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Introduction

Introduction

Les plantes médicinales constituent une partie moine-précicux pour I’humanité et plus
particulierement pour la majorité de communautés demunies des pays en voie de
développement qui en dépendent pour assurer soins de santé primaires de leurs substances.

Elles utilisent la plupart des especes végétales comme médicaments. (SALHI et al., 2010)

Environ 20 000 especes végétales sont utilisées dans le monde pour des fins
alimentaires, cosmétiques, chimiques, pharmaceutiques, thérapeutiques et agro-alimentaires.
(HMAMOUCHI, 1997)

L’objectif de ce travail est de quantifier les polyphénols totaux et les flavonoides et
d’évaluer I’activité antioxydante des extraits des ecorces des racines de Capparis spinosa L.,
qui appartienne a la famille de Capparidaceae (LIEUTAGHI, 1969) plus répondue dans le
bassin Méditerranéen (TLILI et al., 2010a). Cette plante est utilisée traditionnellement pour
traiter quelques maladies tels que le rhumatisme, les maux de téte et des dents, la goutte, la
toux et aussi elle est utilisée dans la cuisine mediterranéenne. (BELLAKHDAR, 1997 et
TLILI et al., 2010a).

Cette étude est constituée de deux parties.

Tout d’abord, une partie bibliographique qui comprend trois chapitres dont le premier
traite I’espéce Capparis spinosa L., le deuxiéme chapitre détaille les radicaux libres, le stress
oxydatif et les antioxydants et le troisieme chapitre présente quelques types des métabolites

secondaires.

Et une deuxiéme partie, étude expérimental, qui comprend deux chapitres le premier
présente le matériel et les méthodes utilisées, le deuxieme est consacré a la présentation des

résultats et a leurs discussion.



4 )
PARTIE 1
SYN THESE BIBLIOGRAPHIQUE
\_ /




-

CHAPITRE

~

(DVMUMSELEHCECHRRN|




Chapitre 1 Généralités sur I’espéce de Capparis spinosa L.

Généralité sur I’espéce de Capparis spinosa L.
1. Definition

Capparis spinosa L. est une plante de la famille des Capparidaceae communément
appelée le caprier, L’Kabbar en Algérie. C’est un petit arbuste épineux, prosterné, a : tiges
annuelles, retombantes d’environ 1m ; feuilles alternes pétiolées ; fleures tres grandes (4,5 a
7cm), blanches ou rosées ; fruits charnus, vertes puis rougeatres ; grains noires en forme de
rein de 3mm de langueur. (LIEUTAGHI ,1969) (Figure 1.1)

Figure 1.1. Photographie de la plante de Capparis spinosa L. (A) Aspect général de la
plante. (B) Les feuilles et les fleures. (C) Les capres (bourgeons floraux). (D) Les fruits.
(KREMER, 2011).
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2. Classification de la plante de Capparis spinosa

Selon  KARNOUF(2008), Ila

classification de la plante de C. Spinosa L.
est : (figure 1.2)

Régne : Veégetal
Sous-regne : Tracheobionta

Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Dilleniidae

Ordre : Capparales

Famille : Capparidaceae

Genre : Capparis Figure 1.2. Capparis spinosa
Espéce : Capparis spinosa L. (Capparidaceae) (BELOUED A, 2009)

3. Repartition géographique dans le monde

Capparis spinosa L. est cultivée dans la région Méditerranéenne ; dans quelques pays
par exemple Espagne, ltalie, la Turquie, Maroc, Tunisie, Algérie, Iran et les régions a cotier
de la Mer Noire. (TLILI et al., 2010a). (Figure 1.3)

l()loo 2000.Km

5 0 IS %0
Figure 1.3. Destruction naturel de Capparis spinosa L. dans le monde (INOCENIO et al.,

2006).
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4. Usage traductionnel de Capparis spinosa

Les racines, les feuilles, les bourgeons, les fruits, les écorces et les graines du caprier
étaient utilisé traditionnellement pour traiter des maladies telles que le rhumatisme, problemes
d'estomac, maux de téte et maux des dents. (TLILI et al., 2010a). L utilisation de chaqu’une

des parties de la plante est représenté dans le tableau 1.1.

Tableau 1.1. Usage traditionnel des déférentes parties de caprier

Parties de la plante Utilisations Références

diurétiques, astringentes, tonique,

fievre, rhumatisme, la paralysie,

Les racines maux des dents BELLAKHDAR , 1997
Les feuilles I'eczéma, maux de téte, maux des | BOULOS, 1998
dents, mal d'oreille
TLILI et al., 2010a
Les bourgeons condiment ou légumes, BATANOUNY ,1999
Les fruits les convulsions, le diabete TLILI et al., 2010a.b

apéritif, astringent, tonique, anti- | BELLAKHDAR ,1997

diarrhéique, les hémorroides, la

Les écorces TLILI et al., 2010a

goutte, le rhumatisme, la toux,

I'asthme et I'inflammation

Les graines la stérilité, la dysménorrhée féminine, | BOULOS ,1998

les ulcéres, mélange des épices.

5. Composition chimique de la plante

Plusieurs études phytochimiques ont montré que Capparis spinosa comporte un

amalgame de composes actifs dans ses diverses parties (Tableau 1.2)
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Tableau 1.2. Compositions chimiques de déférentes parties de 1’espéce Capparis spinosa L.

Partie de la plante Composants chimiques Références

Bourgeons floraux | Polyphenols, flavonoides, ENRICO et al., 2008
glucosinolates, isothiocyanates | BATANOUNY, 1999

Les racines Alcaloides, glucosinolates, FU et al., 2008

isothiocyanates, sucres
TLILI et al,. 2010a

Alcaloides, protéines, lipides et | FU et al., 2008

des fibres
Les graines JIANG et al., 2007

Isothiocyanates, terpénoides, TESORIERE et al., 2007
phenylpropanoides, aldehydes,

STAYANARAYANA et al.,
2008

Les feuill .
es Teuttles acides gras

6. Activité biologique de Capparis spinosa
Le céprier est doué de plusieurs activités biologiques.
L’extrait méthanolique des bourgeons floraux du caprier représente :

-Un effet protecteur sur les chondrocytes via leur activité inhibitrice sur la production des
prostaglandines. (PANICOA et al., 2005)

-Une activité antioxydante et un grand pouvoir antiradicalaire et méme une application locale
de cet extrait protege la peau contre les érythemes provoques par les rayons Ultraviolets UV.
(BONINA et al., 2002).

L’extrait aqueux de la partie aérienne de la plante est largement utilisé pour déterminer
I’activité anti-hépatotoxique de différents constituants de la plante. (GADGOLI et MISHRA,
1999).

L’extrait aqueux de la plante a révélé, in vivo, une activité anti-hyperglycémiante sans
affecter la concentration sanguine de I’insuline. (EDDOUKS et al., 2005 ; LEMHADRI et al.,
2007).
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Généralités sur les radicaux libres, le stress oxydatif et les antioxydants

1. Les radicaux libres

— Définition

Les radicaux libres sont des espéces chimiques (atomes ou molécules) qui possédent un
électron non-apparié (célibataire) sur leur couche orbitale externe (DELATTRE et al., 2005).
Ils sont trés instables et leur duré de vie trés courte (environ 10™s). Ils peuvent étre dérivés de
I’oxygene (espéces réactives de 1’oxygene ERO) ou d’autres atomes comme 1’azote (especes
réactives d’azote ERA). (FAVIER, 2003).

— Sources de production des radicaux libres

Les radicaux libres sont produits par un grand nombre de mécanisme biochimique tant
endogéne : la réduction de Il'oxygéne moléculaire en eau dans les mitochondries : la
production de I’oxygéne singulet (‘O,) et de I’anion superoxyde (O -), la dismutation de ce
dernier va donner naissance au peroxyde d’hydrogéne (H.O,) puis indirectement au radical
hydroxyle (OH) qu’il est trés réactif. (Réaction 1) (DENES, 2006) ; qu’exogéne : L’agression
de I’organisme par des déférents agents extérieurs : les rayonnements UV, les radiations
ionisantes, I’oxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO>), I’ingestion d’alcool et certains
médicaments anticancéreux. (PASTRE, 2005). (Figure 2.1).

0,46 — O +e+2H"— . H,0pte — . OH (+OH)+e+H* — H,0(1)

Lumitre LIV oxydascs

'0; | - H,O,

fhxypéme singuler Rrygérne

eroxyde dhydrogénes

Superosyde
Arginine Cycles redox dismutases myEloperoxidase
MATPE oo
mitochondrie

NO” L8 P HOC1

Feld4
Monoxyde d'arote Anion superoxyde
ONOO = | OH"
PrEFOX VIirite Radicel hydroxyle
MNitration des Activation Oxydation Peroxydation Oxydation de
protéines des cascades des protléines lipidigue 1" AIIN

de kinases

Figure 2.1. Origine des différentes ERO impliquées en biologie (FAVIER, 2003).
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2. Le stress oxydatif

— Définition

Le stress oxydatif est le résultat d'un déséquilibre entre pro-oxydants et antioxydants
biologiques lorsque la production d’espéces radicalaires pro-oxydantes dépasse la capacité de
I’organisme a les détoxifier. La réactivité de ces radicaux libres primaires (qui dérivent
directement de 1’oxygéne) entraine la formation d'autres radicaux, dits secondaires (Radical
peroxyle « ROO’ », Radical alkoxyle « RO" »), par réaction avec les molécules biologiques
(lipides, protéines, glucides, acides nucléiques). Les produits engendrés peuvent modifier la
structure des composants de la cellule et altérer son fonctionnement (M. FERRY et AM.
ROUSSEL, 2007).

— Mécanisme d’oxydation

L’oxydation des composés insaturés biologique (acides gras, caroténoides,
polyphénols....) comporte trois étapes qui sont (DENS, 2006).

e L’initiation

Formation des radicaux libres, I’arrachement du proton est facilité tant par la chaleur

que les rayonnements UV ou les catalyseurs (métaux tels que Cu, Fe, Mn...). (Réaction 2)

RH — 5 H°+R° )

e La propagation
Une formation plus accélérée, ce qui se traduit par une forte consommation d’oxygene.

(Réactions : 3 et 4)

R°+ O, — ROO° (Réaction rapide) (3)

ROO°+RH — ROOH + R° (Réaction lente) 4)

e Laterminaison
Combinaison des radicaux formés précédemment en composés non radicalaires.
(Réactions : 5. 6. 7)

ROO° + ROO° — [ROOOOR] — ROOR + O, (5)
R° + R° — RR (6)
ROO° + R° — ROOR 7)
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3. Les antioxydants

— Définition

Le terme d’antioxydant désigne toute substance qui, présente a faible concentration par
rapport a celle du substrat oxydable, retarde ou inhibe significativement 1’oxydation de ce
substrat. Cette definition fonctionnelle s’applique a un grand nombre de substances,
comprenant des enzymes aux propriétes catalytiques spécifiques. Mais aussi a des petites
molécules hydro- ou liposolubles (HALLIWELL ET GUTTERIDGE, 1990).

— Les différents types des antioxydants

Parmi les différents antioxydants, les plus connus sont les vitamines A, C et E, et les
enzymes SOD, catalase et glutathion peroxydase. D'autres antioxydants comme les
caroténoides, le coenzyme Q10, les bioflavonoides, les antioxydants minéraux (cuivre, zinc,
manganése et le sélénium) et les cofacteurs (l'acide folique, les vitamines B1, B2, B6, B12)
peuvent aussi défendre de facon synergique I'organisme contre le stress oxydant.
(BELKHEIRI N, 2010)

e Les superoxydes dismutases (SOD)

Les SOD sont les premiers enzymes a intervenir dans la cascade des ERO. Ce sont des
métalloprotéines qui catalysent la dismutation des ions superoxydes en peroxydes

d’hydrogéne et d’oxygene selon la réaction 8. (ElI Hassane A, 2011)

20, + 2H" SoDCuzn | H,0,+0; (8)

e Le glutathion
Le glutathion, agent antiradicalaire, est composé de 3 acides aminés : cystéine, acide

glutamique et glycine (figure 2.2).

5
HM\/\)LH,LH,HWCGGH
0

NH,

Figure 2.2. Structure chimique de GSH (BELKHEIRI N, 2010)
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Le glutathion a, en plus de son rdle de cofacteur des peroxydases, le pouvoir de capter
directement les radicaux libres (HO), le produit de cette réaction rassemblé pour donner le
glutathion oxyde (NAKAZAWA et al., 1996). (Réaction 9).

GSH + HO — GS'+H,0 — GSSG 9)

e L’acide urique

L’acide urique est un piégeur de Ioxygéne singlet (‘O,), des radicaux peroxyles et
hydroxyles (RO’et HO"), et de HCIO. La réaction de 1’acide urique avec les ERO génére des
radicaux moins réactifs que HO . (BELKHEIRI, 2010). (Figure 2.3)

Figure 2.3. Structure chimique de I’acide urique (BELKHEIRI N, 2010)
e Lacatalase (CAT)
La catalase est une enzyme catalysant la dismutation de I'eau oxygénée (peroxyde
d'’hydrogéne) (AUBERVAL, 2010).

2H,0, — 0, +2H,O (10)

e Lavitamine C

L’acide L-ascorbique ou vitamine C est un piégeur tres efficace des ions superoxydes,
du peroxyde d’hydrogéne, de I’hypochlorite, des radicaux hydroxyles et pyroxyles, et de
I’oxygene singulet. Le role antioxydant de la vitamine C est basé sur sa réaction avec les
radicaux peroxyles aqueux, le produit formé étant le radical ascorbyle. En piégeant les
radicaux peroxyles dans la phase aqueuse avant qu’ils initient la peroxydation lipidique, la
vitamine C protege les biomembranes et les lipoprotéines (DELATTRE et al., 2005). Il fait
intervenir des réactions d’oxydoréduction entre la forme réduite de la vitamine C (I’acide

ascorbique) et sa forme oxydée (dehydroascorbate) (PASTRE, 2005). (Figure 2.4)
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CrH

HO - OO
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Figure 2.4. Structure chimique de vitamine C (El Hassane A, 2011)

e Lavitamine E

Le terme générique de vitamine E désigne en fait une famille constituée des tocophérols
et tocotriénols, la forme la plus active étant 1’a-tocophérol (Figure 11.8). L’a-tocophérol est
capable, d’une part, de piéger chimiquement I’oxygene singulet (102) en s’oxydant en
quinone, d’autre part, de réagir avec le radical hydroxyle (OH). Mais son principal role
biologique est de réagir avec les radicaux peroxyles (ROO’) pour former un radical
tocophéryle. (DELATTRE et al., 2005).
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Figure 2.5. Structure chimique des tocophérols (COULON, 2004).
e Lescaroténoides
Les caroténoides sont une classe polymorphe de substances apparentées a la vitamine A.
Ce sont des composées hydrocarbonés (caroténes) et leurs dérivés hydrogenes
(xanthophylles), tous issus d’arrangements isoprénoides. Ils sont une grande famille qui
regroupe plus de 600 molécules (MARC et al., 2004). (Figure 2.6)
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Figure 2.6. Structure des principaux caroténoides (PASTRE, 2005).
e Lesoligoéléments

Le terme oligoélément, désigne: des matériaux présents en faible quantité dans

I’organisme. Ils ont une valeur hautement protectrice du fait de leur présence dans de

nombreuses métallo-enzymes a action antiradicalaire.

-Le sélénium

Le sélénium joue un role clé dans la protection des cellules et de leurs constituants

contre 1’attaque radicalaire. Cette fonction est due a sa présence dans le site actif des

glutathions peroxydases sélénodépendantes, et a 1’activité biologique antiradicalaire des

scléroprotéines (BURK, 2002).

-Le zinc

Le zinc (Zn) joue un rdle antioxydant indirect en assurant la stabilisation du

superoxyde dismutase a cuivre zinc (Cu Zn SOD). Cependant au-dela de cette fonction, le

zinc possede d’autres propriétés antioxydantes pour lesquelles le mécanisme précis reste

encore incomplétement connu (POWELL, 2000) :

-Le zinc inhibe la production des ERO par les métaux de transitions, en entrant en

compétition avec le fer et le cuivre dans la réaction de fenton.
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-Le zinc protege les groupements thiols (SH) des protéines contre I’oxydation induite
par le fer, en empéchant la formation de ponts disulfure intramoléculaires.

-L’activité antioxydante du zinc pourrait également passer par [’induction de
metallothionéines pouvant piéger les ERO (DELATTRE et al., 2005).

e Les polyphénols

Les polyphénols végétaux regroupent une grande variété de composés comprenant entre
autres les flavonoides, les anthocyanes et les tanins. Ce sont des composés ubiquistes que
I’on retrouve dans les plantes. Ils sont capables de piéger des radicaux libres, d’inhiber la
peroxydation lipidique en réduisant les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles. Ils
sont aussi capables de piéger les ions métalliques, car ils ont des propriétés chélatrices
(DELATTRE et al., 2005).
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Chapitre 3 Rappel sur les métabolites secondaires

Rappel sur les métabolites secondaires

1. Définition des métabolites secondaires

En plus des métabolites primaires, tels que les glucides, les acides aminés et les acides
gras...etc., qui se produisent dans toutes les plantes. Les plantes contiennent également une
grande varieté de substances, appelées les métabolites secondaires qui sont présenté par A.
Kossel en 1891. (BOULENOUAR et al., 2011)

2. Classification des métabolites secondaires

Chez les végétaux, ces composés secondaires regroupent plusieurs dizaines de milliers
de molécules différentes, généralement rassemblés en superfamilles chimiques tel que les
polyphénols, les terpénes et stérols, les alcaloides, les polycétides, etc. (BOURGAUD, 2001)

2.1. Les polyphénols

o Définition des polyphénols

Les polyphénols sont des molécules synthétisées par les végétaux lors du métabolisme
secondaire pour se défendre contre les agressions environnementales. Ils sont localisés dans
différentes parties des plantes selon I’espéce végétale et le groupe polyphénolique considérés.
Ces composés regroupent une multitude de molécules et représentent 1’un des groupes les plus
importants présents dans le régne végétal. (AKROUM, 2010)

o Classification des polyphénols

Les polyphénols possédent plusieurs groupements phénoliques avec ou sans autres
fonctions (alcooliques, carboxyles...), qui peuvent se classer selon leur structure en :
(AKROUM, 2010).

2.1.1. Lesacides phénols

Les acides phénols sont des dérivés de l'acide benzoique tels que l'acide gallique et
I’acide vanillique, ou de l'acide cinnamique comme l'acide caféique et 1’acide ferulique.
(KRIEF, 2003). (Figure 3.1)

o (o] O
HO __ H,CO
OH oH OH
HO 7 P
OH HO
Acide benzoique Acide gallique Acide vamillique
O
| O o]
OH H;CO. HO
OH OH
HO ™
HO” HO”
Acide cinnamique Acide ferulique Acide cafdique

Figure. 3.1. Exemple de quelque acides phénols (AKROM, 2010)
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2.1.2.  Flavonoides

o Définition

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Elles sont
omniprésentes presque dans toutes les parties de la plante. Elles sont considérées comme des
pigments quasi universels des végetaux qui peuvent participer dans les processus
photosynthétiques, dans la régulation de génes et dans le métabolisme de croissance.
Actuellement, environ de 4000 composés flavoniques sont connus et ont tous le méme
squelette de base a quinze atomes de carbones qui sont arrangés a une configuration C6-C3-

C6 de type phényl-2-benzopyrane ce qui est synonyme avec la structure 2-phénylechromane

(Figures. 3.2). (BENHAMMOU, 2011)

Stmcture d_u l_phﬁ:l}rle Cluﬂmﬂlﬂ 51‘1’1.1:‘."[1.11'& gEﬂE'IalE dE‘E ﬂaﬁ.‘DnD'de‘E

Figure.3.2. Structure de base des flavonoides (BENHAMMOU, 2011)

o Classification des flavonoides

La nature chimique des flavonoides dépend de leur classe structurale. D’aprés leur
squelette, les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classe : anthocyanidines ;
flavonoles ; isoflavonoles ; flavones ; isoflavanes ; flavanols ; isoflavonols ; flavanones;
isoflavanones ; aurones (ISOREZ, 2007) (Figure 3.3)
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Figure 3.3. Les principales classes des flavonoides (Jean et al., 2005)

e Activités biologiques des flavonoides

Les flavonoides présentent des nombreuses activités antioxydantes, anti-inflammatoires,
inhibitrices d’enzyme, et prévention des maladies cardiovasculaires. La majorité des activités
biologiques des flavonoides est due a leur pouvoir antioxydant et chélateur. (CHEBIL, 2006)

- Activités antioxydantes des flavonoides

Les flavonoides peuvent capter des radicaux, par chélation des métaux de transition et
par inhibition de D’activit¢ de certain enzyme responsables de la production des ERO.
(PASTRE, 2005).
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- Activités anticancéreuses
In vitro, les flavonoides sont considérés comme des agents antiprolifératifs et

cytotoxiques vis-a-vis de plusieurs lignes cellulaires cancéreuses. Certain autres études
meneées sur des animaux ainsi que des études épidémiologiques se sont intéressees a évaluer le
pouvoir anticancereux des flavonoides in vivo. (HADJ SALEM, 2009)

2.1.3. Les tannins

Les tannins sont des macromolécules qui se divisent selon leur structure en deux
groupes principaux :

- Les tannins hydrolysables sont des esters d’acide gallique qui se lient aux molécules
de glucose.

- Les tannins condenses sont des composés phénoliques hétérogénes. (JEAN et al.,
2005)

— Biosynthése des polyphénols

La biosynthése des polyphénols se fait par deux voies principales qui sont :

e La voie de I’acide shikimique

Dans cette voie, la dégradation des hydrates de carbone se fait par la voie des pentoses
phosphate et la glycolyse. (AKROUM, 2010)

e La voie de I’acide malonique

La glycolyse et la B-oxydation aboutissent a la formation de I’acétyl CoA donnant le
malonate. (AKROUM, 2010) (Figure 3.4)
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Hydrates de carbone Lipides
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Figure. 3.4. Biosynthése des polyphénols (AKROUM, 2010).

— Activités biologiques des polyphénols
Les composés phénoliques sont largement utilisés dans les domaines thérapeutiques et
pharmaceutiques. Parmi les nombreux intéréts qu’offrent les polyphénols a la santé, nous

pouvons citer dans le tableau (3.1).
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Tableau 3.1. Certaines activités biologiques des polyphénols

Activité biologique Action des polyphénols Références

Anticancéreuse Activer les mécanismes naturels de la (PASTRE, 2005)

défense anticancéreuse

Maladies Favorise la protection contre les altérations | (AKROUM, 2010)

cardiovasculaires | cardiaques et vasculaire

Maladies hormono- | La prévention contre 1’ostéoporose

dépendantes (AKROUM, 2010)

Réduire la surface des lésions gastriques
Castro-protectrice | produites par I’andométhacine chez les rates | (AKROUM, 2010)

2.2. Lesalcaloides

Les alcaloides sont des molécules d'origine naturelle. On les trouve principalement chez
les végétaux, mais aussi chez les animaux et chez certains micro-organismes. Leur structure
chimique de base est un hétérocycle azoté sauf pour quelques substances dans lesquelles
I'azote est extra-cyclique. (COSTA et al,. 2011)

2.3. Les terpénoides

Les terpénoides sont la plus grande famille des produits naturels, comportant des
milliers des unités d'isoprene. Les terpénoides sont classifiés, par le nombre d'unités de cing-
carbone actuelles dans la structure de noyau, en monoterpénes, sesquiterpénes, diterpénes,
triterpenes et tetraterpenes. (TANIA et al,. 2012)
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Chapitre 4 Matériels et méthodes

Matériel et méthodes
1. Matériel
1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué des racines de ’espéce Capparis spinosa récoltés de

région d'Ain Zaatout wilaya de Biskra en Octobre 2013.

Les racines récoltés ont été nettoyées et séchés a I'ombre a I'abri de la lumiere et de

I'hnumidité, et a température ambiante.

Apres séchage, le matériel végétal a été gratté, et les écorces ont été broyées pour

obtenir une poudre fine, quia servi pour la préparation des différents extraits. (Figure 4.1)

Figure 4.1. Les écorces des racines de C. spinosa : (A) avant le broyage, (B) le broyat

1.2. Matériel techniques

- Agitateurs magnétique

- Balance

- Broyeur électrique de type ENIEM (MS50)
- Papier filtre

- Pipette + poire et des micropipettes

- Spectrophotometre de type JENWAY 6310.
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- Verrerie de laboratoire : Entonnoirs, Eprouvettes graduées de 5, 25 et 200 ml, Erlenmeyers
et béchers de différent volume (100, 200, 500 ml), Tubes a essaim, tubes a visse et Verre de
montre.

1.3. Solvants et réactives

Tous les solvants et les réactifs utilisés sont présentés dans le tableau 4.1.

Tableau 4.1. Solvants et réactif utilisés

Solvants Réactifs
- Chloroforme - 2,2 Diphényle-1-picrylhydrazine (DPPH)
- Eau distillée - Acétate de cuivre
- Ether de pétrole - Acide chlorhydrique (HCI)
- Méthanol - Acide gallique (AG)

- Acide nitrique

- Anhydride acétique

- Butylhydroxytoluene (BHT)

- Carbonate de sodium

- Folin-Ciocaltau (RFC)

- Magnésium (Mg)

- Quercitine

-Réactif de Dragendorrff
-Trichlorure d’aluminium (AICl3)

-Trichlorure du fer (FeCls)

2. Méthodes

2.1. Préparation des extraits a partir des écorces de racines de Capparis spinosa

La préparation des extraits se fait par macération d’une broyat de matériel végétal.

e Broyage
Apres la récolte, le nettoyage, le séchage, et le grattage des racines ; les écorces ont été
broy¢ a I’aide d’un broyeur électrique ENIEM (MS 50).
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e Extraction par des solvants a polarité croissante
Différents types d'extraits ont été préparés selon la méthode de DOHOU et al. (2004)

avec modifications.

409 de poudre des écorces de racine de C. spinosa ont été extrait avec 240 ml d’éther de
pétrole sous agitation pendant 24 heures. Apres filtration sur papier Wattman, le marc a été,
aprés séchage, mis en agitation avec 240 ml de chloroforme pendant 24 heures, puis 240 ml
de méthanol pendant 24 heures aussi, dans les mémes conditions opératoires. Les étapes

d’extraction sont résumées dans la figure 4.2.

A la fin d’extraction, les trois extraits : extrait d’éther de pétrole (Ep), extrait de
chloroforme (Ch) et I’extrait méthanolique (MeOH) ont été conservé au réfrigérateur jusqu’a

leur utilisation.
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Matériel végetal sec broyeé (409)

- Extraction a froid par
I’éther de  pétrole
(24h)

- Décantation

- Filtration

|

Résidu végétal sec

- Décantation
- Filtration

- Extraction a froid par
le chloroforme (24h)

|

Filtrat

v

Extrait Etheropétrolique
(Ep)

A 4

Résidu végétal sec

le  méthanol
- Décantation
- Filtration

- Extraction a froid par

(24h)

!

Filtrat

v
Extrait chloroformique
(Ch)

\ 4

Résidu végétal sec

A\ 4

Filtrat

|

Extrait méthanolique (MeOH)

Figure 4.2. Protocol d’extraction de la poudre des écorces de racines de C. spinosa par des

solvants a polarité croissante.
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2.2. Analyses qualitatif et quantitatif des extraits du C. spinosa
2.2.1. Analyse qualitative

2.2.1.1. Tests préliminaires

e Mise en évidence des flavonoides

- Principe

La présence des flavonoides dans les différents extraits a été détectée par la réaction a la
cyanidine selon la méthode de MOGODE (2005).

Pour chaque 2ml de chaque extrait, on ajoute quelques gouttes d’acide chlorhydrique

(HCI) et quelques morceaux de magnésium (Mg).

- Expression des résultats
La présence des flavonoides aglycones dans les extraits est indiquée par le virement de

la couleur vers 1’orange ou le rouge brique.
¢ Mise en évidence des tanins
- Principe
L’ajout de trichlorure du fer (FeCl13) permet de détecter la présence ou non des tanins.
- Expression des résultats

La couleur vire au bleu noire en présence des tanins galliques et au brun verdatre en
présence des tanins catéchiques (MOGODE, 2005).

e Mise en évidence des saponines
La mise en évidence des saponines a été faite selon la méthode décrite par BIDIE et al.
(2010).
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- Principe

Pour mettre en évidence les saponines, nous avons introduit 2 ml de chacun des extraits
dans un tube a essai avec 2 ml d’eau distillée. Le tube est agité pendant 15 secondes puis

laissé au repos pendant 15 min.
- Expression des résultats
Une hauteur de mousse persistante, supérieure a 1 cm indique la présence de saponines.
e Mise en évidence des alcaloides
-Principe

La détection des alcaloides selon la méthode décrit par TIWARI et al. (2011), qui
permet les détecter par 1I’utilisation de réactif de Dragendorrff.

Les extraits ont été dissouts dans I'eau acidifiée par HCI a 1% avec agitation et apres on

ajoute quelques gouttes de Réactif de Dragendorrff.
- Expression des résultats

La formation de précipité aprés 1’ajout réactif de Dragendorrff, indique la présence

d’alcaloides.
e Mise en évidence des phytosterols

- Principe
La mise en évidence des phytosterols par le test de Salkowski décrit par TIWARI et al.
(2011).L’extrait de Ch a été traité avec quelques gouttes d'acide sulfurique concentré puis

’agitation.

- Expression des résultats
L'aspect de couleur jaune d'or indique la présence des triterpenes.

23



Chapitre 4 Matériels et méthodes

° Mise en évidence des diterpéenes

La mise en évidence des diterpénes selon la méthode décrit par OBASI et al. (2010) cité
par TIWARI et al. (2011).

- Principe

Les extraits ont été dissous dans I'eau distillée et traités avec 3-4 gouttes de la solution
d'acétate de cuivre.

- Expression des résultats
La formation de couleur verte indique la présence des diterpenes.
e Mise en évidence des protéines

La détection des protéines s’affecte par le test xanthoprotéique décrit par TIWARI et al.
(2011).

- Principe

Les extraits ont été traités avec quelques gouttes d'acide nitrique concentré.
- Expression des résultats

La formation de couleur jaune indique la présence des protéines.

2.2.2. Analyse quantitatives

2.2.2.1. Dosage des polyphénols

Le dosage des polyphénols est fait par 1’utilisation de réactif de Folin-Ciocaltau selon la
meéthode décrite par GUORONG et al. (2009).

- Principe

200 pl de chaque extrait et du standard : "I’acide gallique" ont été ajoutés a 1 ml du
réactif de Folin-Ciocalteu dilué 10 fois, aprés 4 min, 800 ul d’une solution de carbonate de

sodium (75g/1) ont été ajoutés.
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- Expression des résultats

Aprés 2 heures d’incubation a 1I’obscurité, I’absorbance est lue au spectrophotometre a
765 nm. La courbe d'étalonnage est obtenue dans les mémes conditions que précédemment en
utilisant une gamme de concentrations (0- 200 pg/ml) de solution d’acide gallique. Les
teneurs en phénols totaux des extraits de plantes sont déterminées graphiquement et

exprimées en termes d’équivalent d’acide gallique.

2.2.2.2. Dosage des flavonoides

- Principe

La teneur en flavonoides a été obtenue par la méthode qui consiste a ajouter 1 ml de
solution AICl; (2% dans Méthanol) a 1 ml de chaque extrait. (KSOURI et al., 2008)

- Expression des résultats

Apres une incubation pendant 10 min, I’absorbance a ét¢ mesurée a 430 nm. La courbe
d'étalonnage est obtenue dans les mémes conditions en utilisant une gamme de concentrations
(0- 100 mg/ml) de solution de quercitine. Les teneurs en flavonoides des extraits de plante

sont déterminées graphiquement et exprimées en termes d’équivalent de quercitrine.

2.3. Mesure de P’activité antioxydant

Pour étudier I’activité anti-radicalaire des différents extraits, nous avons utilisé le test
au2,2-diphényl-1-picrylhydrazine (DPPH) selon le protocole décrit par VELAZQUEZ et al.
(2003) cité par ZERBO et al. (2010).

2.3.1. Test DPPH

Cette méthode est basee sur la dégradation du radical DPPH°. La réduction de ce radical

par un donneur d’atome H venant de I’antioxydant a tester AH conduit a la formation de la

2,2- diphényl-1-picrylhydrazine incolore DPPH-H et au A°. (POPOVICI et al., 2009)

DPPH°+AH — 5  DPPH-H +A°
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05N
N NO-

NO,

Figure 4.3: structure chimique du radical libre DPPH® (2,2 Diphenyle-1-picryl-
hydrazyle). (POPOVICI et al., 2009)

e Préparation de la solution de DPPH

Pour préparer la solution de DPPH : 2,4 mg de DPPH est solubilisé dans100 ml de

méthanol.

e Principe

A 0.75ml de chaque extrait ou référence positif (BHT et la quercitrine), on a ajouté
1.5ml de la solution méthanolique au DPPH. Apres agitation, les tubes ont été placés a
I’obscurité a température ambiante pendant 30 minutes. La lecture était effectuée par la

mesure de 1’absorbance a 517nm.

Le controle négatif est composé d'1.5 ml de la solution méthanolique au DPPH et de
0.75ml de méthanol. Les contrbles positifs sont représentés par deux solutions : I’une de la
BHT et l'autre de la quercitrine.

e Expression des résultats

Les résultats peuvent étre exprimés en tant que ’activité anti-radicalaire ou I’inhibition

des radicaux libres en pourcentages (I %) en utilisant la formule suivante :

Inhibition % = [1 — (Abs Echantillon — Abs Control négatif)] X 100
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Ou

-Inhibition %: Pourcentage de I’activité anti-radicalaire (AAR%) ;

-Abs Echantillon : Absorbance de I'échantillon ;

-Abs Control négatif : Absorbance du control négatif ;
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Chapitre 5 Résultats et discussions

Résultats et discussions
1. Préparation des extraits a partir des écorces des racines de C. Spinosa L.

La préparation des extraits a partir des écorces des racines de C. spinosa a été faite selon
la méthode de DOHOU et al. (2005). La poudre des écorces a eté extraite par maceération dans
des solvants a polarité croissante pour obtenir trois extraits : extrait d’éther de pétrole « Ep »,

extrait de chloroforme « Ch » et extrait méthanolique « MeOH ».

L'interét d'extraction par des solvants & polarité croissante est d’obtenir trois extraits

différents selon le degré de solubilisation des molécules actives.

Chacun des extraits est considéré avec un couleur significatif, les résultats de

I’extraction sont présentés dans le tableau 5.1.

Tableau 5.1. Résultats couleurs de I’extraction des écorces de racines de C.Spinosa

Extraits Couleurs
Ep Vert trés claire
Ch Vert foncé
MeOH Marron tres claire

2. Analyses des extraits de C. Spinosa
2.1. Analyses qualitatives des extraits de C. Spinosa
e Tests préliminaires

La qualification de nos extraits par des tests phytochimiques désignent la présence ou
I’absence de quelques types des métabolites. Les résultats obtenus sont présentés dans le
tableau 5.2.
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Tableau 5.2.

Résultats des tests phytochimiques des quelque métabolites secondaires sur les

déférents extraits de C. Spinosa

Extraits Tests Métabolites Couleurs Résultats
Ep Vert clair ~
Ch Réaction a la Flavonoides Vert ~

cyanidine
MeOH Orange claire +
Ep Vert tres claire _
Ch Trichlorure du Tanins Vert foncé ~
fer(FeClI3)
MeOH Marron claire ~
Ep ~
Ch Eau distillée Saponines Formation d’une ~
mousse

MeOH +
Ep Précipité rouge brique +
Ch Dragendorrff Alcaloides Précipité rouge brique +
MeOH Précipité rouge brique +
Ep Couleur jaune +
Ch xanthoprotéique Protéines Couleur jaune +
MeOH Couleur jaune +
Ep Emeraude vert trés clair ~
Ch Acétate de cuivre Diterpénes Emeraude vert clair +
MeOH Emeraude vert clair +

Ch Salkowski Phytosterols Vert clair ~

« ~» : Signifier réaction douteuse, « - » : réaction négative explique I’absence des métabolites et « + » : réaction

positive explique la présence des métabolites.
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Nos résultats montrent que les extraits des écorces des racines de C. spinosa sont riches
en flavonoides, saponines, alcaloides, protéines, diterpénes, phytosterols et tanins.

La présence des flavonoides et des phytosterols est conforme les résultats de
MUSALLAM et al. (2012) qui disent que les différentes parties de C. spinosa contient des
phytosterols, des tocophérols, des caroténoides, des flavonoides et des glucosinolates ; et celui
des saponines en accord avec les résultats de TESORIERE et al. (2007) qui sont avéré la

présence des saponines dans la plante.

L’apparition des protéines dans nos extraits est en accord avec les résultats de POLAT
(2004) et ceux de Tlili et al. (2010) qui sont détectés la présence des protéines dans les grains

de caprier.

La présence des tanins est en accord avec les résultats de SHER et ALYEMENI
(2010), F. MUSTAFA (2012) a été révéler la présence des tanins dans la plante. Par contre
MOGHADDASIAN et al. (2012), MUSALLAM et al. (2012) ne discutent pas la présence des

tanins dans la plante.
2.2. Analyses quantitatives des extraits de C. Spinosa

Vu I’importance biologique des polyphénols et des flavonoides on les quantifier par la

méthode de dosage.
2.2.1. Dosage des polyphénols et flavonoides

L’estimation de teneurs en polyphénols se fait selon la méthode de GUORONG et al.

(2009) par I’utilisation de Réactif de Folin-Ciocaltau.

La courbe d’étalonnage a été tracée en utilisant 1’acide gallique comme standard (0 a

200ug/ml) (Figure 5.1).

Tous les essais ont été realisés en triple et la concentration des composés phénoliques
totaux était déterminés a partir de droite d'étalonnage (y = 0.005x + 0.016, R*= 0.988) et
exprimé en microgramme d’équivalent d’acide gallique par 166.67 milligramme de la poudre
(ug EAG/166.67 mg de poudre).
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1.2 -
y = 0,005X + 0,016
R>=0,988
-

Absorbance a 765nm

O T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Concentration en pg/ml

Figure 5.1. Droite d’étalonnage d’acide gallique (moyenne de trois mesurest SD).

Le dosage des flavonoides totaux a été réalisé avec AlClzselon la méthode de KSOURI

et al. (2008), la quercétine a été utilisée comme standard (0 a 35 pg/ml).

Tous les tests ont éte realises en triple et les résultats étaient determinés a partir de
droite d'étalonnage (y = 0.031x + 0.015, R?= 0.963) et exprimé en microgramme d’équivalent

de quercitine par 166.67 milligramme de poudre (ug EQ/166.67 mg de poudre). (Figure 5.2)
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Figure 5.2. Droite d’étalonnage de quercitine (Moyenne de trois mesures + SD).

Nos résultats quantitatifs des polyphénols et des flavonoides des trois extraits sont résumés

dans le tableau 5.3.

Tableau 5.3. Teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux dans les différents extraits

de C. spinosa
Extraits Teneur en polyphénols Teneur en flavonoides
(ng AG/166.67mg de poudre) (1g Q/166.67mg de poudre)
Ep 6.80 +2,828 5.01 £1,847
Ch 5.80 +0,848 5.11 +0,388
MeOH 87.80 £7,071 1.24 +0,341

La teneur en polyphénols est significativement plus répondue dans ’extrait de MeOH,
puis dans I’extrait d’Ep et enfin dans 1’extrait de Ch par contre, la teneur en flavonoides est

répondue dans 1’extrait de Ch puis I’extrait d’Ep et MeOH.
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Ces résultats sont en désaccord avec les résultats de BAGHIANI et al. (2012), qui ont
montré que la teneur en polyphénols est plus élevée dans 1’extrait de chloroforme des racines
de C. spinosa (58.66 + 2.14 ug EAG/100 mg d’extrait) et I’extrait de chloroforme de la partie
aérienne représente (25.01 £ 1.64 pug EAG/100 mg d’extrait). La teneur en flavonoides dans le
méme extrait des racines et de la partie aérienne est (2.16+0.71), (31.37+4.27) ug EQ/100 mg
d’extrait respectivement. Cette différence peut expliquer par I’étude des différentes parties de
la plante et aussi le temps et lieu de récolte qui joue une grande importance dans la teneur en

ces métabolites.

D’aprés les résultats de BONINA et al. (2002), I’estimation des phénols totaux dans
I’extrait méthanolique lyophilisé du bourgeon floraux de C. Spinosa L. est de (65.13 £ 5.53
mg/g) et les résultats de MEDDOUR et al. (2011), la teneur en polyphénols de I’extrait
MeOH (29,01 + 0,84(ng EAG/mg d’extrait de bourgeons a fleur, fleurs et fruits)), et celui de
flavonoides (5,97 + 0,42 (ug ER/mg d’extrait)). Nos résultats sont en désaccord, ca est

expliqué par 1’étude des parties différents et des standards (rutine) aussi.

TLILI et al. (2010) ont prouve que les feuilles et les bourgeon floraux de C. Spinosa
sont trés riches en composés phénoliques totaux ((3,643.29+403.68), (2,621.14+643.62)
mg/100 g de poids a I'état frais respectivement) y compris la rutine (avec une moyenne de
(1,352.71+254.93) et (693.14+281.63) mg/100 g de poids a I’¢tat frais, respectivement).

En générale, on peut dire que cette plante est riche en polyphénols y compris les
flavonoides et cette richesse est différente selon plusieurs paramétres tels que : le temps et le

lieu de récolte, partie étudiée, méthodes d'extraction,...etc.

2.2.2. Relation entre la teneur en polyphénols et la teneur en flavonoides

Les flavonoides sont le groupe principal des polyphénols mais ce caractére ne confere

pas la relation entre 1’absence ou la présence des flavonoides avec celui des polyphénols.

Dans nos extraits, on remarque que la teneur en flavonoides est plus proche en celui des
polyphénols dans les extraits d’Ep et de Ch. Ces résultats représentent que la totalité¢ des
composés phénoliques dans ces deux extraits sont des flavonoides (73.67% des polyphénols
dans ’extrait d’Ep et 88.10% dans I’extrait de Ch).

33



Chapitre 5 Résultats et discussions

Par contre, dans 1’extrait de MeOH les flavonoides ne représentent que 1.41% du total des
polyphénols de cet extrait.

Les résultats de relation entre teneur en polyphénols et en flavonoides sont présentés dans

la figure.5.3.
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30

20
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Ep Ch MeOH

Figure.5.3. Teneur en polyphénols et en flavonoides

Ces résultats indiquent qu’on n’a pas une relation significative entre la teneur en
polyphénols et la teneur en flavonoides, donc on peut expliquer ces resultats par la présence
d'autres groupes des composées phénoliques comme les chalcones, les anthocyanes, les

tannins....
2.3. Tests des activités biologiques
2.3.1. Test d’activité antioxydante
e Effet scavenger du radical DPPH

DPPH est un radical libre stable a la température ambiante et accepte un électron de
radical d'hydrogene pour devenir une molécule stable. La capacité de réduction du radical de
DPPH est déterminée par la diminution de son absorbance a 517 nm, induits par des

antioxydants. La diminution de l'absorbance du radical de DPPH provoquée par des
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antioxydants, en raison de la réaction entre les molécules d'antioxydants et radical. Elle est
visuellement apparente comme changement de couleur de violet au jaune. Par conséquent,
DPPH est habituellement employé comme substrat pour évaluer l'activité antioxydante.
(ATHAMNA et al., 2010).

Les résultats exprimés en tant que pourcentage de 1’activité anti-radicalaire (Figure.5.4),
révelent que tous les extraits testés ainsi que le BHT et la Quercétine utilisés comme

références sont des antiradicalaires.
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Figure 5.4. Activité antioxydante des différents extraits des écorces des racines du C.

spinosa, de la quercitine et de BHT.

L’extrait MeOH des écorces des racines de C. spinosa a présenté [D’activité
antiradicalaire la plus ¢élevée (93.63%), suivie par 1’extrait Ch (82.57%) et en dernier I’extrait

Ep par une activité antiradicalaire de 41.10%.

L’activité antiradicalaire de I’extrait MeOH ne présente pas une différence significative

avec la réference BHT (p<0.05) considéré comme il a l'effet antioxydant le plus puissant ici.
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En comparaison avec la quercétine qui est un flavonoide doté d'activité antioxydante, notre

extrait a été révélé le plus puissant ave différence significatif (p< 0.05).

L’activité antiradicalaire de 1’extrait Ch a un effet antioxydant mais avec une différence

significative (p < 0.05) avec la quercitine et le BHT.

On constate que I’extrait MeOH a présenté une activité plus élevée. Cette activité
pourrait étre liée a sa richesse en polyphénols et en vitamine surtout vitamine E (TLILI et al.,
2010).

Nos resultats sont accord avec les resultats de MEDDOUR et al. (2011) malgré qu'ils
ont évalués I’activité antioxydant de ’extrait MeOH des bourgeons a fleurs, fleurs et des
fruits immatures du C. spinosa ; sont dépistés d’une activité antiradicalaire plus élevee
(78,34%) par I’utilisation comme référence la rutine et I’acide gallique. L’ajustement des
résultats peuvent I’expliquer par la présence des antioxydants doués d’une activité

antiradicalaire principalement les polyphénols et les flavonoides.

Nos résultats sont en confirmés également par ceux de BONINA et al. (2002) malgré
I’utilisation d’autre partie de la plante, ils démontraient la forte efficacit¢ de I’activité

antiradicalaire d’extrait méthanolique des bourgeons floraux de C. spinosa.

L’¢étude de I’activité antiradicalaire des extraits de la partie aérienne et des racines de C.
spinosa d’apres BAGHIANI et al. (2012) est déclaré la détection d'une activité antioxydante
puissante dans I’extrait de la partie aérienne, peut étre due aux groupes d'hydroxyle existant

dans les composés phénoliques.

Donc d'aprés notre étude et en comparaison avec d'autres recherches, on confirme la
capacité anti-radicalaire de Capparis spinosa mais toujours reste d'approfondir ce résultat

avec d'autres études.
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Conclusion

La découverte de ressources naturelles du regne veégétal reste capitale pour la mise au

point de nouveaux remédes therapeutique.

La présente ¢tude a porté sur I’espéce de Capparis spinosa L. de la famille de
Capparidaceae permis de mettre en évidence a travers des tests phytochimiques la présence
des tanins, des flavonoides, des phytosterols, des saponosides, des alcaloides, des protéines, et

des diterpenes.

Le dosage des phénols totaux a révélé la richesse de I’extrait de MeOH par rapport les

autres extraits.

Le dosage des flavonoides a révélé la richesse de I’extrait de Ch par rapport les autres

extraits.

L’étude de I’activité antioxydante par la méthode du piégeage de radical libre DPPH a
montré que tous nos extraits possédent un pouvoir antioxydant puissant surtout pour I’extrait
méthanolique (93.63%).

Cette étude reste préliminaire d'autres étude sont nécessaires pour confirmer nos

résultats et les approfondir au niveau moléculaire.
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Résumé

L’activité antioxydante des extraits d’Ether de pétrole (Ep), de chloroforme (Ch) et I’extrait méthanolique
(MeOH) des écorces des racines de Capparis spinosa L. a été étudiée in vitro dans la présente étude.

Les tests phytochimiques ont montré la présence des flavonoides, des alcaloides, des tanins, des
saponines, des protéines, des diterpenes et des phytosterols. La présence des flavonoides et des polyphénols est
confirmée par des tests quantitatifs basés sur le dosage des polyphénols et flavonoides, ou les teneurs en ses
derniers ont été plus élevées dans I’extrait MeOH (87.80 +£7,071 ug AG/166.67mg de poudre) pour les
polyphénols et dans I’extrait Ch (5.11 +£0,388ug AG/166.67mg de poudre) pour les flavonoides.

L'évaluation de l'activité antioxydante par le test de DPPH a révélé une corrélation avec le contenu en
polyphénols. L'extrait MeOH a été le plus actif avec une activité antioxydante relative de 93.63%.

Mots clés : Capparis spinosa, Polyphénols, Flavonoides, Dosage, Activité Antioxydante.
Abstract

The antioxidant activity of petroleum Ether extract (Ep), chloroform extract (Ch) and methanolic extract
(MeOH) of the roots barks of Capparis spinosa L. was studied in vitro in the present study.

The phytochemical tests showed the presence of the flavonoids, alkaloids, tannins, saponins, proteins,
diterpénes and phytosterols. The presence of flavonoids and polyphenols is confirmed by quantitative analyzes
based on the spectral dosage of polyphenols and flavonoids, where the highest content was revealed in the
MeOH extract for the polyphenols (87.80 £7,071 ug AG/166.67mg of powder) and in the Ch extract for the
flavonoids(5.11 +£0,388 ug AG/166.67mg of powder).

The evaluation of the antioxidant activity by the test of DPPH revealed a correlation with the polyphenol
contents. The MeOH extract was the most active with a relative antioxidant activity of 93.63%.

Key words:Capparis spinosa, Polyphenols, Flavonoides, Dosage, Antioxidant Activity.
oadlall

silisdl paliiad) 5 (Ch ) posisusll 5 (Ep ) Josidl il clalitiod b jall sds i 530880 sbial) dladdl pok o5
DS Al s 538(MeOH)

Y 5 i sl g i gslall g il il IV 5 il 6 @A e IS e Lagd gial) cilaliiin all oda yand il iy
oaldiaal ) iy Cua claliiiadl oda b Legh jlaay el J gl Cilaaia g Sl 5680 3 g 5 2SE ol (e Gl sl 5 i sl
. (5.11 £0,388) Wiy 5 83l Ch S ya5 (87.80 £7,071) Jgnd)) haawian e ST sibinal)

Alladll 038 Ep aliiualls 4 jlie Ch s MeOHhaliiual 4l < o LIDPPH las) 3k (e 5008y aa Allil)
. %93.63 &8s bl acm Gl (gl Cun Wl ST MeOH paliioall | 34 gidll CilS Sall (5 ginay dasi 1o

5uSY) i kLl 5 pleallecly 51 83l sl Culaneie ¢ LS : Agalidall cilalsl)



