sur le méme plan. Notre travail est donc une
synthése et analyse des études phytochimiques sur des extraits lipidiques de quelques

plantes du genre Smilax.



INTRODUCTION

Ainsi, ce manuscrit est divisé en deux parties :

> La premiere partie concerne ’étude bibliographique, commencgant par quelques
généralités sur les lipides, le stress oxydatif et les antioxydants ; suivie par une

description botanique des plantes de genre Smilax.

> La deuxiéme partie concerne une analyse des études phytochimiques sur quelques

plantes du genre smilax.
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1. Les lipides

1.1.  Généralité sur les lipides
Les lipides présentent une classe nutritionnelle trés importante biologiquement pour

le point de vue calorique, et de I’importance indispensable des acides gras essentiels

et de vitamines liposolubles (Charef, 2010).

Les lipides sont généralement extraits par un solvant organique non miscible a I’eau
tel que le n-hexane, le chloroforme, I’éther de pétrole, etc. ou d’un mélange de
solvants sur la base de la méthode développeée par Bligh et Dyer 1953 (Maryline et
al, 2013).

1.2.  Classification des lipides
Les lipides sont classés dans deux grands groupes : les lipides saponifiables et les

lipides insaponifiables (Figure 01).
1.2.1. Les lipides saponifiables : sont appelé aussi les lipides a basse d’acides

gras, ce groupe de lipides donne du savon lorsqu’il a traité avec pyroxyde
de sodium (NaOH) ou pyroxyde de potassium (KOH).

— Lipides
Lipides a base d’acides gras Lipides polyisopréniques
(Lipides saponifiables) (Lipides insaponifiables)
\ Quinones a chaine
] isopérinique
Acides gras Lipides ~ Lipides
N simples complexes
— Stéroides
— | AG saturés
. ~ Glycérophospho- ;
—|  Glysirides lipides Tocophérols
AG - .
insaturés Cérides | Terpénoides
— Sphingolipides
- Stérides ~ Caroténoides

Figure 01 : Classification des lipides (El Atyqy, 2007 in Maamri, 2008).



1.2.1.1. Les acides gras : ce sont des acides carboxyliques constitué d’une chaine
carbonée de 4 a 24 carbones, avec un nombre paire de carbone et une fonction
carboxyliqgue COOH (Fahy et al, 2005).
Les AG sont trouvées a 1’état combiné sous forme d’ester dans les tissus et les cellules
et ils n’ont pas trouvé en 1’état libre et porte les propriétés de lipides (insolubilité
dans I’eau....) (Manuel et al, 2004).

/N NAN

Bonction carboxyliques
'R chaine carbonée aliphatique

Figure 02 : structure d’acide gras.
En distingue deux classes des acides gras :

> Les acides gras saturés : sont des acides carboxyliques aliphatiques a
chaine carboné contient que des liaisons simples (ex : I’acide stéarique
(C18:0), L'acide palmitique (C16 :0)...).

||4 H H H

|

T
H H H H

Figure 03: structure d’acide gras sature.

> Les acides gras insaturés : dans sa chaine carbonique un ou plusieurs

doubles liaisons (ex : I’acide olé¢ique (C18 :1).
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Figure 04: structure d’acide gras insature.

Les lipides simples : Sont des homolipides et qui ne contient que
I’hydrogéne, le carbone et I’oxygéne. Les lipides simples sont classés

dans trois groupes : les stérides, les glycérides et les cérides.

> Les stérides : 11 s’agit d’une estérification des acides gras et des stérols. En

distingue trois groupes des stérides classés suivant leurs origines :
fungistérols (I’origine est les champignons), les phytostérols qui existe chez
les plantes et les Zoostérols qui ont présent chez les animaux (le cholestérol
le stéride le plus connu chez les animaux) (El Atyqy, 2007 in Maamri,
2008).

Les cérides : Sont nommés aussi les cire, ce sont des esters des alcools
primaire a langue chaine (alcool gras) et un acide gras contient plus de 16
carbones. (El Atyqy, 2007 in Maamri, 2008).

CH3-(CH2)n-COOH+ HO-CH2-(CH2)n-CH3
Acide gras Alcool gras
Laison ester
CH3-(CH2)n-CO-0-CH2-(CH2)nCOOH
Figure 05: structure de céride.

Les glycérides : Ce sont des esters des glycérols et un ou deux ou trois acide
gras, les glycérides sont nommées monoglycérides, diglycérides ou
triglycérides (figure06) selon le nombre des acides gras un ou deux ou trois

acide respectivement.
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Figure 06 : structure de triglycérides.

1.2.1.3.  Les lipides complexes
Ce sont des lipides qui contient plus que le carbone, I’hydrogéne et I’oxygene un ou

plusieurs atomes hétérogenes soufre S, azote N ou phosphore P.

Et suivant les hétéroatomes en classe : phospholipides, lipides soufrés et lipides
azotés (Fahy et al, 2005)

1.2.2. Les lipides insaponifiables : sont tres faible 0.3 a 2% des lipides totaux.
1.2.2.1. Tocophérol : son structure de base sont des dérivés méthyliques du
tocol, un noyau hydroxychromane qui est fixée une chaine aphytal entiérement
saturée. La famille de Tocophérol contient quatre substances (isomeres) ; a, B, v, o
tocophérols. (Léger, 1992 in Charef, 2010), le alpha tocophérol est le plus fréquents
et le plus active biologiquement (Maamri, 2008).
1.2.2.2. Lesstérols : sont des alcools stéroides, membres de la famille des terpénes

(Noui, 2013).

Les stérols sont présents dans I’organisme humains et animales sous forme de
cholestérols, et qui a deux origines : une origine exogene provient de I’alimentation
(environ un tiers) et une origine endogéne, synthétisé principalement dans le foie (deux
tiers) Boudebouze, 2014).

Le cholestérol est une constituant majeure dans la membrane cellulaire et luis offre

sa fluidité.



OH/

Figure 07 : Noyau de base de stérol.

Caroténoides : la famille de pigments du nature térpénoides c'est la partie importante
des Caroténoides. Ce sont les pigments qui conférent a 1’huile sa coloration. Ces
composés sont représentés essentiellement par les xanthophylles qui constituent 6,5 %
de I’insaponifiable (Krinsky, 2001).

1.3. Role de lipides
1.3.1. ROle énergétique

L’organisme animale est stocké I’exces des lipides dans les tissu adipeux, ces
lipides sont généralement constitue par les triglycérides (TG). La valeur énergétique
des lipides est tres importante et tres élevé par rapport a la valeur énergétique de

protéine et de glucides (1 gramme de lipide fournit 9Kcal) (Boudebouze, 2014).

1.3.2. ROle structural
Les lipides sont des constituants indispensables des membranes cellulaires et
intracellulaires, les lipides sont représentés par la bicouche lipidique dans la membrane
qui est constitué de glycérophospholipides, de sphingolipides et de stérols. La présence
des lipides dans la membrane cellulaire donnent a ce dernier sa fluidité (Boudebouze,
2014).

1.3.3. ROle fonctionnel
Les lipides ont un réle dans la synthése des hormones stéroides et les hormones
dérivées des acides gras polyinsaturé. Ainsi que son role dans le transport des
vitamines liposolubles et dans la signalisation intra et inter cellulaires (Boudebouze,
2014).



2. Especes réactives d’oxygeénes, stress oxydatif et antioxydants.
2.1 Les espéces réactives d’oxygénes (ERO)
2.1.1 Définition
Les espeéces réactives d’oxygenes (ERO) sont tous espéces, atomes ou molécules,

possédent un ou plusieurs électrons célibataires (non pairs, isolé et se libérant

facilement) telle que les ions oxygénés et les peroxydes.

Les espéces radicalaires cherchent d’appairer leurs électrons libres, en parle alors
d’un état transitoire, 1’espece est alors trés réactive et impliquer dans la dégradation
des lipides, protéines acides nucléiques, par oxydation par couplages des électrons
soit par I’acceptation ou par le transfert des électrons libres (Bensakhria, 2018)
L’ERO sont des substances essentiel et indispensable de la vie cellulaire, ils sont
participées dans le contrdle et la régulation de certain fonction biologiques (la

communication cellulaire) et a ’homéostasie cellulaire (Zbadi, 2018).

Les différentes espéces réactives de 1I’oxygéne sont le radical superoxyde, perhydroxyle,
hydroxyle, peroxyle, alkoxyle (Monique et al, 2003).

Tableau 01 : Quelques especes réactives de 1’oxygéne (Guillouty, 2016).

ROS (Reactive Oxygen Species) Symbole
Anion superoxide O2-
Radical hydroxyle OH-
Radical hydroperoxyle HOO-
Radical peroxyle ROO-
Hydroperoxyde ROOH*
Radical alkoxyle RO
Peroxyde d’hydrogene H202
Radical oxyde nitrique NO*




2.1.2 L’origine ’ERO

Les facteurs responsables de I’augmentation de la production des ERO sont appelé les

facteurs oxydants, en distingue deux origines d’ERO :

Endogene :

I’organisme par déferrant organites

microsomes....

ou la formation des radicaux libre s’effectué au niveau de

cellules : mitochondries,

Exogéne : ou les ERO sont produit or ’organisme (tableau 02) (Pincemail et
al, 2001).

Tableau 02 : Principaux systemes de production des ERO (Pincemail et al, 2001).

Dans I’organisme

Extérieurs a I’organisme

Valtération du transport des électrons
dans la  chaine  respiratoire
mitochondriale (ischémie -

reperfusion)
Vvbiosynthese des prostaglandines

(prostanoides et leucotrienes

inflammatoires)

v oydation de I’hémoglobine
voxydation du glucose

Vlibération du fer de ses protéines

de transport

v agrégation des plaquettes
Vactivation des cellules endothéliales
Vactivation des globules blancs

v'cytochrome P 450

vexposition au soleil (UV)
vexposition aux irradiations
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2.2 Le stress oxydatif
2.2.1 Définition de stress oxydatif

On definit le stress oxydatif par un déséquilibre de systéme oxydants/antioxydants
dont I’excés de la production des pro-oxydants par rapport a la production des

neutralisateurs de 1’organisme.

La production des espéces réactives d’oxygeénes est un processus indispensable
pour I’organisme ; mais 1’excés de cette production en I’absence ou I’insuffisance
des substances antioxydants et donc une perturbation, provoque que est ce que en
appel le stress oxydatif ou le stress oxydant. ((Haleng et al., 2007) ; (Rioux, 2009) ;
( Guillouty ,2016)).

ique
D'eséqu‘\\'\bre patho\og a

Enzymes antioxydantes
Cofacteurs : Zn, Se

Espéces reactives de I'0, Vitamine C (alimentation)
Dysfonction mitochondrie

Metaux lourds : Fe, Cu

. Antioxydant
Facteurs environnementaux

Oxydant

Balance du
Stress Oxydant

Figure 08 : balance d’équilibre entre les systéemes oxydant / antioxydant
(stress oxydant) (Thibaut, 2017).

2.2.2 Les conséquences de stress oxydatif
Le stress oxydatif responsable de [I’altération de biomolécules (ADN,
carbohydrates, protéines et les lipides), et perte de controle des formes de
signalisation et donc des dommages sur la cellule telle que I’apoptose et le nécrose
(Edeas et al, 2010).

Cette altération des biomolécules produit nouveaux formes complexes et nombreux

selon le cible (acides aminés, stérols, phospholipides ou base pyrimidiques ou
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purique) et selon le produit radicalaire (superoxyde, hydroxyle ou peroxynitrite)
(Therond, 2006).

> Sur ’ADN

Ces dommages s’obtenue de la réaction des ERO avec désoxyribose ou
phosphodiester des bases nucléotides puriques et pyrimidiques qui ce résulte des
cassures des brins (arrachement d’un atome d’hydrogéne), et des mutations sur

I’ADN (Therond, 2006).

> Sur les protéines

Les ERO attaquent les chaines polypeptidiques et les chaines latérales des acides

aminés des protéines.

Ainsi que les acides aminés sont sensibles de 1’oxydation telle que
phénylalanine et tyrosines qui sont des cibles des métaux et des radicaux hydroxyles
et qui subit des modifications irréversibles (Therond, 2006).

> Sur les lipides

Les lipides sont aussi des cibles de I’oxydation et de fagon précise les acides gras non
estérifies (triacyglycérols, phospholipides..), et les stérols. L’altération oxydante
concerne les acides gras polyinsaturés en parle de I’acide linolénique, linoléique et

arachidonique. (Belkhiri, 2010., Bensakheria, 2018).
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Figure 09 : les différentes cibles des espéces Réactives de 1’Oxygene. (Klibet.,
2016).
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2.3 Les antioxydants
Les antioxydants sont des substances qui inhibent et neutralisent un radicale libre

et donc préviennent des maladies associées au stress oxydatif. (Kulawik et al., 2013).

Un antioxydant peut donc :
v’ prévenir la synthése de radicaux libres en inhibant I’initiation des chaines
réactionnelles.
v"ou désactiver directement les ROS.

Pour se protéger des effets déléteres des EOA, I’organisme dispose d’un ensemble
complexe de défenses antioxydants On distingue deux sources d’antioxydants les
endogenes et les exogénes (Haleng et al, 2007).

Les antioxydants endogenes sont  principalement les  enzymes
superoxydedismutase, catalase et glutathion peroxydase dont les mécanismes sont

développés plus haut. La deuxiéme partie permet d’appréhender les antioxydants
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exogenes qui sont, par définition, apportés de I’extérieur par exemple par

I’alimentation.

2.3.1 Systémes de défenses antioxydants enzymatiques :
» Les superoxydesdismutases (SOD): La SOD est I’une des plus importantes enzymes

cellulaires possédant une fonction antioxydante. C’est ’enzyme antioxydante « anti-
02" » la plus importante dans toutes les cellules vasculaires car elle catalyse la
dismutation de 'anion superoxyde en eau oxygénée. L’absence de cette enzyme peut
étre 1étale. La SOD catalyse la dismutation de I’O2"" en dioxygene et H202 selon la

formule :

02e-+02:-+2H2 — H202+ 02

Chez I’homme, trois isoformes compartimentées de 1’enzyme SOD ont été
caractérisées de facon biochimique et moléculaire. La SOD1 cytosoligue, et la SOD3
extracellulaire, utilisent le cuivre et le zinc comme cofacteurs nécessaires a I’activité
enzymatique (Cu/Zn-SOD), alors que la SOD2 mitochondriale utilise le manganése
(Mn-SOD). (Johnson et Guilivi, 2005).

» Glutathion peroxydases

Les glutathion peroxydases sont localisées dans le cytosol, le réticulum endoplasmique
et dans la membrane interne des mitochondries. Elles permettent de réduire H202 en

H20 en paralléle de I’oxydation du glutathion.

e 2GSH+H202 — 2 GSH + H202

Le glutathion réduit (GSH). Son rdle principal consiste en 1’élimination des peroxydes
lipidiques résultant de 1’action du stress oxydant sur les acides gras polyinsaturés
(Thomas, 2016).

» Catalases
La catalase est localisée dans les peroxysomes et sa cible principale est le H202. Cette
enzyme himnique composée de quatre chaines polypeptidiques. Elle catalyse la
dismutation de peroxyde d’hydrogéne en oxygene et en eau.
e 2H202_—__ 2 H20 + O2 (Thomas, 2016).
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2.3.2 Systéme de défenses antioxydants non enzymatiques :
» Le glutathion
Le glutathion est un tripeptide constitu¢ d’acide glutamique, de cystéine et de
glycine (y-L-Glutamyl-L-cystéinylglycine). On le retrouve dans de nombreux
compartiments intracellulaires (cytosol, noyau, mitochondries) soit sous forme
réduite (GSH) soit sous forme oxydée (GS-SG). Le rapport de concentration entre
ces deux formes est en faveur de la forme réduite, ce qui est nécessaire a 1’action
antioxydante. Pour étre actif, le glutathion ne nécessite pas forcément 1’action de la
GSH réductase citée ci-dessus. Dans ce cas, la régénération a 1’état initial ne sera pas
possible. (Haleng et al, 2007).
» Vitamine C ou acide L-ascorbique
L’acide ascorbique ou vitamine C est considéré comme le plus important antioxydant
dans les fluides extracellulaires, pour I’homme doit assurer un apport journalier
d’environ 100 mg via une alimentation riche en fruits. (Bennamara, 2017).
La vitamine C est, avant tout, un excellent piégeur des EOA (HO« ou O2¢-). Elle inhibe
également la peroxydation lipidique en régenérant la vitamine E a partir de la forme

radicalaire issue de sa réaction avec des radicaux lipidiques. (Klibet, 2016)

H H 0O o
| 199/ ~c=0

HO-C-C-CH é
o | @ @
H OH ‘¢ ™SOH

OH

Figure 10 : structures chimiques des antioxydants naturels- acide ascorbique-.

» Vitamine E
La vitamine E est une vitamine liposoluble regroupée la famille des tocophérols
(alpha, beta, gamma, delta), Elle a considéré comme antioxydant contre les ROS (en
parallele de la vitamine C et du glutathion) Ils sont liposolubles donc impliqués dans

la réduction de la peroxydation lipidique contrairement par exemple a la vitamine C
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qui est hydrosoluble et qui agira donc plutdt dans les milieux hydrosolubles (Thomas,
2016).

HO

Figure 11: structures chimiques des antioxydants naturels-o tocophérol.
Carotenoides

Les caroténoides dont le béta-caroténe qui est le plus connu sont des précurseurs de
la vitamine A. lls jouent le réle de pigments colorés jaunes a rouge dans beaucoup de
fruits et de légumes. Le béta-carotene est caractérisé par sa couleur jaune a rouge ou
joue le réle de pigment dans les fruits et les Iégumes principalement (Guillouty, 2016).

IIs sont apportés par I’alimentation, les aliments les plus riches sont la carotte (o-
caroténe, Bcarotene), la tomate , le melon , 1’abricot et les légumes verts (épinards,
laitue...) On en retrouve aussi dans le foie et les huiles de foie de poisson, le lait

entier et les ceufs I’apport journalier recommandé est de 1 a 5 mg.

CH CHs CHa

Figure 12: structures chimiques des antioxydants naturels-p-carotene.

Le B- caroténe est considéré comme un excellent antioxydant naturel grace a ces

propriétés liposoluble qui lui permet de traverser les membranes cellulaires

(Guillouty, 2016).
» Polyphénols

11 s’agit des substances organiques solubles dans I’eau, présent principalement chez

les végétaux, ils sont appartient de métabolisme secondaire des plantes.
Les polyphénols sont considérés comme des piégeurs des ERO et des bons chélateurs
des métaux de transition telle que le fer et le cuivre (qui permettent de catalyser les
oxydations) (Guillouty, 2016 ; Haleng et al, 2007).
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La bioactivité des flavonoides (groupe de composées phénoliques), et notamment de
la quercétine qui a été trés étudiée ne s’arréte pas uniquement aux réactions piégeuses
de radicaux, mais aussi aux actions anti-cancérigénes, anti-inflammatoires,

antiagrégants ou encore vasodilatateur (Klibet, 2016).

3 Les plantes du genre Smilax
3.1 Généralités
Le genre Smilax est détecteé pour la premiére fois par Linnaeus (1753). Et a classé

pour un long temps dans la famille Liliaceae. Aujourd’hui, ils ont exclus de la famille

Liliaceae et inclus dans la famille des Smilicaceae, et beaucoup des botanistes sont

suivis cette classification. Smilicaceae est une petite famille monocytes dans 1’ordre

de liliales, ces plantes sont dioiques. Le nom populaire des espéces de smilax est

Sarsaparilla. (Soufiahi et Sulistyaningsih, 2019)

Le genre smilax est consisté plus de 300 espéces (de 300 a 350 espéces) (Myriam et
al, 2019 ; Dhanya et al, 2018).

Les plantes de genre smilax sont caractérisé de tige grimpeuse jusqu’a 20 m de
long. (Borkataky., 2014). (Venugopalan et Perumal., 2013) (Delgado et al.,
2012).Rhizome tubéreux ou allongé, Tige cylindrique. Les feuilles sont caduc ou
persistantes, symétriques ou asymétriques, brillante. L’inflorescence axillaire (figure
13) simple ou complexe. Les fleurs sont actinomorphe, unisexuelle. Les fruits noirs

ou rouges. (Soufiahi et Sulistyaningsih., 2019 ; Martins et al, 2013).

Figurl3 :L’inflorescence de Smilax gigantea et Smilax zeylanica (par ordre de
gauche a droite) ( (Soufiahi et Sulistyaningsih, 2019)
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3.2 La diversité
Les plantes de genre smilax sont répondues dans les régions tropicales et temporales

du monde. 24 especes de genre smilax sont trouvées en 1’Inde tel que Smilax
zeylanica Linn (figure 14), Smilax aspera Linn., Smilax perfoliataRoxbet Smilax
wightii A. DC (Venugopalan et Perumal., 2013).

En Brazil, le genre est présenté par 32 espéces, et 1’espéce le plus connus est

Smilax brasiliensis (Barbosa et al, 2001 ; Martins et al ., 2013).

Figure 14 : Smilax zeylanicaL (Dhanya et al, 2018).
Smilax aspera (figure 15) est répondu a la région méditerranéenne, Et se trouve

aussi en Afrique d’est et le sud de I’ Asie (Ivanova et al, 2011; Qi et al, 2017 ).

Smilax china est distribué en I’Inde, chine, Nepal et Bhutan (Vijayabaskar et

Elango, 2018).

Figure 15 : Image de la plante Smilax aspera.
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3.3 La composition chimique
Beaucoup d’études montrent que les smilacaceaesont riches en alcaloides, saponines,

Tanins, Glycosides, Triterpinoides, stérols et les Phytostérols(Alpha- et
bétasitostérols), stigmastérol, Caroténoides (B-caroténe,B-cryptoxanthine) , Acides
gras(Acides palmitique, stéarique, linolénique...), Sels minéraux (Sels de K , Ca et
Mg), Flavonoides , les composées phénoliques et autre acides tel que I’acide
sarsapique et I’acide ascorbique (Dhanya., 2018 ;Raul et Damaso ., 2012),
(Ghédira. et Goetz,. 2016).

3.4 Utilisation traditionnel et médicinal
Les smilax ont une utilisation treés varié chez les peuples de monde que ce soit en

médecine traditionnelle ou en cuisines.

Smilax asperaest utilisé : en Népal pour améliorer le gout et en Madagascar pour
traiter les probléemes qui suivent la grossesse, la fatigue, les problémes gastro-
intestinaux, la grippe, les maladies hépatiques. (Bussmann et al. 2018).

Sarsaparilla est aussi utilisé traditionnellement dans le traitement de rhumatisme,
traitements de la maladie syphilis (maladie sexuelle contagieuse due a une bactérie
(Challinor et al, 2012).

3.5 Les activités biologiques des plantes de genre smilax :
Les recherches sur le genre Smilax ont prouvées que les plantes de ce genre sont

active biologiquement, et qu’ont une activité antioxydants, cytotoxiques,
analgésiques, immuno- modulateur, antiarthritique, antipyrétique, antidiabétique,
cyto protective, hépato protective, anti inflammatoire et action hémolytique ( Ozsoy.,
2008 ; Ivanova et al., 2010 ;Chal ;linor et al,. 2012 ; Dhanya et al., 2018).

3.5.1 Action anti-inflammatoire

La salsepareille inhibe I’cedéme de la patte induit par la carragénine. Smilax glabra
inhibe la production de NO des cellules et inhibe également la production de TNF-
a. La fraction acétate d’éthyle et ’extrait total de Smilax sont anti-inflammatoires,

utilisables dans les douleurs pelviennes chroniques. (Challinor et al,. 2012).

3.5.2 Effet hépato protective
L’extrait de Smilax a un effet protecteur du foie contre I’intoxication au
tétrachlorure de carbone(CCl4) chez le rat & la dose de 100 mg/kg par jour. A noter

que I’extrait lui-méme a une bonne tolérance hépatique au long cours (pas d’effet
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toxique sur la souris a raison de 0,5 a 3,0 g/kg sur 24 heures). ( Mandal et al, 2008 ;
Ghédira et Goetz, 2016).

3.5.3  Action hemolytique-
Elle est liée a la nature de 1’aglycone du sarsaparilloside (Saponines de structure

Stéroidique). Lasaponine remplace le cholestérol de la membrane des hématies
(Ghédira et Goetz., 2016).

3.5.4 Activité antioxydant
Grace a sa richesse en métabolite secondaire tel que les composées phénoliques, -
carotene, Flavonoides, stérols et tocophérol, les Similicacea sont considérées comme

une source d’antioxydants (Barbosa et al, 2019).
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Chapitre 11 : Analyse et étude de

quelques travaux



1. Objectif de travail

Notre travail est une synthese des travaux qui ont été réalisés dans le concept de

I’étude phytochimique des extraits lipidiques de quelques plantes de genre Smilax.

2 Meéthodes d’extraction des lipides
2.1 Extraction par Soxhlet : (extraction a chaud)
C’est I’appareil qui est inventé par FranzVon Soxhlet, Il s’agit d’une extraction a

chaud solide-liquide. Les traces des solvants d’extraction sont éliminées par
évaporateur rotatif a pression.

Le solvant est placé dans le ballon au-dessus de plaque chauffante et quand il
atteint I’ébullition, le vapeur monte vers le réfrigérant ou se condense, le solvant est
donc retourne au cartouche qui contient la matiére végétale et quand la chambre se
remplit, la solution est siphonnée automatiquement dans le ballon.

La durée et la température d’ébullition est 1ié au nature de solvant et la matiere a

extraire (Grigonis et al, 2005).

v 11
Sorhedel'eau
< (1)
10 Condenseur (9)
w Entrée del'eau
-
ﬁ e Appareil de soxhlet
e 3 Echantillon pour
[ "’ 4 ’H |"extraction (5)
’
S Solvant
(-—f 7 &'extraction(1)
2 E 2 ] ‘

Figure 16 : Montage d'extraction par I'appareil de Soxhlet. (Solvant d'extraction (1),
Ballon (2), tube d'adduction (3), corps en verre (4), cartouche en papier-filtre épais
(5), tubesiphon (6-7), réfrigérant (9-10-11)) (Ben Rahal , 2018).
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2.2 Extraction a froid : (macération)
C’est une méthode facile, il s’agit d’une opération ou le solide est plongé dans le

solvant avec une agitation, a 1’abri de la lumiére. L’utilit¢ de cette méthode est dans le
cas des molécules fragiles.

La macération peut durer des jours, ce qui peut présenter quelques inconvénients tel
que le risque de fermentation et la contamination bactérienne, et aussi le risque de

dégradation des molécules actives (Meddour et al, 2013)
3 Etude phytochimique

Criblage ou screening phytochimique est 1’'un des outils indispensables dans la
caractérisation des familles chimiques présentes dans les plantes.

Son principe est de former des complexe qui soit précipitent ou colorent, ou
changent la couleur (Mamadou, 2012).

3.1 Etude phytochimiques des stérols et caroténoides
> test de Liebermann-Burchardt : caractérisation des stérols et des

Terpénes

e Principe : Faire dissoudre 1’échantillon dans un volume d’anhydride acétique avec
un volume de chloroforme dans un tube a essai. Ajouter un a deux volumes d’acide
sulfurique concentré au fond du tube a essais a I’aide d’une pipette et ne pas agiter.
La formation d’un anneau rouge-brunatre ou violet a la zone de contact des deux
liquides et une coloration violette virant au vert de la couche surnageant révelent la

présence de stérols et triterpenes (N’guessan et al, 2009).

3.2 Test Emmerie—-Engel (Emmerie et Engel., 1939) : caractérisation des
tocophérols :
On utilise les propriétés réductrices de tocophérol, qui en solution alcoolique,

réduise le fer ferrique en fer ferreux, ces denier sont complexé par phénotroline, et
donne la couleur rouge- orangé qui indique la présence de tocophérol. (Emmerie et
Engel ; 1939 in Maamri, 2008).
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4. Méthodes de dosage des lipides

4.1 Dosage des stérols totaux
11 s’agit d’un dosage spectrophotométrique qui applique le teste de Liebermann -

Burchardt et qui est basé sur la coloration des stérols aprés sa formation de complexe
stable avec 1I’anhydride acétique. Les absorbances sont mesurés a langueur d’onde de

550nm.
e Principe :

Le principe repose sur une réaction colorée spécifique des 3 B-hydroxystéroides
possédant une double liaison en 5-6. En présence de cholestérol, le réactif spectral de
Liebermann développe une coloration verte stable au bout de 25 min a I’obscurité.

En paralléle, ils ont établés une courbe d’étalonnage du cholestérol (Benalia et al,
2016).

4.2 Dosage de tocophérols totaux
Il s’agit d’un dosage colorimétrique suivant le test Emmerie —Engel (Emmerie et

Engel., 1939). La réaction d’oxydant-réduction entre le tocophérol qui réduise Fe®* en
Fe?* en suite une formation de complexe entre le phénotroline et le Fe?* qui donne la

couleur rouge —orangé.
e Principe

Ils ont utilisé la courbe d’étalonnage d’alpha-tocophérol (vitamine E commerciale)
avec le réactif phénotroline et le chlorure de fer FeCls L’absorbance est mesuré en
510nm.

5. Chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC)
e Principe :
La HPLC, méthode d'analyse physico-chimique, sépare les constituants d'un
mélange (les solutés) par entrainement au moyen d'une phase mobile liquide
le long d'une phase stationnaire solide ou liquide fixé, grace a la répartition
sélective des solutés entre ces deux phases. Chaque soluté est donc soumis
a une force de rétention exercée par la phase stationnaire et une force de

mobilité due a la phase mobile.
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6. L’activité antioxydante :

L’¢évaluation de I’activité antioxydante est reposé sur la mesure de la capacité des
antioxydants de piéger et de réduire les composees radicalaire, tel que le DPPHe.
FRAP.

» Le test DPPH

e Le principe test (2,2-diphényl 1-1picrylhydrazyl) DPPH
Le DPPH (2,2-diphényl-1-1picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur
violacée qui absorbe a 517nm. En présence de composés anti radicalaires, le radical

DPPH' est réduit et change de couleur en virant au jaune grace a son électron non
apparie sur 1’atome du pont d’azote (Figure 11) (Popovici et al, 2009)

Les absorbances mesurées a 517 nm servent a calculer le pourcentage d’inhibition
du radical DPPH., qui est proportionnel au pouvoir antiradicalaire de 1’échantillon
(Talbi et al, 2014).

RH
(antioxydant)

e, () o, ()

H
OQNQNN OENQNN
o O o )
R,
DPPH’ DPPH

Figure 17: Réaction entre le DPPHe et le composé  pour former le DPPH. (Sering
etal., 2015).
7. Résultats de dosage phytochimique et HPLC

e Lateneur en B-caroténe de la plante Smilax aspera : 27.12 % (Raul et Damaso,
2012) est évaluée par HPLC-SM.

e Teneur en Alpha-Tocophérol-beta-D-mannoside Gamma-Sitostérol dans
Smilax macrophylla (Zubair et al, 2013) est évalué par GC/MS, une valeur

tres faible qui peut due de la nature de solvant d’extraction (tableau 03).
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Tableaux 03 : la teneur des lipides chez Smilax aspera et Smilx macrophylla

(Zagorodskaya, et
Chikovani., 1987)

Espéce Le composé chimique La composition
Smilax aspera [-caroténe 65.76 pg/g
(Raul et Damaso., 2012)
Smilax macrophylla Alpha-Tocophérol-beta-D- 0.47 %
mannoside

Gamma-Sitostérol 0.35%

(Zubair et al., 2013)

Sarsaparilla [3-caroténe 5.5%

Le tableau ci-dessous présente des résultats de tests phytochimique de travaux de :

(Razafindratsima ., 2008) sur Smilax aspera qui indique la présence de B-caroténe.

(Nidhi et al, 2019) sur Smilax zeylanica qui indique la présence de Stéroides.

Le travail de (Zubair et al, 2013) identifie I’existence d’ Alpha-Tocophérol-beta-D-

mannoside et le Gamma- Sitostérol. Par une GC/MS dans Smilax lanceaefolia Roxb.

e Le travail de (Raul et Damaso, 2012) sur Smilax aspera prouve la présence de -

carotene par HPLC. Le profil des pics exprime dans la figure 18.
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Tableau 04 : les résultats des tests phytochimiques et HPLC sur les extraits de quelques
espéces de Smilax (Smilax lanceaefolia Roxb, Smilax zeylanica, Smilax macrophylla,
Smilax aspera Smilax kraussiana.).

Espece solvant d’extraction Le composé chimique
Smilax lanceaefolia Roxb. Méthanol béta-sitostérol., béta-
(Laitonjam et sitostérol-D-glucoside,

Kongbrailatpam, 2009)

Smilax zeylanica Acétate d’éthyle, Stéroides
(Nidhi et al., 2019) méthanol
Smilax macrophylla n-hexane Alpha-Tocopherol-beta-
(Zubair et al., 2013) D-mannoside

Gamma-Sitosterol.

Smilax aspera Acétone [-carotene
(Raul et Damaso, 2012)

Smilax kraussiana. L’eau, aprés un Stéroides
(Razafindratsima, 2008) | fractionnement avec n-

butanol

Smilax zeylanica Méthanol B- Sitosterol
(Murali et al., 2010)
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Figure 18 : le résultat de HPLC des extraits totale (A) et extrait de caroténoides
saponifiés (B) de Smilax aspera (Raul et Damaso, 2012) le pic 10 présente B-
carotene.

8. les résultats d’évaluation de P’activité antioxydante

Pour mesurer I’activité antioxydante, 2.8 ml de solution de DPPH-méthanol 45 mg
mL/1 est rapidement mélangé avec 200 microlitre de méthanol, 1I’absorbance est lue a
517nm. L'hydroxytoluene butylé (BHT) est utilisé comme un standard. Le résultat est
exprimé dans le tableau 05 et la figure 19.

L’activité antioxydante est calculée avec la formule :
Activité de récupération radicale (%)= ((Aoéchantillon - A test)/ (Ao référence — A
réf))* 100.
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Tableau 05 : Evaluation de ’activité antioxydante par le teste DPPH des extraits de

Smilax lanceaefolia Roxb d’appris Laitonjam et Kongbrailatpam.

Activité de rgcupératipn rgdicalee
o o o o o o o o

o

Espéces Le composé chimique Le pourcentage de
réduction
Smilax lanceaefolia Roxb. béta-sitostérol-D- 2.33%
Laitonjam et glucoside
Kongbrailatpam, 2009)
| CR | DT I AT ISLl SL2 - SL3

Figure 19 : Activité de piégeage radicalaire des extraits méthanique de racine de S.

lanceaefolia, en utilisant la méthode DPPH. SL2 (béta -sitostérol-D-glucoside) présente le

pourcentage de 2.33% (Laitonjam et Kongbrailatpam, 2009).

L’activité antioxydant de Smilax lanceaefolia Roxb est importante malgré la teneur faible

de lipide.

D’autre part, d’apres les travaux de Tyagy et al, 2019, les extraits de éther de pétrole,

acétate d’éthyle et le méthanol de

Smilax zeylanica présentent une forte activité

antioxydante par le test DPPH et une activité antidiabétique, et cela est lié a leur richesse en

phénol, stéroides et tannins....
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Conclusion



Conclusion

Dans le présent travail, nous avons porté intérét sur la synthése et ’analyse des études

phytochimiques des extraits lipidiques de quelques especes de genre Smilax.

Les résultats de dosage et le screening avec le HPLC et GC / MS montrent que I’espéce
Smilax aspera est riche en p-caroténe, Smilax zeylanica et Smilax kraussiana riches en
stéroides et I’espéce Smilax macrophylla contient Alpha-Tocophérol-beta-D-mannoside

Le résultat I’évaluation de I’activité antioxydante par le test DPPH montre que le béta-
sitostérol-D-glucosideextrait de Smilax lanceaefolia Roxb a une activité de 2.33%.les
extraits de éther de pétrole, acétate d’éthyle et le méthanol de Smilax zeylanica présentent
une forte activité antioxydante par le test DPPH et une activité antidiabétique.

L’ensemble de ces résultats a permis de montrer la richesse de cette plante avec ses
différentes especes en molécules bioactives, ce qui prouve 1’utilisation de cette plante pour
des raisons thérapeutiques.

Il serait donc intéressant d’approfondir cette étude par :

» Faire des tests phytochmiques et étudier les différentes activités
biologiques sur la plante smilax. Notamment I’espéce Smilax aspera qui
est utilisée dans notre région dans la médecine traditionnelle.

» Préciser la nature des composés en utilisant des méthodes de HPLC et
GC-MS.

» Etudier la cytotoxicité des différents extraits.
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