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Liste des abréviations

Solvants et réactifs :

AcOEt acétate d’éthyle
CD30D méthanol deutéré
Pyridine-ds pyridine deutéré
isoPro isopropanol
MeCN acétonitrile

SiO, silice normale

Techniques de chromatogrraphie :

CCM chromatographie sur Couche Mince

CLHP chromatographie Liquide Haute Performance
CPP chromatographie sur Plaque Préparative

L litre

mL millilitre

min minute

Rdt rendement

Détermination structurale :

COsy COrrelated SpectroscopY

d doublet

dd doublet de doublets

ddd doublet de doublets de doublets

di doublet large

dt doublet de triplets

HMBC Heteronuclear Multiple Bonding Connectivity
HMQC Heteronuclear Multiple Quantum Connectivity
J (H2) constante de couplage exprimée en Hertz

m multiplet

ppm parties par million

q quadruplet

RMN Résonance Magnétique Nucléaire

RMN C Résonance Magnétique Nucléaire du carbone
RMN *H Résonance Magnétique Nucléaire du proton

S singulet

sl singulet large

t triplet

td triplet de doublets

HR-FAB-MS High Resolution Fast-Atom Bombardment Mass Spectroscopy;
m/z masse/charge électrique

uv Ultra-Violet

[a]p Pouvoir rotatoire spéecifique

Activités biologiques :
ICso Inhibition Concentration (Concentration inhibitrice a 50%)
CMI Concentration Minimale Inhibitrice

Codes des extraits
EBSG Extrait Butanol de Stachys guyoniana
EASG Extrait acétate d’éthyle de Stachys guyoniana



ECSG
EMMA
ECMA
EMRMA
EARMA

Extrait chloroforme de Stachys guyoniana

Extrait méthanol (partie aérienne) de Mentha aquatica
Extrait chloroforme (partie aérienne) de Mentha aquatica
Extrait méthanol (racines) de Mentha aquatica

Extrait acétone (racines) de Mentha aquatica
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Introduction Générale

I ntroduction géenérale

Malgré I'utilisation de médicaments & base de plantes pendant de nombreux siécles, seul un

nombre relativement petit d'especes de plantes ont été étudiées pour d’éventuclles
applications médicales. Les données relatives a I'innocuité et a I'efficacité sont disponibles
pour un nombre encore plus restreint de plantes, leurs extraits et principes actifs et les

préparations qui les contiennent (Heide, 1991).

Aujourd’hui encore une majorité de la population mondiale, plus particuliérement dans les

pays en voie de déeveloppement, se soigne surtout avec des remeédes traditionnels a base de
plantes. Cette source semble inépuisable puisque seuls prés de 400.000 espéces vegétales
connues ont été investiguées sur les plans chimique et pharmacologique, et que chaque
espéce peut contenir jusqu’a plusieurs centaines de constituants différents (Hostettmann et
al., 1998).

C’est dans le cadre d’une valorisation des matiéres végétales en vue des utilisations

thérapeutiques que 1’étude des trois especes de la famille des Lamiaceae est présentée ici.
Une large variété de produits naturels caractérise les especes de cette famille, les plus
rencontrés sont les flavonoides, iridoides, sesquiterpenes, diterpenes et triterpenes. Les
espéces de la famille des Lamiaceae sont connues pour leurs utilisations en médecine
traditionnelle a cause de leurs diverses activités comme : anti-inflammatoire, analgésique,
antipyrétique, cardioactive, antifongique, antituberculoses, antitumorale et antioxidante
(Fraga et al., 2005). Ainsi que le potentiel anticholinestérase, grace a leurs compositions
riches en terpénoides, polyphénols et flavonoides rapportés comme médicaments potentiels
dans le traitement de la maladie d'Alzheimer. En plus, de nombreux composes naturels,
peuvent aider a piéger les radicaux libres générés lors de l'initiation et la progression de la
maladie d’Alzheimer (Topcu & Kusman, 2014).
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Le présent travail consiste & effectuer :

& L’extraction, I’isolement et 1’identification des métabolites secondaires de la plante
Mentha aquatica ainsi que les activités biologiques de la plante : Mentha aquatica L.
de la famille des Lamiaceae.

Les activités biologiques de I’espéce Stachys guyoniana de Noe.

L’activité antioxydante de 1’huile essentielle de la plante Thymus dreatensis

L_e manuscrit comprend 3 parties :

& La premiere a été consacrée a des généralités et donnees bibliographiques, comportant
une présentation botanique et phytochimique de la famille des Lamiaceae, du genre
Mentha et Stachys et sur les huiles essentielles du genre Thymus.

& La deuxiéeme partie décrit le matériel et les méthodes utilisées dans nos travaux
d’extraction, d’isolement et de purification des métabolites secondaires de 1’espece
Mentha aquatica, des tests biologiques effectués sur les deux especes Stachys et
Mentha, ainsi que pour I’huile essentielle du genre Thymus.

% La troisieme partie comprend les résultats et discussion des résultats de 1’étude
phytochimique de la plante Mentha aquatica ainsi que les composés identifiés par
analyse GC/MS de I’huile essentielle la plante Thymus dreatensis et d’étude des
activités antioxydante, anticholinestérase et antibactérienne des deux plantes Mentha

et Stachys et I’activité antioxydante de 1’huile essentielle de Thymus dreatensis.
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Apercu bibliographique sur le genre Mentha
1.1. Introduction

Le genre Mentha appartient a la famille Lamiaceae (labiées) qui comporte environ 200
genres et 6000 espéces distribuée dans les régions tempeérées dans le monde entier (Govaerts,
2012). Les plantes qui la composent se rencontrent abondamment dans les régions tropicales

et subtropicales (Piozzi et al., 2011).

1.2. Position systematique de la famille des Lamiaceae

La place des Lamiales dans la classification systématique APG Il (Angiosperm
Phylogeny Group) est la suivante (APG, 11 2002 ; Bray, 2005).

Embranchement Spermatophytae (Plantes a graines)
Sous-embrachement Angiospermae (grianes protegées) ou plantes a fleurs
Classe Dicotylédonae (Eudicots) ou Dicotylédone vrai
Sous-classe Asteropsidae

Groupe Euastéridéae

Super-ordre Lamianeae

Ordre Lamiale

Famille Lamiaceae

1.3. Présentation du genre Mentha et de I’espéce M. aquatica L.

Le genre Mentha représente environ 30 espéces de plantes vivaces originaire
d’Europe, cultivées aux USA, Canada, I’Europe, 1’Asie, 1’Australie et le Sud-ameéricain
(Deschamps et al., 2008; McKay & Blumberg, 2006). D’aprés la bibliographie, ce genre
montre une source importante de la production des huiles essentielles dans le monde (Baser et
al., 1997; Guido et al., 1997). Les Menthes sont des plantes trés odorantes. Les feuilles
sessiles ou sub-sessiles. A Calice tubuleux ou en cloche a 5 dents subégales. La corolle
blanche rosée ou violet pale a 4 lobes subégaux, velue a la gorge. Les fleurs en épis
cylindriques, en tetes sphériques terminales ou en verticillastres a l'aisselle des feuilles
(Quezel & Santa, 1962).
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Nos travaux phytochimique concernent I’espéce Mentha aquatica (Figure 1), c’est une
plante hispide de 30 & 80 centimétres de hauteur. Calice a dents égales et symétriques.
Inflorescences en tétes capituliformes terminales (Quezel & Santa, 1962).

Figure 1 : Espéce Mentha aquatica (Disponible sur :

https://www.google.com/search?q=mentha+aquatica&client=opera&biw=1366&bih=602&tb
m=isch&imqil=81Qc63KgK9IK3xM%253A%253BsIX10441MWT77M%253Bhttp%25253A
%25252F%25252Fwww.naturespot.org.uk%25252Fspecies%25252Fwatermint&source=iu&
pf=m&fir=81Qc63KgKIK3IXM%253A%252CsIX10441MWT77M%252C_&usg=__Haxm4-
hfG9CyuCxvMAbk8g5JRA8%3D&ved=0ahUKEwiDt4vG20TPAhXF1hoKHe50CwkQyjclg
gE&ei=zEIGWIOhFsWta-7RrUg#imgrc=1yKG48yRHgSCIM%3A, consulté le 15/01/2016).

1.4. Utilisation en médecine traditionnelle du genre

La plupart des especes végétales qui poussent dans le monde entier possedent des
vertus thérapeutiques. Les plantes de la famille des Lamiaceae sont largement et
universellement utilisées en médecine populaire pour guérir bon nombre de maladies, et le
genre Mentha a montré des propriétés thérapeutiques en médecine traditionnelle.

Les espéces du genre Mentha sont généralement connues sous le nom de « na’na » et
«pooneh » en Iran (Mozaffarian, 1996), elles sont utilisées pour leurs propriétés :
antimicrobiennes, insecticides, antivirales, aromatiques, utilisées comme stimulant et
carminatif, 1’infusion des feuilles est également employée pour soigner le rhumatisme et

I’indigestion. Les menthes sont appréciés pour leurs diverses utilisations en produits


https://www.google.com/search?q=mentha+aquatica&client=opera&biw=1366&bih=602&tbm=isch&imgil=81Qc63KqK9K3xM%253A%253BsIX1O441MWT77M%253Bhttp%25253A%25252F%25252Fwww.naturespot.org.uk%25252Fspecies%25252Fwatermint&source=iu&pf=m&fir=81Qc63KqK9K3xM%253A%252CsIX1O441MWT77M%252C_&usg=__Haxm4-hfG9CyuCxvMAbk8g5JRA8%3D&ved=0ahUKEwiDt4vG2OTPAhXF1hoKHe5oCwkQyjcIggE&ei=zEIGWIOhFsWta-7RrUg#imgrc=1yKG48yRHqSC9M%3A
https://www.google.com/search?q=mentha+aquatica&client=opera&biw=1366&bih=602&tbm=isch&imgil=81Qc63KqK9K3xM%253A%253BsIX1O441MWT77M%253Bhttp%25253A%25252F%25252Fwww.naturespot.org.uk%25252Fspecies%25252Fwatermint&source=iu&pf=m&fir=81Qc63KqK9K3xM%253A%252CsIX1O441MWT77M%252C_&usg=__Haxm4-hfG9CyuCxvMAbk8g5JRA8%3D&ved=0ahUKEwiDt4vG2OTPAhXF1hoKHe5oCwkQyjcIggE&ei=zEIGWIOhFsWta-7RrUg#imgrc=1yKG48yRHqSC9M%3A
https://www.google.com/search?q=mentha+aquatica&client=opera&biw=1366&bih=602&tbm=isch&imgil=81Qc63KqK9K3xM%253A%253BsIX1O441MWT77M%253Bhttp%25253A%25252F%25252Fwww.naturespot.org.uk%25252Fspecies%25252Fwatermint&source=iu&pf=m&fir=81Qc63KqK9K3xM%253A%252CsIX1O441MWT77M%252C_&usg=__Haxm4-hfG9CyuCxvMAbk8g5JRA8%3D&ved=0ahUKEwiDt4vG2OTPAhXF1hoKHe5oCwkQyjcIggE&ei=zEIGWIOhFsWta-7RrUg#imgrc=1yKG48yRHqSC9M%3A
https://www.google.com/search?q=mentha+aquatica&client=opera&biw=1366&bih=602&tbm=isch&imgil=81Qc63KqK9K3xM%253A%253BsIX1O441MWT77M%253Bhttp%25253A%25252F%25252Fwww.naturespot.org.uk%25252Fspecies%25252Fwatermint&source=iu&pf=m&fir=81Qc63KqK9K3xM%253A%252CsIX1O441MWT77M%252C_&usg=__Haxm4-hfG9CyuCxvMAbk8g5JRA8%3D&ved=0ahUKEwiDt4vG2OTPAhXF1hoKHe5oCwkQyjcIggE&ei=zEIGWIOhFsWta-7RrUg#imgrc=1yKG48yRHqSC9M%3A
https://www.google.com/search?q=mentha+aquatica&client=opera&biw=1366&bih=602&tbm=isch&imgil=81Qc63KqK9K3xM%253A%253BsIX1O441MWT77M%253Bhttp%25253A%25252F%25252Fwww.naturespot.org.uk%25252Fspecies%25252Fwatermint&source=iu&pf=m&fir=81Qc63KqK9K3xM%253A%252CsIX1O441MWT77M%252C_&usg=__Haxm4-hfG9CyuCxvMAbk8g5JRA8%3D&ved=0ahUKEwiDt4vG2OTPAhXF1hoKHe5oCwkQyjcIggE&ei=zEIGWIOhFsWta-7RrUg#imgrc=1yKG48yRHqSC9M%3A
https://www.google.com/search?q=mentha+aquatica&client=opera&biw=1366&bih=602&tbm=isch&imgil=81Qc63KqK9K3xM%253A%253BsIX1O441MWT77M%253Bhttp%25253A%25252F%25252Fwww.naturespot.org.uk%25252Fspecies%25252Fwatermint&source=iu&pf=m&fir=81Qc63KqK9K3xM%253A%252CsIX1O441MWT77M%252C_&usg=__Haxm4-hfG9CyuCxvMAbk8g5JRA8%3D&ved=0ahUKEwiDt4vG2OTPAhXF1hoKHe5oCwkQyjcIggE&ei=zEIGWIOhFsWta-7RrUg#imgrc=1yKG48yRHqSC9M%3A
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pharmaceutiques, cosmétiques ainsi que pour aromatiser les aliments, les boissons et le tabac
(Johnson et al., 2011).

Des travaux sur des especes du genre ont montré Mentha qu’elles possédent des
activités : I’anti-inflammatoires, 1I’antispasmodiques, 1’antiulcéreux, cytoprotecteur , hépato-
protecteur, lIégerement anesthésique (Shah et al., 2008), antiseptiques, pour traiter les rhumes,
sinusites, choléra, bronchites, tuberculoses, antitussif, diurétiques et pour la menstruation
(Newall et al., 1996), antitussifs, expectorants, anti-flatulents et antioxydants (Kamkar et al.,
2010; Mckay et al., 2006).

Beaucoup de plantes du genre Mentha ont des propriétés thérapeutiques remarquables,
et sont utilisées en médecine traditionnelle. Dans ce qui suit, nous allons citer quelques

exemples d’espéces de trés grande importance thérapeutique.

M. aquatica L. : Au sud d’Afrique, les feuilles séchées de M. aquatica avec Tagetes
minuta sont brulées, la fumées inhalée prescrit pour le traitements des maladies mentales par
le peuple de Venda (Arnold et al., 1984). Cette plante est utilisée aussi en médecine
traditionnelle au sud d’Afrique pour le traitement des rhumes, des problémes respiratoires

ainsi que pour la protection contre les mauvais esprits (Pooley, 2005).

M. lavandulacea Wild.: Plante médicinale utilisée en usage externe pour les maladies

de la peau aussi comme carminatif (Jain, 1968).

Mentha x villosa Hudson : Plante largement cultivée au Brésil, utilisée pour ces effets
bénéfiques pour soulager les troubles d’estomac, contre les douleurs menstruelles, utile
comme tranquillisant et antiparasitaire (Alencastro et al., 1965).

M. arvensis L. : Plante médicinale importante de la famille des Lamiaceae, appelée
communément « Mint » en anglais et « Pudina » en Tamil (Inde). Elle est aromatique et
connue pour ses effets stimulants et carminatifs (Gupta, 1991). Cette espece est distribuée a
travers 1’Himalaya occidental, et cultivée dans le monde entier pour son utilisation comme
légume (Akram et al., 2011). Elle est utile comme carminatif, antispasmodique et contre
I’ulcére peptique (Kowati et al., 2010). Le Menthol constitue 70-90% de cette plante

(Rastogi et al., 1999), pour ses effets de fraicheur, il est inclus dans la production des
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dentifrices, haleine fraiche. Elle est également introduite dans 1’industric cosmétique : les

savons, les détergents et les parfums (Alvi et al. 2001).

M. suaveolens ssp. suaveolens (L) Hudson : Plante synonyme de M. rotundifolia (L)
Hudson, cette espéce était utilisée en médecine traditionnelle pour sa gamme tres vaste
d’actions : tonique, stimulante, stomachique, carminatif, analgésique, cholérétique,
antispasmodique, anti-inflammatoire, sédatif, hypotensif, insectiside et comme condiment (Il
Idrisi, et al., 2006; Moreno, et al., 2002).

M. longifolia L. : Largement utilisée en phytothérapie et particulierement bénéfique
dans la stimulation du systeme immunitaire et la lutte contre les infections secondaires. Elle
est employeée pour le traitement de la toux, les rhumes et pour 1’'usage externe des blessures et
les glandes enflées (Van Wyk et al., 1997). Au Sud d’Afrique, les feuilles de la méme espéce
sont largement utilisées en alimentation, pour raison de leurs aromes, couleurs et saveurs. Elle
entre dans la préparation des aliments pour améliorer le gout (Hutchings et al., 1994). Le
frottement de cette plante sur le corps et la literie, meéne au dégagement d’une forte odeur qui
repousse les moustiques (Philips, 1990). L’huile essentielle de cette plante responsable des

effets antispasmodique, antibiotique, décongestionnant (Van Wyk et al., 1997).

M. longifolia L. ssp longifolia : Les feuilles, fleurs et tiges de Mentha ssp. sont
fréquemment utilisées dans les tisanes et comme additifs des mélanges d’épices commerciales
pour de nombreux aliments pour améliorer 1’arbme et la saveur (Kothari et al., 1995 ;
Moreno, et al., 2002). En outre, cette espéce a été utilisée comme un remeéde populaire pour le
traitement des nausées, les bronchites, les flatulences, I'anorexie, la colite ulcéreuse et les
plaies de foie en raison de ses effet anti-inflammatoire, carminative, antiémétique,
sudorifique, antispasmodique, analgésique, stimulant, emménagogue et anticatharrhal
(Cowan, 1999; Iscan, et al., 2002; Moreno, et al., 2002).

M. pulegium L.: Les parties aériennes et les fleurs sont utilisées en médecine
traditionnelles pour leurs effets antiseptiques, le traitement des rhumes, les sinusites, le
choléra, pour I’intoxication alimentaire, bronchites et tuberculose (Zargar, 1990), et aussi

comme anti-flatulence, carminatif, expectorant, diurétique et antitussif (Newall, 1996).
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M. piperita : L’huile essentielle de M. piperita est utilisée en médecine traditionnelle
pour les problemes respiratoires comme expectorant et anti-congestif (Corréa et al., 1998;
Ody, 2000; Vieira, 1992), antispasmodiques et pour le systéme vasculaire (Ody, 2000).

M. cervina L. : Plante aromatique utilisée en médecine traditionnelle au Portugal pour
la prévention des différents troubles gastriques et l'inflammation des voies respiratoires
(Monteiro et al., 2007, Povoa et al., 2006, Rodrigues et al., 2008).

1.5. Activités biologiques reconnues du genre Mentha

Le genre Mentha a fait I’objet de nombreux travaux scientifiques mettant en évidence
des activités variées. Plusieurs études ont montré que la famille des Lamiaceae est une source

naturelle d’antioxydants (Ghoudhury et al., 2006).

Expérimentalement, I’huile essentielle de Mentha piperita a été décrite pour I’activité
antibactérienne (Sartoratto et al., 2004), sa faible toxicité par voie orale chez le rat (Nair,
2001) et spécialement son effet sur le systeme gastro-intestinal. D’autres études sur la méme
espéce ont montré qu’elle soulage les symptémes du cdlon irritable chez les humains
(Grigoleit et al., 2005) et présente des effets antispasmodiques gastro-intestinal chez les rats
par le mouvement du calcium a travers la membrane cellulaire au-dela de I'interférence du
menthol (Grigoleit, et al., 2005). Singh et ses collaborateurs ont étudié I’espéce M. piperita
L., et ont montré que I’huile essentielle montre une excellente activité antibactérienne et
antioxydante (Singh et al., 2011). Une autre étude effectuée sur I’huile essentielle de Mentha
piperita L. a révélé d’une bonne activité antifongique contre les champignons suivants :
Aspergillus flavus, Aspergillus glaucus, Aspergillus niger, Aspergillus ochraceous,
Colletotrichum gloesporioides, Colletotrichum musae, Fusarium oxysporum et Fusarium
semitectum (Freire et al., 2012). Mentha piperita L., espéce Iranienne, a fait I’objet d’une
investigation biologique en vue de mettre en évidence d’éventuelles propriétés
antimicrobiennes et antioxydantes. Les résultats ont révélé que I’huile essentielle a une
excellente activité antimicrobienne contre les souches : Escherichia coli, Staphylococcus
aureus et Candida albicans, ainsi qu’une remarquable activité antioxydante avec le DPPH et
le B-carotene (Yadegarinia et al., 2006). Une étude similaire sur la méme plante a révélé des
résultats similaires, sauf que D’activité antioxydante a été effectuée avec le DPPH et la

réduction ferrique (Singh et al., 2011). Pedro et ses collaborateurs ont mis en évidence le

10
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potentiel antispasmodique de I’huile essentielle du Mentha piperita chez les rats (Sydney et
al., 2010).

L’huile essentielle de M. pulegium  présente plusieurs activités biologiques
spécialement antimicrobienne (Marzouk et al., 2008), antifongique (Bouchra et al., 2003),
insecticide (Pavela, 2005), antiparasitaire, spasmodique et anti-oxydante (Larousse, 2001).
Une étude biologique in vivo sur I’extrait EtOH de la méme plante a montré une activité
antioxydante comme elle peut étre utilisée dans la protection des tissus contre le stress
oxydatif (Sachin et al., 2012). L’investigation biologique de la méme plante Iranienne, a
révélé que I'huile essentielle a un potentiel antimicrobien sur les bactéries Gram positif
(Mohaddese et al., 2008). Une autre étude effectuée a montré ’activité antioxydante des
extraits aqueux, MeOH et I’huile essenticlle possedent une activité antioxydante avec le
DPPH et le B-caroténe (Kamkar et al., 2010). La méme plante poussant au Maroc a montré
une activité antibactérienne sur les bactéries : Staphylococcus intermedius, Staphylococcus

aureus et Micrococcus luteus avec grande zone d’inhibition (Derwich et al., 2010).

Une étude biologique sur la plante Mentha longifolia (L.) Hudson subsp. longifolia
poussant en Turquie, a révélé que sa composition chimique comprenant la lutéoline et ses
dérivés possede un potentiel anti-mutagénétique (Furkan, et al., 2012). L’extrait aqueux et
EtOAc de la méme plante a subi une investigation biologique pour évaluer 1’activité
antibactérienne. Les résultats ont révélé que ses extraits sont trés actifs contre les souches
Gram positif (Pseudomonas aeruginosa, Shigella dysenteriae, Klebsiella pneumonia,
Salmonella typhi, Proteus mirabilis, Serratia marcescens, Enterobacter cloacae) et négatif
(Bacillus cereus, Staphylococcus saprophyticus et Staphylococcus aureus) (Saeide et al.,
2014). Une autre étude a montré que cette plante posséde des composés avec des propriétés
antimicrobienne et antioxydante (Gulluce et al., 2007). L’huile essentielle a montré une
excellente activité antimicrobienne contre les 30 bactéries testées, ou 1’extrait MeOH a révélé

d’une bonne activité antioxydante avec le DPPH et le le -caroténe (Gulluce et al., 2007).

Une étude biologique effectuée sur la plante Mentha arvensis a montré que les extraits
CHCI3;, EtOH et I’extrait aqueux des parties aeriennes de cette espece présentent des effets
hépatoprotecteurs chez les rats (Kalpana et al., 2012). L’extrait EtOH présente des effets

antioxydant, antibactérien, cytotoxique et analgésique (Nripendra et al., 2014).
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Une étude biologique effectuée sur I’huile essenticlle de Mentha rotundifolia L.
poussant en Tunisie, a montré une activité antioxydante remarquable avec le DPPH et le f3-
carotene. De plus, cette étude a montré que cette huile possede une bonne activité
antibactérienne sur les bactéries : Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus

aureus et Bacillus cereus (Riahi et al., 2013).

Une étude récente a évalué les propriétés antioxydante et anti-tyrosinase de 3 espéces
du genre Mentha récoltés en Algérie : Mentha spicata, M. pulegium et M. rotundifolia. Les
extraits n-hexane et EtOH ont révélé une richesse en composés phénoliques, notamment M.
spicata, riche en phénolique élevée et possédent une activité anti-radicalaire supérieure
(DPPH, ABTS"™ et super oxyde). Les flavonoides se sont avérés étre les principaux composés
de M. rotundifolia, qui contribuent sans doute a I'activité anti-tyrosinase observée (Brahmi et
al., 2015).

1.6. Métabolites secondaire du genre Mentha

Les plantes du genre Mentha ont fait I’objet de nombreuses investigations
phytochimiques et pharmacologiques. Il ressort de ces investigations que les principaux

métabolites secondaires du genre sont constitués de flavonoides et de terpenes.

Une étude chimique réalisée sur 1’extrait n-BuOH de M. longifolia (L.) Hudson subsp.
longifolia, a permis d’identifier 3 flavonoides glycosilés : lutéoline 7-O-glucoside (1),
lutéoline 7-O-rutinoside (2), lutéoline 7-O-glucuronide (3) (Furkan et al., 2012).

1) R1= Glucose
(@) R1= Rutinose
(3) R1= Glucuronide

L’espéce M. longifolia a également fait I'objet d'une investigation chimique qui a
abouti a I’isolement de 2 stérols : longiside A (4), longiside B (5), d’un monoterpene chloré :
longifone (6) et d’un flavonoide : logitine (7) (Shaig Ali et al., 2002).
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(6) ()

Trois flavonoides glucosylés : Kampferol 3-O-B-D-glucosyl-(1—2)-B-L-rhamnoside-
7-O-B-glucoside (8), Kampferol 3-O-(6""-p-coumarolyglucosyl)-(1—2)-rhamnoside-7-O-
glucoside (9), Kampferol 3-O-(4"'-p-coumarolyglucosyl)-(1—2)-rhamnoside-7-O-glucoside
(10), ont été isolés a partir de I’extrait méthanolique de M. lavandulaceae (El-Desoky et al.,
2001).

8 R:i=H R=H

(9) Ri=p-coumaroyl R,=H

(10) R;=H R,= p-coumaroyl

13
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Une étude phytochimique des parties aériennes de Mentha citrata (Passannanti et al.,
1990) a conduit a lidentification de 3 flavonoides: salvigenine (11), 5-O-
desméthyltangérétine (12), 4',5,7,6-tetraméthoxyflavone (13) ainsi que 3 stérols : sitostérol
(14), stigmastérol (15), Campesterol (16) ainsi que 7 acides triterpeniques : ursolique (17),
oléanolique (18), maslinique (19), 3-épi-maslinique (20), 21-a-hydroxy-oléanolique (21) et

tormemtique (22).

(11) R;= OH, R,= Rs= Rs=OMe, R4=H

(12) R1= OH, R,=R3= R4= Rs=OMe

(13) R:= R;= R;=Rs= OMe, R,= H
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(20)

(22)

Une autre étude effectuée sur Mentha citrata (Bernard et al., 1999) a partir des

feuilles a permis d’isoler 8 flavonoides : 5,6-dihydroxy-7,8,3',4'-tetraméthoxyflavone (23), 5-

O-désmethylnobiletine (24), apigénine (25), acacétine (26), xanthomicrol (27), pebréline (28),

salvigénine (14) et gardénine B (29).

(23)

Ri= R,=OH, R3: Rs= R5: Rez OMe

(24)

R1= OH, R,=R3= R4= Rs= Rg= OMe

(25)

R;= OH, Ry=Rs= Rs= Rs= Re=H

(26)

R1: OH, R5: CH3, R2: R4: R5: R6:H

(27)

Ri= RGZOH, R2:R3: R,= OMe

(28)

R1= R,= OH, R3= Rs= Rs= OMe

(29)

Ri= OH, Ry= R3: Rs= R5: OMe

Bernard et col. (Bernard et al.,, 1999) ont étudie deux espéeces du genre Mentha,

Mentha x piperita et Mentha spicata. Plusieurs flavonoides ont été mise en évidence, le

tableau suivant récapitule tous les flavonoides isolés (Tableau 1).
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Tableau 1 : Flavonoides isolés des deux especes Mentha x piperita et Mentha spicata

Flavonoides Espéces

5,6-dihydroxy-7,8,3',4'-tetraméthoxyflavone (23) M. X piperita M. spicata
5-O-desmethylnobiletine (24) M. X piperita M. spicata
Apigeénine (25) M. X piperita M. spicata
Acacétine (26) M. X piperita M. spicata

Xanthomicrol (27) M. X piperita -

Pebréline (28) M. x piperita -

Salvigenine (14) M. x piperita -

Gardénine B (29) M. X piperita -
Sorbifoline (31) M. X piperita M. spicata
Lutéoline (32) M. X piperita M. spicata
Thymusine (33) M. X piperita M. spicata
Thymonine (34) M. X piperita M. spicata
5,6-dihydroxy-7,3',4'-triméthoxyflavone (35) M. X piperita M. spicata
Sideritoflavone (36) M. X piperita M. spicata
5,4’ -dihydroxy-6,7,8,3'-tetraméthoxyflavone (37) M. X piperita M. spicata

Ladaneine (38) M. x piperita -

Gardenine D (39) M. X piperita -
Cirsilineole (40) - M. spicata
5-hydroxy-6,7,3',4'-tetraméthoxyflavone (41) - M. spicata
5,6,4'-tetrahydroxy-7,3’-diméthoxyflavone (42) - M. spicata

(31) Ri= Ry= Re= OH, Ry= OMe, Ry= Rs= H
(33) Ri= Ry= Re= OH, R;=R,= Rs= OMe,
(33) Ri= Ry= Re= OH, Rs=R,= Rs= OMe
(34) Ri= Ry,= OH, R;=Rs= Rg= OMe, Ry= H
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(35) R:= Rs= Re= OH, Rp= Rs=R,= OMe,
(36) R:= Rg= OH, Rs= R4=Rs= Re= OMe
(37) Ri= R;= OH, Rs= Rg= OMe, R4= Rs= H
(38) R:= Rs= OH, R,= R3= R4= Rg=OMe
(39) R:= Rg= OH, R,= R3=Rs= OMe, R4= H
(40) R;= OH, R;=Rs= Rs= Re= OMe, R,= H
(41) R:= Ry= Re= OH, R3= Rs= OMe, Ry= H

Un dérivé quinolique et des dérivés phénoliques ont été isolés de 1’espece Mentha
canadensis (Mingliang et al., 2013) : 3,4-dihydro-3,6-thrihydroxy-2(1H)-quinoline (42),(E)-
2-methoxy-2-oxethyl-3-(4-hydroxyphenyl) acrylate (43) acide syringique (44), acide p-
coumarique (45), esculétine (46), rosmarinate de méthyl (47), népétoidine (48),
syriengaresinol (49), acide méthyl ester glycolique cafféol (50), 2", 3"-diacéthylmartynoside
(51), bracteanolide (52) et acide cis-3-2-1-(3,4-dihydroxyphényl)-1-hydroxméthyll,3-
benzodioxol-5-yl (E)-2-propenoique (53).

COOH

o]
HO OH OCHj,
\ O/Y
0 H,CO OCH,
HO N o :
HO OH

(42) (43) (44)
o " NN o
COOH \
(45) (46) (47)
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OCH,

OCH;

O N

OH
HyCO =
HO AN OH '
HO
HO © o ~ OCH;4

OCH;

(48) (49)
i H3CO. X i /éi/o OH
"o X o/\COOCH3 9 oH
HO How OCH;
HO' AcO OAc
(50) (51)
HO
o OH
HoOC
RN 0 ‘ oH
0
HO
OH 0o OH
(52) (53)

Une étude de la plante Mentha haplocalyx Briq a permis d’isoler deux nouveaux
monoterpenes glucosylés d’extrait acétone aqueux, rel-(1R,2S,3R,4R) p-menthane-1,2,3-triol
3-O-B-D-glucopyranoside  (54) et rel- (1S,2R,3S) terpinolene-1,2,3-triol  3-O-B-D-
glucopyranoside (55) (Gai-Mei S. et al., 2012).

CHj;

(54) (55)

Une autre étude effectuée sur Mentha arvensis var. piperascens MAL, M. spicata et
M. rotundifolia (Karasawa et al., 1980) montre 1’existence des 3 acides triterpéniques :
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oléanolique (18), ursolique (17) et pomolique (56) dans les espéces étudiées. Ainsi que

maslinique (19) existe dans I’espéce Mentha arvensis var. piperascens MAL.

Deux autres monoterpenes ont été isolés de Mentha spicata a partir de la plante
entiere, spicatoside A (57) et spicatoside B (58) (Jian et al., 2003).

° S

HO, HO,
OH e OH
g~ e
2 2
(57) (58)

1.7. Métabolites secondaire de I’espéce Mentha aquatica L.

Une recherche bibliographique a montré que I’espéce M. aquatica n’a pas été
largement étudiée chimiquement. Une étude phytochimique mentionnée réalisé par Jager et
ces collaborateurs, a abouti a la mise en évidence un flavonoide: (S)-naringenine (59) (Jager
et al., 2007), et I’étude effectuée sur I’extrait EtOH de M. aquatica L. poussant en Afrique du

Sud, a permis d’isoler et de caractériser le méme flavonoide (Helle et al., 2008).

HO
OH ) [ ]
"

(59)
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Zdzislawa et al. ont étudié I’espéce Mentha aquqtica L. Herb qui a abouti a
I’identification de 12 flavonoides, de type flavone et flavanone a partir de 1’extrait MeOH
(Zdzislawa et al., 1977) qui sont des flavones: apigénine (25), acacétine (26), lutéoline (32),
lutéoline  7-a-L-rhamnosyl-B-D-glucopyranoside (60), acacétine 7-B-D-rutinoside (61),
lutéoline 7-p-D-glucopyranoside (62), apigenine 7-a-L-rhamnosyl-p-D-glucopyranoside (63),
4' 5,7-trihydroxyflavone-7-p-D-glucopyranoside (64) et des flavanones : 3',5,7-trihydroxy-4'-
méthoxyflavanone-7-a-L-rhamnosyl-p-D-glucopyranoside (65), hespértine 7-B-D-

glucopyranoside (66), ériocitrine (67), ériodyctiol 7-a-L-rhamnosyl-p-D-glucopyranoside
(68).

(60) R;=Rutinose, R,=R3= OH
(61) Ri=Rutinose, R,=H, R3 =OMe
(62) R;=Glucose, R,=R3 =0OH
(63) R;=Rutinose, R,= H, R3 = OH
(64) Ri=Glucose, R,= H, R3 = OH

Rs
O (65) Ru= Rutinose, R,= OH, Rs = CH,
A © (66) R;= Glucose, Ry= OH, R = CH3
0 (67) Ri=Glucose, R, =R3 = OH

(68) R;=Rutinose, R, =R3 = OH

OH o)

D’autres flavonoides ont été détectés dans les feuilles de 1’espece Mentha aquatica,
qui sont : Xanthomicrol (27), pebréline (28), salvigénine (14) et la gardénine B (29). (Bernard
etal., 1999).

Une autre étude phytochimique de la plante Mentha aquatica éffectuée par Miberra et
col. (Muberra et al., 2004) a abouti a I’identification de 5 composés : 1’acide caffeique (69),
I’ériocitrine (67), la luteoline-7-O-glucoside (1), I’acide rosmarinique (70) et I’isorhoifoline
(71)
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OH

OH
COo,H

COOH

HO HO

OH OH

(69) (70)

HO, OH

(71)
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2.1. Introduction

Avec pres de 450 especes, le genre Stachys est considéré comme le plus grand genre
de la famille des Lamiaceae (Govaerts, 2012). Le genre Stachys représente 14 espéces de
plantes vivaces répandues en Algérie, 4 d’entre elles sont endémiques. Les plantes de ce genre
sont annuelles a racines gréles, dépourvues de rejets stériles. Plantes vivaces a souche épaisse
émettant en genéral des rejets stérols (Quezel & Santa, 1963). Leur nom de genre, qui rappelle
la forme de leur inflorescence, vient du mot grec Stachys, qui signifie « épi » (Rivolier, 1977).

2.2. Caractéristiques botanique de Stachys guyoniana de Noé

Les plantes du genre Stachys sont des plantes a calice campanulé & dents triangulaires
lancéolées et étalées, égalant au moins le 1/4 de la longueur du tube. Anthéres et ovaire
dépourvus de glandes. L’espéce S. guyoniana de Noé akeénes grisatres, fortement ruguleux.
Plantes a tiges prostrées flexueuses. Feuilles longues au plus de 3-4 cm. Calices fructiféres
régulierement campanulacés (Quezel & Santa, 1963).

2.3. Utilisation en médecine traditionnelle

Le genre Stachys est le plus connu de la famille Lamiaceae. Il inclut plusieurs especes
réputées pour leurs effets thérapeutiques: cytotoxique, antimicrobien, antioxidant et
antifongique (Conforti et al., 2009). Il en ressort que la plupart des espéces constituant le
genre Stachys sont utilisées en médecine traditionnelle pendant des siécles pour traiter les
tumeurs genitales, la sclérose de la rate, les inflammations, la toux, les ulcéres, les plaies
infectées (Kumar et al., 2013), la diarrhée, la fievre, les maux de gorge, la faiblesse cardiaque,
I’hémorragie interne, la migraine, névralgie et la sclérose de la rate (Conforti et al., 2009 ;
Hartwell, 1982 ; Haznagy-Radnai et al., 2006; Matkowski & Piotrowska, 2006; Ritchason,
1995; Vundac et al., 2005).

Plusieurs espéces de ce genre sont utilisees comme «Thé de montagne », aussi dans la
préparation de yaourt, la gelée et traditionnellement comme aromes et assaisonnements
(Conforti et al., 2009). Les thés préparés a partir de la plante entiere ou de feuilles sont
utilisés en phytothérapie pour leurs propriétés: sédatif, antispasmodique, diurétique et
emmenagogue (Duke, 1986; Goren et al., 2011; Lewis, 1977).
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La variété Stachys marqué comme plantes alimentaires et appliquée pour
I’amélioration du golt dans la préparation de yaourt et utilisée comme arome et

assaisonnements (Conforti et al., 2009).

En Turquie (Anatolie), plusieurs espéces du genre Stachys sont utilisées comme
remede sous forme du « thé sauvage ». La décoction ou I’infusion de Stachys été appliqué

autant que tonique pour traiter la peau et les troubles d’estomac (Oztiirk et al., 2009).

Les parties aériennes de Stachys inflata Benth (Turquie) sont utilisées en médecine
traditionnelle Iranienne pour les infections, asthme, rhumatisme et les troubles inflammatoires
(Khanavi et al., 2005 ; Maleki et al., 2001). L’espéce S. recta poussant en Turquie, a été
employée comme agent de guérison des plaies, une autre espéce S. lavandulifolia (Turquie)

est utilisée pour les troubles digestives (Khanavi et al., 2005, Ozturk et al., 2009).

Stachys inflata Benth est I’une des espéeces endémiques d’Iran, leurs parties aériennes
utilisées par voie orale comme tisane dans le traitement de diverses infections, asthme,

rhumatisme et d’autres troubles inflammatoires (Zargari, 1990).

Dans la médecine traditionnelle Hongrois, S. officinalis, S. recta, S. sylvatica et S.
palustris sont employées pour leurs propriétés : anti-inflammatoire, anti-rhumatisme et
antibactérienne, antiphlogistique, spasmolytique, diurétique, sédative et pour le traitement des
maladies tumorales (Duke, 2002, Haznagy-Radnai et al., 2006, Heinrich et al., 2004, Hiller et
al., 2000). S. officinalis a des propriétés antiseptique, astringent, tonique, vermifuge, digestif,
légerement sédatif. Faible capacité de piéger les radicaux libres, mais exposées une forte
capacité en vue de réduire les métaux de transition et l'inhibition de I'oxydation des lipides
(Matkowski & Piotrowska, 2006).

Stachys lavandulifolia Vahl espéce a été utilisé comme anxiolytique et sedative en

médecine traditionnelle Iranienne (Amin, 1991).

L’espéce S. neglecta L. connu pour I’action de stimuler la sécrétion biliaire et
hépatique, augmenter la formation de la bile, et de la bilirubine, qui signifie qu’elle possede

une activité cholérétique (Pasechnik et al., 1971).
2.4. Activités biologiques reconnues du genre Stachys

Il est bien prouve que les produits naturels sont une excellente source de structures
chimiques dotées d’une large diversité d’activités biologiques. Au cours des dernic¢res années,
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des études pharmacologiques effectuées sur différents espéces du genre Stachys ont montrés
certains effets comme : anti-inflammatoire, antibactérien, antioxydant et cytotoxique
(Conforti et al., 2009). Autres études biologiques montrent considérable activites
antibactérienne, anti-inflammatoire, antitoxique, anti-néphrétique, anti-hépatique et anti-
anoxie pour quelques especes du genre Stachys (Hayashi et al., 1994 a,b, Savchenko et al.,
1978, Skaltsa et al., 1999, Yamahara et al., 1990, Zinchenko et al., 1981).

Des études biologiques récentes effectuées in vitro et in vivo sur plusieurs extraits et
COmMposés isolés des especes du genre Stachys, notamment
antimicrobienne, antioxydant, anxiolytique et anti-inflammatoire. Stachys alpina, S.
germanica and S. recta ont subi des investigations biologiques en vue de mettre en évidence
d’éventuelles propriétés anti-inflammatoires remarquables (Tundis et al., 2014). Des iridoides
isolés des plantes cité précédemment, 1’aucubine et 1’harpagoside ont démontré des effets
anti-inflammatoires. Des études conduits a la conclusion que les iridoides doivent étre

impliqué dans ’activité anti-inflammatoire (Recio et al., 1994).

Maleki-Dijazi et al. ont mis en évidence le potentiel anti-inflammatoire de I’extrait
hydro-alcoolique de S. schtschegleevii (Maleki-Dijazi et al. 2008). Dans ce contexte, cette
activité est liée a la présence phényléthanoides glucosilés : I’actéoside et bétonyoside F, ainsi
d’autres six flavonoides : apigénine-7-O-B-glucopyranoside, apigénine-7-O-[6"(E)-p-
coumaroyl]-B-D-glucopyranoside, chrysoériol-7-O-[6"(E)-p-coumaroyl]-B-D-
glucopyranoside, cirsimaritine, 3’-hydroxy-isoscutellareine-7-O-(6"-acétyloxy)-b-
allopyranosyl-(1"—2")-B-D-glucopyranoside, xanthomicrol (Nazemiyeh et al., 2006). La
majorité d’entre eux concernent surtout des effets anti-inflammatoires et anti-nociceptive in
vivo (Kpeli et al., 2007).

D’autre étude effectuée sur les deux extraits acétone et méthanol de S. byzantina
montre que cette plante joue un réle important dans 1’inhibition des douleurs ainsi dans le
processus inflammatoire (Khanavi et al., 2005).

L’extrait hydro-alcoolique de S. inflata révéle action anti-inflammatoire et anti-
nociceptive chez les rats (Maleki et al., 2001).

Les feuilles de S. sylvatica collectée de plusieurs régions a Kossovo révelent une
activité anti-oxydante avec le DPPH" (Tundis et al., 2014).

L’extrait aqueux de S. iberica montre une activité anti-oxydante in vitro (Tepe et al.,

2011). Cette plante révéle une bonne activité anti-oxydante avec 1’acide linoléique (88,14%)
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a la concentration de 2 mg/mL, par contre elle a montré une activité moins avec la méthode de
chelation des ions ferreux (46,63% a 1,0 mg/mL et 33,14%a 2 mg/mL respectivement)
(Tundis et al., 2014).

Des études antérieures ont montré la présence de phényléthanoides glucosilés tels
que acteoside , martinoside et forsithoside B comme les principaux constituants de S. plumosa
(Bankova et al., 1999). Ces composés se sont révélés d’étre de puissants antioxydants
(Aligianis et al., 2003).

L'activité anti-oxydante in vitro de l'extrait méthanolique obtenue des parties
aériennes de S. spruneri a été étudié avec 20 autres plantes appartenant a la famille des
Lamiacées et trouvé d'étre actif en tant que le a- tocophérol (Couladis et al., 2003).

En médecine traditionnelle Iranienne, S. lavandulifolia a été utilisé en tant que
anxiolytique et sédative et que I’extrait hydro-alcoolique de cette derniére possede une
activité anxiolytiqgue accompagnée par une diminution de l'activité sédative (Rabbani et al.,
2005).

2.5. Métabolites secondaire du genre Stachys
La recherche bibliographique réalisée sur le genre Stachys montre sa richesse en

composés phénoliques de type flavonique (Tableau 2), iridoides (Tableau 3) terpénique
(Tableau 4 et 5).

2.5.1. Flavonoides

Les flavonoides sont des composeés largement répandus dans le genre Stachys, ce sont
des marqueurs chimiotaxonomiques, leur importance biologique a été largement démontrée.
Le tableau suivant (Tableau 2) résume quelques flavonoides isolés de plusieurs especes du
genre Stachys.

Tableau 2 : Quelques flavonoides isolés du genre Stachys

Flavonoides Espéces Référence

Apigeénine (25) S. aegyptiaca L. El-Ansari et al., 1991

S. ionica Meremeti et al., 2004

S. officinalis L. Kobzar & Nikonov, 1986
Lutéoline (31) S. aegyptiaca L. El-Ansari et al., 1991

S. neglecta L. Zinchenko, 1969
Salvigénine (14) S. ionica Halacsy Meremeti et al., 2004

S. swainsonii subsp. argolica Skaltsa et al., 2006
Xanthomicrol (27) S. schtschegleevii Sosn. Nazemiyeh et al., 2006

S. swainsonii subsp. argolica Skaltsa et al., 2006
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Cirsimaritine (71)

S. schtschegleevii Sosn.

Nazemiyeh et al., 2006

Casticine (72)

S. ionica Halacsy

Meremeti et al., 2004

Penduletine (73)

S. swainsonii subsp. Swainsonii

Skaltsa et al., 2006

Naringénine (59)

S. aegyptiaca L.

El-Ansari et al., 1995

Vicénine-2 (74)

S. aegyptiaca L.
S. palustris L.

El-Ansari et al., 1991
Marin et al., 2004

2.5.2. Iridoides :

Les iridoides appartiennent a la classe des monoterpénes, la plupart des terpénes isolés

(71) R:= R;= OMe, R3= R=Rs=R¢=H

(72)  R:= Ry= Rs= Re= R;= OMe, R3=H, Rs= OH
(73) R:= R;= R= OMe, Rs=Rs= R;= H, R;=OH
(74) R:= Rs= GIc, R,=Rg=OH, R,= Rs= R=H

du genre Stachys sont des diterpéns bicycliques. Le tableau suivant (Tableau 3) résume les

iridoides isolés du genre Stachys.

Tableau 3 : Les iridoides isolés du genre Stachys (Tundis et al., 2014).

Iridoide Plante Reéference
Harpagide (75) S. alpina Haznagy-Radnai et al., 2012
S. corsica Serrilli et al., 2005
S. germanica Haznagy-Radnai et al., 2006
S. germanica subsp. salvifolia | Venditti et al., 2013a
S. glutinosa Serrilli et al., 2006
S. grandidentata Mufioz et al., 2001
S. palustris Haznagy-Radnai et al., 2008
S. recta Haznagy-Radnai et al., 2012
S. spinosa Kotsos et al. , 2001
7-B-Hydroxy-harpagide S. germanica subsp. salvifolia | Venditti et al., 2013a
(76)
Ajugol (77) S. germanica subsp. salvifolia | Venditti et al., 2013a
S. grandidentata Mufioz et al.,2001
S. spinosa Kotsos et al.,2001
5-Allosylloxy-aucubine S. germanica subsp. salviifolia | Venditti et al., 2013a
(78) S. glutinosa Serrilli et al., 2006
S. lavandulifolia Delazar et al., 2011
Ajugoside (79) S. alpina Haznagy-Radnai et al., 2012
S. germanica Haznagy-Radnai et al., 2006
S. recta Héznagy-Radnai et al., 2012
Aucubine (80) S. alpina Haznagy-Radnai et al., 2012
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S. germanica Haznagy-Radnai et al., 2006
S. palustris Héznagy-Radnai et al., 2008
S. recta Haznagy-Radnai et al., 2008
Acetylharpagide (81) S. alpina Héznagy-Radnai et al., 2012
S. corsica Serrilli et al., 2005
S. germanica Haznagy-Radnai et al. 2006, 2012
S. glutinosa Serrilli et al., 2006
S. recta Haznagy-Radnai et al., 2012
Harpagoside (82) S. alpina Héaznagy-Radnai et al., 2012
S. germanica Héznagy-Radnai et al., 2006
S. recta Héaznagy-Radnai et al., 2012
Monomelittoside (83) S. glutinosa Serrilli et al., 2006
S. grandidentata Mufioz et al., 2001
Catalpol (84) S. grandidentata Mufioz et al., 2001
Stachysoside E (85) S. lanata Murata et al., 2008
Stachysoside F (86) S. lanata Murata et al., 2008
Stachysoside G (87) S. lanata Murata et al,. 2008
Stachysoside H (88) S. lanata Murata et al,. 2008
Acide 7-O-Acetyl-8-épi- S. spinosa Kotsos et al., 2001
loganique (89)
Allobetonicoside (90) S. glutinosa Serrilli et al., 2006
S. macrantha Calis et al. 1992

OGlu

OGlu

OGlu

(75)

R=H, R,=H

(76)

R=0OH, R1=H

(81)

R=H, R;=Ac

(82)

R=H, Ry=cinnamoyle

(77)

R=H

(79)

R=Ac

(80)

R=H, R,=H

(78)

R=OH, Ry=H

(83)

R=H, R1=Ac
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X o
HO OH HO, ¥
OH \
" OGlu
(85)
OH HO, o
oF X (86) R=R,=H, R;=0-p-(Z)-coumaroyl
! (87) R=R;=H, R,=0-p-(E)-coumaroyl
(88) R= 0O-p-(E)-coumaroyl, R;= R,=H

OGlu

OAc

(89) (90)
2.5.3. Terpenoides :

Le tableau suivant (Tableau 4) résume quelques diterpenoides isolés du genre Stachys.
Tableau 4 : Les diterpenes isolés du genre Stachys.

Diterpénes Espéces Référence
Stachysolone (91) S. annua Orgiyan et al., 1969, Popa et al.,
1972a, Popacetal., 1972b

S. aegyptiaca | Melek et al., 1992
Diacetyl-stachysolone (92) S. annua Popaetal., 1972a

S. recta Adinolfi et al., 1984
7-monoacetyl-stachysolone (93) S. annua Popaetal., 1972a

S. recta Adinolfi et al., 1984
13-monoacetyl-stachysolone (94) S. annua Popaetal., 1972a

S. recta Adinolfi et al., 1984
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Annuanone (95)

S. annua

S. atherocalix

Orgiyan et al., 1970, Popa et al.,
1974a, Derkach, 1998
Derkach, 1980

S. balansae Derkach, 1980
S.iberica Derkach, 1980
S. inflata Derkach, 1980
S. palustris Derkach, 1980
S. silvatica Derkach, 1980
Stachylone (96) S. annua Orgiyan et al., 1970; Popa et al.,

S. atherocalix

1974b; Derkach, 1998
Derkach, 1980

S. balansae Derkach, 1980
S.iberica Derkach, 1980
S. inflata Derkach, 1980
S. palustris Derkach, 1980
S. silvatica Derkach, 1980
Stachone (97) S. annua Orgiyan et al., 1970; Popa et al.,

S. atherocalix

1974b; Derkach, 1998
Derkach, 1980

S.iberica Derkach, 1980

S. inflata Derkach, 1980

S. palustris Derkach, 1980

S. silvatica Derkach, 1980
Acide stachysique (98) S. silvatica Popa et al., 1974c
6p-hydroxy-ent-kaur-16-éne (99) S. silvatica Popa et al., 1974c
6p,18-dihydroxy-ent-kaur-16-ene (100) S. silvatica Popa et al., 1974c
Acide 3a-acetoxy-19-kaur-16-én-oique (101) | S. lanata Piozzi et al., 1980
Acide 3a-hydroxy-19-kaur-16-én-oique (102) | S. lanata Piozzi et al., 1980
3a,19-dihydroxy-ent-19-kaur-16-éne (103) S. lanata Piozzi et al., 1980
Bétolide (104) S. officinalis Tkachev et al., 1987, Miyase et al.,

1996

S. germanica Bankova et al., 1999

S.silvatica Bankova et al., 1999

S.thracica Bankova et al., 1999

S. plumosa Bankova et al., 1999
Bétonicolide (105) S. officinalis Miyase et al., 1996
Bétonicoside A (106) S. officinalis Miyase et al., 1996
Bétonicoside B (107) S. officinalis Miyase et al., 1996
Bétonicoside C (108) S. officinalis Miyase et al., 1996
Bétonicoside D (109) S. officinalis Miyase et al., 1996
Roséostachénone (110) S. rosea Fazio et al., 1992
Roseostachone (111) S. rosea Fazio et al., 1992
Roséostachénol (112) S. rosea Fazio et al., 1994a
Roseéotétrol (113) S. rosea Fazio et al., 1994a
13-épi-sclareol (114) S. rosea Fazio et al., 1994a
Ribénone (115) S. mucronata | Fazio et al., 1994b
Ribéol (116) S. mucronata | Fazio et al., 1994b
(+)-6-déoxyandalusol (117) S. plumosa Paternostro et al., 2000

S. ionica Piozzi et al., 2002
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S. distans Piozzi et al., 2002
(+)-13-épijabugodiol (118) S. plumosa Paternostro et al., 2000
(+)-plumosol (119) S. plumosa Khanavi et al., 2005
Phytol nonadécanoate (120) S. byzanthina | Buil et al., 1981

(95)

(91)

R]_:H, R2:H

(92)

Ri=Ac, R,=Ac

(93)

Ri=Ac, R,=H

(94)

Ri=H, R,=Ac

OH

(99) R=CHjs, (100) R=CH,0H

(98)

(101) R;=OAc, R,=COOH

(102) R,=OH, R,=COOH

(103) R1:OH, RZZCHon
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O

CH,OH

OH

(105)

(106) R:=Glu, R,=H, Rs=Glu

(107) R1:G|U, R,=H, R3=H

(108) R1:H, RZZH, R3:G|U

(109) R;=H, R,=Glu, Rs=H

OAc
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PN O N

(0]

Y

n=16 o)

(120)

2.5.4. Triterpénoides :

Quelques triterpénes sont répertoriés dans le genre Stachys (Tableau 5).

Tableau 5 : Triterpénoides isolés du genre Stachys

Triterpenes Espéces Référence
o-Amyrine (121) S. palustris L. Ross & Zinchenko, 1975
Acide oléanolique (18) S. spinosa L. Kotsos et al., 2007
Acide ursolique (17) S. sylvatica L. Janicsék et al., 2006

S. officinalis (L.) Trevis
Stachyssaponins (122) S. riederi Chamisso Yamamoto et al., 1994

OH

OH

(121) R = a-L-arabinopyranosyl (122)
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3.1. Introduction

La famille des Lamiaceae est tres répondue en Algérie. Le genre Thymus contient plus
de 400 especes répartie dans la Méditerranée et en Iran; 26 especes poussant en Algérie
(Quezel & Santa, 1962). Il regroupe un grand nombre d’espéces, sous-especes et variétés de
plantes sauvage. Plusieurs de ces especes sont caractéristiques de 1’aire méditerranéenne.
Leurs huiles essentielles sont largement utilisées dans la médecine alternative grace a leurs
propriétés antiseptiques, antispasmodiques et antimicrobienne (Panizzi et al., 1993, Van Den
Broukce et al., 1981).

3.2. Caractéristiques botanique de Thymus

Les plantes du genre Thymus sont sous-ligneuses, odorantes, avec des feuilles
contractées, calice tubuleux a 2 lévres, la supérieure a 3 et l'inférieure a 2 dents, ciliées
dentées. L’espéce Thymus dreatensis Batt. est tres gazonnante avec des rameaux floriferes
courts et des fleurs roses. Les tiges prostrées longuement rampantes. Leurs feuilles sont

ovoides, moins de 2 fois plus longues (Quezel & Santa, 1962).

3.3. Utilisation en médecine traditionnelle du genre

Les plantes du genre Thymus sont utilisées en médecine traditionnelle pour leurs
propriétés biologiques et pharmacologiques. Les feuilles et les fleurs de ce genre sont
largement utilisées pour leur propriétés : tonique, antiseptique, antitussif et carminatif aussi
bien que pour le traitement des rhumes (Amin, 2005; Zargari, 1990). Les huiles essentielles
et les extraits du genre Thymus ont des utilisations pharmaceutique, cosmétologie, 1’industrie
de parfumerie ainsi que dans I’assaisonnement et dans la préservation de plusieurs aliments
(Bauer et al., 1997). Ce genre est connu localement sous le nom de : Zaatar, il est utilisé en
médecine traditionnelle algérienne comme expectorant, antitussif, anti-bronchiolite,

antispasmodique, anthelminthique, carminatif et diurétique (Kabouche et al., 2005).
3.4. Activités biologiques reconnues du genre Thymus

Plusieurs études réalisées sur le genre Thymus ont montré leurs activités antiseptique,
carminatif, antimicrobienne et antioxydante (Baranauskiene et al., 2003; Stahl-Biskup et al.,

2002; Stahl-Biskup et al., 2004). Des études récentes ont montre que les especes du genre
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Thymus ont une forte activité antibactérienne, antifongique, antivirale, antiparasitaire,

spasmolytique et antioxydante (Stahl-Biskup et al., 2002).
3.5. Travaux antérieurs sur les huiles essentielles du genre Thymus

Un grand nombre d’espéces de Thymus ont fait, & ce jour, l'objet d'études chimiques sur
les huiles essentielles. Le thymol et le carvacrol sont les principaux composes phénoliques
trouvés dans les huiles essentielles de ce genre, ainsi que le p-cymene, le 1,8-cinéole, le
linalool et d’autres monoterpenes. Les espéces peuvent étre regroupées selon des chémotypes

le thymol et son isomére le carvavrol avec d’autres composés.

e Chémotype 1 : Huile riche en thymol et/ou carvacrol.

o Chémotype 2 : Huile riche en p-cyméne et/ou y-terpinéne.
o Chémotype 3 : Huile riche en p-phéllandréne.

e Chémotype 4 : Huile riche en a-terpinéol.

e Chémotype 5 : Huile riche en linalool.

o Chémotype 6 : Huile riche en bornéol/1,8-cinéole.

o Chémotype 7 : Huile riche en a-terpinéne, f-O-cymene.
o Chémotype 8 : Huile riche en camphre.

o Chémotype 9 : Huile riche en géraniol.

La recherche bibliographique réalisée sur les huiles essentielles du genre Thymus montre

les chémotypes thymol ou carvacrol et autres (Tableaux 6-14).
Chémotype 1 : Huiles riches en thymol et/ou carvacrol.

Il est intéressant de noter que le thymol et le carvacrol sont les composés les plus
communs dans plusieurs especes de ce genre. Ces especes (Tableau 6), collectés des
différents pays du monde montrent des concentrations de thymol varient de 13 a 80 % et celle

du carvacrol de 6 a 82 %.

Tableau 6 : Huiles essentielles riches en thymol et/ou carvacrol.

Espéces (Origine) Thymol Carvacrol
T. ciliatus (Algérie) | Bousmaha-Marroki et al., 2007 - 80.3
Jamshidi et al., 2006 13.9 82.0
T. kotshyanus (lran)
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Kizil et al., 2006 41.6 -
T. lanceolatus Nouasri et al., 2015 80.2 6.2
(Algérie)
T. marshallianus Durnova et al., 2014 54.6 -
(Russie)
T. algeriensis (Lybie) | Giweli et al., 2013 385 -
T. praeocox Avci et al., 2011 48.1 22.2
(Turquie)
T. pulegiodes Salas et al., 2011 13.9 -
(Espagne)
T. quinquecstatus | Yang et al., 2004 28.5 11.4
(Chine)

Chémotype 2 : Huiles riches en p-cyméne et/ou y-terpinéne.

Un trés grand nombre des espéces du genre Thymus se composent au moins de 2 sur 4
composés suivants : thymol et/ou Carvacrol et p-cymeéne et/ou y-terpinene. Les 36 especes

(Tableau 7) du genre Thymus se répartissent comme suit dans le monde :

e Algérie : 7 espéces.

e [Espagne : 5 espéces

e lIran: 4 espéces.

e Chine : 3 especes.

e Turquie et Inde : 2 especes.

e ltalie, Tunisie, Grece, Roumanie, Maroc, Estonie, Allemagne, Cuba, Yémen : 1

espece.

La présence du thymol est grande dans la plupart des plantes par rapport a son isomere le
carvacrol. On trouve que les 6 espéces suivantes : T. numidicus, T. palloscens T. capitatus T.
pulegiodes, T.capitatus et T. pallescens (Algeérie, Espagne et Roumanie) ont comme composé
majoritaire le carvacrol. En outre, toutes ces plantes paraient riche en p-cymene sauf les 3

especes : T. vulgaris et T. migricus poussant en Iran et T.capitatus (Espagne).

Tableau 7 : Huiles essentielles riches en p-cyméne et/ou y-terpinene

Espéces (Origine) Thymol Carvacrol | p-Cymeéne | y-Terpinéne
Laouer et al., 2009 68.0 - 5.8 8.5
T. numidicus
(Algérie) Hazzit et al., 2007 - 28.1 8.0 -
Dob et al., 2006 29.3 - 15.9 21.7
T. fontanesii
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(Algérie) Kabouche et al., 2005 67.8 - 13.0 15.0
T. palloscens Hazzit et al., 2009 - 65.0 15.1 174
(Algérie)
T. ciliatus Kabouche et al, 2009 79.1 - 5.6 -
(Algérie)
T. daenensis Barazandeh et al., 2007 51.3 9.2 7.6 10.1
(Iran)
T.carmanicus | Nejad Ebrahimi et al., 2008 6.0 68.0 8.9 8.0
(Iran)
T. munbyanus Chikhoune et al., 2015 52.0 5.2 85 11.0
(Algérie)
T. capitatus Casiglia et al. 2015 - 81.2 22.8 34.4
(Espagne)
T.pallescens Benchabane et al., 2015 75 68.2 10.3 9.1
Italie)
T.numidicus Kouch et al., 2014 77.5 - 10.1 6.3
(Algérie)
T. cappadocicus | Albayrak et al., 2013 70.8 - 9.5 9.2
(Turquie)
T. capitatus Mkaddem et al., 2010 89.1 - 5.0 -
(Tunisie)
T. longiculis Sarikurku et al., 2010 27.6 - 19.3 27.8
(Turquie)
T. linearis Verma et al., 2010 66.6 - 21.6 12.4
(Inde)
T. zygiodes Tzakou et al., 2008 19.5 - 19.4 17.2
(Grece)
T. pulegiodes Pavel et al., 2010 - 62.2 7.1 9.9
(Roumanie)
T. broussonetti El-ouariachi et al., 2014 60.5 - 8.5 9.5
(Maroc)
T. vulgaris Alizadeh et al., 2013 45.2 5.1 - 12.9
(Iran)
T. guyoni Lehbilietal., 2013 19.5 55.5 6.2 -
(Algérie)
T. pulegiodes Miao et al., 2011 25.6 - 16.4 31.7
(Espagne)
T. quinquecostatus | Borai et al., 2010 20.8 16.5 15.6 -
(Chine)
T. vulgaris Mkaddem et al., 2010 30.6 41.1 11.2 9.5
(Estonie)
T. vulgaris Laouer et al., 2009 475 - 27.8 16.8
(Espagne)
T. marschallianus | Jia etal., 2010 28.0 - 7.7 18.0
(Espagne)
T.proxinus 32.9 - 25.4 22.4
(Espagne)
T. vulgaris Gerhard et al., 2008 49.6 - 16.4 8.0
(Allemagne)
T. vulgaris Martinez-Perez et al., 2007 37.0 - 62.1 -
(Cuba)
T. ciliatus Ghorab et al., 2013 54.9 - 6.6 11.3
(Algérie)
T.capitatus Condurso et al., 2013 - 72.8 - 6.4
(Espagne)
T. pallescens Hazzit et al., 2013 - 44.0 11.0 10.5
(Algérie)
T. vulgaris Moghtader 2012 32.6 8.3 16.6 12.6
(Iran)
T. vulgaris Almagqtari et al., 2011 51.3 - 18.3 -
(Yémen)
T. migricus Yavari et al., 2010 55.6 - - 16.7
(Iran)
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T. sperllum Verma et al., 2010 36.6 - 12.5 134
(Inde)
T. proximus Jiaetal., 2010 32.9 - 254 22.4
(Chine)
T. marschallianus 28.0 - 7.7 18.0
(Chine)

Chémotype 3 : Huiles riches en B-phéllandrene.

D’apres le Tableau 8 qui résume les especes de Thymus riches en B-phéllandrene, on peut
observer que les plantes poussant en Iran: T. persicuss, T. x-prolock, T. eriocalyx et T.
longicaulis  (Kosovo) sont riches en hydrocarbure monocyclique le B-phéllandréne. Ainsi

que ces huiles sont constituées du thymol qui existe dans toutes ces plantes.

Tableau 8 : Huiles essentielles riches en f-phéllandrene.

Espéces (Origine) Thymol | Carvacrol | p-Phéllandréne | y-Terpinéne | 1,8-Cinéole | Linalool
T. persicuss Meshkatalsadat et al. 10.3 25.7 11.6 5.6 5.2 -
(Iran) 2006
T. x-prolock | Rasooli et al., 2005 317 - 38.7 - -
(Iran)
T. x-prolock 63.8 - 13.3 - -
(Iran)
T. longicaulis | Hatipi et al., 2013 15.2 12.6 19.1 - 14.2 9.2
(Kosovo)

Chémotype 4 : Huiles essentielles riches en a-terpinéol.

Les huiles essentielles de quelques espéces de ce genre sont riches en alcool

monocyclique le : a-terpinéol, on trouve que I’espéce T. caespititus poussant en Chine a
comme composant majoritaire le a-terpinéol (41.1%) par contre les autres espéces, contient
d’autres composants comme le thymol qui est présent dans T. pubescens (19.1%) et T.
vulgaris (41.3%), le carvacrol se trouve dans une seule espéce T. pubescens (32.1%)
(Tableau 9).

Tableaux 9 : Huiles essentielles riches en a-terpinéol.

Espéces (Origine) Thymol | Carvacrol | e-Terpinéol | p-Cyméne | Géraniol

T. pubescens | Morteza-Semnani et al., 2006 19.1 32.1 14.6 6.1 -
(Iran)

T.vulgaris | Miladi et al., 2013 41.3 - 24.1 - -
(Gréce)

T. daenensis | Sabahi et al., 2013 - - 10.1 - 63.7
(Iran)

T. caespititus | Miao et al., 2011 - - 41.1 - -
(Chine)
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Chémotype 5 : Huiles essentielles riches en linalool.

Un autre alcool monterpénique le linalool, présent dans 3 espece de T. numidicus
collecté du Nord algérien (5.4%, 11.5% et 17.2%), ainsi que le thymol (54.1%, 68.2% et
23.9%) (Tableau 10).

Tableau 10 : Huiles essentielles riches en linalool (1).

Espéces (Origine) Thymol | Carvacrol | Linalool | p-Cyméne
T. numidicus Kabouche A et al., 2005 68.2 16.9 115 -
(Algérie)
T.numidicus | Benayache et al., 2014 54.1 - 5.4 15.3
(Algérie)
T. vulgaris Abedini et al., 2014 10.6 57.3 11.8 -
(Iran)

Le grand pourcentage du linalool (63.7%) a été observé dans I’huile essentielle de la
plante T. fedisehenkoi (Iran), suivis par la méme espéce : T. zygis d’Ibérie (30.0%), et
d’Espagne (30.0%). On observe dans le tableau 7, I’huile essentielle de la méme espece T.
zygis d’Espagne et d’Ibérie ont la méme composition : thymol (20.8%, 23.8%), carvacrol
(22.0%, 25.0%), linalool (25.0%, 30.0%), géraniol (10.8%, 19.8%) et acétate de géranyl
(15.8%, 20.9%) respectivement.

Tableau 11 : Huiles essentielles riches en linalool (2).

Espéces (Orlglne) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
T. citriodorus Wu et al. , 2013 14.4 - 288 | 82 | 51 |8
(Chine)
T. numidicus Zeghib et al., 2013 239 | 6.0 - 17.2 - -| 114
(Algérie)
T. zygis Goncalves et al., 2010 20.8 | 22.0 - 25.0 - - - 10.8 | 158
(Espagne)
T. zygis Goncalves et al., 2010 23.8 | 25.0 - 30.0 - - - 19.8 | 20.8
(Ibérie)
T. comphoratus Miguel et al., 2005 - - - 17.0 - - - - - 11.0
(Italy)
T. fedisehenkoi Khorshidi et al., 2014 - - - 63.7 - - - - - - 10.2
(Iran)

1: Thymol, 2: Carvacrol, 3: Bornéol, 4: Linalool, 5: Camphre, 6: 1-méthyl-4[a-hydroxy-
isopropyl]cyclohexene, 7 :0-Cymene, 8 : Géraniol, 9 : Acétate de géranyl, 10 : 1,8-Cinéole, 11 : a-Terpinéol.

Chémotype 6 : Huiles essentielles riches en bornéol et / ou 1,8-cinéole.
D’apres le tableau 13, on trouve 3 especes riches en bornéol : T. quinquecstatus

(12.1%), T. vulgaris (6.6%), T. algeriensis (23.5%), et 3 d’autres espéces riches en 1,8-
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cinéole : T. mastichina (15.3%), T. persicuss (21.1%), T. eriocalyx (9.8%). Les autres huiles

essentielles sont constituées du bornéol et le 1,8-cinéole.

Tableau 12 : Huiles essentielles riches en bornéol/1,8-cinéole.

ESpéCGS (Origine) Thymol | Carvacrol | Bornéol 1,8- p- Y- O- a-
Cinéole | Cymene Terpinéne | Cymeéne | Pinéne
T Chenetal, 12.2 9.0 12.1 - 17.4 - - -
quinquecstatu
s (Chine) | 2009
T.eriocalyx | Kucukbayetal., | 79.0 - 11.9 9.8 - - - -
(Turquie)
2010
T. mastichina | Bentes et al., - 75.0 - 15.3 - - - -
(Italie)
2009
T. Ahmadi et al, | 6.7 50.4 6.4 8.0 - - - -
kotschyanus
(Iran) 2015
T.palludis | Elbouchttaouiet | 10.3 25.7 36.6 5.6 5.2 - - -
(Maroc)
al., 2014
T.vulgaris | Nezhadali et 454 - 6.6 - - 6.9 134 -
(Iran)
al., 2012
T. daenensis | Teimour et al., 298 13.6 6.8 5.8 11.3 - - -
(Iran) 2012
T. algeriensis | Ait-ouazzou et - - 23.5 - - - - -
(Maroc)
al., 2011
T. persicuss | Ben et hadj et - - - 21.1 - - - 21.3
(Iran)
al., 2012
T.eriocalyx | Kuchkbayetal.,, | 47.8 - - 9.8 - - - -
(Turquie)
2010
T. Capitelatus | Salgueiro et al., - - 19.5 47.5 - - - -
(Italie)
2006
T.linearis | Zhigzhitzhapova - 28.3 13.3 - 27.8 14.3 - -
(nde) | et al, 2008

Chémotype 7 : Huiles essentielles riches en a-terpinéne, B-O-cyméne.
L’ a-terpinéne, B-O-cymeéne sont present dans les huiles essentielles (Tableau 13), on
remarque que les 2 especes poussant au Maroc ont identiques, T. ciliatus et T. zygis. Les

grands pourcentages (22.9% a 44.2 %) ont été obtenus pour le thymol dans les 4 especes.
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Tableau 13 : Huiles essentielles riches en a-terpinéne, f-O-cymene.

Espéces (Origine) Thymol | Carvacrol a-Terpinéne | B-O-Cymene p- O-Cyméne
Cymene

T. capitatus | Hazzit et al., 2009 229 50.2 20.2 - - -
(Maroc)

T.ciliatus | El Ajjouri et al., 2010 44.2 - 12.3 25.8 - -
(Maroc)

T.zygis | Amarti et al., 2011 33.0 - 12.3 25.8 - -
(Maroc)

T.pracox | Ozenetal., 2010 40.3 25.7 36.6 5.6 5.2 13.6
(Turquie)

Chémotype 8 : Huiles essentielles riches en camphre.

La cétone bicyclique : le camphre, a été remarqué dans quelques espéces, ces dernieres

ont été cultivées au Nord d’Afrique, en Algérie : T. algeriensis et au Maroc : T. ciliatus, avec

d’autres composant.

Tableau 14 : Huiles essentielles riches en camphre

Especes (Origine) a-Pinéne | Camphre | Neérol | Néral | Bornéol | Camphéne | Nérolidol | Viridiflorol
T El Ajjouri et al., 20.5 27.5 83 | 93 - - -
algeriensis
(Maroc) 2010
T. Hamdani et al., - 15.7 - - 28.0 20.9 - -
algeriensis
(Algérie) | 2015
T.ciliatus | Chibani et al., 2013 8.7 75 - - - 6.9 16.0
(Algérie)

Chémotype 9 : Huiles essentielles riches en géraniol.

Le grand pourcentage du géraniol a été observé dans 1’espéce T. glarescens de

Roumanie (55.5%) suivis par T. ciliatus d’Algérie (45.5%). L’espeéce T. algeriensis (Algérie)

ressemble a celle d’Iran, T. daenensis, ou le nérol et néral sont absent dans la premiere.

Tableau 15: Huiles essentielles riches en géraniol.

Espéces (Origine) Géraniol Acétate de Nérol | Néral | Géranial | Acétate de -
Géranyl néryl Bisaboléne
T. algeriensis | Pavel et al., 55 - 8.3 9.3 - - -
(Maroc)
2010
T. algeriensis | Hashemi et 37.2 18.7 - - 11.2 - -
(Algérie)
al., 2010
T. citrodorus | Omidbaigi et 45.5 - 5.2 | 101 13.9 - -
(Iran)
al., 2005
T. daenensis | Hashemi et 37.2 18.7 8.3 9.3 11.2 - -
(Iran)
al., 2010
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T.glarescens | (Pavel et al, | 555 - - - - 11.1 6.7
(Roumanie) 2010).

2.5. 1. Généralités sur les huiles essentielles
Les médications traditionnelles et l'utilisation des plantes en médecine empirique ont
souvent été a l'origine de recherches scientifiques de haut niveau. Dans la plupart des cas, ces
recherches aboutissent a la découverte de substances présentant un intérét thérapeutique
considérable (zhiri & Baudoux 2005). De nombreuses plantes produisent des huiles
essentielles qui leur donnent leur parfum et jouent un rdle important dans la préservation de la
plante.

Les huiles essentielles sont des arébmes composees par des molécules aromatiques
d’origines végétales présentant une trés grande diversité de structure. Leurs compositions
essentiellement de monoterpenes et de sesquiterpénes et leur dérivés oxygénés, ayant un point
d'ébullition compris entre 150 a 300 °C (Geed et al., 2014). Les huiles essentielles se trouvent
dans D’écorce, les fruits, les fleurs, les feuilles, les racines, les graines, ou le bois des
plantes. Cependant, ces huiles essentielles sont obtenues avec des rendements trés faibles (de
I’ordre de 1%) ce qui en fait des substances fragiles. Elles sont un mélange complexe de
composants chimiques synthétisés par les plantes durant leur croissance et relachées par la

plante sur une période de temps plus ou moins longue, lui conférant son odeur caractéristique.

L’homme a pu obtenir ces composants aromatiques par 1’extraction des huiles
essentielles. Tout procédé d’extraction est basé sur la différence de solubilité des substances
d’un mélange dans un solvant. Le mélange a extraire peut étre solide ou liquide et le solvant
liquide ou fluide supercritique. Aussi, plusieurs techniques d’extraction peuvent étre mises en
ceuvre pour extraire les principes actifs des plantes, toujours trés recherchés pour toutes sortes
d’application en alimentaire, cosmétique et pharmacie. Parmi les techniques conventionnelles,

on trouve :

3.5. 2. Méthodes d’extractions

3.5.2.1. L’hydrodistillation

L’hydrodistillation est une méthode d’extraction dont le rdle est d’entrainer les
composés volatiles des produits naturels avec la vapeur d’eau. Ce procédé est aussi appelé

« entrainement a la vapeur ». Selon I’étymologie du mot, composé de hydro- en grec « eau »
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et de - distillation qui vient du latin stilla, « goutte » et de distillare (latin savant), « tomber
goutte a goutte », il semble donc que cette technique soit trés ancienne.

L'hydrodistillation consiste a récupérer les huiles essentielles contenues dans les
veégétaux par de la vapeur d'eau. La matiere premiére aromatique naturelle est mise dans un
alambic rempli d'eau qui est ensuite porté a ébullition. Sous I'action de la chaleur, les cellules
végetales eclatent et libérent les molécules odorantes qui sont entrainées par la vapeur d'eau
formée. Elles passent dans un réfrigérant pour y étre condensées par refroidissement. La

séparation de I'eau et de I'huile essentielle se fait par différence de densité (décantation).

Figure 2 : L’hydrodistillation
3.5.2.2. Extraction par micro-ondes

La chauffe par micro-ondes s’effectue de I’intérieur vers I’extérieur. Cette
particularité entraine une extraction des principes actifs végétaux par surpression interne et
effet osmotique, ce qui permet une extraction tres efficace, trés rapide, avec un treés haut
rendement d’extraction, sans solvant et une grande concentration des extraits. L’extraction
par micro-ondes peut étre directe ou assistée a la vapeur, a I’eau ou a un solvant, sous pression
ou sous vide, sous atmosphére contrdlée (azote). Cette extraction peut prendre quelques

minutes au lieu des heures (Li et al., 2014).

Réfrigéranta
air

Huile essentielle

N\
b

Figure 3 : Extraction par micro-onde.
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3.5.2.3. Extraction par le gaz supercritique

L’extraction avec un fluide supercritique en utilisant du CO, en tant que solvant est
aussi appelé la « technologie propre » ou « la technologie verte » durant le dernier siécle, qui
a montré un intérét croissant dans 1’extraction de molécules bioactives naturelles de plantes en
utilisant le gaz supercritique comme solvant alternatif. Le CO, supercritique présente de
nombreux avantages, sa température abordable et sa stabilité permettent d’assurer la qualité
du produit. Cette technique permet d’effectuer ’extraction a température voisine a

I’ambiante, empéchant ainsi dénaturation thermique des substances (Sukhdev et al., 2008).

Stockage du CO; liquide Compresseur Chauffage du CO:

Séparateur

: : Extracteur
Condensateur

Figure 4 : Extraction de 1’huile par CO, supercritique.
3.5.2.4. Extraction assistée par ultrasons

L'action des ultrasons dans les milieux liquides repose sur le phénoméne de
cavitation : création, croissance et implosion de bulles formées lorsqu'un liquide est soumis a
une onde de pression. Il en résulte un choc de pression au voisinage de la bulle et la formation
d'un microréacteur thermochimique a I'intérieur de la bulle.

Dans le but d’améliorer le rendement de ce type d'extraction et la faible
consommation d'énergie, I’extraction assistée par ultrasons a mis au point pour améliorer
I'efficacité et réduire le temps d'extraction. L'effondrement des bulles de cavitation générée
pendant I’extraction conduit a la destruction des glandes des huiles essentielles d’une maniére

a faciliter la libération de cette huile vegétale (Li et al., 2014).
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En plus de I'amélioration du rendement, les huiles essentielles obtenus par
I’extraction assistée par ultrasons ont montrés moins de dégradation thermique avec une haute

qualité et une bonne saveur (Li et al., 2014).

3.5.2.5. Extraction par solvants volatils

La technique d’extraction par solvant, c’est une méthode classique pour I’extraction
solide-liquide : extraction par Soxhlet : L’échantillon entre rapidement en contact avec une
portion de solvant pur, ce qui aide a déplacer I’équilibre de transfert vers le solvant. De plus,
elle ne nécessite pas de filtration aprés extraction et peut étre utilisée quelque soit la matiére
végétale. Ses inconvénients les plus significatifs sont la durée importante d’extraction et la
grande quantité de solvant consommée (devant étre ultérieurement évaporé), ce qui limite sa
rentabilité économique. Il n’y pas de possibilité de travailler & froid, ce qui peut étre génant

avec des substances sensibles a la chaleur.

-
Coolant (H20) out

Condenser ———»
Coolant (H20) in

Paper thimble

Solid material
being extracted

Solvent passes
through the
thimble wall

Figure 5 : Extraction par Soxhlet
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4. Introduction

Parmi les activités biologiques des plantes médicinales, ces derniéres années
I'attention s'est portée sur l'activité antioxydante en raison du réle qu'elle joue dans la
prévention des maladies chroniques telles que les pathologies du cceur, le cancer, le diabéte,
I'nypertension, et la maladie d'Alzheimer en combattant le stress oxydant (Cole et al., 2005;
Liu, 2003; Riboli & Norat 2003). Certaines études ont aussi montré que les antioxydants
peuvent retarder la progression de la maladie d'Alzheimer qui est fréquemment observée chez
les personnes agées (Howes et al., 2003). Beaucoup de plantes ont été utilisées pour leurs
effets antibactériens en médecine traditionnelle dans le monde entier depuis longtemps. Ces
derniéres années les études ont été effectuées sur les plantes médicinales pour trouver des
agents antibactériens en raison de la construction de la résistance des micro-organismes

pathogenes contre les antibiotiques (Kalyoncu, et al., 2006).

4.1. Radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique possédant un électron célibataire, par exemple :

e Lamolécule de I’oxygene O,, qui posséde deux électrons célibataires : O*- 0.

e [’oxyde d’azote NO, un radical peut réactif ne possédant qu’un seul électron sur ses

orbitales. Il est synthétis¢€ a partir d’un atome d’azote et d’une molécule d’oxygene.
Les radicaux libres interviennent dans les phénomeénes du stress oxydant, par la présence d’un
¢lectron célibataire sur un atome d’oxygéne ou d’azote, ceci leur confeére la dénomination
d’especes réactives :
Les espéces réactives de I’oxygene :
On distingue 2 groupes de moléecules réactives : des especes radicalaires et non-

radicalaires (Tableaux 16).

Tableaux 16 : Espéces réactives oxygénées.

Espéces oxygénées réactives radicalaires

Especes oxygénées réactives non-radicalaires

O, : Anion radical superoxyde

0, : Oxygéne singulet

HO," : Radical perhydroxyle

H,0, : Peroxyde d’hydrogene

HO" : Radical hydroxyl

RO," : Radical peroxyle

RO": Radical secondaire alkoxyle

HOCI : Acide hypochlorique
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Les especes réactives azoteées :

Tableaux 17 : Especes réactives azotées.

Especes azotées réactives radicalaires Espeéces azotées réactives non-radicalaires

NO" : Monoxyde d’azote NO; : Dioxyde d’azote

N,O3 : Trioxyde d’azote

NOZ_ . lon nitrate

ONOQ™: Peroxynitrite

4.2. Activite antioxydante

L’utilisation des molécules antioxydantes de synthése est actuellement remise en cause
en raison des risques toxicologiques potentiels. Désormais, de nouvelles sources végétales
d’antioxydants naturels sont recherchées (Suhaj, 2006; Tadhani et al., 2007). En effet, les
polyphénols sont des composés naturels largement répandus dans le régne végétal qui ont une
importance croissante notamment grace a leurs effets bénéfiques sur la santé (Koechlin-
Ramonatxo 2006). Leur role d’antioxydants naturels suscite de plus en plus d’intérét pour la
prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires et cardiovasculaires
(Varban 2009); ils sont également utilisés comme additifs en industrie agroalimentaire,

pharmaceutique et cosmétique (Suhaj 2006).

4.2.1. Les antioxydants

Un antioxydant est une molécule capable d’empécher 1’oxydation d’autres molécules.
Selon Halliwell est toute substance qui, en faible concentration par rapport au substrat
susceptible d’étre oxydé, prévient ou ralentit 1’oxydation de ce substrat (Halliwell &
Gutteridge 1989; Halliwell, 1995; Sies, 1993).

4.2.1.1. Les antioxydants naturels

Certains aliments sont particulierement riches en composés qui possédent des activités

antioxydantes. Ces antioxydants sont :
Vitamine E :

La vitamine E est une vitamine liposoluble recouvrant un ensemble de huit molécules

organiques, quatre tocophérols (a, B, v, 6-tocophérol) et quatre tocotriénols. L'a-tocophérol est
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la forme biologiquement la plus active, ainsi que y-tocophérol est la plus abondante dans

I’alimentation.
HO
0
a-tocophérol
HO
¢}
B-tocophérol
HO
0
y-tocophérol
HO
0
d-tocophérol
Figure 6 : Structures des dérivés de la vitamine E
Vitamine C :

L'acide ascorbique (vitamine C) est considérée comme étant I'un des antioxydants
naturels puissants et moins toxiques (Bendich et al. 1986; Weber et al. 1996). Il est
hydrosoluble et se trouve avec des concentrations élevées dans plusieurs aliments. En
générale, l'acide ascorbique réagit avec les oxydants il peut mettre fin a la chaine des

réactions radicalaires par transfert d'électrons par le transférer d’un seul électron.
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HO OH

Figure 7 : Structure de I’acide ascorbique

Vitamine A :

La vitamine A est une vitamine liposoluble, elle existe sous deux formes : la forme
active de la vitamine A: le rétinol et ses dérivés d’origine animale et les caroténoides
d’origine végétale. La vitamine A est un antioxydant moins puissant que les autres
caroténoides (Mortensen & Skibsted 1997).

Figure 8 : Structure du p-caroténe

Flavonoides :

Les flavonoides sont des composants présents dans la plupart des plantes. Plus de 8000
polyphénoliques, y compris plus de 4000 flavonoides ont été identifiés dans diverses plantes,
et ce nombre est encore en croissance (Beecher, 1999; Harborne et al. 1999). Il a été rapporté
que les flavonoides peuvent agir comme des antioxydants par piégeage des radicaux tels que

les radicaux : superoxyde (02'_) (Hu et al . 1995; Robak & Gryglewski 1988), hydroxyle
(OH.) (Husain et al ., 1987) et I’oxygéne singulet (‘O;) (Takahama 1984).

51



Partie 1

Chapitre 4

Activités biologiques

Ry R, R3 R4 Rs

Apigénine H H H OH H
Lutéoline H H OH OH H

Quercétine OH H OH OH H
Kamphérol OH H H OH H

Figure 9 : Structures de quelques flavonoides

De fagon générale, I’activité biologique des flavonoides est fortement dépendante de la

nature et de la position des substituants, en particulier du nombre de groupement hydroxyles
(Schroeter et al., 2002).

Transfert de proton :

RH

OH

OH O%‘qm
5

M_l+

M

Figure 10 : Mécanisme d’action antioxydante des composés phénoliques (Leopoldini

etal., 2011).
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Les acides phénoliques sont tous les composés organiques possedant au moins une

fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. Les deux groupes essentiels des acides

phénoliques sont I’acide benzoique et I’acide cinnamique (Tableau 18), (Gulgin 2012).

L'activité antioxydante des acides phénoliques et leurs dérivés dépend du nombre et

de la position des groupements hydroxyles liés au cycle aromatique et le type de substituant

(Rice - Evans et al., 1996, Sroka & Cisowski 2003) .

Tableau 18 : Classification des acides phénoliques.

Acides Phénoliques

OH

Dérivés d’acide benzoique

Dérivés d’acide cinnamique

Acide gallique

Acide caféique

Acide p-benzoique

Acide p-coumarique

Acide -dihydrobenzoique

Acide rosmarinique

Acide vanillique

Acide ferulique

Acide synergique

Acide sinapique

Acide protocatechique

Acide chlorogénique

4.2.1.2. Les antioxydants de synthése

Les antioxydants de synthése les plus connus sont les composés phénoliques tels que :

Hydroxyanisole butylé (BHA), Hydroxytoluéne butylé (BHT), tert-butylhydroguinone

(THBQ) et Gallate de propyle (GP) (Figure 11). Les antioxydants synthétiques sont toujours

substitués par un alkyle pour améliorer leurs solubilité dans les graisses et les huiles

(Hudson, 1990).

53




Partie 1 Chapitre 4

Activités biologiques

OH OH OH COOC;H;
pZ <
HO OH
OCHj CHs OH OH
BHA BHT TBHQ PG

Figure 11 : Structure des antioxydants synthétiques.

4.2.2. Les méthodes les plus fréquemment utilisées pour I’évaluation de
I’activité antioxydante

Il existe plusieurs méthodes qui ont été mises au point pour I’estimation in vitro du

pouvoir antioxydant d’un échantillon.

4.2.2.1. Méthode du DPPH’

Les principales méthodes d’évaluation du potentiel antioxydant d’un produit ont été
rassemblées selon leurs principes. Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical
stable et coloré, qui est centré sur 1’azote, de couleur violette en solution (Gulgin , 2012). Ce
radical est réduit en présence d’une substance réductrice pour donner la couleur jaune du
diphényl- picrylhydrazine (Blois, 1958). Le maximum de son absorption dans le visible se
situe vers 515-517 nm dans le méthanol et I’éthanol. La réduction du radical par un donneur
d’atome H (AH) conduit a la 2,2-diphényl-1-picrylhydrazine incolore (DPPH-H) et au radical
(A).

N02 NOZ

Figure 12 : Piégeage du radical DPPH  avec ’antioxydant (AH).
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4.2.2.2. Piégeage de TABTS"™

La méthode ABTS est la plus utilisé pour déterminer la concentration des radicaux
libres, elle est déterminée selon la méthode de Re et ses collaborateurs (Re et al., 1999). Cette
activité d’une molécule est déduite de sa capacité a inhiber le radical ABTS+e, obtenu a partir
de PI’ABTS [sel d’ammonium de I’acide 2,2’-azino-bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique)]. La génération du cation radical ABTS+e est la base de I'une des méthodes
spectrophotométrique qui ont été appliquées pour mesurer l'activité antioxydante totale des

substances pures, aqueuse ou des mélanges (Gulgin 2009).

"03S s SO5”
Tl
N\
C,Hs  CaHs
ABTS
K,S,0g
+
SO3: s SOy
o
N\
C2H5 C2H5
ABTS™

Figure 13 : Oxydation de I’ABTS avec K,S,0g et sa génération

4.2.2.3. Méthode du CUPRAC

La méthode CUPRAC (Apak et al., 2004) (cupric ion Reducing Antioxidant Capacity)
est utilisée pour la réduction du Cu (Il) suivi par le traitement du Cu (I) avec un réactif
chromogene Neocuproine (NC) (2,9 -dimeéthyl- 1,10-phénanthroline) (Gouda et al., 2010).

Ce test est basé sur la conversion des hydroxyles phénoliques en quinones a travers la
réduction du complexe Cu*?-Nc, produisant ainsi un complexe chromogéne de Cu**-Nc qui

absorbe a 450 nm.
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Figure 14 : Réduction du complexe chromogéne de Cu*?-Nc

4.2.2.4. Chélation des ions metalliques

L'efficacité des ions ferreux (Fe?*) permis la protection contre les méfaits oxydatifs par
I’élimination du fer, ce dernier participe autrement a la génération du HO" dans la réaction
Fenton (réaction d'oxydation aboutissant a la formation du radical hydroxyle) (Giilgin 2009).

Fe?* + H,0, ——> Fe®'+OH + OH

Cette méthode est basée sur la mesure d’absorbance de la formation du complexe
Fe(11)-Ferrozine aprés le traitement des échantillons avec les ions Fe?", elle est déterminée
selon la méthode de Decker et Welch (Deker & Welch, 1990).

Les ions libre Fe®" et Ferrozine forment un complexe [Ferrozine - Fe?*] qui donne

un chromophore rouge qui absorbe a A 562 nm (Gulg¢in 2009).

HO4S

eos— Y~ ::\>_©

Figure 15 : Structure chimique du Ferrozine.

3 Ferrozine + Fe(H,0)**s ——> Fe- (Ferrozine)*5 + 6 H,O
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4.2.2.5. Blanchissement du p-caroténe
Dans ce test, l'activité est déterminée en mesurant l'inhibition de la dégradation
oxydatif du p-carotene (décoloration) par les produits d'oxydation de I'acide linoléique selon
la méthode décrite par Miller (Miller 1971). Consiste a mesurer, a 470 nm, la décoloration du
[-caroténe résultant de son oxydation par les produits de décomposition de 1’acide linoléique.

Cette méthode est sensible, rapide et simple.

4.3. Dosage des polyphénols

Les flavonoides sont présents presque partout dans les plantes et ils peuvent étre
reconnus comme pigments responsables de la couleur des feuilles (Swarnlata et al., 2007).
Les phénols totaux sont des métabolites secondaires synthétisés par les plantes pendant leur
développement (Harborne 1982; Pridham 1960) mais aussi comme réponse aux conditions
de stress tels que infections, blessures, radiation UV (Beckman et al., 2000; Nicholson et al.,
1992) . Les phénols possédent un large spectre d’activités biochimiques comme des effets
antioxydants, des effets antimutagéniques et des effets anticancérigenes (Nakamura et al.,
2003; Tapiero et al., 2002). La détermination de la teneur en phénols totaux des extraits bruts
des plante S. guyoniana et M. aquatica a été faite en utilisant la méthode colorimétrique

(Folin-Ciocalteux).

4.4. Screening chimique

Le screening phytochimique est un ensemble des méthodes et techniques de
preparation et d'analyse des substances organiques naturelles de la plante. Le but final de
I'étude des plantes médicinales est souvent d'isoler un ou plusieurs constituants responsables
de l'activité particuliere de la plante. Le screening phytochimique a été effectué pour les deux
plantes S. guyoniana et M. aquatica avec les tests : Shinoda, Clorrure férrique et Liebermann

pour les flavonoides, stéroides et triterpénoides.

4.5. Activité Anticholinesterase

La maladie d’Alzheimer (MA) est la forme de démence qui affecte plus de 35 millions
de personnes dans le monde, et ce nombre est estimé pour atteindre 65,7 millions d'ici 2030
(Singhal et al., 2012). MA est devenu la quatrieme cause principale de déces chez les
personnes ageées (plus de 65 ans) suite aux différentes voies biochimiques (Abou-Donia et al.,

2014; Koedam et al., 2010). On prévoit que le nombre de personnes atteintes de la MA
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d'augmenter sensiblement dans les années a venir, la proportion de la population agée de 65
ans ou plus augmente fortement (Vinutha et al., 2007). Cette maladie est a l'origine d'un
important déficit cholinergique, neurotransmetteur particuliérement implique dans la
mémorisation et dans I'attention. Une cholinestérase est une enzyme qui catalyse la réaction
d'hydrolyse d'un ester de la choline (acétylcholine, butyrylcholine) en choline et en acide
acetique.

La détermination de I'activité acetylcholinestérase est devenue un outil important dans
la découverte des médicaments, ainsi que dans la médecine et de la toxicologie. Une grande
variété de méthodes ont été développées au cours des derniéres décennies pour la
quantification de [I’activité inhibitrice AChE (Abou-Donia et al., 2014; Miao et al., 2010;
Pohanka 2011).

Les activités inhibitrices de 1’acétylcholinestérase (AChE) et la butyrylcholinestérase
(BChE) ont été mesurées en modifiant Iégérement la méthode spectrophotométrique d’Ellman
et al. (1961). Les enzymes AChE de I’anguille électrique et BChE de sérum de cheval ont été
utilisés, tandis que 1’iodure d’acétylthiocholine et le chlorure butyrylthiocholine ont été
utilisés comme substrats de la réaction (AChE et BChE respectivement). Le DTNB (Acide
5,5’-dithio-bis 2-nitrobenzoique) utilisé pour la mesure de ’activité anticholinestérase, ainsi

que la Galanthamine étais utilise comme référence (Gulsen et al, 2010).

0]

O
A SH
)J\s/\ﬂl] — A _ Ni/\/ + )J\
-
Acéthylecholine (ATCI) Thiocholine Acide acétique
HOOC COOH
OZN—\<5 >—S—S—C§7NOZ
DTNB
HOOC COOH
T
O,N S\s/\/lr\ SH NO,

Mélange disulphide Acide 5-thio-2-nitrobenzoique (TNB)

Couleur jaune
Figurel6 : Mécanisme chimiques de la méthode d’Ellman’s
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Evaluation de I’activité inhibitrice AChE en utilisant la méthode d'Ellman :

L'activité inhibitrice AChE est basée sur la méthode d’Ellman, le principe chimique de
la réaction est représenté sur la Figure 16. L'enzyme hydrolyse le substrat ATCI pour donner
la thiocholine et I'acide acétique. La thiocholine est autorisée a réagir avec le DTNB, et cette
réaction donne une coloration jaune (Ali-Shtayeh et al., 2014).

La perte ou la dégradation de l'acétylcholine (ACh) joue un réle vital dans la
perturbation de mémoire chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer. L'acétylcholine
est une molécule organique libérée au niveau des terminaisons nerveuses comme un
neurotransmetteur. Elle est produite par la choline acétyltransférase qui utilise
acétylcoenzyme A et la choline en tant que substrats pour la formation de I'acétylcholine dans

les cellules spécifiques appelées neurones cholinergiques (Greenblatt 1999).

La précoce thérapie de la MA est donc basée principalement sur les inhibiteurs AChE
tels que la galanthamine (synthétique) et le donépézil (isolé a partir de bulbes de narcisses)
(Shah et al., 2008). Cependant, ces médicaments sont connus pour leur courte vie et des effets
secondaires defavorables (y compris les troubles gastro-intestinaux) et les problémes liés a la
biodisponibilité (Wszelaki et al., 2010; Sung et al., 2002; Knapp et al., 1994) , ce qui
nécessite I'intérét a trouver d’autres inhibiteurs AChE des ressources naturelles (Nicolson
2003).

La galantamine inhibe de facon réversible et compétitive I'acétylcholinestérase. Elle

potentialise I'action de I'acétylcholine en empéchant sa dégradation.

MeO
OMe

O, OMe
N
HII,,

Galantamine Donepézil
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4.6. Activité Antibactérienne

Les antibiotiques sont des produits élaborés par des micro-organismes, mais on inclut
généralement parmi eux les dérivés semi-synthétiques et les produits entierement
synthétiques. La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1’usage
des antibiotiques qui inhibent sélectivement certaines voies métaboliques des bactéries, sans
exercer habituellement d'effets toxiques pour les organismes supérieurs. Les polyphénols
notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur toxicité vis- a -vis des
microorganismes. Plusieurs études in vitro et in vivo ont été focalisées sur 1’évaluation des
propriétés antimicrobienne des polyphénols. Les études du pouvoir inhibiteur des flavonoides
sur la croissance bactérienne ont démontré que de nombreux composés flavoniques
(apigenine, kaempferol et d’autres) sont doués d’un effet important sur différentes souches
bactériennes a Gram négatif (Escherichia coli) et Gram positif (Staphylococcus aureus)
(Ulanowska et al., 2007).

4.6.1. Technique de diffusion en milieu gélosé (antibiogramme)

L’évaluation de I’activité antibactérienne (Bauer et al., 1966; NCCLS, 1993) a été
déterminée par la technique de diffusion sur gélose (Mueller-Hinton). L’activité
antibactérienne est évaluée par la mesure de la zone de clarification en millimétres tout autour

des disques.

4.6.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
Le parametre le plus souvent utilisé pour évaluer 1’effet d’un antibiotique est la CMI.
Elle correspond a la concentration minimale d’antibiotique qui inhibe la croissance visible du
germe en 24 H. Le but le plus souvent recherché est I’inhibition de la prolifération
bactérienne, dans la mesure ou I’organisme est capable de se défendre contre les bactéries
La détermination des CMI des extraits de plantes, vis-a-vis des souches bactériennes, est
réalisee selon la la méthode standardisée de macro-dilution NCCLS (National Committee for
Clinical Laboratory Standard) en milieu solide.
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1.1. Matériel végétal

1.1.1. Récolte de la plante Mentha aquatica L.

Mentha aquatica a été récoltée en Mai 2012, en période de floraison a Grarem, Mila
(Nord-Est Algeérien). Aprés séchage dans un endroit sec et a I’abri des rayons solaires, les

parties aériennes (2 kg) et les racines (460 g) ont été séparées.

1.1.2. Recolte de la plante Thymus dreatensis Batt.

La plante Thymus dreatensis a été récoltée en Mai 2012 a Djelfa. 200 g des parties

aériennes de la plante fraiche ont été hydrodistillé pour obtenir I’huile essentielle.
1.1.3. Récolte de la plante Stachys guyoniana de Noé

La plante Stachys guyoniana a été récoltée en Mai 2010 a Constantine. Apres sechage
dans un endroit sec et a I’abri des rayons solaires, les parties aériennes ont été coupées en
petits morceaux et pesées (400 g).

Les 3 plantes ont été identifiées par le Professeur Gérard De Bélair (Université d'/Annaba).

1.2. Extraction et séparation de la plante Mentha aquatica

1.2.1. Extraction :

L’extraction de 2 kg des parties aériennes séchées et broyées de 1’espéce Mentha
aquatica, a été réalisée en utilisant des solvants de polarité croissante: CHCls,
(CHCI3/MeOH : 50 :50) et MeOH. Chaque macération a été effectuée pendant 24 heures a
température ambiante (x3). Les extraits obtenus ont été evaporés a sec. La procédure est

détaillée dans la Figure 17.
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Matériel végétal pulvérisé
2kg
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52¢ Filtration
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43 g Evaporation
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Figure 17 : Schéma général d’extraction des parties aériennes de 1’espéce M. aquatica

Notre choix d’étudier I’extrait CHCl3 est justifié par la comparaison des profils CCM
en phase normale des trois extraits obtenus précédemment dans différents systemes d’élution,
hexane-chloroforme (95:5 et 70:30), hexane-acétone (97:3 et 85:15) et chloroforme-méthanol

(99:1, 90:10), confirme bien la richesse de I’extrait CHCl3 en métabolites secondaires.

L’extraction de 460 g des racines de la plante M. aquatica a été effectuée dans le
soxhlet avec 1’acétone, pendant 3 heures (3 fois). L’extrait obtenu est d’une couleur verte et

d’une odeur tres agréable et de masse 5.8 g

1.2.2. Matériel chromatographique

1.2.2.1. Chromatographie sur couche mince CCM

Les chromatographies par CCM analytique ont été effectuées sur des plagues en verre
aluminium recouvertes de silice. Support verre en phase normale, 60 Fys (Merck
1.05715.0001 ou 1.05744.0009, 20 x 20 cm). Le révélateur utilisé est phosphomolybdate de

sodium a 5% dans 1’éthanol.
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1.2.2.2. Chromatographie sur colonne ouverte CC

Pour les chromatographies sur colonnes ouvertes, la phase normale a été mises en
ceuvre dans des colonnes en verre. La phase stationnaire utilisée en phase normale une silice
Silica gel 60 N (Kanto Chemical Co., LTD, Spherical, neutral, 100-210 pm or 40-50 um). La
taille et le diametre de la colonne sont choisis en fonction de la quantité d’échantillon a
purifier.

1.2.2.3. Chromatographie liquide haute performance CLHP

L’appareillage utilisé au laboratoire pour I’analytique CLHP est constitué d’une
pompe Hitachi L-6000 avec un dégazeur Shimadzu DGU-12A, d’un détecteur Hitachi L-
4200 UV-VIS et d’un chromato-intégrateur Hitachi D-2500.

La CLHP préparative est constitué¢ d’une pompe FROM intelligent pump Al-12, d’un
détecteur Hitachi L-4200H UV-VIS, et un intégrateur Hitachi D-2500. La détection a été
effectué avec 215 nm. 3 types de colonnes ont été utilisées, toutes de type Cis (phase
inverse) :

e Inertsil ODS 3-5um (GL Sciences Ltd., 4.6 mm i.d. x 250mm, @20 mm i.d. x 250 mm).
e Inertsil PH 3-5um (GL Sciences Ltd., 4.6 mm i.d. x 250mm, 20 mm i.d. x 250 mm).
e Cosmosil Cholester (Nakalai Tesque Ltd., 4.6 mm i.d. x 150mm, ¢10 mm i.d. x 250 mm).

1.2.3. Purification :

1.2.3.1. Fractionnement et purification de la fraction chloroforme de

I’espéce M. aquatica

L’extrait CHCI3 (20 g) des parties aériennes de M. aquatica ont été fractionnés par
chromatographie sur colonne gel de silice CC avec 1’éluant Hexane/Toluene de (100:0 a
0:100) Toluéne/EtOAc (100:0 a 0:100). Les plagues CCM ont été examinées a la lumiére UV
et révélées a 1’acide sulfurique a 50% puis chauffées a 100 °C, 12 fractions ont été récoltées
apres rassemblement des fractions présentant des similitudes. Ces dernieres sont soumises par
la suite a des opérations de purification. Ainsi, 15 composés ont été isolés (Figure 18).

L’utilisation des différentes méthodes chromatographiques : sur colonne de gel de
silice normale (CC), sur plagque préparative (CPP) a permis la purification de ce nombre de
composés. Ainsi que la purification avec la CLHP préparative a permis de séparer plusieurs
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composés de nature triterpénique, présentant des similitudes structurales et des polarités

voisines.

20 g de ’extrait CHCI;

CC Si0,
Gradient: Hex/Toluéne aprés Toluene/EtOAc
(0:100 4100:0)
F4l Fgl FlOl F12 l
(66 mg) (1002 mg) (375 mg) (2008 mg)
Précipitation . CLHP CC 510,
dans le MeOH ce ISIOE
Fr-13 l
(138 mg) | | I Fr-12 Fr-15
Fr-2 Fr-3 Fr-4 (119 mg) (25 mg)
P1 l @ mg  (190mg) (48 me) I
10 mg
P2 | CLHP CLHP
30 mg CLHP CLHP CLHP l l
l J’ J’ Po P7
P3 P4 P5 Smg 47mg
10.3mg 15 mg 5,7mg

Figure 18 : Isolement des composés de 1’extrait CHCIl3 des parties aériennes de 1’espéce M.

aquatica

» Etude de la fraction F4
La fraction F4 (66 mg) est purifiée avec précipitation dans le MeOH, pour obtenir le

composé P1 (10 mg) a I’état pur.

» Etude de la fraction Fg
La fraction Fg (1002 mg) est chromatographiée sur une colonne de gel de silice avec
un gradient d’élution Toluéne: AcOEt (200 :0, 200 :15, 200 :20, 200 :30, 200 :45,
200 :70, 150 :90, 100 :100, 0 :200) pour donner 14 sous fractions.

e La sous fraction F4.13 contient un précipité blanc, on a pu I’obtenir a 1’état pur apres

plusieurs lavages par MeOH, c¢’est le composé P2 (30 mg).
> Etude de la fraction Fqg
La fraction Fio (375 mg) a été séparée par CLHP en utilisant comme éluant

MeCN : H,O (10 :1), pour donner 4 sous fractions.
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e Les sous fractions F4.1 et F43 0ont été purifiées sur CLHP préparative en utilisant le
MeOH : H,O (15:1) pour f, et MeCN : H,O (15 :1) pour f3. Cette purification a abouti
a I’isolement du composé P3 (10.3 mg) et le composé P4 (15 mg) respectivement.

e La sous fraction F44 (15 mg) contient un précipité blanc dans I’acétone, 5.7 mg du

composé P5 ont été obtenus de cette fraction.

» Etude de la fraction Fy;
La fraction F, est chromatographiée sur colonne de gel de silice en utilisant comme
éluant CHCIl3/MeOH (500 :0, 450 :10, 400 :15, 350 :20, 300 :25, 300 :36, 300 :45,
300 :60, 300 :150, 150 :150, 0 :300) pour obtenir 12 sous fractions

» La sous fraction Fipg (340 mg) qui fait ’objet a son tour d’une purification sur
colonne de gel de silice. L’élution réalisée par CHCls/MeOH (60 :0, 30 :0.3, 30 :0.6,
30:0.75, 30:1, 30:1.5, 30:2, 30:3, 30:6, 15 :15) pour obtenir 15 sous fractions. 4
sous fractions semblent intéressantes, Fis.g, F15.12, F15.13 €t Fi5.15. La fraction Fis.12 (119
mg) subi une purification avec CLHP préparative en utilisant MeCN : H,O (15 :1)
comme éluant, pour donner le composé P6 (8 mg) a I’état pur.

» La fraction Fi5.15 (25 mg) a été purifiée des mémes conditions pour Fis.12 pour obtenir

le composé P7 (4.7 mg).

1.2.3.2. Fractionnement et purification de la fraction acétone de I’espece

M. aquatica

L’extrait acétone (5.8 g) des racines de M. aquatica ont été fractionnés par
chromatographie sur colonne gel de silice CC avec 1’¢luant Toluene/CHCI; (100:0 a 0:100).
302 fractions ont été collectées. 12 fractions ont été récoltées apres rassemblement des
fractions présentant des similitudes en CCM. Ces derniéres sont soumises par la suite a des

opérations de purification. Ainsi, 9 composés ont été isolés (Figure 19).
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5,8 g de ’extrait Acéetone
CC Si0,
Gradient: Toluéne/CHCl;
(0:100 a100:0)

T T ]

1009
(40 mg) (23 mg) (178|mg) (239| mg) (1009 mg)
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| CCM analytique . |
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l (300| mg) (3?0| mg) (300 mg)
PI1  Fr5  Er6t7  Frs CC $i0, , CC SO,
P8 6mg 30mg) (112 mg) (7.5 mg) | CC Si0; -
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Figure 19: Isolement des composés de 1’extrait acétone des racines de 1’espéce M. aquatica

» Etude de la fraction F3
La fraction F3; (40 mg) soumise a une purification sur plaques analytiques de silice
normale dans le systéeme d’élution CHCl3/MeOH (4:1) a abouti au composé P8 (10 mg).

» Etude de la fraction Fs
La fraction Fs (23 mg) a été purifiée en utilisant des plaques analytiques de silice
normale dans le systéme d’¢lution CHCI31-Propanol (20:1) conduisant au composé
P11 (6 mg).

» Etude de la fraction Fg
Cette fraction de 178 mg est purifiee sur colonne de gel de silice SiO2et eéluée avec un
gradient de solvant CHCI;/MeOH (80 :0, 40:0.3, 40:0.6, 40:0.75, 40:1, 40 :1.5,
40 :2, 40 :3, 40 :6, 20 :20), pour conduire a 10 sous fractions.
= La fraction Fyo.5 (7.5 mg) contient un seul composé qui est P11.
» La fraction Fip¢et F1o.7 (112 mg) a été purifiée par CLHP préparative avec 1’¢luant

MeCN/H,0 (5 :1) pour donner deux composés a 1’état pur P11 (2.9 mg).
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= La fraction Fi.g (7.5 mg) a été purifiée par CLHP préparative avec 1’¢luant

MeCN/H,0 (5 :1) pour donner le composé P12 (3.8 mg).
» Etude de la fraction Fg

La fraction Fg a été purifiée par CLHP préparative en utilisant comme éluant

MeCN/H,0 (4 :1) permettant d’obtenir 3 composés a I’état pur : P13 (46 mg) et P9

(13.7 mg).

» Etude de la fraction Fyg

La fraction Fio (1009 mg) a été purifiee sur une colonne SiO, en utilisant 1’éluant

CHCI3/MeOH (140 :0, 70 :1, 70 :2, 64 :4, 56 :7, 60 :15, 50 :25, 35 :35) pour donner 7

sous fractions.

= La fraction F74 (300 mg) a été purifiée sur colonne de gel de silice avec 1’éluant
Hexane/Et,0O (32:4, 24:6, 20:10, 15:15, 10:20, 6:24, 4:32, 0:30) apres
CHCI3/MeOH (30:0, 40:1, 30:1.5, 30:3, 25:0) pour donner 9 sous fractions.
Les deux sous fractions Fgg et Fg7 (137 mg) ont été purifiées par CLHP
préparative avec 1’¢luant MeOH/H,0 (9 :1) permettant d’obtenir P15 (45 mg) et
P14 (4 mg). La fraction Fg.5 (350 mg) a €té purifiée comme la précédente F;.4
pour donner 8 sous fractions. La sous fraction Fg; (42 mg) a été soumise a son
tour a une purification par CLHP avec le systéeme d’élution MeOH/H,0 (5 :1)
pour conduire a 2 fractions Fg.7.3 (40 mg) et Fg.7.5 (42 mg), chacune subit une autre
purification avec CCM analytiques, Fg.7.3 avec 1’éluant CHCI3/1-Propanol (15 :1)
conduisant au composé P16 (11 mg), et Fg75 avec le systeme CHCl3/MeOH
(15 :1) pour obtenir le composé P13 (4 mg).

= La fraction F7.6 (300 mg) a été chromatographiée sur une colonne de gel de silice
avec un gradient d’élution CHCl3/MeOH (60 :0, 30 :0.3, 30:0.6, 30:0.75, 30:1,
30:1.5, 30:2, 30:3, 30:6, 15:15) permettant d’obtenir 13 sous fractions. La
fraction Fi3g (146 mg) subit une purification par CLHP avec le gradient
MeOH/H,0 (5:1) pour avoir le composé P10 (29 mg) déja isolé des parties

aériennes.

1.3. Extraction de la plante Stachys guyoniana de Noé

Le matériel végétal de masse 200 g a subi une macération dans un melange hydro-

alcoolique (MeOH/H20 ; 80 :20 ; V/V) 3x 24 heures. Le résidu récupéré aprés évaporation a
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sec. L’extrait brut obtenu est dilué avec de I’eau distillée puis laissé au repos pour
décantation, cette derniére permet d’¢liminer les impuretés. Aprés, on filtre pour obtenir une
solution aqueuse. Cette derniére subit des extractions liquide-liquide par des solvants de
polarité croissante : 1’éther de pétrole, le chloroforme, 1’acétate d’éthyle et le n-butanol
successivement. Les quatre fractions organiques récupérées sont concentrées et pesés
conduisant a 0.3 g pour I’extrait éther de pétrole, 1.0 g pour I’extrait chloroforme, 2.8 g pour

I’extrait acétate d’éthyle et 40 g pour ’extrait butanol.

1.4. Hydrodistillation de I’huile essentielle de Thymus dreatensis Batt.

Les parties aériennes fraiches (200 g) de Thymus dreatensis sont hydrodistillées dans

un Clevenger, durant 3 heures. L’huile essentielle obtenue est conservée a +4°C jusqu’a son

analyse GC et GC/MS.

1.5. Analyses
1.5.1. Chimie structurale

1.5.1.1. Spectrophotométrie UV-visible
Le dosage des polyphénols totaux a été mesuré a I’aide d’un spectrophotométre

Thermo Electron corporation (Nicolet evolution 100).

1.5.1.2. Spectrométrie de Masse

Le spectre de masse HR-FAB-MS était obtenu sur spectromeétre Agilent 6520
Accurate-Mass Q-TOF LC/MS.

1.5.1.3. Spectrométrie RMN

Les spectres de résonance magnétique nucléaire du proton et du carbone (RMN-'H et
13C) ont été enregistrés & 500 et 125 MHz sur un appareil JEOL ECP-500 (*H & 500 MHz and
3C 4 125 MHz). Les échantillons ont été solubilisés dans les solvants deutérés CDCls,
Pyridine-ds et CD30D. Les déplacements chimiques (8) sont exprimés en ppm par rapport au
tétraméthylsilane (TMS), les constantes de couplage sont exprimées en Hz. Le logiciel de
traitement des données (JEOL) ou ACD/RMN Processor V12 Free (ADC/Labs).
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1.5.1.4. Pouvoir rotatoire

Le pouvoir rotatoire spécifique a été mesuré sur un polarimetre de type JASCO DIP-
370 a la longueur d’onde de la raie D du sodium (A= 589 nm) dans une cuve quartz (¢3.5
mm i.d. X 50 mm). Le solvant de solubilité et la concentration sont indiqués dans chaque

cas.

1.5.2. Analyses GC et GC/MS

1.5.2.1. Analyse GC

L’huile essentielle de 1’espéce Thymus dreatensis, a été analysée sur un
chromatographe en phase gazeuse de type Hewlett Packard 6890, équipé du FID et d’une
colonne capillaire HP-5MS (5% phénylméthylpolysiloxane) de (30m x 0.25 mm ; épaisseur
de film 0.25 pm). La température du four étant programmée de 60-275°C a une vitesse de 4°
C/min, avec une température d’injection et détection de 280°C, et un volume injecté de 0,1
mL. Le gaz vecteur étant I’Hélium avec un débit de 2 mlL/min. le mode d’injection est un

mode split (rapport de fuite : 1/50).

1.5.2.2. Analyse GC/MS

L’analyse GC/MS a été effectuée sur un appareil Hewlett Packard 6890 muni d’un
détecteur masse couplé du type Hewlett Packard 6890, équipé du FID et d’une colonne
capillaire du type HP-5MS (5 % méthylphénylpolysiloxane), de (30 m x 0.25 mm. épaisseur
de film 0.25 um). Les conditions opératoires sont les mémes pour les analyses GC (la
colonne, la température du four, le débit et le gaz vecteur). Les paramétres MS étant :

e Potentiel d’ionisation : 70 ev.
e Résolution : 1000.
e Température de trappe d’ions : 200°C.

1.5.2.3. Identification des composants de I’huile essentielle de Thymus

dreatensis Batt.

Les composants de I’huile essentielle de Thyms dreatensis ont été identifies en

comparant leurs indices de rétention (IR), relatifs aux n-alcanes Cy-Cy7, avec des composés de
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références dans la littérture, et confirmés par GC-MS en comparant leurs spectres de masse
avec ceux des substances de référence (Mclafferty et al., 1991, Adams, 2007).
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2.1. Activité Antioxydante

L’activité antioxydante de I’huile essenticlle de I’espéce Thymus dreatensis a été

évaluée par le Test de blanchissement du B-carotene (Miller 1971).

L’oxydation de I’acide linoléique génére des radicaux peroxydes. Ces radicaux libres
vont par la suite oxyder le B-caroténe qui entraine la disparition de sa couleur rouge, qui est
suivie par spectrophotométrie. Cependant, la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser
les radicaux libres dérivés de I’acide linoléique, donc, prévenir 1’oxydation et le

blanchissement du p-carotene (Kartal et al., 2007).
2.1.1. Blanchissement du f-carotene

Blanchissement du p-carotene de I’huile essentielle de Thymus dreatensis

Cette activité est déterminée selon la méthode de Miller 1971 (Miller 1971). Une
masse de 0.5 mg de B-caroténe est dissoute dans 1 mL de chloroforme et ajoutée a 25 pL
d’acide linoléique et 200 mg de Tween 40 (mixture emulsifiante). Le chloroforme a été
complétement évaporé sous vide. 100 mL d’eau distillée saturée en oxygene a été ajouté au
mélange précédent, et rigoureusement agitée. 4 mL de cette mixture a été transféré dans
différents tubes-test, contenant différentes concentrations de 1’huile essentielle. Des que
I’émulsion est ajoutée dans chaque tube, I’absorbance était mesuré a 470 nm au temps zéro,
en utilisant un spectrophotometre. Le systeme d’émulsion a été incubé 2h de temps a 50 °C.
La Vitamine E a été utilisée comme standard. Le taux de blanchissement de p-caroténe (R)

était calculé selon 1’équation suivante : R= In(a/b)/t

e In:log naturel
e a:’absorbance au temps 0
e Db :1’absorbance au temps t (120 mn)
L’activité antioxydante (AA) a été calculée en termes de pourcentage d’inhibition
relatif au contrdle, utilisant 1’équation suivante :

AControle - AExtrait

x 100

AA% =

AControle
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L’activité antioxydante des différents extraits de Stachys guyoniana et Mentha
aquatica a été testé par 5 méthodes : piegeage du radical libre DPPH, Piégeage de I’ABTS,
méthode CUPRAC, Chélation des ions métalliques, et blanchissement du B-carotene.

Préparation des échantillons :

Les concentrations préparées sont utilisées pour toutes les méthodes La concentration

des solutions meres de chaque échantillon est exprimée en ppm.
ppm = Partie Par Million =1 mg/L =10° mg/pL.

La masse utilisée pour chaque extrait est : m= 1 mg, et pour préparer une concentration de
4000 ppm a partir de cette masse de I’échantillon, ona:
1ppm= 10° mg/ul, donc : 4000 ppm= 1x10° mg/VyuL

V= 1x10%/4000= 2000 pL, alors le volume de la solution mére est de 2000 pL.

Les dilutions effectuées dans I’EtOH ou le DMSO, avec 7 concentrations différentes de
1’échantillon en ordre décroissant.
La solution mére S1 on effectue une dilution au 1/2 pour donner S2 (S2 au 1/2).
La solution S2, subit une dilution au 1/2 pour donner S3 (S3 au 1/4).
La solution S3, subit une dilution au 1/2 pour donner S4 (S4 au 1/8).
La solution S4, subit une dilution au 1/2 pour donner S5 (S5 au 1/16).
La solution S5, subit une dilution au 1/2 pour donner S6 (S6 au 1/32).
La solution S6, subit une dilution au 1/2 pour donner S7 (S7 au 1/64).
De la méme mani¢re on prépare les différentes concentrations de I’antioxydant

standard (o- tocophérol).

Blanchissement du f-carotene de plantes S. guyoniana et M. aquatica

L’activité de blanchissement du B-caroténe des extraits des deux plantes a été évaluee
en utilisant la méthode décrite par Miller (Miller, 1971). Une masse de 0.5 mg de B-caroténe
dissoute dans 1 mL de chloroforme puis ajouté a un volume de 25 uL d’acide linoléique et de
200 mg de Tween 40, en donnant un mélange émulsifiant. Aprés 1’évaporation du
chloroforme, 100 mL d’eau distillée saturée en oxygene, ont été ajoutés en agitant.

L’absorbance de la solution du p-caroténe doit étre comprise entre 0.8 -0.9 nm et mesurée a

75



Partie 2 Chapitre 2

Activités biologiques

470 nm en utilisant un lecteur microplaque. Le BHA et 1’a-tocophérol comme standards.

Cette activité a été calculée en utilisant I'équation suivante:

A ~ Aprtrai
Inhibition % = == ——FA 100

AControle

Acontrole €st 1’absorbance de la réaction ne contenant que les réactifs.

Acexrait €st I’absorbance de la réaction contenant les réactifs et I’extrait

2.1.2. Activité antiradicalaire DPPH

Cette activité est déterminée selon la méthode de Blois (1958) avec une légere
modification (Oztiirk et al., 2011). Un volume de 40 uL de différentes concentrations de
chaque échantillon ainsi que I’antioxydant standard (o-tocophérol, BHA), est déposé en
triplicata sur une microplaque a 96 puits, en ajoutant sur chaque puits un volume de 160 uL
d’une solution méthanolique de DPPH (0,4mM). Le contrble négatif est préparé en parallele,
en mélangeant 40 pL du méthanol avec 160 puL d’une solution méthanolique de DPPH, a la
méme concentration utilisée.

Apres incubation a température ambiante a 1’obscurité pendant 30 min, la microplaque est
insérée dans le spectrophotomeétre (SpectraMax 340PC384 : lecteur de microplaques a 96
puits/logiciel PRO v5.2 software) pour mesurer 1’absorption a 517nm. La capacité a piéger le
radical DPPH a été calculée selon I'équation suivante :

Controle ~— AExtrait

A
Inhibition % = x 100
AControle

Acontrole €st I’absorbance de la réaction ne contenant que les réactifs.

Agxtrait €St I’absorbance de la réaction contenant les réactifs et I’extrait

2.1.3. Essai de décoloration de radical cation ABTS™
Le radical cation ABTS est généré en mélangeant 7 mM d’une solution aqueuse
d’ABTS avec 2,45 mM de persulfate de potassium, le tout est conserve a 1’abri de la lumiére
et a la température ambiante durant 16 h avant utilisation. Avant I’utilisation du radical
ABTS™, la solution obtenue est diluée avec 1’éthanol pour obtenir une absorbance de
0,7£0,025 & 734 nm. 160ul de cette solution fraichement préparée sont ajoutés a 40ul de
différentes concentrations de chaque échantillon, ainsi que I’antioxydant standard a-
tocophérol déposés déja en triplicata sur une microplaque a 96 puits. Le contrble négatif est
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préparé en paralléle suivant le méme protocole en remplacant 1’échantillon par le solvant qui
le dissous.

Apres 10 min, ’absorbance a été mesurée a 734 nm. Le BHA et le a-tocophérol ont été
utilisés comme des normes antioxydantes pour la comparaison de ’activité des extraits. La
capacité de pi¢geage des L’ABTSe«+ a été calculée en utilisant I'équation suivante:

A — A ;
Inhibition 0 = Controle Extrait x 100
AControle

2.1.4. La réduction cuprique (CUPRAC)

L’activité antioxydante par réduction cuprique des extraits a été déterminée par la
méthode CUPRAC (Apak et al., 2004). Dans les plaques de 96 unités des solutions ont été
ajoutées: 50 pl de Cu(ll) (10 mM), 50 pl de neocuproine (7.5 mM), 60 ul de tampon NH4AC
(1 M, pH =7), et 40 pL de I’extrait a différentes concentrations.

Aprés une heure du temps et a I’aide d’un lecteur de microplaques, 1’absorbance a été
enregistrée a 450 nm. Les résultats ont été calculés a titre de Ags (g / mL) correspondant a la

concentration indiquant 0,50 d’absorbance.

2.1.5. Chélation des ions ferreux

L’activité de chélation des ions Fe®* a été mesurée en utilisant le Ferrin (Decker et
Welch, 1990). La solution des extraits a différentes concentrations (40 pl) a été ajoutée a
40 pl EtOH, 40 pL FeCl; (0.2 mM) et 80 pL Feréne (0.5 mM). L’absorbance a été mesurée
apres 10 min a 562 nm.

Les résultats ont été donnés en pourcentage d'inhibition et I'activité a été calculée en
utilisant I'équation suivante:

A ~ Apxtrai
Inhibition % = — 28 3 100

AControle

11.2. Détermination des phénols totaux
Le contenu phénolique total des extraits étudiés est mesuré par la méthode décrite par
Singleton et al. (1977).

0.5 mL de I’extrait est ajouté a 5 ml d’eau distillée et agité avec le vortex pendant 1 minute.
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Ensuite, 1 mL du réactif de Folin Ciocalteu est ajouté a chaque tube et bien mélange. Aprés 5
min, 1 ml d'une solution de carbonate de sodium a 7.5% est ajouté et agité a nouveau au
vortex. L'échantillon est laiss¢ une heure a [’obscurité pour développer sa couleur.
L’absorbance est mesurée a 640 nm en utilisant le spectrophotometre.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique/100g d’extrait, en se référant a
la courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

Absorbance = 5.5771 Acide gallique (mg) — 0.0306 (R?> = 0.995)

11.3. Screening chimique

Test de Shinoda des flavonoides
Quelque morceaux de magnésium et des gouttes d’HCI concentré ont été mélangées
avec 0,5 g de chaque extraits étudiés dissous dans de I'éthanol. Au bout de quelques minutes,
I’apparition d’une couleur pourpre rose, orange ou rouge indique la présence de flavonoides
(Trease & Evans, 2002).

Test de chlorure ferrique des flavonoides

0,5 g de chaque extrait avec de I'eau distillée sont mis jusqu’au point d’ébullition, puis
on filtre. On prend 2 mL du filtrat avec quelques gouttes d'une solution de chlorure ferrique a
10% ont été ajoutés. Une coloration verte-bleue ou violette indique la présence des
flavonoides (Trease & Evans, 2002).

Test des stéroides et triterpenoides (Liebermann Burchard)

1 mg de chaque extrait qui a été dissout avec quelques gouttes de chloroforme ont
été mélanges avec 3 mL d’acide acétique anhydride et 3 mL d'acide acétique glacial. La
solution a été ensuite réchauffée et refroidi sous I'eau du robinet, puis des gouttes d'acide
sulfurique concentré ont été ajoutées lentement. La formation de couleur bleu-vert indique la

présence de stéroides et triterpénes (Sofowora 1993).
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I1.4. Activité Anticholinestérase

Les activités inhibitrices de 1’acétylcholinestérase (AChE) et la butyrylcholinestérase
(BChE) ont été mesurées en modifiant Iégérement la méthode spectrophotométrique d’Ellman
etal. (1961).

Les enzymes AChE de I’anguille électrique et BChE de sérum de cheval ont été utilisés,
ainsi que 1’iodure d’acétylthiocholine et le chlorure butyrylthiocholine ont ét¢ utilisés comme
substrats de la réaction (AChE et BChE respectivement) avec 1’acide 5,5’-dithio-bis 2-
nitrobenzoique (DTNB), pour la mesure de [’activité anticholinestérase. Pour mesurer
’activité inhibitrice AChE, un volume de: 130 pL du tampon de phosphate de sodium (100
mM, pH = 8), 10 pL de I’extrait a différentes concentrations, et 20 pL de I’enzyme AChE
(5.32 x 10 U), ont été incubés pendant 15 min & 25°C, puis 20 uL de DTNB (0.5 mM) ont
été ajoutes. La réaction est ensuite initiée par I’addition de 20 pL d’iodure d’acétylthiocholine
(0.71 mM). L’analyse de I’activité inhibitrice BChE a été déterminée suivant les mémes
étapes de celles de ’AChE, en utilisant I’enzyme BChE (6.85 x 107 U) et le substrat chlorure
butyrylthiocholine (0.2 mM). L’hydrolyse de ces substrats a ¢été surveillée par
spectrophotométrie de la coloration jaune de 5-thio-2-nitrobenzoate formé par la réaction de
DTNB avec la thiocholine, libérée par I’hydrolyse enzymatique de 1’iodure
d’acétylthiocholine ou de chlorure de butyrylthiocholine. L’absorbance a été mesurée a 1’aide

d’un lecteur de microplaque a une longueur d’onde de 412 nm.

Le pourcentage d'inhibition de I'AChE ou BChE a été déterminé par comparaison des
vitesses de réaction d'échantillons par rapport a I'échantillon témoin (éthanol dans du tampon

phosphate, pH 8) en utilisant la formule :

AControle - AExtrait

Inhibition % = x 100

AControle

0U : Acontrole €St I'activiteé de I'enzyme sans échantillon d'essai,

Aexrait, €St I'activité de I'enzyme avec I'échantillon de test.

11.5. Activité Antibactérienne

L’étude de I’activité antibactérienne des différents extraits de S. guyoniana de Noe. et
M. aquatica a été effectuée par la méthode de diffusion sur disque sur les souches
bactériennes suivantes : Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC
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43300, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella heidelberg (SH), Klebsiella
pneumonia (SH), Enterobacter aerogenes (SH) and Morganella morganii (SH). Les souches
de références (ATTC) utilisées proviennent de I’institut Pasteur a Alger et de prélévements de
malades (SH) du CHU (hépital Benbadis, de Constantine).

Chaque bactérie a été ensemenceée sur le milieu de culture Mueller-Hinton. La
sensibilité des souches aux différents extraits de : S. guyonina et M. aquatica a été évaluée par
la méthode de dilution en gélose; différentes concentrations des extraits ont été inclus dans
des boites de gélose Mueller-Hinton (CMI sensible < 32 pg / mL) sur des disques (6 mm).
Aprés incubation a 37°C pendant 18 a 24 h, des zones d'inhibition ont été mesurées a I’aide

d’un pied a coulisse ou d’une regle.
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1.1. Caracteérisation des produits obtenus de I’extrait CHCI; des parties aériennes
de Mentha aquatica

Les produits isolés de I’extrait CHCl; des parties aériennes de la plante Mentha
aquatica ont été caractérisés par les méthodes d’analyse spectroscopiques RMN 1D du proton
et du carbone, RMN 2D (COSY, HMQC, HMBC), et par comparaison avec les données de la

littérature. Cette ¢tude a abouti a I’isolement de 7 cOmposés.
1.1.1. Elucidation structurale du composé P1

Le composé P1 est isolé sous forme des cristaux blancs. 11 a été identifi¢é comme le B-
sitostérol en comparant les données spectrales avec celle de la littérature (Luhata &
Munkombwe 2015).

L’observation du spectre RMN *H (Figures 20, 21) confirme sa nature triterpénique.
En effet, il présente :

e 2 singulets d’intensité 3H correspondant aux 2 méthyles CH3-18 a 0.68 ppm et le CH3-19 a
1.01 ppm.

e 3 doublets d’intensité 3H des 3 méthyles CH3-21 a 0.92 ppm (d, J = 6.6 Hz), CH3-26 &
0. 86 ppm (d, J = 7.3 Hz), CH3-27 a4 0.81 ppm (d, J = 7.0 Hz) et le triplet du méthyle CHs-
29 a0.82 ppm (t, J=7.0 Hz).

e Un signal multiplet résonant a oy 3.53 attribuable au proton H-3.

e Un doublet résonant a 6y 5.35 (d, J = 5.1 Hz) attribuable a un proton éthylénique le H-6.

e Un signal résonant a dy 1.58 attribuable pour le proton H-25.
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Figure 20: Spectre RMN *H des méthyles du composé P1
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Tableau 19: Déplacements chimiques en RMN *H (300 MHz) du composé P1.

Figure 21: Spectre RMN *H du composé P1

B-sitostérol
Position dy mJ (Hz) (Luhata & Munkombwe, 2015)

3 3.52 (m) 3.51 (tdd)
6 5.35(d, 5.1) 5.38 ()
18 0.68 (s) 1.03 (d)
19 1.01 (s) 0.71 (d)
21 0.92 (d, 6.6) 0.91 (d)
22 - 4.98 (m)
23 - 5.14 (m)
24 2.03 (m) -
25 1.58 (m) -
26 0.86 (d, 7.3) 0.80 (d)
27 0.81(d, 7.0) 0.82 (d)
29 0.82 (t, 7.0) 0.83 (t)

L’ensemble des données spectroscopiques (Tableau 19) du composé P1 s’identifient au -

sitostérol, métabolite secondaire commun a toutes les plantes, qui a été isolé de 1’espéces

Mentha longifolia (Shaiq Ali et al., 2002). Le B-sitostérol a fait 1’objet de nombreuses études

pharmacologiques qui ont montré qu’il possede des propriétés antibactérienne, antitumorale

(Singh et al.,

2004).

2002), antipyritique, immunomodulatrice et antiiflammatoire (Dae-Sup et al.,
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Composeé P1 : B-sitostérol

1.1.2. Elucidation structurale du composé P2

Le composé P2 est obtenu sous forme d’une poudre blanche, soluble dans le méthanol.

Il est invisible sous la lumiére UV (254 et 366 nm).

L’analyse du spectre RMN 'H (Figure 22) de ce composé, enregistré dans la
Pyridine-ds, montre dans la région blindée sept singulets fins, s’intégrant pour trois protons
chacun, attribuables aux méthyles résonant a oy 1.24 (Me-23), 0.88 (Me-24), 1.02 (Me-25),
0.95 (Me-26), 1.28 (Me-27), 1.00 (Me-29) et 1.02 (Me-30) correspondant aux sept méthyles
angulaires d’un squelette triterpénique pentacyclique (Kyeon et al., 2014).
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Figure 22: Spectre RMN *H des méthyles du composé P2

De plus, on observe un massif de protons (Figure 23) résonant entre 0.83 a 2.17 ppm
correspondant aux CH et CH,, et trois signaux deblindés a oy 5.49, 3.44 (dd, J = 10.6, 5.5 Hz)
et 3.30 (dd, J = 13.7, 3.6 Hz) attribuables respectivement au proton éthylénique H-12, et aux

protons oxyméthine H-3 et méthine H-18, des triterpénes pentacycliques de type oléan-12-
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éne. Le déplacement chimique du proton H-18 (8 3.30) est significatif de la présence d’une
fonction acide en C-28 (COOH).
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Figure 23: Spectre RMN *H du composé P2

Sur le spectre RMN “*C (Figures 24, 25), les signaux des carbones suivants sont observés:

e Sept méthyles résonant a 6c 15.4, 16.5, 17.3, 23.7, 26.1, 28.7 et 33.1. La présence
seulement de sept méthyles suppose I’oxydation d’un des huit méthyles constituant
habituellement le squelette oléanane. L’observation d’un signal au-dela de 170 ppm
sur le spectre RMN **C, laisse supposer que ce carbone est probablement oxydé en
carbonyle.

e Un ensemble de carbones résonant entre 20 et 56 ppm, attribuables aux CH,, CH et C
quaternaires.

e Les carbones éthyléniques C-12 et C-13 de la double liaison sortent respectivement
vers Oc 122.4 et 144.7.

e Un carbonyle a 6¢ 180.1 attribuable a un acide libre.

e Le carbone de I’oxyméthine a dc= 77.9 attribuable a C-3.
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Figure 24: Spectre RMN **C du composé P2
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Figure 25: Spectre RMN **C étalé du composé P2

Tableau 20: Déplacements chimiques en RMN *H et RMN **C du composé P2

Position oy mJ (Hz) d¢c Acide Oléanolique
(Kyeong et al., 2014)
1 - 38.8 38.7
2 - 28 27.8
3 3.44 (dd, 10.6, 5.5) 77.9 77.8
4 - 39.6 39.1
5 0.85 (m) 55.7 55.5
6 - 18.7 18.7
7 - 33.1 33.0
8 - 39.3 395
9 - 48.0 49.4
10 - 37.3 37.1
11 - 23.7 23.6
12 5.49 (s) 122.4 122.3
13 - 144.7 144.6
14 - 41.9 41.9
15 - 28.2 28.1
16 - 23.6 23.6
17 - 46.5 47.9
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18 3.30 (dd, 13.7, 3.6) 42.1 418
19 1.68 (t, 9.2) 46.3 46.2
20 - 30.9 30.7
21 - 341 34.0
22 - 331 32.9
23 1.24 (s) 28.7 285
24 0.88 (5) 16.5 16.6
25 1.02 (s) 15.4 15.4
26 0.95 (5) 17.3 17.7
27 1.28 (s) 26.1 25.9
28 - 180.1 180.0
29 1.00 (s) 332 33.0
30 1.02 (s) 23.7 23.6

L’ensemble de ces données (Tableau 20) ainsi que la comparaison avec celles de la

littérature (dans le méme solvant Pyridine-ds) (Kyeong et al., 2014, Werner et al., 2003),

conduisent a I’identification du composé P2 comme étant I’acide Oléanolique. Ce composé a

été antérieurement isolé de plusieurs especes du genre Mentha: M. citrata (Passannanti et al.,

1990), ainsi que les 3 espéces suivante : M. arvensis var. piperascens MAL, M. spicata et M.

rotundifolia (Karasawa et al., 1980). Il est connu pour ses activités antibactérienne (Jing et al.,

2015), Antidiabétique, anti VIH, anti-inflammatoire et pour la protection du foie (Jin et al.,

2016).

Composé P2 : Acide Oléanolique
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1.1.3. Elucidation structurale du composé P3

Le composé P3 est obtenu sous forme d’une poudre blanche, invisible a la lumiere UV
(254 et 366 nm). L’analyse du spectre RMN *H (Figure 26) de ce composé, enregistré dans la
Pyridine-ds, montre dans la région blindée sept signaux, dont six singulets et un doublet
correspondant aux méthyles angulaires d’un squelette tripterpénique pentacyclique. Ces
signaux singulets resonnent a 6y 1.24 (Me-23), 1.03 (Me-24), 0.91 (Me-25), 1.11 (Me-26),
1.73 (Me-27), 1.45 (Me-29) et le signal & 1.13 ppm sous forme d’un doublet attribuable au
(Me-30), caractéristiques des triterpénes pentacycliques de type ursane.
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Figure 26: Spectre RMN *H des méthyles du composé P3

De plus, on observe un massif de protons (Figure 27) résonant entre 0.88 a 2.37 ppm
correspondant aux CH et CHy, et trois signaux a oy 5.61 sous forme d’un singulet large, 3.44
sous forme d’un doublet dédoublet (dd, J= 10.5, 5.2 Hz) et 3.06 sous forme d’un singulet,
attribuables respectivement au proton éthylénique H-12, et aux protons oxyméthine H-3 et
méthine H-18. Le déplacement chimique du proton H-18 a 3.06 ppm est significatif de la
présence d’une fonction acide en C-28 (COOH).
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Figure 27: Spectre RMN *H du composé P3

Le spectre RMN C (Figures 28, 29) révéle la présence de 30 signaux, les carbones

caractéristiques répartis comme suit :

e Six méthyles quaternaires.

e Deux signaux apparaissant a oc 127.9 et 139.8 correspondent aux carbones
éthyléniques C-12 et C-13 respectivement.

e Un signal d’un carbone correspondant au groupement acide a d¢c 180.7 attribuable a
C-28

[ ]

Un ensemble de carbones résonant entre 20 et 56 ppm, attribuables aux -CH,, -CH et

C quaternaires.
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Figure 28: Spectre RMN *3C du composé P3
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Figure 29: Spectre RMN *3C étalé du composé P3

Tableau 21: Déplacements chimiques en RMN *H et RMN **C du composé P3

Position oy mJ (Hz) dc Acide Pomolique
(Sidjui et al., 2015)
1 H-1a 1.60 (m) ; H-1b 0.97 (m) 38.9 39.5
2 H-2a 1.99 (m) ; H-2b 1.84 (m) 28.0 28.6
3 3.44 (dd, 10.5, 5.2) 78.1 78.7
4 - 39.3 39.9
5 0.88 (m) 55.8 56.3
6 H-6a 1.63 (m) ; H-6b 1.41 (m) 18.8 19.4
7 H-7a1.82 (m) ; H-7b 1.41 (m) 335 34.1
8 - 40.2 40.8
9 1.86 (m) 477 48.3
10 - 37.2 37.8
11 H-11a 2.10 (m) ; H-11b 2.05 (m) 23.9 245
12 5.61 (sl) 127.9 128.5
13 - 139.8 140.4
14 - 42.0 42.6
15 H-15a 2.34 (td, 13.2, 4.1) ; H-15b 1.10 (m) 29.2 29.8
16 | H-16a3.43 (td, 12.9, 4.2) ; H-16b 2.10 (m) 26.3 26.9
17 - 48.2 48.8
18 3.06 (s) 54.5 55.1
19 - 72.6 73.2
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20 1.54 (m) 42.3 42.8
21 H-21a 2.15 (m); H-21b 1.36 (m) 26.8 274
22 H-22a 2.17 (m) ; H-22b 2.10 (m) 38.4 39.0
23 1.24 (s) 28.7 17.0
24 1.03 () 16.4 29.3
25 0.91 (s) 155 16.0
26 111 (s) 16.7 17.2
27 173 (s) 24.6 25.2
28 - 180.7 181.1
29 1.45 (s) 27.0 276
30 1.12 (d, 7.3) 17.1 174

L’attribution des autres signaux (Tableau 21) a été faite par comparaison avec des
structures similaires et dans le méme solvant (Sidjui et al., 2015). Toutes ces données
spectrales nous permettent d’identifier le produit P3 a I’acide pomolique. Isolé antérieurement
des espéces suivantes :  Mentha arvensis var. piperascens MAL, Mentha spicata et Mentha
rotundifolia (Karasawa et al., 1980). Ce composé est connu comme antiagrégant plaquettaire
(Alvarado-Castillo et al., 2012).

N
N

Composé P3 : Acide pomolique

1.1.4. Elucidation structurale du composé P4

Le composé P4 est obtenu sous forme d’une poudre blanche. Le spectre RMN 'H ce
de composé ressemble a celui du composé P2, ils ont le méme squelette triterpenique oléan-
12-éne. Le spectre RMN *H de ce composé enregistré dans la Pyridine-ds (Figure 30) montre

dans la région blindée six signaux fins, attribuables aux méthyles résonnant a 6y 1.21 (s, Me-
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23), 1.02 (s, Me-24), 0.87 (s, Me-25), 0.99 (s, Me-26), 1.21 (s, Me-27) et 0.94 (d, J = 6.0 Hz,

Me-29) correspondant aux six méthyles angulaires d’un squelette triterpénique pentacyclique.
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Figure 30 : Spectre RMN *H du composé P4

Un massif de proton résonant a dy 0.85 a 2.26 correspondant aux —CH, -CH, et C

quaternaire des cinq cycles et d’autres signaux repérés a :

e Un signal doublet a oy 2.59 (J = 11.0 Hz) correspondant au proton H-18, cette
valeur du déplacement chimique est significatif de la présence d’une fonction
acide en C-28 (COOH).

e Un signal triplet a 6y 3.43 (J = 8.0 Hz) attribuable au proton H-3.

Le spectre RMN C (Figure 31) du composé P4 montre dans la région blindée 3 signaux des
carbones éthyléniques correspondant aux carbones C-12 (6c125.5), C-13 (8¢ 139.1) et un
carbone repéré a 104.7 ppm.
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Figure 31 : Spectre RMN **C du composé P4
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Le spectre RMN *H montre également deux signaux sous forme de singulet large & 8
4.79 et 4.74 attribuable aux protons éthyléniques méthyléne exocyclique. L’analyse des
couplages hétéronucléaire *Jn.c visualisé sur le spectre HMQC (Figure 32) permet de

déterminer le déplacement chimique de leurs carbones a 6y 104.7 (C-30).
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Figure 32 : Spectre HMQC du composé P4

Les protons géminés du groupement méthyléne corrélent en HMBC (Figure 33) avec

les deux carbones C-19 et C-21.
H_30_H
g;%

Figure 33 : Corrélations HMBC des protons éthyléniques géminés

94



Partie 3

Chapitre 1

Identification des produits isolés de Mentha aquatica

L’expérience HMQC permet de détecter les protons portés par ces carbones
apparaissant a oy 2.10 (m, H-19), 2.23 (m, H-21a), 2.61 (m, H-21Db), ainsi que les carbones

C-3 (8¢ 78.0), C-12 (3¢ 125.5) et C-18 (3¢ 53.4).

L’¢élucidation structurale du composé P4 est initiée a partir des carbones déja attribués,

I’expérience HMBC montre les corrélations présentées dans la figure suivante (Figure 34):

Figure 34 : Corrélations HMBC du composeé P4

Tableau 22: Déplacements chimiques en RMN *H et RMN **C du composé P4

Position dym dc Acide micromérique
J (Hz) (Gianmario et al., 2007)
1 H-1a 1.54 (m) ; H-1b 1.00 (m) 39.2 39.9
2 1.80 (m) 28.6 285
3 3.43(t, 8.0) 78.0 80.3
4 - 39.2 39.9
5 0.82 (m) 55.6 56.7
6 1.10 (dlI, 6.4) 16.4 18.3
7 H-7a 1.54 (m) ; H-7b 1.35 (m) 33.4 34.2
8 - 38.9 40.7
9 1.61 (t, 8.7) 47.9 48.8
10 - 39.8 38.2
11 1.92 (m) 238 24.6
12 5,46 (sl) 1255 127.7
13 - 139.1 138.0
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14 - 42.3 43.3
15 H-15a 1.38 (m) ; H-15b 1.28 (t, 7.3) 29.9 29.1
16 H-16a 2.10 (m) ; H-16b 1.79 (m) 28.6 25.6
17 - 49.5 48.0
18 2.59 (d, 11.0) 53.4 56.1
19 2.10 (m) 38.9 38.7
20 - 117.4 152.8
21 H-21a 2.23 (m) ; H-21b 1.61 (m) 333 335
22 H-22a 2.28 (m) ; H-22b 2.26 (m) 39.2 40.1
23 1.21(s) 27.9 29.4
24 1.02 (s) 17.3 16.9
25 0.87 (s) 15.5 16.6
26 0.99 (s) 16.4 18.3
27 1.21(s) 235 24.6
28 - 179.8 177.9
29 1.10 (d, 6.4) 21.3 17.3
30 H-30a 4.79 (sl), H-30b 4.74 (sl) 104.7 106.5

Les expériences HMQC, HMBC combinées, permettent d’assigner sans difficulté tous

les déplacements chimiques des protons et des carbones (Tableau 22) ainsi la comparaison

avec celle de la littérature (dans le CD3;OD) (Gianmario et al., 2007) et d’attribuer sans

ambiguité a ce composé P4, la structure de 1’acide 3-B-hydroxy-ursan-12.20(30)-dién-28-

oique ou I’acide micromérique. Il a été isolé de I’espeéce Rosmarinus officinalis (Labiatae) et il

posséde une activité anti-inflammatoire significative (Gianmario et al., 2007).

Composé P4 : Acide micromérique
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1.1.5. Elucidation structurale du composé P5

Le composé P5 est obtenu sous forme d’une poudre blanche, il est invisible sous la
lampe UV aux longueurs d’onde 254 et 366 nm. L’analyse du spectre RMN *H (Figure 35)
de ce compose, enregistré dans la Pyridine-ds, montre dans la région blindée cing singulets
fins et deux doublets fins (Figure 36), s’intégrant pour trois protons chacun, attribuables aux
méthyles résonant a oy 1.24 (CH;-23), 1.02 (CH3-24), 0.88 (CH3-25), 1.05 (CHs3-26), 1.23
(CH3-27) et 1.00 (CHs-29, d, J= 6.4 Hz) et 0.94 (CH3-30, d, J= 6.0 Hz) correspondant aux

sept méthyles angulaires d’un squelette triterpénique pentacyclique.
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Figure 35: Spectre RMN *H du composé P5
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Figure 36: Spectre RMN *H des méthyles du composé P5

Le squelette de base de type triterpene pentacyclique renferme 8 méthyles angulaires
mais I’observation uniquement de sept groupements méthyles indique que I’un d’entre eux a

été oxydé. Ceci est supporté par la présence sur le spectre RMN *3C d’un carbonyle acide a
oc 179.8 (Figure 37).
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Figure 37: Spectre RMN *3C du composé P5

De plus, on observe un massif de protons résonant entre 0.84 a 2.32 ppm
correspondant aux CH et CH,, et trois signaux a oy 5.49 (1H, t, J= 3.4 Hz), 3.45 (1H, dd, J =
10.1, 6.4 Hz) et 2.63 (1H, d, J = 11.4 Hz) attribuables respectivement au proton éthylénique
H-12, et aux protons oxyméthine H-3 et méthine H-18,caractéristiques des triterpenes
pentacycliques de type urs-12-ene. Le déplacement chimique du proton H-18 (3 3.63, d, J
=11.4 Hz) est significatif de la présence d’une fonction acide en C-28 (COOH).

L’analyse des couplages hétéronucléaires 'Jy.c visualisés sur le spectre HMQC
(Figure 38) permet d’identifier les carbones C-12 (6¢ 125.5), C-3 (8¢ 78.0) et C-18 (6¢ 53.4).

% v E 20

= st E
= L = 30
- .}
18 . | - 50

= H-18/C-18 =
= 80
= 70

a | e -
H-3/C-3 o
- g0
- 100
10
= 120

17 H-12AC-1Z =
= = 130
= 140
. 150
= 160
= 17D
- 180

T T T T T T T T
8 7 8 5 4 3 2 1

Figure 38: Spectre HMQC du composé P5
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Le spectre RMN **C (Figure 37) révéle nombreux signaux correspondant a 7
méthyles, 9 méthylenes, 7 méthines et 7 carbones quaternaires, soit au total 30 atomes de

carbone, confirmant ainsi la nature triterpénique de ce composé.

A partir des protons caractéristiques identifiés précédemment, 1’expérience COSY H-H
(Figure 39) permet de localiser les déplacements chimiques de plusieurs protons du squelette
triterpénique pentacyclique. On reconnait entre autres:
e Le proton H-3 (864 3.45) connu avec les deux protons H-2 (64 1.83).
e Les protons H-2 avec un autre proton résonant a 6y 0.94 attribuable au proton H-1b, et
I’autre H-1a a 1.55 ppm.

e Les deux protons H-11 (64 1.94) a partir de leurs couplages avec le proton éthylénique
H-12.

e Le proton H-9 a oy 1.62 (t, J = 7.8 Hz) corrélant avec les protons H-11.

e Les protons H-18 (o4 2.63) couplant avec un autre proton H-19.

H-1b

AR A Y

H-1b/H-2

H-9H-11

H-18/H-19

Figure 39: Spectre COSY du composé P5
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Figure 40 : Couplages COSY des protons des cycles A, C et E

L’expérience HMQC (Figure 41) permet d’attribuer les déplacements chimiques des
carbones C-1, C-2, C-9, C-11 et C-19 aux 6c 39.3, 28.0, 47.9, 23.5 et 39.3 respectivement.
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Figure 41: Spectre HMQC du composé P5
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Le spectre de RMN HMBC permet, par le jeu des couplages longue distances
hétéronucléaires, d’attribuer la position COOH sur le cycle D/E et de confirmer 1’ensemble
des déplacements chimiques.

L’élucidation structurale du composé P5 est initiée a partir du carbone C-3 connu. En
effet, les protons méthyliques CHs-23 (64 1.24) et CH3-24 (84 1.02) sont repérés suite aux
corrélations qu’ils présentent sur le spectre HMBC (Figure 42) avec le carbone oxyméthine
C-3. Ces protons meéthyliques corrélent a leurs tours avec 2 carbones détectés a o¢c 55.7 et 39.3
correspondant aux carbones C-5 et C-4 respectivement.

Les protons méthyliques CH3-25 (8 0.88) couplent avec les carbones C-1, C-5 déja
assignés et avec deux autres carbones un C-9 connu et un quaternaire C-10 (&¢c 37.2),
supportant ainsi 1’attribution aux protons CHs-25. Le spectre HMQC permet d’attribuer le
proton H-5 a &y 0.87 sous forme d’un doublet large  (J =11.9 Hz).

23 27 26 24

30 8 H30/C-21| E
—% | .

i H-29/C-20| |

15 23 3 H-30/C-200 E
21 - | g 30

7 — 3
22 H25/C-10 |

20 10— 3
- iy i— <40

4 14 = H—ID.-C—]_

=y H26/C-14
‘' H-25/C-9| E

E ] - §—5EI
. ]". H-26/C-9 :

- "

¥ ]

H-25/C-5

£ 60

| TNH-24(C-5

1.7 1.8 1.5 14 13 1.2 1.1 1.0 0g 0.8 0.7 0.6

Figure 42: Spectre HMBC du composé P5 (partie des méthyles)
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Figure 43: Corrélations HMBC des Me-23,24 et Me-25 du composé P5

A partir du proton H-5, le spectre COSY (Figure 44) montre les corrélations entre le

proton H-5 et le proton H-6b (6 1.36). Ce dernier corréle a son tour avec le proton géminé et

le proton voisin résonant a 6y 1.36 ne pouvant étre que les deux protons H-6a et H-7b, dont

les carbones sont assignés a d¢ 18.6 (C-6) et 33.4 (C-7) selon le spectre HMQC.
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)
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Figure 44: Spectre COSY du composé P5
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Figure 45: Couplages des protons H-5, H-6 et H-7.

Le Me-26 (34 1.05) est identifié suite aux couplages (Figure 46) qu’ils présentent sur
le spectre HMBC avec les carbones C-7 et C-9 déja attribués, et un autre carbone quaternaire
C-14 (8¢ 42.4). Le carbone C-14 identifié suite a la corrélation qu’il présente en HMBC avec
le proton H-12, corréle avec un autre groupement méthyle correspondant au méthyle Me-27
(6n 1.23). Ce dernier couple avec les carbones aliphatiques C-8, C-15 ainsi qu’avec le carbone
éthylénique C-13. Ces carbones résonnent a d¢ 39.8 (C-8), 6¢ 28.6 (C-15) et 139.1 (C-13).

Figure 46: Couplages HMBC méthyles 26 et 27.

Le singulet attribué au méthyle Me-26 forme également plusieurs taches de corrélation
avec les carbones d’un groupement méthine, un carbone quaternaire et d’un groupement
méthyléne. Compte-tenu de la structure de ce triterpéne, ces groupements se voient
naturellement assignés au CH-9 (47.9 ppm), C-8 (39.8 ppm) et au CH-7 (33.4 ppm).

A partir du carbone C-19, ou peut caractériser les deux méthyles Me-29 (1.00 ppm) et
Me-30 (0.94 ppm). Ces méthyles corrélent aussi avec le carbone C-20 (38.9 ppm), cependant
le carbone corrélant avec le Me-30 & (d¢c 30.9) est attribuable au carbone C-21. Parmi les
protons H,-21(dy 1.45; 1.39) localisés par analyse du spectre HMQC, le proton résonant a
1.39 ppm couple en COSY avec un proton a 1.97 ppm correspondant au proton H-22b, son
carbone est repéré par I’expérience HMQC a 37.3 ppm.

La stéréochimie des carbones asymétriques est déterminée par I’analyse des valeurs

des constantes de couplage calculées & partir du spectre RMN 'H. A titre d’exemple la
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stéréochimie a-axiale du proton H-3 est indiqué par la valeur de constante de couplage *Jsax-
2ax =10.1 Hz et celle du B-axiale du proton H-18 est déduite par la grande constante de
couplage *Jigax-10ax =11.0 Hz (Figure 47).

Figure 47: Stéréochimie des carbones assymétrique P5

Le spectre COSY montre les corrélations entre les protons H-15 (64 2.32, 1.20) et les
deux protons H-16 résonant a 6y 2.12, 1.97. Leurs carbones repérés a 28.6 ppm (C-15) déja
assigné et 24.8 ppm (C-16) grace a I’analyse du spectre HMQC. Ce dernier corréle avec les
protons H-18, H-15b et H-22b sur le spectre HMBC (Figure 48).
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Figure 48: Spectre HMBC du compose P5
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Tableau 23: Déplacements chimiques en RMN *H et RMN *3C du composé P5

Position oy mJ (Hz) dc Acide Ursolique (Kyeong
etal., 2014)
1 H-1a 1.55 (m); H-1b 0.94 (m) 39.3 40.3
2 1.83 (m) 28.0 29.4
3 3.45(dd, 10.1, 3.4) 78.0 79.4
4 - 39.4 40.6
5 0.87 (dI, 11.9) 55.7 57.1
6 H-6a 1.55 (m) ; H-6b 1.36 (m) 18.6 19.9
7 H-7a 1.55 (m) ; H-7b 1.36 (m) 33.4 34.8
8 - 39.8 41.2
9 1.62 (t, 7.5) 47.9 49.3
10 - 37.2 38.5
11 1.94 (m) 235 24.9
12 5.49 (t, 3.4) 125.5 126.9
13 - 139.1 140.5
14 - 42.4 43.7
15 H-15a 2.32 (td, 13.0, 3.5) ; 28.6 29.9
13.0 H-15b 1.20 (m)
16 H-16a2.12 (td, 13.2, 4.1) ; 24.8 26.2
13.2, H-16b 1.99 (m)
17 - 47.9 49.3
18 2.63 (d, 11) 53.4 54.8
19 1.46 (m) 39.3 40.7
20 1.00 m 38.9 40.6
21 H-21a 1.45 (m) ; H-21b 1.39 (m) 30.9 32.3
22 H-22a2.01 (m) ; H-22b 1.97 (m) 37.1 38.7
23 1.24 () 28.7 30.1
24 1.02 (s) 16.5 17.5
25 0.88 (s) 15.6 16.4
26 1.05 (s) 17.4 18.5
27 1.23(5) 238 255
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28 - 179.8 181.2
29 1.00 (d, 6.4) 173 18.6
30 0.94 (d, 6.0) 21.3 22.3

Considérant I’ensemble des informations recueillies et analysées (Tableau 23) avec
comparaison de la littérature (dans le méme solvant : la pyridine-ds) (Kyeong et al., 2014) ,
nous avons ainsi établi que la molécule P5 est I’acide ursolique. Isolé antérieurement de
plusieurs especes du genre Mentha telles que : M. arvensis var. piperascens MAL, M. spicata
et M. rotundifolia (Karasawa et al., 1980), ainsi que I’espéce Mentha citrata (Passannanti et
al., 1990). Ce triterpene est connu pour ses activités antibactérienne, antioxydante (Patricia et

al., 2014), anti-inflammatoire et anticancéreuse (Rahul et al., 2012).

Composé P5 : Acide ursolique
1.1.6. Elucidation structurale du composé P6

Le composé P6 est obtenu sous forme de poudre blanche soluble dans le méthanol. I

est invisible sous la lampe UV aux longueurs d’onde 254 et 366 nm.

Le spectre RMN *H (Figure 49) du composé P6 est voisin a celui du composé P3

élucidé précédemment. Il permet de reconnaitre entre autre :

e Les protons H-3, H-12 et H-18 caractéristique des squelettes triterpéniques
pentcycliques résonant a oy 3.37 (d, 9.6 Hz), 5.56 (sl) et 3.02(s).

e Un massif de protons repéré entre 0.85 a 2.31 ppm, correspondant aux méthines
et méthylénes des cing cycles.

e Les méthyles repérés entre 0.98 et 1.69 ppm (Figure 50).
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Figure 50 : Spectre RMN *H des méthyles du composé P6
Les méthyles observés sur le spectre RMN *H (Figure 50) sont répartis comme suit :

e Six signaux singulets résonant a oy 0.98, 1.06, 1.08, 1.24, 1.42 et 1.69
attribuable aux méthyles M-25, Me-24, Me-26, Me-23, Me-29 et Me-27.
e Un signal sous forme d’un doublet apparait a 1.10 ppm (J= 6.4 Hz) correspond

au méthyle Me-30.

La différence par rapport au composé P3 réside en la présence d’un signal sous forme

d’un triplet de doublets (td, 11.0, 4.3 Hz) correspondant a un proton oxyméthine résonant a

4.08 ppm.
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Figure 49 : Spectre RMN *H du composé P6

Le spectre RMN 3C (Figure 51) parait similaire & celui du composé P3. Cependant,
on observe ’apparition d’un signal déblind¢ a d¢c 68.5 et le déblindage d’un autre signal a d¢c

83.7 correspondant aux carbone C-2 et C-3 respectivement.
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Le déblindage du déplacement chimique du carbone C-2 confirme sa substitution par
un hydroxyle, ce qui influe sur le carbone C-3.

La constante de couplage du proton H-3 (J =9.6 Hz) indique qu’il est orienté
axialement de méme pour la plus grande constante de couplage du proton H-2 confirme que

ce dernier est orienté axialement.
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Figure 51 : Spectre RMN **C du composé P6
Tableau 24: Déplacements chimiques en RMN *H et RMN **C du composé P6
Position oy mJ (Hz) dc Acide tormentique
(Kyeong et al., 2014)
1 H-1a2.22 (dd, 12.3,4.6) ; H-1b 1.33 (m) 39.7 48.0
2 4.08 (td, 11.0, 4.3) 68.5 68.3
3 3.37d9.6 83.7 83.6
4 - 47.7 39.8
5 1.04 (m) 55.8 55.7
6 H-6a 1.59 (m); H-6b 1.40 (m) 18.9 18.9
7 H-7a1.66 (m) ; H-7b 1.45 (m) 334 33.2
8 - 40.3 40.1
9 1.94 (td, 10.6, 6.8) 47.7 48.1
10 - 38.4 38.5
11 H-11a 2.15 (m) ; H-11b 2.10 (m) 24.0 24.5
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12 5.56 (t, 3.4) 127.8 127.7
13 - 139.8 144.6
14 - 42.0 42.1
15 | H-15a2.31 (td, 13.3,4.6); H-15b1.19 (m) | 29.1 29.1
16 | H-16a3.12 (td, 12.9, 4.6) ; H-16b 2.05 (m) | 26.2 26.1
17 - 48.1 48.5
18 3.02 (s) 545 54.3
19 - 72.5 72.4
20 1.54 (m) 42.2 42.6
21 H-21a 2.11 (m); H-21b 1.37 (m) 26.8 26.7
22 H-22a 2.15 (m); H-22b 2.08 (m) 38.4 385
23 1.24 (s) 29.2 29.2
24 1.06 (5) 17.6 17.5
25 0.98 (s) 16.8 16.7
26 1.08 () 17.1 17.1
27 1.69 (s) 24.6 24.6
28 - 180.6 180.4
29 1.42 (s) 27.0 26.8
30 1.10 (d, 6.4) 17.1 16.4

Ce composé a été identifi¢ comme étant 1’acide tormentique (Tableau 24) en

comparant ses données de RMN 'H et *3C a celles de la littérature (Kyeong et al., 2014). Ce

triterpéne acide a été isolé par Passannanati et ses collaborateurs dans I’espéce Mentha citrata

(Passannanti et al., 1990). Ce composé a €té connu pour ses activités anticancéreuse (René et
al., 2012), anti-inflammatoire (Chang et al., 2011).

Compose P6 : Acide tormentique
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1.1.7. Elucidation structurale du composé P7

Le composeé P7 est obtenu sous forme d’une poudre blanche, il est invisible sous la

lumiére UV (254 et 366 nm).

L’observation du spectre RMN *H du composé P7 (Figure 52) révéle une grande

parenté avec le composé P5 (I’acide ursolique). On note la présence de :

e Sept méthyles dans la zone 0.88 et 1.40 ppm.

e Le proton éthylénique H-12 résonant a 6y 5.53 sous forme d’un triplet (J = 3.4
Hz).

e Le proton H-18 résonant a 2.77 sous forme d’un doublet (J = 11.4 Hz).

e Un signal sous forme de doublet dédoublet repéré a 6y 3.46 (J = 9.6, 6.9 Hz)
attribuable au proton H-3, le déblindage de ce dernier indique qu’il est lié a un

groupement attracteur qui est un hydroxyle.

Toutefois, ce spectre présente 2 signaux supplémentaires a oy 2.67 (dd, J = 4.6, 13.3
Hz) et 3.85 (td, J = 11.5, 4.6 Hz) attribuable aux protons H-22 et H-21. Le déblindage de ce

dernier confirme qu’il est 1ié & un groupement attracteur (hydroxyle).
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Figure 52 : Spectre RMN *H du composé P7

L’analyse du spectre RMN *C (Figure 53) en apporte la confirmation de la nature
triterpénique a squelette ursa-12-ene de ce composé. La différence par rapport au composé P5
apparait pour le signal blindé repéré a dc 70.4 attribuable a un carbone substitué par un

hydroxyle qui est le C-21. Un autre signal a d¢ 78.0 attribuable au carbone C-3.
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Figure 53: Spectre RMN *3C du composé P7

L’examen du spectre HMQC (Figure 54) conduit & visualiser tous les protons déja
signalés leurs carbones sont attribués aux C-12 (125.9 ppm), C-18 (53.2 ppm), C-3
(78.0bppm), C-22 (46.8 ppm) et ), C-21 (70.4 ppm).
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Figure 54 : Spectre HMQC du composé P7
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L’analyse du spectre HMBC (Figures 55, 56) montre des plusieurs corrélations entres :

e Le méthyle Me-25 (0.88 ppm) avec les carbones C-4 (8¢ 39.3), C-10 (5¢ 38.6),
C-8 (8¢ 39.8) et C-9 (8¢ 47.7).

e Le méthyle Me-24 (1.03 ppm) correle avec les carbones C-23 (6¢ 28.7), C-3 (d¢
78.0), C-4 (8¢ 39.3) et C-5 (8¢ 55.7).

e Le méthyle Me-26 (1.05 ppm) montre des corrélations avec les deux carbones
C-7 (8¢ 33.4), C-9 (8¢ 47.7) et C-14 (3¢ 42.4).

e Le méthyle Me-27 (1.25 ppm) correle avec les carbones C-15 (6¢c 28.7), C-14
(6c 42.4) et C-8 (39.8 ppm).

e Le méthyle Me-30 (1.41 ppm) couple avec les carbones C-19 (8¢ 38.9), C-20 (d¢c
47.7) et C-21 (8¢ 70.4).
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Figure 55 : Spectre HMBC du composé P7
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Figure 56 : Corrélations HMBC des méthyles du composé P7

La multiplicité des signaux correspondant aux protons H-21 et H-22 ainsi que leurs

constantes de couplage respectives indiquent que H-21 est orienté axialement donc

I’hydroxyle est équatorial.

Tableau 25 : Déplacements chimiques en RMN *H et RMN **C du composé P7

dn mJ (Hz) dc Acide 21a-hydroxy-
Position ursolique

(Tsasi et al., 2016)
1 H-1la 1.55 (m) ; H-1b 0.97 (td, 12.0,6.0) | 37.2 38.1
2 1.82 (m) 28.0 26.9
3 3.46 (dd, 9.6, 6.9) 78.0 78.7
4 - 38.3 38.5
5 0.85 (m) 55.7 55.2
6 H-6a 1.55 (m) ; H-6b 1.35 (m) 18.6 18.6
7 H-7a 1.55 (m) ; H-7b 1.36 (m) 33.4 33.1
8 - 39.8 39.1
9 1.64 (t, 7.8) 47.7 47.2
10 - 38.6 37.8
11 1.95 (m) 23.6 23.2
12 5.53 (t, 3.4) 125.9 126.1
13 - 140.0 137.2
14 - 42.4 42.2
15 H-15a 2.31 (td, 13.3, 5.1); 28.7 28.3

H-15b 1.21 (m)
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16 H-16a 2.21 (m); 26.0 -
H-16b 2.14 (td, 13.3, 4.1)
17 - 48.9 475
18 2.78 (d, 11.4) 53.2 52.6
19 1.71 (m) 38.9 32.0
20 2.20 (M) 47.9 422
21 3.85 (td, 11.5, 4.6) 70.4 715
22 H-22a 2.67 (d, 13.3, 4.6); 46.8 42.6
H-22b 2.25 (t, 11.9)

23 1.25 (s) 28.7 2738
24 1.03 (s) 16.5 15.6
25 0.88 (5) 15.8 155
26 1.05 (s) 17.3 16.1
27 1.23(s) 237 22.7
28 - 179.1 -

29 1.10 (d, 6.4) 17.8 165
30 1.41(d, 6.5) 16.4 23.7

L’analyse combinée des différents spectres de corrélations HMQC et HMBC, ainsi la
comparaison avec celle de littérature (dans le CDCl3) (Tsasi et al., 2016) permet d’assigner
les déplacements chimiques (Tableau 25) de tous les protons et carbones de ce composé Ce
composé a été identifié comme étant : ’acide 21B-hydroxy-ursolique, il a été isolé de 1’espéce
M. citrata (Piozzi et al., 1986).

Composé P7 : Acide 21B-hydroxy-ursolique
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1.2. Caractérisation des produits obtenus de I’extrait Acétone

L’élucidation structurale des produits isolés de I’extrait acétone des racines de la
plante Mentha aquatica a été réalisée grace a I’analyse des spectres RMN 1D et 2D, et a la
comparaison avec les données de la littérature.

Les produits caractérisés appartiennent en général a la classe de meétabolites
secondaires triterpénes peu présents dans le genre Mentha. Cette étude a abouti a I’isolement
de 9 composés de nature triterpénique.

1.2.1. Elucidation structurale du composé P8:

Les spectres RMN *H et *3C du composé P8 révélent des signaux identiques & ceux du

composé P1 déja élucidé auparavant : B-sitostérol.
1.2.2. Elucidation structurale du composé P9:

Les spectres RMN *H et *3C du composé P9 révélent des signaux identiques & ceux du

composé P5 déja élucidé auparavant : 1’acide ursolique.
1.2.3. Elucidation structurale du composé P10:

Il s’agit d’un triterpéne a squelette ursane, il est invisible sous la lumiere UV. Ce
composé est identifié & I’acide tormentique, déja isolé des parties aériennes P10. Sa structure
moléculaire a été établie par comparaison des spectres RMN *H et *3C avec les données de la

littérature.
1.2.4. Elucidation structurale du composé P11:

Le composeé P11 est obtenu sous forme d’une poudre blanche. Le spectre RMN 'H de
ce compose enregistré dans la Pyridine-ds, montre dans la région blindée six signaux singulet
et un signal sous forme de doublet (Figure 57) attribuables aux méthyles résonants a 6H
1.04 (Me-23), 0.95 (Me-24), 1.19 (Me-25), 1.15 (Me-26), 1.74 (Me-27), 1.42 (Me-29) et 1.12
(d, J= 6.9 Hz).
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Figure 57 : Spectre RMN 'H étalé entre 0.8 et 3.5 ppm du composé P11

De plus, on observe un massif de protons (Figure 58) résonant entre 0.82 a 2.61 ppm
correspondant aux -CH et -CH,, et 5 signaux a &y 3.02 (1H, s), 4.94 (1H, d, J = 13.8 Hz),
5.14 (1H, d, J = 14 Hz), 5.57 (1H, sl) et 5.65 (1H, s) attribuables respectivement aux protons
H-18, H-1b, H-1a, et les protons éthyléniques H-12 et H-3, des triterpenes pentacycliques. Le

déplacement chimique du proton H-18 (34 3.02) est significatif de la présence d’une fonction

acide en C-28 (COOH).
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Figure 58 : Spectre RMN *H du composé P11

Dans la région déblindée (Figure 59) on observe plusieurs signaux correspondant aux

protons aromatiques, 7.38 ppm sous forme d’un triplet (J = 7.3 Hz) correspondant aux protons
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H-3' et H-5', un autre signal résonant a 7.43 ppm sous forme d’un multiplet attribuable au

proton H-4' et le signal doublet a 8.24 ppm correspondant a H-2' et H-6'.
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Figure 59 : Spectre du groupement benzoyle du composé P11

L’analyse des couplages hétéronucléaires *Je.y Vvisiualisés sur le spectre HMQC
(Figur 60) permet d’identifier des carbones C-1, C-3, C-12, C-13 et les carbones aromatiques,
C-2', C-3', C-4', C-5', C-6'. Le déblindage du déplacement du carbone C-3 indique la présence
d’une double liaison entre C-3 et C-2.
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Figure 60 : Spectre HMQC du composé P11
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Le spectre RMN **C (Figure 61) révéle nombreux signaux correspondant & 37 atomes
de carbone, confirmant ainsi la présence d’un cycle aromatique. Parmi ces signaux on observe

plusieurs signaux déblindés résonant a :

e 180.6 ppm attribuable a un acide libre C-28.

e 166.1 ppm caractéristique d’un carbonyle d’une fonction ester.

e Plusieurs signaux entre 127 et 140 ppm, attribuables aux protons éthyleniques,
et aromatiques a 6¢c 140.4 (C-13), 127.6 (C-12), 133.2 (C-4"), 130.8 (C-1"),
129.7 (C-2', C-6") et 2 128.9 (C-3', C-5".
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Figure 61: Spectre RMN **C du composé P11
A partir des protons H-1a/b, le spectre HMBC (Figure 60) montre des corrélations
avec les carbones résonants a 166.1 ppm déja identifié comme étant un carbonyle d’une
fonction ester CO, ce qui confirme la position du substituant au niveau du carbone C-1
(Figure 62). On observe aussi d’autres taches de corrélations entre les protons H-1/b et deux
carbones repérés a dc 149.8 et 138.7 correspondant au carbones C-2 et C-3 respectivement.
Ceci confirme I’existence d’un autre carbone éthylénique C-2, 1’absence de son corrélation

sur le spectre HMQC indique qu’il est un carbone quaternaire.

Figure 62 : Corrélation HMBC qui montre la position du groupement benzoyle

Sur le spectre HMBC (Figures 63, 64) on observe aussi les corrélations entre :
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e Les protons H-3'/H-5" avec plusieurs carbones : C-1' (6c130.8) et C-2' (8¢ 129.7).

e Le proton H-4' et les carbone C-2' et C-6'.

e Les protons H-2'/H-6' avec les carbones : C-3' et C-5' (6¢c 128.9), C-4' (6¢ 133.2) et
avec le CO (¢ 166.1).

Le carbone C-13 couple avec un proton résonant a 2.41 ppm sous forme de multiplet
attribuable au proton H-11.
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Figure 63 : Spectre HMBC du composé P11

Figure 64 : Corrélations HMBC de la partie benzoyle du composé P11
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L’attribution du proton H-11 (2.41 ppm) est confirmée sur le spectre COSY (Figure
65) par un couplage avec le proton résonant a 6y 5.57 caractéristique du proton H-12.
D’autres couplages sont observés sur le spectre COSY, entre les protons du groupement
benzoyle (H-3'/H-2' et H-5'/H-6"), ainsi les protons H-1a/b avec le proton H-3.
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o

H-3'/H-2'
&) H-5'H-6'
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Figure 65 : Spectre COSY du composé P11

Le proton H-18 (84 3.02) correle avec3 atomes de carbones (Figure 66) résonants a d¢
27.1, 41.9 et 48.2 attribuables aux carbones C-29 (Me-29), C-14 et C-17 respectivement. Le
proton H-9 déja identifié, montre plusieurs taches de corrélations avec deux méthyles a d¢
18.7 et 18.8 correspondant aux méthyles Me-26 et Me-25 respectivement. Il couple aussi avec

un carbone repéré a 51.0 ppm ne peut étre que pour le carbone C-10.
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Figure 66 : Corrélations HMBC et COSY du composé P11

Les deux méthyles Me-29 (8¢ 27.1) et Me-30 (8¢ 16.7) correlent avec un carbone

résonant a dc 42.2 attribuable au carbone C-20. Le méthyle Me-30 correle aussi avec un

carbone a 8¢ 26.6 correspondant au carbone C-21 (Figure 67).
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Figure 67 : Spectre HMBC du composé P11

Le méthyle Me-27 correle avec deux carbones repérés a 42.2 ppm et 29.5 ppm

attribuables aux carbones C-8 et C-15. Les protons de ce dernier sont identifiés a I’aide de

I’expérience HMQC a &y 2.35, 1.27 sous forme de multiplet corresponds aux protons H-15a
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et H-15b respectivement. A partir de ces protons H-15a/b, le spectre COSY montre une
corrélation avec un autre proton résonant a 3.14 ppm attribuable au proton H-16a. Il est facile

de caractériser le proton H-16b (34 2.06) a partir du spectre COSY.

Tableau 26: Déplacements chimiques en RMN *H et RMN **C du composé P11

Position oy mJ (Hz) d¢c
1 H-1a5.14 (d, 14.0) ; H-1b 4.94 (d, 13.8) 63.2
2 - 149.8
3 5.65 (s) 138.7
4 - 42.7
5 1.59 (m) 63.4
6 1.46 (m) 17.4
7 H-7a1.59 (m) ; H-7b 1.42 (m) 34.4
8 - 42.2
9 2.58 (m) 433
10 - 51.0
11 2.41 (m) 26.8
12 5.57 (sl) 127.6
13 - 140.4
14 - 41.9
15 H-15a 2.35 (m) ; H-15b 1.27 (m) 29.5
16 H-16a 3.14 (td, 12.9, 8.3) ; 26.2

H-16b 2.06 (m)
17 - 48.2
18 3.02 (s) 54.7
19 - 72.5
20 1.54m 42.2
21 H-21a 2.05 (m), H-21b 1.23 (m) 26.6
22 H-22a 2.13 (m), H-22b 2.04 (m) 38.4
23 1.04 (s) 29.5
24 0.95 (s) 21.3
25 1.19 (s) 18.8
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26 1.15 (s) 18.7
27 1.74 (s) 25.3
28 - 180.6
29 1.42 (s) 27.1
30 1.12 (d, 6.9) 16.7
Benzoyle en C-1
1 - 130.8
2! 8.24 (d, 6.8) 129.7
3 7.38(t, 7.3) 128.9
4 7.43 (m) 133.2
5 7.38(t, 7.3) 128.9
6 8.24 (d, 6.8) 129.7
7 - 166.1

L’ensemble de ces données spectroscopiques (Tableau 26) permettent d’attribuer pour

le composé P11 la structure suivante : acide 1-O-benzoyl-hyptadiénique.

HQ

Composé P11 : Acide 1-O-benzoyl hyptadiénique
1.2.5. Elucidation structurale du composé P12:

Le composeé P12 est obtenu sous forme d’une poudre blanche, il est soluble dans le
méthanol. Les spectres RMN (*H, *3C) de ce composé sont presque identiques a ceux du
composé précédent P5, ce qui permet de conclure que ces deux composés présentent une

petite différence dans leurs structures.

Il est observé sur le spectre RMN ‘H (Figure 68) de ce composé, un ensemble de
signaux a oy 5.48 (1H, sl), 3.61 (1H, s), .2.62 (1H, d, J = 11.5 Hz) attribuables respectivement
aux protons H-12, H-3 et H-18 des triterpénes pentacycliques de type urs-12-éne.
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Figure 68 : Spectre RMN *H du composé P12

De plus, sept signaux sont visualisés entre 0.87 et 1.22 ppm (Figure 69), attribuables

aux sept methyles de ce composé : Me-23 (64 1.22, s), Me-24 (34 0.87, s), Me-25 (64 0.90, s),
Me-26 (64 1.06, s), Me-27 (64 1.10, s), Me-29 (64 0.95, d, J = 6.9 Hz) et Me-30 (64 0.91, d, J

= 6.9 Hz).
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Figure 69 : Spectre RMN 1H des méthyles du composé P12

Sur le spectre HMQC (Figure 70), ces méthyles résonnent a 6y 29.2 (Me-23), 22.6

(Me-24), 15.4(Me-25), 17.4 (Me-26), 23.7 (Me-27), 17.4 (Me-29) et 21.3 (Me-30).
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Figure 70 : Spectre HMQC du composé P12

Le spectre HMQC, RMN **C (Figure 71) permettent d’attribuer les déplacements
chimiques des carbones C-3, C-12 et C-13 a 8¢ 75.0, 125.6 et 139.1 respectivement.
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Figure 71 : Spectre RMN **C du composé P12
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L’analyse combinée des spectres HMQC, HMBC (Figure 72) et RMN *C (Figure

73) permet d’assigner les déplacements chimiques de tous les protons et carbones de ce

composé (Tableau 26).
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Figure 73 : Spectre RMN °C étalé du composé P12
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Figure 72 : Spectre HMBC du composé P12
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Tableau 27: Déplacements chimiques en RMN *H et RMN **C du composé P12

Position dn mJ (Hz) dc Acide 3-épi-ursolique
(Nateq et al, 2016)
1 H-1a 1.97 (m), H-1b 1.93 (m) 37.8 38.9
2 H-2a 1.98 (m), H-2b 1.75 (m) 26.2 28.1
3 3.61 (sl) 75.0 78.2
4 - 37.3 39.0
5 1.69 (m) 49.1 55.8
6 H-6a 1.48 (m); H-6b 1.36 (m) 18.5 18.8
7 H-7a1.70 (m); H-7b 1.36 (m) 33.6 335
8 - 40.0 39.9
9 1.82 (m) 47.7 48.0
10 - 33.1 37.3
11 1.98 (m) 23.5 23.6
12 5.48 (sl) 125.6 125.6
13 - 139.1 139.2
14 - 42.4 47.5
15 H-15a 2.32 (m); H-15b 1.20 (m) 28.5 28.6
16 H-16a 2.07 (m); H-16b 1.98 (m) 24.8 24.9
17 - 47.9 48.1
18 2.62 (d, 11.5) 53.4 53.5
19 1.45 (m) 39.3 39.3
20 0.94 (m) 39.3 39.5
21 H-21a 1.44 (m); H-21b 1.36 (m) 30.9 31.1
22 H-22a 1.75 (m); H-22b 1.36 (m) 33.6 37.4
23 1.22 () 29.2 29.3
24 0.87 (s) 22.6 16.2
25 0.90 (s) 15.4 15.6
26 1.06 (5) 17.4 17.6
27 1.10 (s) 23.7 23.6
28 - 179.8 179.8
29 0.95(d, 6.9) 17.4 17.6
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30 0.91 (d, 6.9) 213 218

La différence essentielle avec le produit P5 est constatée au niveau des déplacements
chimiques des protons H-3 et des carbones C-3. L’apparition du signal correspondant a H-3
sous forme d’un singulet large indique qu’il est orienté équatorialement. Les données
spectroscopiques (Tableau 27) montrent que ce composé est 1’épimére du produit P5 par
comparaison avec les données de la littérature de 1’acide 3-épi-ursolique (Nateq et al, 2016).

Il a été isolé de I’espéce Lavandula officinalis (Lamiaceae) (Nateq et al, 2016). Ce composeé a

été caractérisé pour la premiere fois dans le genre Mentha.

HO™

Composé P12 : Acide 3-épi-ursolique
1.2.6. Elucidation structurale du composé P13:

Le composé P13 est obtenu sous forme d’une poudre blanche, soluble dans le méthanol.
Le spectre RMN *H (Figure 74) présente & champ fort 6 signaux singulets fins attribuables
aux méthyles résonant a éy 1.06 (Me-23), 0.95 (Me-24), 1.13 (Me-25), 1.10 (Me-26), 1.65
(Me-27), 1.39 (Me-29) et un signal sous forme de doublet a 6y 1.09 (J= 7.0 Hz) correspondant
au meéthyle Me-30.

Un massif de protons repéré entre 0.87 a 2.47 ppm correspondant aux -CH et -CH, des

5 cycles est observé sur ce spectre. On observe aussi a champ faible plusieurs signaux :

e Un signal singulet a 6y 5.70 attribuable au proton éthylénique H-3.

e Un proton éthylénique résonant a oy 5.55 sous forme d’un singulet large
correspondant au proton H-12.

e Deux doublets repérés a oy 4.52 (J = 14.9 Hz) et 440 (J = 14.9 Hz)
attribuables aux protons oxyméthyléne H-1.

e Un signal singulet résonant a 6y 2.98, correspondant au proton H-18.
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Mis a part, les déplacements chimiques des protons H-1 plus blindés que ceux de

produit P11, les autres déplacements chimiques sont quasiment similaires.
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Figure 74 : Spectre RMN *H du composé P13

Le spectre RMN *3C (Figure 75) du produit P13 montre dans la région blindée, des

signaux correspondant a 7 méthyles angulaires, résonant entre 17 et 30 ppm. Dans la région

déblindée, on observe 4 carbones éthyléniques : 127.9 ppm (C-12), 140.1 ppm (C-13), les

deux autres carbones résonants a dc 133.4 et 156.6 ne peuvent étre que pour les carbones C-3

et C-2. Les attributions desprotons et des carbones du produit ont été établies par comparaison

avec le produit P11 avec I’acide hyptadienique (Tableau 28).
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Figure 75 : Spectre RMN *3C du composé P13
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Tableau 28 : Déplacements chimiques en RMN *H et RMN **C du composé P13

Position dn mJ (Hz) dc Acide hyptadienique
(Jerémie et al., 2016)
1 H-1a 4.52 (d, 14.9); H-1b 4.40 (d, 14.9) 60.7 61.3
2 - 156.6 157.2
3 5.70 (sl) 133.4 134.0
4 - 41.8 42.4
5 1.57 (d, 11.5) 63.5 63.1
6 1.45 (m) 17.5 18.1
7 H-7a1.60 (m); H-7b 1.42 (m) 34.4 35.0
8 - 42.3 42.9
9 2.46 (d, 11.0, 6.4) 43.5 44.1
10 - 50.8 51.3
11 2.32 (m) 26.9 27.1
12 5.55 (sl) 127.9 128.6
13 - 140.1 140.7
14 - 42.3 42.8
15 H-15a 2.36 (m); H-15b 1.30 (m) 29.5 30.1
16 H-16a 3.08 (td 12.9,4.2); H-16b2.03 (m) | 26.9 26.8
17 - 48.1 48.7
18 2.98 (s) 54.6 55.2
19 - 72.5 73.0
20 1.45 (m) 42.2 428
21 H-21a 2. 03 (m); H-21b 1.24 (m) 26.9 27.4
22 H-22a 2.10 (m), H-22b 2.01 (m) 38.4 38.9
23 1.06 (s) 30.1 305
24 0.95 (s) 21.7 22.2
25 1.13 (s) 18.8 19.4
26 1.10 (5) 18.7 19.3
27 1.65 (s) 25.3 25.8
28 - 180.6 181.6
29 1.39 (s) 27.0 275
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30 1.09 (d, 7.0) 16.7 172

L’acide hyptadiénique été isolé pour la premiére fois dans le genre Mentha. Ce

triterpéne a été connu pour son activité anti-inflammatoire (Banno et al., 2004).

HG,

HO

Acide hyptadiénique P13

1.2.7. Elucidation structurale du composé P14:

Le composé P14 a été obtenu sous forme d’une poudre blanche, invisible sous la

lampe UV et soluble dans le méthanol.

Le spectre de masse HR-FAB-MS montre un un pic d’ion pesuodomoléculaire a m/z
488 [M-H]" indiquant que la masse moléculaire est 489 uma compatible avec la formule

moléculaire C3pH490s.

Il est observé sue le spectre RMN *H (Figure 76) 7 signaux de protons de groupement
méthyles résonant a 4 1.05 (CH3-23, s), 0.79 (CH3-24, s), 1.16 (CH3-25, s), 1.20 (CH3-26, s),
1.71 (CHs-27, s), 1.44 (CH3-29, s) et 1.12 (CH3-30, d, J = 6.8 Hz).

Ce spectre montre aussi plusieurs signaux entre 3 et 6 ppm, un signal repéré a 6y 5.48
(1H, dd, J = 5.1, 9.6 Hz) avec un autre signal déblindé résonant a dy 5.63 sous forme d’un
singulet large correspondant au proton oléfinique H-12. Deux autres signaux sous forme de
doublets a oy 4.25 et 3.24 avec la méme constante de couplage (J= 12.9 Hz) correspondant
aux protons H-3, un signal singulet résonant a 3.05 ppm attribuable au proton H-18. Toutes

ces données attestent que ce composé a une nature triterpénique.
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Figure 76 : Spectre RMN *H du composé P14

L’analyse du spectre RMN *3C (Figure 77) confirme la nature triterpénique de ce

composé, et cela par I’observation des signaux :

182 184

176

e Plus de 20 carbones -CH, -CH, et -CHs localisé dans I’intervalle de 14 a 60
ppm.
e Deux carbones oxydés apparaissent a 6c 70.4 et 72.5, suggérant que deux
carbones C-3 et C-19 sont oxydés.
e Deux carbones éthyléniques, 1'un est tertiaire repéré a oc 128.5 et 1’autre
quaternaire a 6c 139.6.
e Un signal déblindé résonant a 180.7 ppm attribuable & un acide libre.
e Un signal repéré a 93.7 indique la présence d’un acétal dans ce triterpéne, porté
par le carbone C-2.
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Figure 77 : Spectre RMN **C du composé P14
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L’identification de la structure du composé P14 repose principalement sur 1’examen
conjoint des spectres HMQC et HMBC. L’expérience HMQC (Figure 78) conduit & repérer
les carbones C-2, C-3, C-12 et C-18.
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Figure 78 : Spectre HMQC du composé P14

Les protons méthyliques Me-23 et Me-24 repérés respectivement a oy 0.79 et 1.05,
sont caractérisés suite aux corrélations qu’ils présentent avec le carbone C-3 déja identifié.
Ces méthyles corrélent en 2J avec un carbone quaternaire C-4 (8¢ 38.2) et en *J avec un
carbone C-5 (6¢ 60.2). Ce dernier montre plusieurs taches de corrélations en HMBC (Figure
79) avec :

e Deux protons sous forme de multiplets résonant a 6y 2.35 et 1.79 attribuables
aux protons H-1a et H-1b respectivement.

e Un autre méthyle qui correspond au Me-25 a éy 1.16.
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Le méthyle Me-23 corréle avec un carbone résonant a 21.3 ppm correspond au
carbone C-24. Le Me-25 montre aussi plusieurs taches de corrélations, il corréle avec les
carbones C-1, C-4 et C-5 précédemment, et deux autres carbones, un carbone quaternaire et

un méthine résonant a d¢c 41.0 et 44.5 correspondant aux carbones C-10 et C-9 respectivement.
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Figure 79 : Spectre HMBC des méthyles du composé P14

L’analyse du spectre HMQC permet d’attribuer les déplacements chimiques des
protons H-1, H-5 et H-9. Le carbone C-2 montre 3 taches de corrélations sur le spectre

HMBC, ces protons sont les deux protons H-3 et un proton H-1 (Figure 80).

Figure 80 : Corrélation HMBC au niveau du cycle A.
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Le carbone C-9 couple avec deux groupements méthyles a oy 1.16 (Me-25) et 1.20
(Me-26). Ce dernier correle a son tour avec un carbone résonant a 33.7 ppm qui est le carbone
secondaire C-7, ainsi avec deux autres carbones quaternaires C-8 (6¢ 40.9) et C-14 (6¢ 42.5)
Le carbone C-14 couple aussi avec un autre methyle a 1.71 ppm attribuable au M-27. Ce
dernier méthyle montre deux taches de corrélations sur le spectre HMBC avec deux carbones
repérés a o¢c 40.9 identifié déja en tant que le carbone C-8 et a ¢ 29.3 attribuable au carbone
C-15 (Figure 81). Les protons des carbones sont détectés selon 1’expérience HMQC.

Figure 81 : Corrélations HMBC au niveau des méthyles Me-26 et 27.

A partir du proton H-18, il est visualisé sur le spectre HMBC (Figure 82) plusieurs
corrélations avec les carbones éthyléniques C-12 (128.5 ppm) et C-13 (139.7 ppm), et avec un
carbone résonant a 48.3 ppm attribuable au carbone C-17 porteur de la fonction acide a cause
de son déblindage. Une autre tache de corrélation a ¢ 42.5 attribuable au carbone quaternaire
C-14. Ce proton corréle aussi avec un autre carbone déblindé a 72.5 ppm, correspondant au

carbone porteur d’un oxygeéne qui est le C-19.
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Figure 82 : Spectre HMBC du composé P14
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D’aprés le couplage du carbone C-19 sur le spectre HMBC, il correle avec le proton
H-18 avec deux autres groupements méthyles résonant a dy 1.44 sous forme d’un singulet
correspondant a Me-29, et avec un doublet (J= 6.8 Hz) attribuable au méthyle Me-30 (Figure
83).

Figure 83 : Corrélations HMBC du composé P14

Le proton H-18 montre une tache de corrélation sur le spectre HMBC avec un carbone
résonant & 40.9 ppm, attribuable au carbone C-20. Ce dernier corréle avec des protons repérés
a oy 2.18 et 2.26 attribuable aux protons H-22b et H-22a.

A partir du carbone C-17 (Figure 84), il est observé sur le spectre HMBC le couplage
avec deux signaux sous forme de multiplet a 6y 2.00 et 1.33 attribuables aux protons H-21a et
H-21b.

Figure 84 : Corrélations HMBC du cycle E.

Le cycle A de ce triterpéne est différente des autres composés isolés de cette plante, la
voie cette, mais dérive de celle de I’acide tormentique P6 probablement selon la voie

biogénétique suivante (Figure 85).

136



Partie 3

Chapitre 1

Identification des produits isolés de Mentha aquatica

HO,,, }
HO” “y
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acetalization

Figure 85 : Voie biogénétique du composé P13 et P14

Tableau 28 : Déplacements chimiques en RMN *H et RMN **C du composé P14

Position oy mJ (Hz) dc
1 H-1a 2.34 (dd 15.1, 5.0); H-1b 1.79 (dd 14.7, 9.7) 46.0
2 5.48 (dd, 14.7, 9.6) 93.7
3 H-3a4.25 (d, 12.9) ; H-3b 3.25 (d, 12.8) 70.4
4 - 38.2
5 0.99 (dl, 11.5) 60.2
6 H-6a 1.79 (m) ; H-6b 1.43 (m) 21.1
7 H-7a1.59 (m); H-7b 1.41(m) 33.7
8 - 40.9
9 1.88 (dd, 11.0, 6.0) 44.5
10 - 41.0
11 H-11a 2.16 (m); H-11b 2.10 (m) 27.0
12 5.63 (sl) 128.5
13 - 139.7
14 - 42.5
15 H-15a 2.31 (td 13.3, 4.5); H-15b 1.32 (m) 29.3
16 H-16a 3.11 (td 4.2, 13.3) ; 26.9
H-16b 1.26 (m)
17 - 48.3
18 3.06 (s) 54.6
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19 - 725
20 1.49 (m) 423
21 H-21a 2.06 (m); H-21b 1.32 (m) 26.3
22 H-22a 2.26 (m); H-22b 2.10 (m) 39.2
23 0.79 (s) 27.9
24 1.05 (s) 213
25 1.16 () 143
26 1.20 () 178
27 1.71(s) 243
28 - 180.7
29 1.44 (s) 24.9
30 1.12 (d, 6.8) 16.6

La mesure du pouvoir rotatoire ([a]p = +61.2 °©, C=0.0045 g/mL, CHCIl3/MeOH 1 :1),

ainsi que les données spectrales (Tableau 29) ont permis d’attribuer la structure d’un

nouveau triterpene qu’on désigne par 1’acide maquatique.

Composé P14 : Acide maquatique

1.2.8. Elucidation structurale du composé P15:

Le composé P15 est obtenu sous forme d’une poudre blanche soluble dans le méthanol

et invisible sous lampe UV.

Les spectres RMN 'H et **C du composé P15 sont trés voisins de ceux du composé

P2 élucidé precédemment. Il permet de reconnaitre entre autres :
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e Les protons H-3, H-12 et H-18 caractéristiques d’une molécule de nature

triterpénique pentacyclique résonant a oy 3.75 (sl), 5.44 (sl) et 3.24 (dd,
J=4.1, 13.3 Hz).

Un massif de protons repéré entre 0.85 a 2.06 ppm, correspondant aux —CH
et —CH, des cing cycles.

Les méthyles détectés sous forme de sept singulets fins entre 0.87 et 1.25

ppm.

La différence majeure par rapport au composé P2, réside en la présence d’un signal

sous forme de doublet large correspondant a un proton oxyméthine résonant a 0Oy 4.27
(J = 2.8 Hz) (Figure 86).
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Figure 86 : Spectre RMN *H du composé P15

Dans le spectre RMN *3C (Figures 87, 88), les déplacements chimiques des signaux

sont proches de ceux du composé P2 précédent. Néamoins, on note I’apparition du carbone

résonant a 66.1 ppm d’un oxyméthine correspondant au carbone C-2.
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Figure 88 : Spectre RMN *C étalé du composé P15

Tableau 30 : Déplacements chimiques en RMN *H et RMN *C du composé P15

Position oy mJ (Hz) dc Acide 3-épi-maslinique
(Amani 2009)
1 H-1a 1.89 (dl, 12.8); H-1b 1.73 (t, 13.7) 42.6 41.3
2 4.28 (dd, 10.6, 2.8) 66.0 66.3
3 3.75(d, 3.2) 79.2 775
4 - 38.6 38.3
5 1.62 (dI, 11.5) 48.6 48.8
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6 H-6a 1.50 (m), H-6b 1.31 (m) 18.3 18.0
7 H-7a 1.52 (m); H-7b (td, 13.7, 3.2) 33.1 29.7
8 - 39.8 39.4
9 1.97 (m) 47.8 48.1
10 - 38.7 38.2
11 2.0 (m) 23.7 22.9
12 5.44 (sI) 1223 1222
13 - 144.7 143.8
14 - 41.8 41.8
15 H-15a 2.14 (m); H-15b 1.22 (m) 28.1 27.7
16 H-16a 2.11 (m); H-16b 1.22 (d, 11.5) 235 23.2
17 - 46.5 47.3
18 3.24 (dd, 13.3, 4.1) 48.2 411
19 H-19a 1.77 (t, 13.3); H-19b 1.31 (m) 46.3 46.4
20 - 30.8 30.7
21 H-21a 1.48 (m); H-21b 1.22 (m) 34.1 33.9
22 H-22a 2.05 (m); H-22b 1.88 (m 33.1 32.5
23 1.15 (s) 29.4 21.9
24 0.87 (s) 22.2 28.5
25 0.94 (s) 16.5 16.3
26 0.90 (s) 17.3 16.9
27 1.25 (s) 26.0 26.0
28 - 180.1 181.7
29 0.99 (s) 33.1 33.1
30 0.97 (s) 23.6 23.6

Les déplacements chimiques des protons et carbones (Tableau 30), ont été déterminés

par comparaison avec celle de la littérature (enregistré dans un mélange CDCI3/CD3;OD)

(Amani 2009). Cette analyse spectroscopique permet d’attribuer la structure suivante pour ce

composé : Acide 20, 3a- dihydroxy-oléan-12-en-28-oique appelé également Acide 3-épi-

maslinique. Il a été isolé antérieurement de I’espeéce M. citrata (Passannanti et al., 1990).
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Acide 3-épi-maslinique P15

1.2.9. Elucidation structurale du composé P16:

Le composé P16 isolé sous forme de poudre blanche, il est invisible sur CCM sous la
lumiére UV (254 et 366 nm) et soluble dans le méthanol. Le spectre RMN *H (Figure 89) de
ce compose ressemble a celui du composé déja isolé des racines de la méme plante le produit
P14. 1l présente a champ fort sept signaux fins attribuables aux groupements méthyles
résonnant a oy 1.25 (Me-23), 0.88 (Me-24), 0.96 (Me-25), 1.08 (Me-26), 1.62 (Me-27), 1.40
(Me-29) et 1.10 (Me-30) et un massif de protons résonnant entre 0.88 a 2.34 ppm
correspondant aux -CH et -CH, des cing cycles (Figure 90). Il montre aussi a champ faible, 4
signaux résonnant a oy 3.75, 4.29, 5.56 et 3.02 ppm correspondant respectivement aux deux

protons oxyméthine H-3, H-2, un proton éthylénique H-12 et un proton méthyne H-18.
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Figure 89: Spectre RMN *H du composé P16
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Figure 90 : Spectre RMN *H des méthyles du composé P16

Le spectre RMN 3C (Figure 91) du produit P16 est presque superposable avec celui
de I’acide tormentique P6. En effet, montre dans la région blindée, 7 signaux entre 16.5 et
29.3 ppm correspondant aux sept méthyles d’un squelette triterpénique pentacyclique et dans
la région déblindee, trois signaux résonnant a 127.8, 139.9 et 180.8 ppm attribuables
respectivement aux carbones éthyléniques (CH-12), (CH-13) et le carbone du carbonyle C-28.
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Figure 91: Spectre RMN **C du composé P16
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A partir du proton caractéristique H-2 identifié précédemment, I’expérience COSY
(Figure 92) montre des corrélations entre le proton H-2 avec les deux protons vicinaux H-1a

et H-1b résonant a oy 1.88 et 1.74 respectivement.

3

L

H-2/H-1a (| )H-2/H-1b

20 4.5 41 35 30 Fa] 20 15 1.0

Figure 92 : Spectre COSY du composé P16
L’analyse des couplages hétéronucléaires “Jy.c les protons caractéristiques déja signalés

visualises sur le spectre HMQC (Figure 93) permet d’attribuer les déplacements chimiques
des carbones (Tableau 31) qui les portent (C-1, C-2, C-3 et C-18).
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Figure 93 : Spectre HMQC du composé P16

L’analyse des spectres HMQC et HMBC ainsi que la comparaison avec les données

spectrales de I’acide tormentique P6 permettent d’assigner les autres protons.

A partir du proton éthylénique H-12, on observe les corrélations avec 4 carbones
(Figure 94), résonant a 6¢ 24.0, 42.0, 47.5 et 54.5 attribuable au carbones C-11, C-14, C-9 et

C-18 respectivement.

ST .
RGO
N

Figure 94 : Corrélations HMBC du proton H-12.
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A partir du proton H-3, on peut visualiser sur le spectre HMBC les couplages avec les

carbones repérés a oc 22.2, 29.3, 38.5, 42.7, 48.6 et 66.0 correspondant aux carbones suivant :

Me-24, Me-23, C-4, C-1, C-5 et C-2. D’autres carbones sont repérés a 1’issu du spectre
HMBC (Figure 95), C-16 (6¢ 26.2), C-20 (6¢c 42.2), C-17 (6¢c 48.2 C-19 (8¢ 72.5), C-12 (8¢

127.9) et C-13 (8¢ 139.9) correlent avec le proton H-18.
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Figure 95 : Spectre HMBC du composé P16

L’analyse du spectre HMQC (Figure 96) permet a partir du carbone C-16 d’attribuer

les protons H-16 et I’expérience COSY permet de localiser les protons H-15 puis leur carbone

C-15 correspondant par analyse de leur corrélation sur le spectre HMQC.
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Figure 96: Spectre HMQC du composé P16

L’analyse de I’expérience HMBC (Figure 97), qui visualise les couplages entre

protons et carbones distants de deux ou trois liaisons (*Ju.c, *Jn-c), permet Dattribution des

méthyles et les autres carbones de la génine.

Dans cette expérience, les protons méthyléniques corrélent au maximum avec quatre

carbones constituant le socle de la base carbonée qui les porte. Ainsi les méthyles 23 et 24

correlent avec le carbone C-3. Ces méthyles couplent également avec le carbone quaternaire

C-4 (38.5 ppm), le carbone C-5 (48.6 ppm) qui correle aussi avec les protons methyliques en

Me-23, Me-24 et Me-25. Le carbone C-5 correle sur le spectre HMQC avec son proton H-5

qui permet de localiser les protons H-6 et H-7 sur le spectre COSY et leurs carbones

respectifs.
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Figure 97: Spectre HMBC du composé P16

Le méthyle 25 couple avec les carbones C-1 (42.7 ppm), C-10 (38.7 ppm) et C-5 (48.6
ppm). La corrélation en 3Jy.c observée toujours sur le spectre HMBC entre le méthyle-26 et le
carbone C-9 (47.5 pm), le carbone C-14 (42.0 ppm) et le carbone C-7 (33.4 ppm).

L’expérience HMBC montre les corrélations des carbones C-9 et C-10 avec un proton
résonant a 1.74 ppm (t, J= 11.9 Hz)) attribué au proton H-1. Une autre corrélation entre le
proton H-15 avec deux carbones résonnant a 42.0 ppm et 24.5 ppm attribuable respectivement
aux carbones C-14 et C-27.

A partir de carbone C-19 deja identifié, on observe des corrélations sur le spectre

HMBC avec des protons repérés a 1.32 ppm, 1.40 ppm et 1.10 ppm attribuables aux protons
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H-21b Me-29 et Me-30. D’aprés le spectre COSY (Figure 92) on peut voir la corrélation
entre les protons H-21b et H-22a (64 2.09).

Tableau 31: Déplacements chimiques en RMN *H et RMN **C du composé P16

Position oy mJ (Hz) dc | Acide 3-épi-tormentique
(Kyeong et al., 2014).
1 H-1a1.88 (dd, 11.9, 4.1); H-1b 1.74 (t, 11.9) | 42.7 42.0
2 4.29 (dd 2.0, 3.2) 66.0 66.7
3 3.75 (d, 2.3) 79.2 79.6
4 - 38.5 39.0
5 1.66 (m) 48.6 48.8
6 H-6a 1.49 (m); H-6b 1.37 (m) 185 18.8
7 H-7a 1.64 (m); H-7b 1.41 (m) 33.4 33.6
8 - 40.4 40.8
9 2.05 (m) 475 478
10 - 38.7 39.4
11 H-11a 2.09 (m); H-11b 2.05 (m) 24.0 24.2
12 5.56 (sl) 127.9 128.6
13 - 139.9 138.9
14 - 42.0 42.2
15 H-15a 2.31 (td, 13.8, 4.6); H-15b 1.23 (m) 29.1 29.2
16 H-16a 3.09 (td, 13.3, 4.6); H-16b 2.03 (m) 26.2 26.9
17 - 48.2 48.7
18 3.02 (5) 545 54.8
19 - 72.5 73.3
20 1.49 (m) 42.2 42.6
21 H-21a 2.12 (m), H-21b 1.32 (m) 26.8 26.3
22 H-22a 2.09 (m), H-22b 2.05 (m) 38.4 38.7
23 1.25 (s) 29.3 28.7
24 0.88 (s) 22.2 16.4
25 0.96 (s) 16.5 16.4
26 1.08 (s) 16.7 17.2

149




Partie 3 Chapitre 1
Identification des produits isolés de Mentha aquatica
27 1.62 (s) 24.5 24.5
28 - 180.8 183.7
29 1.40 (s) 27.0 26.8
30 1.10 (d, 6.4) 17.1 16.2

Cette analyse spectroscopique (Tableau 31) permet d’attribuer la structure suivante

pour ce compose : Acide 3-épi-tormentique ou acide euscaphique (Kyeong et al., 2014). 1l a

été trouvé pour la premiere fois dans le genre Mentha. Il a été isolé de I’espece Perilla

frutescens var. acuta (Labiatae), il est connu pour son activite anticancéreuse (Kyeong et al.,

2014).

HO,

HO™

“
>

Composé P16

: Acide 3-épi-tormentique
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2.1. Composition chimique de I’huile essentielle de Thymus dreatensis Batt.
La GC et GC/MS de I’huile essentielle a été analysée par chromatographie gazeuse
selon la  méthode précédemment expliquée. Au total 35 composés ont été identifiés, ce
qui correspond a un pourcentage de 97,4% par rapport a 1’ensemble des constituants.
D'aprés le Tableau 32, on peut observer que I'huile essentielle de Thymus dreatensis est

principalement constituée de :

e Monoterpéne phénolique: le thymol (28.1%).

e Monoterpéne monocyclique hydrocarboné: le y- terpinéne (18.7%).
e Compose aromatique: le p- cyméne (8.8%).

e Ether : Thymyl méthyl éther (10.9%).

e Alcool acyclique : le linalol (5.0%).

Tableau 32 : Composition chimique de 1’huile essentielle de Thymus dreatensis Batt.

Composé RRI %
a-Thujéne 929 0.1
a-Pinéne 938 1.8
Camphene 951 1.4
Sabinene 974 0.3
B-Pinéne 977 0.6
3-Octanone 985 0.3
B-Myrcene 989 1.3
3-Octanol 991 0.1
a-Phellandréne 1003 0.5
5-3-Caréne 1009 0.1
a-Terpinéne 1016 3.0
p-Cymene 1025 8.8
Limonene 1030 1.1
1,8-Cinéol 1032 0.4
y-Terpinéne 1064 18.7
Trans-Sabinene hydrate 1095 0.8
Linalool 1100 5.0
Trans-Pinocarveol 1141 0.1
Camphor 1147 0.4
Bornéol 1169 4.1
4-Terpinéol 1181 0.5
p-Cymen-8-ol 1189 0.1
a-Terpinéol 1192 1.0
Cis-Dihydrocarvone 1200 0.1
Thymyl méthyl éher 1241 10.9
Carvacrol méthyl éher 1249 0.2
Thymol 1294 28.1

152



Partie 3 Chapitre 2

Analyse GC et GC/MS de [’huile de Thymus dreatensis Batt.

Carvacrol 1303 2.9
B-Caryophyllene 1410 2.8
B-Silineéne 1491 0.1
B-Bisabolene 1514 0.8
d-Cadinéne 1531 0.2
Caryophylléene oxide 1592 0.4
B-Eudesmol 1661 0.1
a-Cadinol 1671 0.2

RRI : relative retention indices
2.2. Discussion

Il apparait que le thymol est un marqueur du genre Thymus puisqu’il est trouvé en
quantité majoritaire dans un trés grand nombre d’espéces citées dans 1’apercu bibliographique
précédemment décrit (Partie 1, Chapitre 3).

Les huiles essentielles de plusieurs espéces du genre Thymus poussant en Algérie sont
regroupées dans le tableau 33.

Tableau 33 : Composition chimique de quelques huiles essentielles poussant en Algérie

] font;—ﬁesii T. ciliatus T. ciliatus num-:—dicus T. nu_midicus T. gyyoni T
Corypose Kabouche Kabouche et | Ghorab et Kabouche A Zeghib et al., | Lehbili et num|d|(_:us
(%) stal 2005 |M2009 |al,2013 | o | 2013 al 2013 | ZERO el
Thymol 67.8 79.1 54.9 68.2 23.9 19.5 41.2
Carvacrol - - - 16.9 6.0 55.5
p-Cymene 13.0 5.6 6.6 - - 6.2
y-Terpinéne 15.0 - 11.3 - - -
Linalool 11.5 17.2 - 10.7
O-Cymene 11.4 -
S-Cymene 12.9
Chlorocresol 11.2

La composition de la présente huile est proche de 1’espéce Thymus poussant a
Constantine,
thymol (68.2%, 54.9%), carvacrol (16.9%, ) suivis par le linalool (11.5 %).
(Ghorab et al., 2013) et T. fontanesii (Kabouche et al., 2005) sont riches en thymol, p-

T. numidicus (Kabouche et al., 2005) qui est majoritairement composée du
T. ciliatus

cymene et y-terpinéne. L’espece T. numidicus (Kabouche et al., 2005; Zeghib et al., 2013,
Zellagui et al., 2014) contient du linalool (11.5%, 17.2 %, 10.7% respectivement) par rapport

aux autres especes.

D’autre part, il faut signaler que le thymyl methyl éther parait étre exclusif, comme
composant majoritaire. Le thymol et le y-terpinéne sont les constituants principaux de 1’huile
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essentielle de T. dreatensis, ces composés sont présent dans plusieurs huiles essentielles du
genre Thymus. Plusieurs espéces du genre Thymus sont caractérisées par la présence de
thymol et y-terpinene, le tableau 34 regroupe quelques espéces :

Tableau 34 : Composition chimique de quelques huiles essentielles avec thymol/ y-terpinéne

T. T. T. . T. T. .
L . . T. persicus . . - T. zygiodes
compest ) | (v | (e, | (e | (eshalsdr | ST | W | (g
2009) 2006) et al., 2007) . 2008) al., 2010)
Thymol 68.0 29.3 51.3 10.3 6.0 66.6 19.5
Carvacrol - - 9.2 25.7 68.0 - -
p-cymene 5.8 15.9 7.6 - 8.9 21.6 19.4
y-terpinéne 8.5 21.7 10.1 5.6 8.0 12.4 17.2

D’apres le tableau 34, la composition des différentses huiles essentielles provenant de

pays différents, de 1’ Algérie (T. numidicus, T. fontanessi), d’Iran (T. daenensis, T. persicus, T.

carmanicus), d’Inde (T. linearis) et de la Grece (T. zygiodes), peuvent étre identiques.

L’étude comparative des compositions des huiles essentielles de genre Thymus permet

de conclure que le thymol est un marqueur du genre.
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3.1. Dosage des polyphénols

La détermination de la teneur en phénols totaux des extraits bruts de S. guyoniana et
M. aquatica a €té faite en utilisant la méthode colorimétrique (Folin-Ciocalteux). La teneur en
polyphénols des extraits : n-butanol (EBSG), acétate d’éthyle (EASG) de la plante S.
guyoniana, méethanol (MEMA), méthanol (racines) (EMRMA) de I’espéce M. aquatica varie
entre 45.77+0.80 et 354.91+1.70 mg/g de matiére séche (Tableau 35). Les résultats montrent
que tous les extraits de la plantes S. guyoniana sont riches en polyphénols en comparant avec
ceux de M. aquatica. En effet, les extraits EBSG et EASG de S. gyuoniana sont les plus
riches en polyphénols (300.50+0.90mg/g, 354.91+1.70 mg/qg).

Tableau 35 : Teneur en phénols totaux des plantes S. guyoniana et M. aquatica

Plantes Extraits | Teneur en phénols totaux (mg /g)®
Stachys guyoniana EBSG 354.91+1.70
Partie aérienne EESG 300.50+0.90
Mentha aquatica EMMA 58.05+2.20

Partie aérienne

Mentha aquatica EMRMA 45.77+0.80
(racines)

Thé vert (Sun et al., 2011) 400

On retrouve amplement les polyphénols dans notre régime alimentaire (Manach et al.,
2004), ce sont également des antioxydants les plus abondants dans notre alimentation
(Tapiero et al., 2002). Les fruits, les légumes, les noix, le vin, les oignons et le thé sont des
sources importantes (Motilva et al., 2013). Les feuilles de thé vert contiennent environ 36%
de polyphénols (Perva-Uzunalic et al., 2006) qui sont des flavanols et des flavonols. lls
constituent 16 a 30% du poids sec de la feuille fraiche. Parmi les flavanols, les flavan-3- ol,
qui sont également connus sous le nom de catéchines, représentent les constituants
polyphénoliques majoritaires (Komes et al., 2010). Le thé vert contient 30% de flavonoides et
le thé noir en contient 10% dans les feuilles séches (Wang et al., 2000). Il apparait que

Stachys guyoniana a une teneur en phénols totaux plus proche de celle du thé vert.

Une étude sur plusieurs espéces du genre Stachys des extraits méthanol, présente la
richesse en polyphénols de I’espéce S. trinervis (430.58 mg/g) et S. fruticulosa (4450.36

mg/g) (Khanavi et al., 2009). Ces deux valeurs sont supérieures a celle de S. guyoniana.
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L’extrait acétate d’éthyle de Mentha pulegium L. semble étre le plus riche en
polyphénols (191.99 ug/g) en comparant avec les extraits MeOH et CHCI3 (183.45 ug/g,
119,73 pg/g respectivement) (Khennouf et al., 2013). D’aprés les valeurs de ce dosage la

plante étudiée Mentha aquatica est plus riche en polyphénols que Mentha pulegium L.
3.2. Screening chimique

Le screening chimique que nous avons effectué sur les deux plantes étudiées
(Tableau 36) a montré la présence de flavonoides dans les extraits polaires EBSG et EASG
de la plante S. guyoniana alors que les extraits de M. aquatica et 1’extrait CHCl3 de S.
guyoniana (ECSG) ont donné un résultat négatif avec ce test. Cependant, M. aquatica semble
étre riche en stéroides et triterpénes dans les extraits méthanol des parties aériennes (EMMA),
I’extrait acétone des racines (EARMA) et I’extrait chloroforme des parties aériennes
(ECMA).

Tableau 36 : Screening chimique de S. guoyniana et M. aquatica

Extraits Flavonoides Stéroides et triterpénes
Test chlorure ferrique Test de Liebermann Burchard
EBSG T "
EASG " "
ECSG ND? n
EMMA ND -
ECMA ND =
EMRMA ND -
EARMA ND -

% non détecté

Par ailleurs, 1’étude phytochimique a conduit a I'isolement de plusieurs composés
triterpéniques purs a partir des parties aériennes et racines de M. aquatica. De plus, ce
screening est en accord avec le taux des polyphénols de la plante S. guyoniana par sa richesse
en flavonoides. Les plantes du genre Stachys sont connues pour leurs meétabolites secondaires
comme : flavonoides, diterpenes, phényléthanoides glucosylés (Lakhal et al., 2011) ce qui a
été confirmé par les test des flavonoides.

D’autre part, d’aprés les investigations des principaux metabolites secondaires du
genre Mentha, ce dernier est constitué de flavonoides (Furkan et al., 2012, EI-Deosky et al.,
2001) et terpenes (Passannanti et al., 1990).
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3.3. Activité Antioxydante de I’huile essentielle de Thymus dreatensis
Batt.

Dans les plantes de la famille des Lamiaceae, la présence du thymol est généralement
accompagnée par son isomere carvacrol, qui sont biologiquement actifs (Menphini et al.,
1993). D’aprés les résultats de 1’activité antioxydante obtenus, 1’huile essentielle de Thymus
dreatensis montre une grande activité inhibitrice 75.9% (2 mg/mL) et 82.64% (4 mg/mL) qui
est supérieure a celle du standard (vitamine E) 73.9% (2 mg/mL) et 80.5% (4 mg/mL) avec le
B-carotene/acide linoléique. L’huile essentielle est majoritairement composee de thymol
(28,1%), y-terpinene (18,7%), de thymyl methyl éther (10,9%) et de linalool (5,0%). Il a été
prouvé que le thymol (Marina et al., 2014), le thymyl méthyl éther (Kim-Chung et al., 2012)
et le linalool (Guen-Hye et al., 2016) ont un potentiel antioxydant. On peut attribuer cette
activité antioxydante au thymol et au y-terpinéne représentant les composés majeurs de I'huile
essentielle de Thymus dreatensis et, d'autre part, a I'effet de synergie de composés polaires
minoritaires.

L’huile essentielle de Thymus numidicus Poiret (Zeghib et al., 2013) poussant en
Algérie (Constantine) est caractérisée par la présence de thymol (23.9%), linalool (17.2%), O-
cymene (11.4%), y-terpinéne (10.8%), thymol méthyl éther (6.7 %) et du carvacrol (6.1%).
Cette huile essentielle a présenté une activité antioxydante avec la méthode de blanchissement
du B-caroténe. Une autre huile essentielle de I’espéce Thymus guyonii de Noé (Lehbili et al.,
2013) a présenté une activité antioxydante avec le B-caroténe, avec sa composition riche en
carvacrol (55.5%), thymol (19.5 %) et p-cymeéne (6.2%). la composition de ces huiles est
proche de celle de I’huile étudiée. Par ailleurs, I’huile essentielle de 1’espéce T. caramanicus
Jalas, majoritairement composée de carvacrol (85.9%), présente une activité antioxydante
(ICs0: 79.03 = 0.54 pg/mL) proche de celle du standard BHT (ICs: 98.26 + 0.80 pg/mL)
(Safaei-Ghomi et al., 2009). On peut conclure que D’activité antioxydante des huiles
essentielles du genre Thymus est liée a I'effet des composants majoritaires: thymol, carvacrol,

p-cymene,... et a des effets de synergie.

3.4. Activité antioxydante des extraits de Stachys guyoniana de Noé et

Mentha aquatica L.

Il existe plusieurs méthodes pour déterminer I'activité antioxydante. Dans cette étude,
les propriétés antioxydantes des extraits EBSG, EASG, ECSG, EMMA, ECMA, EMRMA,
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et EARMA ont été déterminées par cing essais complémentaires, a savoir, le blanchissement
du B-caroténe, 1’inhibition des radicaux DPPH" et ABTS™ et le test de réduction CUPRAC et
par chélation des ions ferreux. Les résultats, sauf pour le dosage CUPRAC, ont été enregistres
a la concentration 50% d'inhibition (ICsp). L'activité antioxydante des extraits testés a été

comparée a celles des standards (a-tocophérol, le BHA et de 'EDTA).

3.4.1. Activiteé de blanchissement du p-caroténe

Les résultats de blanchissement du B-caroténe sont représentés par les valeurs de la
concentration d’inhibition de 50% (Tableau 37). Les valeurs des ICsy exprimées en pg/ mL
calculées graphiquement a partir des droites de régression obtenues, représentent les
pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations de chaque extrait testé. L’a-

tocophérol et le BHA sont utilisés comme standard.

Tableau 37 : Pouvoir d’inhibition ICsq des extraits étudiés sur le B-caroténe/acide linoléique.

_ ICs0 de I’a-tocophérol® ICso du BHA?
Plantes Extraits ICs0 (g/mL)
(Hg/mL) (Hg/mL)

EBSG ND”

Stachys guyoniana EASG 3.15+0.75

ECSG 2.3£1.27

EMMA ND 2.10+0.08 1.34+0.04
_ ECMA 8.69+0.7
Mentha aquatica

EMRMA ND

EARMA 9.28+0.32

2 Standard, BHA : butylatedhydroxyl anisole, ® : Non déterminé.

Les extraits testes EBSG, EMMA et EMRMA n’ont montré aucune activité de
blanchissement du B-caroténe, par contre I'ECSG était plus actif avec une ICs= 2.3£1.27
pg/mL qui est proche de celle du standard le BHA (IC5=2.10+0.08 pg/mL). Le classement
des autres extraits selon leur activité est le suivant : EASG (ICso= 3.15+0.75 pg/mL) > ECMA
(ICs0=8.69+0.7 ug/mL) > EARMA (ICso= 9.28+0.32 pg/mL).

Mentha pulegium a montré une activité antioxydante de blanchissement du p-carotene
de I’extrait aqueux (91.67 %) et methanol (60.38%) en comparant avec le BHT (89.35%)

(Kamkar et al., 2010).
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L’extrait éthanol de I’espéce S. glutinosa L. possede une activité antioxydante
moderée avec la méthode de blanchissement du B-caroténe de 1’ordre (ICsp= 0.12+0.03 mg)
(Leporini et al., 2014).

D’aprés les tests du blanchissement du B-caroténe, effectués sur les deux genres
Stachys et Mentha, comparativement a nos résultats, on peut conclure que les extraits de S.
guyoniana (EASG, ECSG) ont un potentiel plus antioxydant que les extraits de M. aquatica
(ECMA, EARMA).

3.4.2. Activité anti-radicalaire DPPH*

Tous les extraits de la plante S. guyoniana ont un pouvoir anti-radicalaire vis-a-vis du
DPPH" (Tableau 38). L’extrait EBSG a présenté une meilleure activité antiradicalaire (ICso =
2.91+0.14 pg/mL), méme supérieure a celle du standard 1’a-tocophérol (ICsp= 7.31+0.17
pg/mL). L’extrait EASG a aussi manifesté une bonne activité en comparant avec I’a-
tocophérol. Par contre, Mentha aquatica n’a montré aucune activité anti-radicalaire vis a vis
du DPPH".

Tableau 38 : Pouvoir anti-radicalaire (DPPH") des extraits étudiés

_ ICso de I’a-tocophérol | 1Csodu BHA
Plantes Extraits ICso (g/mL)
(Hg/mL) (Hg/mL)
EBSG 2.91+0.14
Stachys guyoniana EASG 5.53+£1.02
ECSG 35.76+1.06
EMMA ND 7.31+0.17 45.37+0.47
_ ECMA ND
Mentha aquatica
EMRMA ND
EARMA ND

Les concentrations d’inhibition du radical DPPH révélent que 1’extrait EBSG possede
des propriétés antioxydantes intéressantes.

D’autres espéces du genre Stachys ont été testées pour leur pouvoir anti-radicalaire vis
a vis du DPPH’, S. anisochila, S. beckeana, S. plumosa et S. alpina ssp. dinarica, leurs ICsg
sont respectivement : 17.90 pg/mL, 20.90 pg/mL, 101.61 ug/mL et 26.14 pg/mL. Tous les
extraits (ICso< 50 ug/mL) ont montré une activité antioxydante a 1’exception de S. plumosa

(Kukic et al., 2006). Par ailleurs, Stachys inflata a manifesté un pouvoir “scavenger” du
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DPPH" des deux extraits polaires, aqueux (ICsp: 32.1+0.15 %) et méthanol (ICso: 48.3+0.15
%) (Eghdami et al., 2011).

D'autre part, le potentiel antioxydant de Mentha pulegium des extraits aqueux (ICsp=
5.5 ug/mL) et méthanol (ICso= 6.1 ug/mL) a été comparé avec celui du standard BHT (ICsp=
4.9 ng/mL), montrant la forte activité¢ de I’extrait aqueux de cette plante, due a la richesse des
plantes du genre Stachys en polyphénols (Kamkar et al., 2010).

L’évaluation du potentiel antioxydant des espéces du genre Mentha vis a vis du DPPH’
montre que 1’espéce M. piperita a le plus grand pouvoir antioxydant (ICs;= 13.12 pg/mL)
suivie par M. pulegium (ICsp= 17.92 pg/mL), M. rotundifolia (ICso= 21.71 ug/mL), M.
longifolia (ICso=24.07 pg/mL) et M. spicata (ICso= 87.89 pug/mL) (Nickavar et al., 2008).

3.4.3. Essai de décoloration du radical cation ABTS™

L’extrait EARMA (ICso: 4.21+0.28 ng/mL) a montré une excellente activité d'inhibition
du radical ABTS, qui est proche de celle de I'a-tocophérol et du BHA et est supérieure a
celles des extraits ECMA (ICsp: 5.38£0.14 pg/mL) et ECGS (ICsp: 7.294£0.23 pg/mL).
Cependant, les autres extraits : EMMA, EMRMA, EBSG et AESG ont manifesté une activité
inhibitrice du radical ABTS inférieure a celle des deux standards (17 fois pour EMMA, 15
fois pour EMRMA, 7 fois pour EBSG et 5 fois pour EASG) (Tableau 39).

Les résultats obtenus montrent que seul extrait le plus actif est celui des racines
EARMA suivi par ECMA de la plante Mentha aquatica. Par ailleurs, I’étude phytochimique
de M. aquatica a conduit a I’isolement de plusieurs triterpénes a partir de 1’extrait EARMA.
Ces triterpénes sont des acides : ursolique, tormentique, hyptadiénique,....De méme, I’extrait
ECMA contient les triterpénes acides: ursolique, oléanolique et d’autres. La composition des
deux extraits est presque identique, ce qui a donné une activité¢ similaire avec 1’essai de

décoloration du radical cation ABTS™.

Tableau 39 : Pouvoir d’inhibition de 'ABTS™ par les extraits étudiés

] ICso de 1’a-tocophérol ICso du BHA
Plantes Extraits ICs0 (Mg/mL)
(Hg/mL) (Hg/mL)
EBSG 29.08+1.29
Stachys guyoniana EASG 21.57+1.43
4.31+0.10 4.10£0.06
ECSG 7.29+0,23
Mentha aquatica EMMA 68.99+0.15
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ECMA 5.38+0.14
EMRMA 51.07+0.85
EARMA 4.21+0.28

L’espéce M. pulegium (Alposy et al., 2011) a une activit¢é moyenne avec I’ABTS
malgré sa composition en polyphénols, cette activité n’est pas spécifique a ces composes, qui
peuvent réagir avec les réactifs pour donner des concentrations élevée des composes

phénoliques (Prior et al., 2005).

3.4.4. La réduction cuprique (CUPRAC)

L’extrait EBSG a manifesté une forte activité inhibitrice du CUPRAC (Agso =
0.15+0.05 pg/mL) qui est meilleure que celle des deux standards utilisés. Le classement des
extraits testés comparativement avec les deux témoins, I'a-tocophérol et le BHA selon leur
activité antioxydante par ordre décroissant est comme suit :

EBSG (0.15 pg/mL)> EMRMA (0.49 pg/mL)> EASG (2.28 pug/mL)> ECSG (3.85 pg/mL)
(Tableau 40).

Tableau 40 : Inhibition du CUPRAC par les extraits étudiés

_ Ao sde I’a-tocophérol | Agsdu BHA
Plantes Extraits Aos (Lg/mL)
(Mg/mL) (Mg/mL)
EBSG 0.15+0.05
Stachys guyoniana EASG 2.28+0.01
ECSG 3.85+0.20
EMMA ND 0.54+0.01 1.41+0.7
_ ECMA ND
Mentha aquatica
EMRMA 0.49+0.01
EARMA ND

Ags - la concentration a I’absorbance 0,5.
D’apres ce classement, on remarque que 1’extrait EMRMA a une activité meilleure que
celles des extraits EASG et ECSG. L’extrait EMRMA est trés riche en triterpéne par contre
I’extrait EASG est riche en polyphénols. Les triterpénes présents dans M. aquatica sont

probablement responsables de I’inhibition du CUPRAC.
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M. pulegium (Alposy et al., 2011) et S. thymphaea (Tusevski et al., 2014) ont manifesté
une activité antioxydante moyenne (2.26+0.01 mmol/g, 130.30£1.43 umol/g respectivement)
dans le test du CUPRAC.

3.4.5. Chélation des ions ferreux

La capacité a la chélation des métaux pour les extraits étudiés a été évaluée par rapport
aux valeurs de la concentration d’inhibition du standard EDTA (Tableau 41).

Un seul extrait parmi les 7 extraits étudiés a montré une activité de chélation du métal,
c'est ’EBSG.

Tableau 41: Pouvoir d’inhibition ICsq des extraits étudiés sur les ions chélates

_ ICsode ’EDTA?
Plantes Extraits ICs0 (g/mL)
(Hg/mL)
EBSG 0.48+1.71
Stachys guyoniana EASG ND
ECSG ND
EMMA ND 92.5+1.4
_ ECMA ND
Mentha aquatica
EMRMA ND
EARMA ND

% Ethylenediaminetetraacetic acid

La capacité a la chélation des métaux pour I’extrait méthanol de Mentha arvensis L.
peut étre attribuée a des agents de chélations qui sont généralement des phénols (Oresh et al.,
2005; Senevirathne et al., 2006). Cette activité est de I’ordre de 9.93 % a 100 ug/mL alors que
celle du standard (acide ascorbique) est de 39.0 % a la concentration de 500 pg/mL (Dar et
al., 2014).

Par ailleurs, Stachys mardinensis a présenté un taux élevé de composés phénoliques
(225.1 mg/g) et une bonne capacité a la chélation des métaux avec une ICsp = 6.68 mg/mL
(Karaboduk et al., 2014).

Cependant, contrairement a ces résultats I’EBSG possede une tres faible activité de
chélation du métal, malgré sa richesse en polyphénols, ceci peut étre lié a la nature des
polyphénols.
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De ces résultats d'étude de [l'activité antioxydante, par les 5 méthodes
complémentaire, il apparait que :
v" Avec le test du B-caroténe/acide linoléique: I’activité la plus élevée a été présentée
par 'ECSG (ICsp: 2.3 £1.27 pg/mL) suivi de 'EASG (ICsp: 3.15 £ 0.75 pg/mL).

v' Avec le DPPH": les extraits de M. aquatica étaient tous inactifs cependant, S.
guyoniana présentait une excellente activité ou les extraits EBSG et EASG (ICsp: 2.91
+0.14 et ICsp: 5.53 £ 1.02 pug/mL, respectivement) ont montré une activité plus élevée
que le standard a- tocophérol (ICsp: 7.31 £ 0.17 pg/mL). L'extrait le moins actif,
ECSG (ICso: 35.76 + 1.06 ug/mL), était plus actif que le standard BHA (I1Cso: 45.37 +
0.47ug/mL).Les extraits polaires de S. guyoniana EBSG (354.91 = 1.70 mg/g) et
I’EASG (300.50 = 0.90 mg/g) ont été trouvé les plus riches en polyphénols qui sont
probablement responsables du taux élevé d’inhibition du radical DPPH’, contrairement
aux extraits de M. aquatica (EMMA: 58.05 = 2.20 mg/g et EMRMA: 45.77 + 0.80
mg/g) qui présentent une teneur plus faible en polyphénols. Il n'‘est pas a démontrer
que le role d’antioxydants naturels des polyphénols suscite de plus en plus d’intérét

pour la prévention et le traitement d’autres maladies (Varban et al., 2009).

v Avec le test de I'ABTS™: M. aquatica était plus active que S. guyoniana ol
I'EARMA était le plus actif (ICsp: 4.21 + 0.28 pg/mL), plus proche du standard, 1'a-
tocophérol (1Cso: 4.31 £ 0.10 pg/mL) suivi de ECMA (ICsp: 5.38 + 0.14 ug/mL), alors
que la meilleure activité de S. guyoniana a été manifestée par I'ECSG (ICsp: 7.2940.23
pug/mL). Les extraits riches en triterpénoides de M. aquatica (EARMA et ECMA) et S.

guyoniana (ECSG) possédent une activité antioxydante remarquable.

v" Avec la méthode CUPRAC, les extraits EBSG et EMRMA présentaient la meilleure
activité (Apso: 0.15 = 0.05 pg/mL et Agso: 0.49 = 0.04 ug/mL) qui est supérieure a
celles des standards a-tocophérol (Agso: 0.54 + 0.01 pg/mL) et BHA (Agso: 1.41 £ 0.7
pg/mL).

v' Avec la méthode de chélation par les ions ferreux: contrairement aux autres
extraits, I’extrait EBSG était actif avec la méthode de chélation par les ions ferreux a
48% d'inhibition & 100 pg/mL mais qui est inférieure a la moitié de l'inhibition

164



Partie 3 Chapitre 3

Activites biologiques, dosage des polyphénols et screening chimique

présentée par les ions ferreux EDTA (96,5%), utilisé comme standard. Cette activité
exclusive a ’EBSG peut étre expliquée par la richesse de cet extrait en polyphénols.
Selon les résultats enregistres, L’extrait EASG n’était pas actif malgré sa composition
en polyphénols, ainsi que I’EBSG, suggerent que la chélation dépend de la nature des

flavonoides qui est différentes dans ces extraits.

Ainsi, les extraits issus de I’espéce S. guyoniana possédent une bonne activité
antioxydante, il s’agit d’extraits bruts contenant un grand nombre de composés : flavonoides
et polyphénols.

Les extraits de M. aquatica sont riches en stéroides et triterpénoides qui peut
peuvent explique leur bonne activité avec les tests de I’ABTS et du CUPRAC. D apres le
screening chimique de S. guyoniana, la richesse de I’ECSG en stéroides et triterpénoides
peut étre responsable du pouvoir d’inhibition des radicaux ABTS qui est supérieur a celui des

extraits EBSG et EASG, moins riches en triterpénoides.

3.5. Activité anticholinestérase

Le tableau 42 montre que seul ’EBSG et ’EARMA présentent une activité
d'inhibition de I'acétylcholinestérase (AChE). L'activité de ’EBSG (ICsp : 5.8 £ 0.01 pg/mL)
est proche de celle de la galantamine (ICsp : 5.01 = 0.10 ug/mL), utilisée comme médicament
contre la maladie d’Alzheimer alors que les autres extraits testés n’ont manifesté aucune

activité d'inhibition de lI'acétylcholinestérase.

Les extraits EARMA, ECMA et EBSG possédent un pouvoir inhibiteur de la
butyrylcholinestérase (BChE) (ICso: 19.23+1.42 pg/mL, ICso: 20.742.11 pg/mL, ICsg:
39.1£1.41 pg/mL, respectivement), meilleur que celui du standard (ICsp: 53.90 + 0.56
pug/mL) (Tableau 42).

Tableau 42: Inhibition de I’acétylcholinestérase et de la butyrylcholinetérase par les extraits
étudiés

Inhibition
ICxg de la L ICso de la
) de I'AChE ) Inhibition de la BChE )
Plantes Extraits c Galantamine (Css (g/ml) Galantamine®
50 50 (HG/M
(Mg/mL) (Mg/mL)
(Mg/mL)
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EBSG 5.78+0.01 39.10+£1.14
Stachys
_ EASG ND NA
guyoniana
ECSG ND NA
EMMA ND 5.01+£0.10 NA 53.90+0.56
Mentha ECMA ND 20.18+0.55
aquatica | EMRMA ND NA
EARMA | 20.7+£2.11 19.23£0.56
#: Standard

Des tests d'activité anticholinestérase, effectués sur les extraits: éther de pétrole,
acetone et méthanol de la plante M. longifolia subsp. noeana, ont montré que ces extraits ne
possedent aucune capacité d'inhibition de I'AChE ni de la BChE (Ertas et al., 2015).

Une étude effectuée sur I’espece Stachys lavandulifolia Vahl a montré que I’extrait
hexane possede une bonne activité contre I’AChE (ICsp: 13.7 pug/mL) alors que 1’extrait
dichlorométhane était moins actif contre la BChE (I1Cso: 143.9 ug/mL) (Tundis et al., 2015).

Plusieurs flavonoides connus tels que : I’apigénine, lutéoline, quercétine, kampférol et
d’autres ont montré une efficacité inhibitrice de I’AChE et/ou de la BChE (Dominik 2015).
Une autre étude effectuée par Kim et al. (Kim et al., 2014) sur des polyphénols, suggére que

ces composes pourraient étre utiles dans le traitement de la maladie d'Alzheimer.

A la lumiére de ces résultats bibliographiques, on peut expliquer I'excellente activité
inhibitrice de la BChE par I'extrait butanolique de S. guyoniana (EBSG) par sa grande
richesse, en flavonoides et polyphénols. Cependant, I’extrait d’acétate d’éthyle de la méme
plante (EASG) semble inactif contre I’AChE, bien qu'il soit riche en flavonoides, ce qui
suggere un mode d'action différent sur chaque enzyme et qui peut aussi dépendre de la nature

méme des flavonoides en action.

Il est a noter que les extraits de Mentha aquatica (EARMA et ECMA), qui sont riches
en stéroides et triterpénoides, ont montré une meilleure inhibition de la BChE, tandis que
I’EBSG, qui est riche en polyphénols, a manifesté la meilleure activité contre I'AChE ce qui

montre que I’affinité des enzymes est différente.
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3.6. Activité Antibactérienne

Nous avons etudie, in vitro, le pouvoir antibactérien des extraits des deux plantes S.
guyoniana et M. aquatica, par la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé
Mueller-Hinton. L’activité antibactérienne des extraits a été estimée en termes de diamétre de
la zone d'inhibition autour des disques contenant les extraits a tester vis-a-vis de 7 germes

pathogenes, dont 3 souches de références et 4 souches hospitaliéres.

L’EBSG a présenté la meilleure activité antibactérienne contre Staphylococcus
aureus (18+1.20 mm) et Enterobacter aerogenes (18+0.90 mm), tandis que Escherichia coli
ATCC (16+0.40 mm), Staphylococcus aureus (15+1.50 mm) et Salmonella heidelberg (15+
1,10 mm) étaient les souches les plus inhibées par le ECSG. Cependant, le EMMA était plus
actif contre Morganella morganii (15£1.10 mm) alors que I’extrait EMRMA a manifesté la
meilleure activité antibactérienne contre Salmonella heidelberg (15+£1.20 mm) et Klebsiella
pneumoniae (15+0.80 mm) (Tableau 43).

Tableau 43: Activité antibactérienne (zone d’inhibition) des extraits étudiés

Zone d’inhibition (mm)

Microorganisme

EBSG* ECSG* EMMA? EMRMA?® | Ampicilline®
Escherichia coli ATCC 25922 12+1.40 16+0.40 - 13+0.90 18+1.50
Staphylococcus aureus ATCC 43300 18+1.20 15+£1.50 12+0.60 10£1.30 30+0.40
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - - 10+1.40 13+0.40 -
Salmonella heidelberg (SH)* 12+0.80 15+1.10 13+01.50 15+1.20 -
Klebsiella pneumoniae (SH)® 11+1.60 13+1.30 13+1.40 15+0.80 14+1.10
Enterobacter aerogenes (SH) ¢ 18+0.90 14+1.60 14+1.00 12.5+0.90 20+0.60
Morganella morganii (SH)® - - 15+1.10 12+1.70 -

128 pg/mL, *: 30 pg/mL, © : Souche hospitaliére.

Les valeurs de la CMI varient entre 32-128 pg/mL (Tableau 44). Les plus faibles
valeurs (32 pg/mL) ont été obtenues contre les souches Staphylococcus aureus et
Enterobacter aerogenes avec 1’extrait EBSG, en accord avec les résultats de zones
d'inhibition les plus considérables. Une valeur de CMI de 64 pg/mL a été observée avec les
extraits suivants (contre les bactéries respectives) : ECSG (Escherichia coli), EMMA
(Morganella morganii) et EMRMA (Salmonella heidelberg et Klebsiella pneumoniae).
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Tableau 44 : Résultats des CMI de I’activité antibactérienne des extraits étudiés

CMI (pg/mL)

Microorganisme EBSG® ECSG? EMMA® | EMRMA® | Ampicilline”
Escherichia coli ATCC 25922 128+1.20 64+0.60 - 128+0.40 8+0.40
Staphylococcus aureus ATCC 43300 32+0.90 128+1.10 128+1.30 128+0.80 4+0.10
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - - 128+0.50 128+1.60 -
Salmonella heidelberg (SH)* 128+1.10 128+0.80 128+0.90 64+0.70 -
Klebsiella pneumoniae (SH)* 128+1.00 128+0.60 128+2.00 64+1.00 32+0.40
Enterobacter aerogenes (SH) © 32+0.70 128+1.00 128+1.40 128+0.80 32+0.60
Morganella morganii (SH)® - - 64+1.40 128+0.90 -

. 128 ug/mL, *: 30 ug/mL, © : Souche hospitaliére.

Par ailleurs, il a été rapporté que les extraits méthanol des espéces : S. byzantina, S.
inflata, S. lavandulifolia et S. laxa possedent une activité antibactérienne vis-a-vis de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Aspergilus niger et Candida albicaus (Saeedi et al., 2008).

Comme les parties aériennes du genre Stachys sont riches en flavonoides, ces derniers
peuvent étre responsable de 1’activité antibactérienne (Saeedi et al., 2008) observée vis a vis
des souches testées.

Une autre étude effectuée par Ayena (Ayena et al., 2014) a montré des propriétés
antimicrobiennes des extraits hydroéthanoliques des feuilles de Spondias mombin L.
(Anacardiaceae), Psidium guajava L. (Myrtaceae) et Pterocarpus santalinoides L.
(Papilionadeae) sur les souches d'Escherichia coli, Klebsiella ozareae, Salmonella typhi
et Staphylococcus aureus qui est due a la richesse de ces extraits en flavonoides, tanins,
triterpénes et stéroides. Ces composés chimiques présents dans ces extraits seraient a l'origine
des effets antibactériens enregistrés et justifient leur usage (Ayena et al., 2014).

Ces résultats bibliographiques viennent conforter nos résultats d'effet antibactériens
des extraits ECSG et EBSG (riches en flavonoides et triterpenes) vis a vis des souches testées

(particulierement, Escherichia coli et Staphylococcus aureus).
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Conclusion genérale

L >étude phytochimique des parties aériennes et des racines de Mentha aquatica L. a permis
d'isoler, par des techniques chromatographiques (CCM, CCM analytique et HPLC), 16
composés. La détermination de structure de ces composes a été réalisée a 1’aide des
méthodes spectroscopiques de RMN mono- et bidimensionnelles, homo- et
hétéronucléaires et masse a haute résolution HR-FAB-MS et par la comparaison avec les

données de la littérature.

{ triterpénes ont été isolés des parties aériennes de 1’espéce Mentha aquatica :

B-sitostérol

Acide oléanolique

Acide pomolique

Acide micromérique (isolé pour la premiére fois du genre Mentha)
Acide ursolique

Acide tormentique

OB T I T T T )

Acide 21p-hydroxy-ursolique (isolé pour la premiere fois du genre Mentha)

9 composés dont un nouveau ont été isolés de I’extrait acétone de Mentha aquatica :

& p-sitostérol

& Acide ursolique

& Acide tormentique

& Acide 1-O-benzoylhyptadiénique (isolé pour la premiére fois du genre Mentha)
& Acide 3-épi-ursolique

& Acide hyptadiénique (isolé pour la premiére fois du genre Mentha)

& Acide maquatique (inédit)

& Acide 3-épi-maslinique

& Acide 3-épi-tormentique (isolé pour la premiére fois du genre Mentha)
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L_’huile essentielle de 1’espéce Thymus dreatensis Batt., obtenue & partir de I’hydrodistillation

des parties aériennes, a été caractérisée pour la premiére fois. 35 Composés organiques
volatils ont été identifiés et constituent 97,4 % de la composition chimique totale de I’huile
essentielle. Cette huile est majoritairement composée de tymol (28,1%) suivi de y-terpinéne
(18,7%), de thymyl méthyl éther (10,9%) et de linalool (5,0%). D’un point de vue
chimiotaxonomique, le chemotype « thymol » de I’huile essentielle T. dreatensis est en parfait

accord avec les plantes du genre Thymus.

Le potentiel antioxydant de Stachys guyoniana de Noé et Mentha aquatica L. a été déterminé

par 5 méthodes différentes : B-caroténe/acide linoléique, DPPH, ABTS, CUPRAC et par la
méthode de chélation par des ions ferreux. La plante Stachys guyoniana posséde une bonne
activité antioxydante grace a sa composition riche en flavonoides et polyphénols, révélée
par le screening chimique et par le dosage des polyphénols totaux. Les extraits de M.
aquatica, riches en stéroides et triterpenoides, ont montré une bonne activité d'inhibition de
I’ABTS et du CUPRAC. Comparé aux autres extraits testés, I’extrait n-butanol de Stachys

guyoniana a manifesté la meilleure activité anticholinestérase.

L extrait n-butanol de S. guyoniana a présenté la meilleure activité antibactérienne contre S.

aureus et E. aerogenes, tandis que E.coli ATCC, S. aureus et Salmonella heidelberg
étaient les souches les plus inhibées par I’extrait chloroforme de la méme plante.
Cependant, I’extrait méthanol des parties aériennes de M. aquatica était plus actif contre
Morganella morganii, tandis que I’extrait méthanol des racines a présenté la meilleure

activité antibactérienne contre Salmonella heidelberg et Klebsiella pneumoniae.
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Résumé

Ce travail est consacré a 1’étude phytochimique et biologique de trois plantes
Algériennes de la famille des Lamiaceae : Mentha aquatica L., Stachys guyoniana de Noé et
Thymus dreatensis Batt. Les séparations et les purifications chromatographiques des extraits
des parties aériennes et racines de Mentha aquatica ont permis d’isoler et d’identifier 16
composés dont un triterpéne inédit et 5 acides triterpéniques nouveaux dans le genre.

Les structures moléculaires des composés isolés ont été élucidées principalement par
I’utilisation des techniques de RMN 1D et 2D (*H, *C, COSY H-H, HMQC et HMBC), par la
spectrométrie de masse haute résolution (ESI-MS) et par la comparaison avec les données de
la littérature.

L’analyse GC et GC/MS de I’huile essentielle de I’espéce T. dreatensis, a montré que
cette huile est majoritairement composée de thymol (28,1%), y-terpinéne (18,7%), de thymyl
methyl éther (10,9%) et de linalool (5,0%). Cette huile a montré une bonne activité
antioxydante avec le test de blanchissement du 3-caroténe.

5 méthodes ont été utilisées pour évaluer ’activité antioxydante de Mentha aquatica et
Stachys guyoniana. Cette derniére a montré une bonne activité avec les 4 méthodes : f-
carotene, DPPH, ABTS et la méthode de chélation par des ions ferreux alors que Mentha
aquatica a manifesté une activité modérée avec les tests du CUPRAC et de 'ABTS. L’extrait
n-butanol de Stachys guyoniana a montré la meilleure activité anticholinestérase par rapport
aux autres extraits testés. Les deux plantes possedent un bon pouvoir antibactérien vis-a-vis
de certaines souches bactériennes, par la méthode de diffusion en milieu gélosé et de
détermination de la CMI.

Mots clés : Lamiaceae, Mentha aquatica, Stachys guyoniana, Thymus dreatensis,
Triterpenes, Huile essentielle, Activités biologiques, RMN 1D et 2D.

Abstract

This present work concerns the phytochemical and biological study of three Algerian
plants belonging to the Lamiaceae family : Mentha aquatica L., Stachys guyoniana de Noé
and Thymus dreatensis Batt. Chromatographic separations and purifications of extracts from
the aerial parts and roots of Mentha aquatica led to the isolation and identification of 16
compounds, including one new triterpene and 5 triterpene acids which are new for the genus.

The structures of isolated compounds were particularly established by the use of NMR
1D and 2D (*H, **C, COSY H-H, HMQC and HMBC), high resolution mass spectrometry
(ESI-MS and HR-ESI-MS) and by comparison with literature data.

GC and GC/MS analyses of T. dreatensis essential oil showed that it was mainly
represented by thymol (28.1%) followed by vy-terpinene (18.7%), thymyl methyl ether
(10.9%) and linalool (5.0%). This oil showed a good antioxidant activity by the bleaching of
[-carotene.

5 methods were used to evaluate the antioxidant activity of Mentha aquatica and
Stachys guyoniana. The latter showed a good activity with 4 methods: p-carotene, DPPH,
ABTS and metal chelating whereas Mentha aquatica exhibited a moderate activity with
CUPRAC and ABTS tests. Compared with the other tested extracts, the n-butanol extract of
Stachys guyoniana showed the highest anticholinesterase activity.

The two plants showed an antibacterial potential against some bacterial strains, by the
use of agar diffusion method and MIC's determination.

Keywords : Lamiaceae, Mentha aquatica, Stachys guyoniana, Thymus dreatensis,
Triterpenoids, Essential oil, biological activities, NMR 1D and 2D.
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