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Introduction genérale

Depuis toujours, les hommes ont utilisé leur environnement et en particulier les plantes, qui
forment des sources riches en produits naturels pour soigner diverses maladies [1, 2]. Les
premieres traces connues des modes de préparation et d'indications dont les vertus bénéfiques
ont été transmises de génération en génération pour finalement élaborer ce que nous appelons

la médecine traditionnelle [3].

Cependant, l'usage des plantes médicinales peut apporter directement des réponses a certains
problémes de santé, mais avant de pouvoir recommander l'usage de telle ou telle plante pour
une maladie, il est nécessaire de valider l'usage traditionnel qui en est fait. En d'autres termes,
il convient d'évaluer scientifiquement l'activité pharmacologique de la plante médicinale
retenue, et appréciée si celle-ci confirme sa réputation. De plus, il est imperatif de veérifier

également I'absence de toxicité des plantes employées [4].

Dans ce contexte, une grande partie de I’intérét des recherches actuelles porte sur I’étude des
métabolites secondaires qui constituent souvent des principes actifs des plantes médicinales
et I’évaluation de la wvaleur thérapeutique de ces métabolites sur laquelle 1’industrie

pharmaceutique s’appuie largement pour le développement de nouveaux médicaments [5, 6].

Dans le cadre de la recherche de molécules ou activités biologiques nouvelles d’origine
vegétale, il est donc préférable de ne pas baser le choix des plantes a étudier sur le seul
hasard, mais de le circonscrire selon divers criteres. Le plus utilisé est celui de leur emploi en
médecine traditionnelle ou populaire qui valorise 1’expérience accumulée par les Autochtones
dans le monde entier, y compris dans les pays occidentaux. Une autre possibilité est de

considérer I’écosystéme dans lequel se développent les espéces végétales [7].

L’Algérie, pays connu pour sa biodiversité, dispose d’une flore particulierement riche et
variée, compte environ 3000 espéces appartenant a plusieurs familles botaniques [8]. Ce
potentiel floristique constitué de plantes médicinales, toxiques et condimentaires, est peu
exploré du point de vue phytochimique et pharmacologique. A cet effet, il constitue a notre

avis, une source non négligeable de recherche de substances naturelles.

Notre travail porte sur I’étude d'une plante algérienne appartenant a la famille des lamiacées:
Thymus munbyanus subsp. ciliatus. 1l s’articule selon deux axes principaux: le premier est
I’identification structurale et le deuxiéme est 1’étude des activités biologiques liées aux
molécules isolées. La sélection de cette espece s’explique par la richesse des plantes du genre

Thymus en métabolites secondaires qui constituent souvent des principes actifs.

1
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Ce travail sera présenté comme suit :

v

Dans un premier chapitre, nous présenterons une recherche bibliographique sur les
connaissances botaniques et phytochimiques du genre Thymus ainsi que quelques
intéréts thérapeutiques des espéces de ce genre.

Le second chapitre sera consacré au travail personnel:
e Un apercu botanique sur la plante.
e Extraction, séparation et purification des composés obtenus.

e Analyse qualitative et quantitative des extraits par HPLC-TOF/MS.

L’interprétation des résultats et la détermination structurale des composés isolés de

I’espece Thymus munbyanus subsp. ciliatus seront détaillées dans le troisieme
chapitre.

Le dernier chapitre, sera reserve a des tests biologiques in vitro sur les extraits et
certains composés isolés de notre plante.

A la fin, une conclusion générale qui portera sur une lecture attentive des différents
résultats obtenus.
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1.1. La famille des lamiacées

1.1.1. Généralités sur la famille des lamiacées

Les lamiacées constituent une importante famille de plantes angiospermes dicotylédones
herbacées ou légerement ligneuses et comprennent de 6900 a 7200 espéces réparties en 233 a
263 genres [1, 2] qui se répartissent sur tout le globe (figure 1.1) [3]. C’est une famille trés
importante dans la flore algérienne représentée par 28 genres et 146 espéces [4, 5] avec 8
genres et 12 especes dans toute le Sahara [6].

Cette famille est 1'une des familles les plus utilisées comme source mondiale d’épice et
d’extrait & forte pouvoir antimicrobien, antifongique, anti-inflammatoire et antioxydant [7, 8].
Un trés grand nombre de genres de la famille des lamiacées sont des source riches en

terpénoides, iridoides glycosylés et composés phénoliques [9].

M DPrezent

Figure 1.1: Carte de répartition géographique de la famille des Lamiacées [3]

1.2. Genre Thymus

1.2.1. Présentation botanique et géographique du genre Thymus

Les plantes du genre Thymus sont sous-ligneuses, odorantes, avec des feuilles contractées,
calice tubuleux a deux levres, la lévre supérieure a trois dents, ’'inféricure a deux, ciliées
dentees [5].

Le genre Thymus est I'un des genres les plus diversifiés de la famille des lamiacées [9]. Il
existe pres de 400 especes de thym réparties entre 1’Europe, 1’Asie de 1’ouest et la
Méditerranée. C’est un genre trés répandu dans le nord-ouest africain (Maroc, Algérie,
Tunisie et Libye), il pousse également sur les montagnes d’Ethiopie et d’Arabie du sud-ouest
en passant par la péninsule du Sinai en Egypte. On peut le trouver également en Sibérie et
méme en Himalaya [10, 11]. Plusieurs auteurs rapportent que la région de Méditerranée peut

étre décrite comme le centre de ce genre [12-14].
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1.2.2. Utilisation en médecine traditionnelle du genre Thymus

Les plantes du genre Thymus sont utilisées en médecine traditionnelle pour leurs propriétés
biologiques et pharmacologiques [15]. Les feuilles et les fleurs de ce genre sont largement
utilisées pour leurs propriétés: tonique, antiseptique, antitussif, carminatif [16, 17],
expectorant, stomachique, antispasmodique, anthelmintique et diurétique [18, 19]. Il est aussi
utilisé comme condiment [20, 21].

1.2.3. Principaux métabolites secondaires du genre Thymus

Un grand nombre d’espéces de Thymus ont fait, a ce jour, l'objet d'études chimiques sur les
huiles essentielles. Le thymol et le carvacrol sont les principaux composés phénoliques
trouvés dans les huiles essentielles de ce genre [22-26], ainsi que le p-cymeéne [27], le 1,8-
cinéole, le linalol [28], bornéol [29, 30], et camphre [31, 32].

De plus, il existe des études phytochimiques portant sur I’isolement et 1’identification des
métabolites secondaires dans ce genre, particulierement les composés phénoliques qui
présentent une grande diversité de structures, divisées en flavonoides et non flavonoides et en
quantités moindres les terpénoides.

1.2.3.1. Les composés phénoliques

1.2.3.1.A. Flavonoides

Une étude bibliographique présentant les différentes classes de flavonoides isolés dans les
especes du genre Thymus a montré une nette domination des composés de type flavones
(figure 1.2).

= Flavones
= Flavanones
= Flavonols

Flavanonols

Figure 1.2: Les différentes classes de favonoides isolées du genre Thymus



Chapitre | Revue bibliographique

Le tableau 1.1 rassemble les flavonoides isolés et identifiés chez les espéces du genre Thymus.

Tableau 1.1: Les flavonoides isolés du genre Thymus

Flavonoides Espéces Structures Références
(2S)-5,7,3',5'- T. quinquecostatus I [33]
tétrahydroxyflavanone var. japonica
Naringénine T. praecox subsp. oH [34]
grossheimi Ho o ‘
T. herba barona O [35]
- — OH (]
T. sibthorpii [36]
Eriodictyol T. praecox subsp. M [34]
grossheimi O o
HO (0]
T. herba barona O [35]
T. sibthorpii [36]
OH (o)
T. vulgaris L. [37]
T. broussonetii Boiss. [38]
Sakuranétine oH
”ﬂg
T. mastichina o° [39]
Stérubine i
/°
Taxifoline T. quinquecostatus o [33]
var. japonica ©/OH
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Tableau 1.1 : Les flavonoides isolés du genre Thymus (suite)

Flavonoides Espéces Structures Références
Aromadendrine T. quinquecostatus on [33]
var. japonica
T. gobicus [40]
Chrysine T. saturoides [41]
Apigénine T. praecox subsp. [34]
grossheimii
T. herba barona [35]
T. sibthorpii [36]
T. gobicus [40]
T. saturoides o ° [41]
T. numidicus Poiret. [42]
T. numidicus Poiret. [43]
T. hirtus [44]
Genkwanine T. herba barona O oH [35]
T. sibthorpii e ‘ ° | [36]
T. vulgaris L. [45]
OH [e]
5-hydroxy-7,4 '- T. vulgaris L. O~ [45]
diméthoxyflavone o o
OH [¢]
Cirsimaritine T. numidicus Poiret. ‘ o [42]
T. vulgaris L. - | [45]
\O
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Tableau 1.1 : Les flavonoides isolés du genre Thymus (suite)

Flavonoides Espéces Structures Références
8-C-p- T. hirtus [44]
hydroxybenzylapigénine
Xanthomicrol T. herba barona [35]
T. numidicus Poiret. [43]
T. vulgaris L. [45]
Thymusine
T. herba barona [35]
Sorbifoline
Cirsilinéol T. herba barona o [35]
T. numidicus Poiret. [42]
T. vulgaris L. [45]
8-C-p-hydroxybenzyl T. hirtus [44]
lutéoline
Nobilétine T. saturoides [41]
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Tableau 1.1 : Les flavonoides isolés du genre Thymus (suite)

Flavonoides Espéces Structures Références

Thymonine T. broussonetii Boiss. [38]

Chrysoériol T. praecox subsp. [34]
grossheimii
T. gobicus [40]

Diosmétine T. hirtus [44]

Lutéoline T. praecox subsp. [34]
grossheimii
T. herba barona [35]
T. broussonetii Boiss. [38]
T. saturoides [41]
T. numidicus Poiret. [42, 43]
T. hirtus [44]
T. sipyleus subp. [46]
sipyleus var. sipyleus

Sideritoflavone T. herba barona [35]
T. numidicus Poiret. [43]
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Tableau 1.1 : Les flavonoides isolés du genre Thymus (suite)

Flavonoides Espéces Structures Références
Cirsiliol T. herba barona i [35]
OH
_—° © O
P
OH (e}
8- méthoxycirsilinéol T. herba barona [35]
T. saturoides [41]
T. vulgaris L. [45]
OH o
5-desméthylsinensetine T. numidicus Poiret. [43]

0y
()

9
hydroxybenzyldiosmétine
1)

T. hirtus [44]

8-C-p- O ' on
hydroxybenzylquércetine o

OH o

Quercétine

HO

: O
I
o]

o

T. saturoides

Fisétine [41]

HO

o]

10
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Tableau 1.1 : Les flavonoides isolés du genre Thymus (suite)

Flavonoides Espéces Structures Références

Kaempférol T. Saturoides ‘ o [41]

8-C-p- T. hirtus ‘ o [44]

hydroxybenzylkaempférol

Prunine on
HO o
0 0.
~="T)
HO
HO

OH [o]
Narirutine on
OH 0
0.
OH OH OH
OH
T. baicalensis o0 [47]
- T. sibiricus 5
Isosakuranine .
HO
~~0)
Ho HO
OH 9]
Didymine ™~
O ‘
OH
o OH o
Pyracanthoside T. sibthorpii ™ [36]
T. broussonetii Boiss. /”05;/0 ! 0 O [38]
T. baicalensis o [47]
T. sibiricus e
Eriocitrine T. baicalensis " [47]

OH

T. sibiricus o O
T. vulgaris L. ﬁz{@ O [48]

11
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Tableau 1.1 : Les flavonoides isolés du genre Thymus (suite)

Flavonoides Espéces Structures Références
Hespéridine T. vulgaris L. I [48]
Apigénine 7-O- T. gobicus [40]
glucuronide

T. numidicus Poiret. [42]

T. baicalensis [47]

T. sibiricus

T. citriodorus [49]
Apigénine 7-0O- T. gobicus [40]
méthylglucuronide
Cosmosiine T. praecox subsp. o [34]

grossheimi " . o 0 O

()
HO

T. baicalensis Ho [47]

T. sibiricus o0

T. alternans [50]
Scutellareine 7-O- T. mastichina o [39]
glucopyranoside O
Vicénine-2 T. vulgaris L. [48]

12
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Tableau 1.1 : Les flavonoides isolés du genre Thymus (suite)

Flavonoides Espéces Structures Références
Isorhoifoline T. baicalensis [47]
T. sibiricus
T. vulgaris L. [48]
Lutéoline 7-O-glucuronide | T. sipyleus subsp. [46]
sipyleus var. sipyleus
T. baicalensis [47]
T. sibiricus
T. citriodorus [49]
Chrysoériol 7-O- T. baicalensis [47]
glucuronide T. sibiricus
Lutéoline 3°-O- T. broussonetii Boiss. ~ [38]
glucuronide O o ? on
Ot o
Cynaroside T. broussonetii Boiss. o [38]
T. numidicus Poiret. " o, o O [42]
L
T. baicalensis " o [47]
T. sibiricus o o
T. vulgaris L. [48]
Lutéoline 6-hydroxy 7-O- | T. mastichina o [39]

glucopyranoside
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Tableau 1.1 : Les flavonoides isolés du genre Thymus (suite)

Flavonoides Espéces Structures Références
Lutéoline 5-O- T. sipyleus subsp. o [46]
glucopyranoside sipyleus var. sipyleus O *
Ho 0
T. citriodorus oH O ‘ [49]
o
T. praecox subsp. o | I [51]
grossheimii var. oH
grossheimii
Lutéoline 7-O-(67- T. sipyleus subsp. [46]
feruloyl)-glucopyranoside | sipyleus var. sipyleus
Lutéoline 4°-O- T. alternans 7 [50]
glucopyranoside o o O ’ vo . g
O | aw
Chrysoeriol 7-O- T. citriodorus o [49]
glucopyranoside o "
T. alternans /5& O o ‘ [50]
Chrysoeriol 5-O- T. alternans o [50]
glucopyranoside B ] O -
o I
Scolimoside i .
NN
T. baicalensis o
Chrysoeriol 7-O- T. sibiricus o [471
rutinoside N ] O -
g8

14
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1.2.3.1.B. Non flavonoides

Divers travaux phytochimiques effectués sur le genre Thymus ont montré la présence de
phénols simples, d’acides phénoliques et leurs dérivés estérifiés et glycosylés ainsi que
d’autres polyphénols. Le tableau 1.2 mentionne les composes phénoliques isolés et identifies

chez le genre Thymus.

Tableau 1.2: Les composés phénoliques isolés du genre Thymus

Composés isolés Sources Structures Références
Thymol T. vulgaris L. [52]
OH
5-B-D-
glucopyranosylthymoquinol
T. vulgaris L. 53, 54
25D g [ ]
glucopyranosylthymoquinol
Thymoquinol 2,5-O- T. praecox subsp. " o [51]
diglucopyranoside grossheimii var. i
grossheimii 0 0
HO OH
HO
OH
Acide protocatéchique T. quinquecostatus o [33]
var. Japonica HO
OH
HO

15
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Tableau 1.2: Les composés phénoliques isolés du genre Thymus (suite)

Composés isolés Sources Structures Références
Acide caféique T. quinquecostatus 0 [33]
var. Japonica
HO
X OH
T. baicalensis [47]
T. sibiricus
HO
T. serpyllum [55]
Acide O-glucocaféique T. alternans /H%/ on [50]
\j
Acide rosmarinique T. quinquecostatus [33]
var. Japonica
T. praecox subsp. [34]
grossheimii
T. sibthorpii [36]
0 OsOH OH
T. mastichina [39]
HO N\
T. gobicus 0 OH [40]
T. sipyleus subsp. HO [46]
sipyleus var.
sipyleus
T. baicalensis [47]
T. sibiricus
T. citriodorus [49]
T. alternans [50]
T. praecox subsp. [51]
grossheimii var.
grossheimii
T. serpyllum [55]

16
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Tableau 1.2: Les composés phénoliques isolés du genre Thymus (suite)

Composés isolés Sources Structures Références
Acide rosmarinique 3’°-O- T. alternans " [50]

- [0}
glucopyranoside Ho” i

OH

Acide salvianolique A

T. baicalensis [47]

Acide salvianolique B T. sibiricus

Rosmarinate de méthyle T. sibthorpii oH [36]
T. praecox subsp. [51]
grossheimii var. i or
grossheimii " N O/dgzi
T. serpyllum [55]

HO

Rosmarinate d'éthyle T. praecox subsp. oH [51]
grossheimii var.
grossheimii i or
HO:O/\)‘\ . o
HO

Rosmarinate de propyle T. serpyllum on [55]
[o] OH

HO

17
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Tableau 1.2: Les composés phénoliques isolés du genre Thymus (suite)

Composés isolés Sources Structures Références
Aldéhyde protocatéchique T. quinquecostatus HO [33]
var. Japonica ;@\/
HO /O
Caféate de méthyle T. sibthorpii 0 [36]

Acide lithospermique

T. gobicus [40]
Nepetoidin B
Globoidnan A T. praecox subsp. " [34]
grossheimii /;‘éj/
Sevanol T. armeniacus [56]
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Tableau 1.2: Les composés phénoliques isolés du genre Thymus (suite)

Composés isolés

Sources

Structures

Références

Androsin

Piceine

T. vulgaris L.

OH

OH

HO 0

0
0 0
HO
HO 0
OH
C io

[57]

3,4,3¢,4’-tetrahydroxy-5,5’-
diisopropyl-2,2°-
dimethylbiphenyl

T. vulgaris L.

HO l

OH

[37, 52]

4'-hydroxy-5,5'-diisopropyl-
2,2'-dimethylbiphenyl-3,4-
dione

4,4'-dihydroxy-5,5'-
diisopropyl-2,2'-
dimethylbiphenyl-3,6-dione

T. vulgaris L.

HO

HO

) C ) O

OH

[58]

1.2.3.2. Les terpenes

Les composés terpéniques ont été peu décrits dans le genre Thymus. Onze monoterpénes ont
été isolés de I’extrait méthanolique des parties aériennes (fleurs+feuilles) de I’espéce Thymus

vulgaris dont neuf sont des monoterpenes glycosylés [53, 54]. Le tableau ci-dessous

représente les monoterpénes isolés de ’espéce Thymus vulgaris.
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Tableau 1.3: Les monoterpénes isolés de Thymus vulgaris

Composés isolés Structures Références

p-menth-4(5)-ene-1,2-diol HOo,

HO

[54]

(1S,2S,4R)-p-menthane-1,2,8-triol

OH
p-cymen-9-yl-p-D-glucopyranoside [53]
OH
o
HO
HO o

Angelicoidenol-2-O-B-D-glucopyranoside HO 0 [53, 54]
0]
OH |
Ho HO
OH
(1R,2R)-p-menth- OH

4(5)- éne-1,2-diol 1-O-B -D-glucopyranoside 0 0
OH \\\\\\\\\-
HO
HO

[54]

(1R,2R)-p-menth-4(5)-éne-1,2-diol 1-O- B - 0

D-(6-O-acetyl)-glucopyranoside )k
0
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Tableau 1.3: Les monoterpénes isolés de Thymus vulgaris (suite)

Composés isolés Structures Références

(1R,2R)-p-menth-
4(5)-éne-1,2-diol 1-O- p -D-(2-O-acetyl)-

glucopyranoside HO o

%
=

s [54]

Thymuside A

(1R,2R)-p-menth-3-ene-1,2-diol 1-O-B-D- Ho o
glucopyranoside -

S

OH W

Borneol B-D-glucopyranoside

HO
0
0
[54]
OH
HO
HO

Vicodiol 2-O-B-D-glucopyranoside HO
° o
’d
OH OH
HO
Ho

De plus, des triterpenes pentacycliques ont été aussi trouvés dans certaines especes du genre

Thymus et sont présentés dans le tableau 1.4.

Tableau 1.4: Les triterpénes isolés du genre Thymus

Composés isolés | Sources Structures Références

3a-hydroxy-urs- | T. alternans
12,15-diéne

[50]
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Tableau 1.4: Les triterpénes isolés du genre Thymus (suite)

Composés isolés | Sources Structures Références
a-amyrine §
- T. alternans [50]
B-amyrine
Acide ursolique T. mastichina [39]
T. sipyleus subsp. [46]
sipyleus var. sipyleus
T. praecox subsp. [51]
grossheimii var.
grossheimii
T. serpyllum [59]
T. vulgaris L. [60]
Acide oléanique | T. mastichina [39]
T. alternans [50]
T. praecox subsp. [51]
grossheimii var.
grossheimii
T. serpyllum [59]
Isoursenol T. alternans [50]
ry,,
Pt
=

22
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Tableau 1.4: Les triterpénes isolés du genre Thymus (suite)

Composés isolés | Sources

Structures

Références

Epitaraxerol T. alternans

HO

S
S
S
<

8

N

N
O

N

[50]

1.2.3.3. Les stérols

Les stérols sont aussi présents dans le genre Thymus. Deux composes ont été isolés et

identifies, soit le pB-sitosterol [39] et le 3-O-B-D-glucopyranosyl-sitosterol [59] et sont

présentés dans le tableau 1.5.

Tableau 1.5: Les stérols isolés du genre Thymus

Composés isolés Sources Structures Références
B-Sitostérol T. mastichina [39]
3-O-B-glucopyranosyl p- T. serpyllum [59]

sitostérol

OH

OH

1.2.3.4. Autres composés

D’autres composés ont été egalement isolés des plantes : T. mastichina, T. serpyllum et T.

vulgaris L. et sont présentés dans le tableau ci-apres.

23
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Tableau 1.6: Autres composés isolés du genre Thymus

Composés isolés Sources Structures Références

S

Lutéine T. mastichina 0 [39]
) VA VA V2 VAN (VA YAVAN

HO

5,5"-diisopropyl-2,2'- T. vulgaris L. [58]
dimethylbiphenyl-3,4,3', 4'-
tetraone
Acide 33-
cétopentatriacontanoique
T. serpyllum [59]

27-cétotriacontanol

De cette étude bibliographique sur la chimie du genre Thymus, on en conclut que I’espéce
Thymus munbyanus subsp. ciliatus que nous avons sélectionnée, n’a pas été chimiquement

étudiée.

1.2.4. Activités biologiques de différentes especes du genre Thymus

La recherche bibliographique menée sur les espéces du genre Thymus montre qu’elles ont des
propriétés thérapeutiques intéressantes. Ces propriétés sont en rapport avec la composition
chimique [46, 48].

De nombreux travaux scientifiques ont montré que le genre Thymus posséde un effet
antioxydant d0 a la présence des acides phénoliques et des flavonoides qui ont un énorme
pouvoir antioxydant [36, 42, 48].

Des études biologiques sur les extraits et les produits isolés des Thymus ont révélé plusieurs
activités biologiques in-vivo et in-vitro, telles que 1’activité antiproliférative [34], cytotoxique
[39], ainsi que l’activité anti-inflammatoire [56]. De plus, il a été reporté que certaines
espéces de ce genre possedent un effet antibactérien [55] et aussi antidiabétique [40].

Les différentes activités biologiques des extraits obtenus a partir des parties aériennes

d’espéces du genre Thymus sont résumeées sur le tableau 1.7.
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Revue bibliographique

Espéces Origines Activités Références
T. zyqgis [61]
T. lotocephalus wild [68]
T. herba-barona
T. pseudolanuginosus Portugal Antioxydante [74]
T. caespititius
T. fragrantissimus [91]
T. daenensis Celak [62]
T.vulgaris L. Iran Antioxydante [62, 64]
Kalamazoo [48]
Lituanie [63]
T. vulgaris L. Serbie Antioxydante [65]
Algérie [75]
Egypte [90]
T. sipyleus subsp. sipyleus var. sipyleus [46]
T. sipyleus Boiss. Turquie Antioxydante [66]
T. sipyleus Boiss. subsp. rosulans (Borbas) Jalas [71]
T. argaeus [81]
T. numidicus Poiret [42]
T. fontanesii [67]
T. ciliatus (Desf.) Benth. Algérie Antioxydante [73]
T. algeriensis Bioss & Reut [77]
T. lanceolatus [79]
T. sibthorpii Bentham Grece [36]
T. broussonettii Boiss. Maroc [38]
T. armeniacus Arménie [56]
T. capitatus Tunisie [69]
T. pannonicus All. Serbie Antioxydante [70]
T. sipyleus Boiss. Subsp. Rosulans (Borbas) Jalas | Turquie [71]
T. longicaulis C. Presl Italie [72]
T. schimperi Ronniger Ethiopie [80]
T. quinquecostatus Celak Corée [82]
T. herba-barona
T. pseudolanuginosus Portugal Anti-inflammatoire [74]
T. caespititius
T. fragrantissimus [91]
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Tableau 1.7: Activites biologiques d’espéces du genre Thymus (suite)

Espéces Origines Activités Références
T. sipyleus Boiss. Subsp. Rosulans (Borbas) Jalas [71]
T. praecox subsp. grossheimii var. grossheimii Turquie Antibactérienne [83]
T. fallax [87]
Algérie [75]
T. vulgaris L. Egypte [84]
Iran Antibactérienne [86]
Oman [88]
T. capitatus Jordanie [76]
T. algeriensis Bioss & Reut Antibactérienne [77, 85]
T. ciliatus (Desf.) Benth, Algérie [73]
T. schimperi Ronniger Ethiopie [80]
T. argaeus Turquie Antidiabétique [81]
T. quinquecostatus Celak Corée [82]
T. praecox subsp. grossheimii (Ronniger) Jalas Turquie [34]
T. alternans Slovaquie Antiproliferative [50]
T. pannonicus All. Serbie [70]
T. schimperi Ronniger Ethiopie [78]
T. mastichina Portugal [39]
T. pannonicus All. Serbie [70]
Oman Cytotoxique [88]
T. vulgaris L. Iran [89]
Egypte [90]

On constate que ’espéce Thymus munbyanus subsp. ciliatus a fait I’objet d’une seule étude

biologique [73].

1.3. Conclusion

L'étude bibliographique réalisée sur le genre Thymus a montré que les parties aériennes des
especes de ce genre possedent pratiguement le méme profil de diversité structurale des
métabolites secondaires particulierement les flavonoides et les acides phénoliques qui sont
bien connus pour leur grande importance en activités biologiques notamment I’activité

antioxydante.
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Etude phytochimique de I’espéce Thymus munbyanus subsp.
ciliatus (Desf.) Greuter & Burdet

I1.1. Choix du matériel végétal
La sélection de cette plante a été basée sur plusieurs criteres, parmi lesquels:
» L’endémisme de la plante au Nord d’Afrique [1-4].
> L’utilisation en médecine traditionnelle [3, 5].
» Aucune investigation phytochimique n’a été abordée sauf quelques travaux effectués par
GC/MS sur les composés volatils [6, 7] ainsi que l'activité antioxydante des extraits [8].

> Les activités biologiques attribuées aux plantes de la famille des Lamiacées [9, 10].

11.2. Place dans la systematique

La place de I’espéce Thymus munbyanus subsp. ciliatus dans la systematique, est présentée
selon la classification APG I11 (2009) [11]:

e Régne Plantae

e Clade Angiospermes

e Clade Dicotylédones vraies

e Clade Asteridees

e Clade Lamiidées

e Ordre Lamiales

e Famille Lamiaceae

e Genre Thymus

e Espece Thymus munbyanus

e Sous-Espece Thymus munbyanus subsp. ciliatus
e Nom botanique Thymus munbyanus subsp. ciliatus (Desf.) Greuter & Burdet

Synonyme: Thymus ciliatus (Desf.) Benth.

Noms vernaculaires: Djertil [1, 12], Zater [13] ou Ziitra [14].

11.3. Description botanique

Thymus munbyanus subsp. ciliatus (Desf.) Greuter & Burdet appartenant a la famille des
Lamiacées, est une plante aromatique qui se trouve a 1’état spontané, sous l’aspect d’un
arbrisseau de petite taille, mais pouvant former des touffes bien étalées sur le sol; feuilles

florales différentes des feuilles caulinaires, en général fortement dilatées a leur portion
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inférieure; épis floriféres larges de 16-20 mm; fleurs grandes, & corolle longuement exserte.
La période de floraison est limitée entre avril et juillet. Rencontrée dans Broussailles,

matorrals, sur substrats calcaires et siliceux et sols rocailleux [15] (Figure 11.1).

Figure 11.1 : Thymus munbyanus subsp. ciliatus (Desf.) Greuter & Burdet

I1.4. Répartition géographique

Espece endémique en Algérie et en Maroc [1, 2].

11.5. Matériel vegétal

Les parties aériennes de Thymus munbyanus subsp. ciliatus ont été récoltées au mois de Mai
2013 dans la région de setif. la plante a été identifié par Dr Nouioua Wafa (Département de
biologie, Université de Sétif). Un échantillon (TC/123/05-13) a été déposé a I'Unité de
recherche VARENBIOMOL, Université des Freres Mentouri, Constantine. Aprés sechage
dans un endroit sec a I’abri des rayons solaires, les différents organes des parties aériennes du

matériel végétal ont été coupées en petits morceaux et pesées (9500 g).

11.6. Protocole expérimental d’extraction

La quantité de matériel végétal obtenue est mise a macérer dans un mélange hydroalcoolique
(méthanol /eau ; 80 : 20 ; v/v) pendant 72 heures. Apres filtration, le marc est ré-extrait encore
trois fois dans les mémes conditions. Les filtrats sont réunis puis concentrés sous pression
réduite a une température n’excédant pas 37° C. Apres reprise par de l'eau distillée légérement
chauffée, la solution est mise au repos pendant une nuit (décantation des résines et quelques
pigments chlorophylliens). Apres filtration, La phase aqueuse obtenue a subi des extractions
successives de type liquide-liquide par les solvants organiques suivants: le chloroforme,
I’acétate d’éthyle et en dernier le n-butanol. Les trois phases organiques récupérées sont

concentrées sous pression réduite a sec pour conduire aux extraits suivants: 17,7 g d’extrait
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chloroforme, 33 g d’extrait acétate d’éthyle et 59,2 g d’extrait n-butanol. Le protocole

d’extraction est présenté dans la figure 11.2.

Matiére végétale
m =9500 g

\ 4

Macération a froid dans un mélange
MeOH/H,0 (80 :20 ; v/v), répétée 3 fois
Filtration

Extrait

hydrométhanolique

e Concentration (T=37°C)
e Dilution avec H,O distillée
e Filtration aprés une nuit de repos

Phase aqueuse

Concentration at=35°C

e  Extraction par CHCl3 (x3)
e Décantation
e  Séparation

e  Extraction par AcOEt (x3)
e Décantation
e  Séparation

Extrait CHCIz

m=177g

Phase aqueuse
) Concentration at=40°C
Extrait AcOEt
m=33¢g
\ 4

Phase aqueuse

Concentration at = 60°C
Extrait n-BuOH

d
«

m =59,2 g

\4

e Extraction par n-BuOH (x3)
e Décantation
e  Séparation

Phase aqueuse

Figure 11.2: Organigramme d’extraction du T. munbyanus subsp. ciliatus

Les rendements des extraits obtenus sont donnés dans le tableau I1.1.

Tableau I1.1 : Rendements des extraits

Matiére végeétale Extrait Masse (g) Rendement (%0)
Chloroforme 17,7 0,19
9500 g Acétate d’éthyle 33 0,35
n-butanol 59,2 0,62
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11.7. Analyse qualitative et quantitative des extraits
Les extraits CHCls, AcOEt et n-BuOH ont été analysés par HPLC-TOF/MS, afin de comparer
leurs profils chromatographiques avec ceux des standards et d’obtenir une information sur la

quantité et la nature chimique des composés phénoliques présents.

> Préparation des échantillons
Pour l'analyse HPLC-TOF/MS, les extraits (200 ppm) ont été dissous dans le méthanol a
température ambiante, puis filtrés a travers un filtre & membrane en polytétrafluoroéthyléne
(0,45 pm) [16].

> Conditions opératoires
Les conditions opératoires de la HPLC sont comme suit:
v" Agilent Technologie 1260 Infinity LC, 6210 TOF-MS
v Volume d'injection: 10 ul
v Température de la colonne: 35 °C
v Modéle de la colonne: ZORBAX SB-C18 4,6x100 mm, 3,5 um
v' Débit: 0,6 ml /min
v lonisation: Dual-ESI
v’ La température de I’azote: 325°C
v’ Débit de gaz: 10 ml / min
v Tension de Fragmenteur : 175V
v Phase mobile: cette phase est constituée de deux solvants:
e Solvant A : Eau ultra-pure acidifiée avec de I'acide formique a 0,1%
e Solvant B : Acétonitrile

Le tableau 11.2 résume le programme d’élution de la colonne.

Tableau I1.2: Programme de la phase mobile A et B

Temps (min) H20 avec 0,1 % d'acide formigue Acétonitrile %
0-1 90% 10%
1-20 50% 50%
20-23 20% 80%
23-30 10% 90%

11.8. Séparation et purification

11.8.1. Séparation et purification des composés de I’extrait d’acétate d’éthyle
Apreés plusieurs tests chromatographiques (CCM, CC) réalisés sur I’extrait d’acétate d’éthyle,

environ 32 g sont déposés sur une colonne de séphadex LH-20 éluée par le systéme
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isocratique CHCls/MeOH/Hexane (7/2/1). Les fractions obtenues sont regroupées suivant la
similitude de leur chromatogramme sur couches minces de gel de silice sur support
aluminium dont les plaques sont visualisées sous lumiére UV (254 et 365 nm) puis révélées
avec 1’acide sulfurique et chauffées a 100 °C pendant 3 mn, donnant ainsi 26 fractions. La
progression de cette colonne est rassemblée dans le tableau 11-3.

Tableau 11.3: Résultats du fractionnement par chromatographie sur colonne de I’extrait d’acétate d’éthyle de T.
munbyanus subsp. ciliatus

Fractions Poids (mg) Observations
F1 38,92 Graisses
F2 99,1 Mélange complexe
F3 553,8 Mélange complexe
F4 278,9 Mélange complexe
F5 19,81 Mélange+ précipité (faible quantité)
F6 161,42 Mélange
F7 149,54 Mélange
F8 35,73 Mélange + chlorophylle
F9 155 Poudre blanche + chlorophylle
F10 2500 Mélange traité
F11 145 Mélange traité
F12 124,18 Mélange traité
F13 21,16 Mélange + cristaux (faible quantité)
F14 345 Mélange traité
F15 3120 Mélange traité
F16 90,5 Mélange
F17 1035 Mélange
F18 1640 Mélange
F19 1900.1 Mélange
F20 680,6 Mélange
F21 15,89 Mélange + poudre blanche (faible quantité)
F22 215,3 Mélange
F23 3304 Mélange complexe
F24 3800 Mélange complexe
F25 3957 Mélange complexe
F26 5210 Trainée

Seules les fractions les moins complexes ont été étudiées.

+ Etude de la fraction F9

La fraction F9 (155 mg) se présente sous forme d’une poudre blanche, mélée a la
chlorophylle, a été lavée plusieurs fois par quelques ml d’éther diéthylique pour éliminer la
chlorophylle puis purifiée par plusieurs lavages successifs avec 1’acétone pour donner le
produit pur ATC1D de masse 15 mg . Ce produit est reporté dans ce travail comme étant le

composé Al.

«» Etude de la fraction F10

La fraction F10 (2,5 g) a subi une séparation sur une colonne de Séphadex LH-20 éluée par
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le systeme isocratique CHCIls/MeOH/hexane (7/2/1) pour donner 9 sous fractions.

Les résultats de cette colonne sont regroupés dans le tableau 11.4.

Tableau I1.4: Résultats de la séparation de la fraction F10 sur colonne de Sephadex.

Sous fraction Masse (mg) Observations
F10-1 14,9 Meélange plusieurs produits
F10-2 13,5 Meélange plusieurs produits
F10-3 128,5 Mélange complexe
F10-4 138 Mélange séparable
F10-5 201 Mélange séparable
F10-6 357,5 Mélange complexe
F10-7 286,2 Mélange séparable
F10-8 376 Mélange complexe
F10-9 535,5 Mélange complexe

e La sous fraction F10-4 (138 mg) a subi une chromatographie sur plaques préparatives de
gel de silice avec le systéeme d’élution toluéne/AcOEt/acide formique (10:6:1) conduisant
ainsi a I’isolement du composé ATC2b-1a dont le poids est de 3,1 mg. Ce produit a été

reporté comme étant le composé A2.

e Lasous fraction F10-5 (201 mg) a donnée le produit ATC-3c-3a (compose A3) (2,4 mg) a
I’état pur apres une chromatographie sur CCM de gel de silice eluée par le systéme de

solvants toluene/AcOEt/ acide formique (10:6:1).

e Le traitement de la sous-fraction F10-7 (286,2 mg) sur des plaques CCM de gel de silice
élué par le systeme toluene/AcOEt/acide formique (10:6:1) et visualisé sous la lampe UV
(365 nm) a conduit a la séparation de deux produits : ATC2d2a de masse 5,5 mg et

ATC2d2d de masse 2,7 mg que nous notons A4 et A5 respectivement.

¢ Etude de la fraction F11
La fraction F11 d’une masse de 145 mg a permis d’obtenir les composé ATC3c3b (1,7mg)
par une CCM de gel de silice dans le systéme d’élution toluéne /AcOEt / acide formique

(10:4:1). Ce produit a été reporté comme étant le composé A6.

% Etude de la fraction F12
La fraction F12 d’une masse de 124,18 mg a subi une séparation sur plaques préparatives de
gel de silice éluées par le systeme toluene/AcOEt/acide formique (10:4:1), qui a mené au

produit ATC3c5b1 de masse 7,3 mg que nous notons A7.

% Etude de la fraction F14
La fraction F14 de masse 345 mg a été soumise a la chromatographie sur plaques préparatives

de gel de silice éluées par le systeme toluéne /AcOEt/ acide formique dont les proportions
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10:4:1. Apreés plusieurs purifications, trois produits purs ont été obtenus: ATC2d3a (A8) de
masse 5,5 mg, ATC3C10A (A9) de masse 1,7 mg et ATC2d27 (A10) de masse 20 mg.

% Etude de la fraction F15
La fraction F15 de masse 3,12 g a été chromatographiée sur une colonne de Sephadex LH-20
éluée par le systéme chloroforme / méthanol (7/3). 7 sous fractions ont été obtenues.

Les résultats de cette colonne sont regroupés dans le tableau I1.5.

Tableau I11.5: Résultats de la séparation de la fraction F15 sur colonne de Sephadex.

Sous fraction Masse (mg) Observations
F15-1 96,5 Mélange complexe
F15-2 219,9 Mélange complexe
F15-3 255,3 Mélange séparable
F15-4 461 Mélange complexe
F15-5 230,9 Mélange séparable
F15-6 728,2 Mélange complexe
F15-7 882 Mélange complexe

La troisieme sous fraction F15-3 d’une masse de 255,3 mg a été I'objet de plusieurs
purifications sur CCM et colonne de sephadex LH-20, éluées par les systemes toluene/AcOEt/
acide formique (10:2:1) et le méthanol 100% respectivement, donnant les composés ATC10
(3,2 mg) et ATC10C (1,3 mg). Les deux produits ont été reportés comme étant All et Al12

respectivement.

La sous fraction F15-5 (230,9 mg) a subi une chromatographie sur plaques préparatives de
gel de silice avec le systéme d’¢lution toluene/AcOEt/acide formique (10:2:1) a donné les
deux produits ATCOE (3,4 mg) et ATC2b2f1 (9,1 mg). Ces deux produits ont été reportés

comme étant A13 et A14 respectivement.

En résumé, 1I’étude phytochimique de I’extrait acétate d’éthyle de Thymus munbyanus subsp.

ciliatus a permis 1’obtention de quatorze produits purs (figure 11.3).
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32 g de ’extrait AcOEt

CC Séphadex LH-20

JcHCI/MeOH/Hexane (7/211)

26 fractions

l
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Figure 11.3 : Schéma récapitulatif de la séparation de I’extrait AcOEt

11.8.2. Séparation et purification des composés de ’extrait n-butanol

L'extrait butanolique (10g) dissout dans le méthanol, est mélangé a une petite quantité de
polyamide, I'ensemble est séché sous vide, puis pulvérisé jusqu'a I'obtention d'une poudre
homogéne. Cette poudre est déposée sur colonne de polyamide SC6, préparée dans le
Toluene. L'élution est réalisée par un gradient de polarité du systéme toluéne/méthanol avec

comme solvant de base le toluéne.

Les fractions de colonne obtenues ont subi des tests sur différents supports
chromatographiques dans différents systemes d'éluant , cela a permis de regrouper les

fractions identiques vu la similarité de leur profil chromatographique, ce suivi a permis

I’obtention de 21 fractions.
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Tableau 11.6: Résultats du fractionnement par chromatographie sur colonne de I’extrait n-butanol de T.

munbyanus subsp. ciliatus

Systéme d'élution % Pots Nom de la fraction | Poids (mg) Observations
Toluéne CHsOH
100 0 1-15 Fl Traces /
95 5 16-25 F2 180,8 Mélange complexe
90 10 26-37 F3 217,4 Mélange complexe
85 15 38-41 F4 101,2 Mélange
80 20 42-53 F5 370 Mélange traité
75 25 53-58 F6 76,3 Mélange traité
75 25 59-69 F7 328,1 Mélange
75 25 70-87 F8 4459 Mélange
70 30 88-99 F9 329,7 Mélange
70 30 100-104 F10 73,8 Mélange
65 45 105-112 F11 380 Mélange
60 40 113-119 F12 225 Mélange
60 40 120-131 F13 332 Mélange complexe
50 50 132-145 F14 122,2 Mélange
50 50 146-158 F15 465,9 Mélange complexe
45 55 159-166 F16 423 Mélange complexe
40 60 167-172 F17 237 Mélange complexe
30 70 173-186 F18 428 Mélange complexe
20 80 187-190 F19 537 Trainée
10 90 191-201 F20 868,6 Trainée
0 100 202-225 F21 2786,9 Trainée

La fraction F5 de masse 370 mg a été rechromatographiéee sur une colonne de Sephadex LH-

20 éluée par le systeme CHCls/MeOH (6/4) en mode isocratique pour donner dix sous

fractions.

La septiéme sous fraction (61,2 mg), moins complexe et plus abondante que les

autres, a été chromatographiée sur plaques de gel de silice éluées par le systeme
EtOAc/MeOH/H>0 (18:1:1) pour donner le composé B1 (11 mg) a 1I’état pur.

La fraction F6 (76,3 mg) contient un seul produit majoritaire donne, apres purification sur une

colonne de sephadex LH-20 éluée par le Méthanol, le composé B2 (17 mg) a 1’état pur.

En résumé, I’étude phytochimique de ’extrait n-BuOH de T. munbyanus subsp. ciliatus a

permis I’obtention de deux produits purs (figure 11.4).
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10 g de P’extrait n-BuOH

\

21 fractions

CC de polyamide
(Toluene / méthanol)

}5

370 mg

CC Séphadex LH-20
CHCI3/MeOH (6/4)

F5-7
61,2 mg

EtOAC/MeOH/H,0 (18:1:1)

l CCM gel de silice

Bl
11mg

F6
76,3 mg

CC Séphadex|LH-20
MeOH 100%

v

B2
17mg

Figure 11.4 : Schéma récapitulatif de la séparation de 1’extrait n-BuOH

45



CHAPITRE Il PARTIE EXPERIMENTALE

Références bibliographiques

1.

Quezel, P., Santa, S., (1963). Nouvelle flore de I’Algérie et des régions désertiques
méridionales, Tome 1, C.N.R.S, Paris, France, pp 806.

. Dobignard, A., Chatelain, C., (2012). Index synonymique de la Flore d’Afrique du Nord.

Genéve, Switzerland: Conservatoire et Jardin Botaniques . Tome 4, pp 356.

. Boughani, A., Sadki, N., Médail, F., Nedjraoui,D., Salamani, M., (2009). Analyse

floristique et phytogéographique d'une région de I'Atlas saharien constantinois, les gorges
du Ghouffi (Algérie) . Acta Botanica Gallica, 156, 399-414.

Aouadj, S.A., Nasrallah, Y., Hasnaoui, O., (2020). Ecological characterization and
evaluation of the floristic potential of the forest of Doui Thabet (Saida - Western Algeria)
in the context of the restoration. The Ecology, Environment and Conservation, 26, 266-
278.

. Yabrir, B., Belhassan, A., Lakhlifi, T., Salgado, M.G., Bouachrine, M., Munoz, C.P., Gerli,

C.L., Ramirez, T.R., (2021). Minor composition compounds of Algerian herbal medicines
as inhibitors of Sars-Cov-2 main protease: molecular docking and admet properties

prediction. Journal of the Chilean Chemical Society, 66.

. Kabouche, A., Ghannadi,A., Kabouche, Z., (2009). Thymus ciliatus-the highest thymol

containing essential oil of the genus. Natural Product Communications, 4,1251-1252.

. Ghorab, H., Kabouche, A., Kabouche, Z., (2014). Comparative compositions of essential

oils of Thymus growing in various soils and climates of North Africa. Journal of Materials

and Environmental Science, 5, 298-303.

. Sofiane, G., Wafa, N., Abbas, K., Amar,0., (2015). Antioxidant and antimicrobial

activities of flavonoids extracted from Thymus ciliatus (Desf.) Benth. Der Pharmacia
Lettre, 7, 358-363.

. Cocan, I., Alexa, E., Danciu, C., Radulov, I., Galuscan, A., Obistiowu, D., Morvay, A.A.,

Sumalan, R.M., Poiana, M.A., Pop, G., Dehelean, C.A., (2018). Phytochemical screening
and biological activity of Lamiaceae family plant extracts. Experimental and therapeutic
medicine ,15, 1863-1870.

10. Generali, M.1., Skroza, D., Ljubenkov, I., Simat, V., Smole, M.S., Katalinic, V., (2014). In

vitro Antioxidant and Antibacterial Activity of Lamiaceae Phenolic Extracts: A

Correlation Study. Food Technology and Biotechnology, 52, 119-127.

46



CHAPITRE Il PARTIE EXPERIMENTALE

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Dupont, F., Guignard, J.L., (2012). Abréges de pharmacie. Botanique: les familles de

plantes. 15 *™ édition.

Trabut, L.C., (1935). Flore du nord de I'Afrique: Répertoire des noms indigénes des
plantes spontanées, cultivées et utilisées dans le nord de I'Afrique. (Collection du
centenaire de I'Algérie).

Lapie, G., (2010). Flore forestiére de I'Algérie, Tunisie, Maroc et Midi de la France. Paris,
pp282.

Baba Aissa F., (1990). Les plantes médicinales en Algérie: Identification, description,
principes actifs, propriétés et usage traditionnel de plantes communes en Algérie, pp173.

Benabid, A., (2000). Flore et écosystemes du Maroc. Evaluation et préservation de la
biodiversité. Paris: Editions Ibis Press, pp160.

Abay, G., Altun, M., Koldas, S., Tufekci, A.R., Demirtas, I., (2015). Determination of
antiproliferative activities of volatile contents and HPLC profiles of Dicranum scoparium
(Dicranaceae, Bryophyta). Combinatorial Chemistry and High Throughput, 18, 453-463.

47


https://www.biodiversitylibrary.org/creator/33713

CHAPITRE Il

DISCUSSION DES RESULTATS



Chapitre 111 Discussion des résultats

IT1.1. Résultat de ’analyse par HPLC-TOF/MS

Les trois extraits de Thymus munbyanus subsp. ciliatus CHCl3, AcOEt et n-BuOH obtenus par
I’extraction a froid dans le systéme hydroalcoolique MeOH/H20 (v : v ; 80/20) ont été
analysés par la méthode HPLC-TOF/MS en mode négatif, afin de comparer leurs profils
chromatographiques et d’obtenir des informations sur la nature et la quantité des composés
phénoliques présents. Les chromatogrammes donnant les profils des extraits sont présentés

dans la figure I11.1.
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Figure IIL.1: Profils chromatographiques des extraits de 7. munbyanus subsp. ciliatus analysés

par HPLC-TOF/MS en mode négatif

L'identification de divers composés phénoliques des extraits, principalement les acides
phénoliques et les flavonoides, ainsi d’autres composés polaires, a ¢été¢ effectuée par la

comparaison de leurs temps de rétention et leurs masses avec les 29 standards utilisés. Le
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tableau II.1 rassemble les résultats de I’analyse par HPLC-TOF/MS des extraits de 7.

munbyanus subsp. ciliatus.

Tableau III.1: Les composés identifiés dans les extraits de 7. munbyanus subsp. ciliatus par HPLC-TOF/MS

Ne° Composés identifiés Formule Masse Extrait Extrait Extrait
calculée CHCI; AcOEt n-BuOH
1 Acide fumarique C4H404 116,01 nd 0,44 9,07
2 Acide gentisique C7HgO4 154,03 0,14 3,82 0,72
3 Acide chlorogénique Ci6H1309 354,10 0,09 0,73 2,14
4 Acide 4- hydroxybenzoique C7HeO3 138,03 1,04 21,03 0,91
5 Acide protocatéchique C7HeO4 154,03 nd 0.78 1.06
6 Acide caféique CoHs04 180,04 0,11 24,96 0,50
7 Acide vanillique CsHsO4 168,04 0,26 1,62 0,39
8 Acide syringique CoH 005 198,05 0,99 3,55 1,25
9 Rutine Cy7H30016 610,15 nd 0,11 1,00
10 4-hydroxybenzaldehyde C7HeO, 122,04 0,02 tr tr
11 Polydatine C20H20g 390,39 tr 0,90 tr
12 Scutellarine C21H 15012 462,08 0,39 0,64 40,29
13 Quercétine-3-4-D-glucoside | C21H20012 | 464,10 tr 17,14 5,52
14 Naringine C27H32014 580,18 1,09 1,50 2,12
15 Diosmine CysH3,015 | 608,17 0,65 2,45 2,35
16 Taxifoline CisH1207 304,06 tr 0,12 tr
17 Neohespéridine Cy3H34015 610,19 tr 0,06 tr
18 Baicaline C2iHi3011 | 446,08 tr tr 15,58
19 Acide p-coumarique CoH303 164,05 tr 0,13 tr
20 Morine CisH1007 302,04 0,23 2,36 0,70
21 Acide salicylique C7HO3 138,03 tr 0,33 tr
22 Quercétine Ci5sH1007 302,04 tr 1,48 tr
23 Acide cinnamique CoHgO3 148,05 0,32 0,30 0,51
24 Apigénine C15H100s5 270,05 0,05 4,05 tr
25 Naringénine Ci5H120s 272,07 tr 0,29 tr
26 Kaempférol C15H1006 286,05 tr 1,13 tr
27 Diosmétine Ci16H1206 300,06 tr 4,37 nd
28 Eupatorine CisH1607 344,32 0,32 tr tr
29 Wogonine Ci6H120s5 284,07 0,90 tr nd
nd : non détecté tr: trace

Comme le montre le tableau ci-dessus, les extraits analysés comportent un mélange complexe
des métabolites secondaires. Ces constituants appartiennent généralement a deux groupes
chimiques importants, a savoir, les acides phénoliques et les flavonoides connus pour leurs
activités antioxydantes. Ces composés présents en trés faible quantité dans I'extrait
chloroformique (apolaire). En ce qui concerne les phases polaires, 1’extrait AcOEt est plus

riche en composés polaires que I’extrait n-BuOH.
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Dans I’extrait AcOEt, I’acide caféique, l'acide 4-hydroxybenzoique et la quercétine-3-f-D-

glucoside montrent des teneurs

importantes 24,96; 21,03 et

17,14 mg/kg plante

respectivement mais avec des faibles quantités dans l'extrait n-BuOH. Alors que la

scutellarine, la baicaline et I'acide fumarique ayant les taux les plus élevés dans l'extrait

n-butanol 40,29; 15,58 et 09,07 mg/kg plante respectivement. Le tableau III.2 rassemble les

structures des composés identifiés dans les extraits de 7. munbyanus subsp. ciliatus par

HPLC-TOF/MS.

Tableau II1.2: Les structures des composés identifiés dans les extraits de 7. munbyanus subsp. ciliatus par

HPLC-TOF/MS
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Tableau II1.2: Les structures des composés identifiés dans les extraits de 7. munbyanus subsp. ciliatus par

HPLC-TOF/MS (suite)
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En conclusion, cette étude a révélé ’espece T. munbyanus subsp. ciliatus, comme étant une
source d’une grande richesse en composés appartiennent a la classe des polyphénoliques en
général et en particulier aux flavonoides et acides phénoliques et comme nous I’avons
mentionné précédemment dans la partie revue bibliographique, sont des métabolites

secondaires caractéristiques du genre Thymus.
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I11.2. Elucidation structurale des composés isolé

Les produits isolés ont ¢été identifiés par les méthodes d’analyse spectroscopiques
particulierement, RMN 1D du proton et du carbone, RMN 2D (COSY, HSQC, HMBC), ESI-

MS et par comparaison avec les données de la littérature.

I11.2.1. Identification structurale des produits isolés de la phase AcOEt

I11.2.1.1. Elucidation structurale du composé A1 (ATC1D)

Figure IIL1.2: Structure du composé Al

L'aspect du composé Al est une poudre blanche, n’absorbe pas sous la lumiére UV (254-366
nm) et sa coloration sur plaque CCM de gel de silice sous des vapeurs de ’acide sulfurique

est rose foncé.

L’examen du spectre RMN 3C (figure I11.3) ainsi que ces spectres étalés (figures I11.3a, 111.3b
et I11.3¢) indique la présence de 35 atomes de carbone et les séquences DEPT (figures I11.4,
[I1.4a et [11.4b) de ce composé montrent :

e Trois carbones quaternaires dont un éthylénique a 6c 140,90 ppm.

e 14 groupements CH dont un éthylénique a oc 121,64 ppm.

e 12 groupements CH» dont un oxygéné a ¢ 61,56 ppm.

e Six groupements CH3.

Ces informations orientent vers une structure de type stérol.

En outre, les valeurs des déplacements chimiques des deux carbones éthyléniques, le premier
correspondant a un CH a dc 121,64 ppm et le second a un atome de carbone quaternaire a dc

140,90 ppm et vu I’absence d’autre carbone éthylénique sur ces spectres, cela suppose que ces
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deux atomes de carbone délimitent la méme double liaison. Les valeurs de leur déplacement

chimique sont caractéristiques des positions C-5 (140,90 ppm) et C-6 (121,64 ppm) d’un

stérol.
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Figure IIL.3: Spectre RMN 3C (150 MHz, DMSO-d6, & ppm) du composé Al
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Figure I1L.3a: Spectre RMN !3C (150 MHz, DMSO-d6, & ppm) étalé de 10 a 20,5 ppm du composé Al
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Le spectre RMN du proton (figure IIL.5) enregistré dans le DMSO deutéré a 600 MHz

présente des signaux allant de oy 0,63 ppm a ou 5,33 ppm caractéristiques des stérols.
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Figure IIL5: Spectre RMN 'H (600 MHz, DMSO-d6, Sppm) du composé Al
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e L’ensemble des signaux résonant a champ fort entre on 0,63-2,33 ppm (figure III.5a),

indiquant la présence des groupements méthyles, méthylénes et méthynes d’un stérol.
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Figure I1L.5a: Spectre RMN 'H (600 MHz, DMSO-d6, Sppm) étalé de 0,6 a 2,4 ppm du composé Al

En effet, ce méme spectre montre également, dans 1’intervalle 0,68-0,95 ppm (figure
I11.5b), la présence de :

v' Deux singulets résonant a champ fort oy 0,63 ppm et du 0,94 ppm, s’intégrant pour trois
protons chacun, correspondant respectivement aux deux groupements méthyliques CH3s-
18 et CH3-19. Les carbones correspondants a ces deux derniers groupements méthyliques
sont attribués par analyse du spectre HSQC (figure I11.6 et II1.6a) a 6c 12,13 ppm et 19,55
ppm.

v/ Un multiplet s’intégrant pour neuf protons (deux doublet et un triplet superposés)
résonant a ou 0,77 ppm, ou 0,79 ppm et on 0,80 ppm correspondant aux trois groupements
méthyliques suivants: CH3-26, CH3-27 et CH3-29. Leurs carbones correspondants sont
¢galement localisés grace a 1’analyse du spectre HSQC a dc¢ 20,16 ppm; 19,40 ppm et
12,24 ppm respectivement.

v Un doublet a dy 0,88 ppm (J = 6,77 Hz) d’intégration 3H attribuable au groupement
méthyle: CH3-21. le spectre HSQC montre une corrélation des protons du groupement

méthyle précédemment cité et le carbone a 6c 19,07 ppm.
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Figure IIL.5b: Spectre RMN 'H (600 MHz, DMSO-d6, 8ppm) étalé de 0,58 4 0,96 ppm du composé Al

e En plus de ces signaux, le spectre RMN 'H (figure I11.5¢) montre:

v' Un multiplet a 8y 3,44 ppm caractéristique d’un proton porté par un carbone oxygéné
typique du proton H-3 d’un stérol. Ce dernier montre une tache de corrélation avec le
carbone a 6c 77,37 ppm sur le spectre HSQC (figure I11.6b).

v Un singulet large d’intégration 1H a 6x 5,31 ppm indiquant la présence d’un proton
¢thylénique connu avec la numérotation H-6. Celui-ci correle sur le spectre HSQC (figure
II1.6b) avec le carbone a 6c 121,64 ppm caractéristique du carbone C6 d’un stérol.

Ces observations confirment la nature stéroidienne de ce composé.

L’analyse des spectres RMN du composé¢ Al met en évidence un aglycone stéroidique qui
présente des analogies avec le f-sitostérol, substitué¢ en position 3 comme le suggere le

déblindage du carbone C-3 [1].

e D’autre part, ’analyse du spectre RMN'H (figure III.5¢), montre la présence des signaux
caractéristiques d’un hexose:

v Un signal a 8u 4,20 ppm d’intégration 1H sous forme d’un doublet (J/ = 7,90 Hz) corréle

sur le spectre HSQC (figure II1.6b) avec le carbone a 6c 101,24 ppm caractéristique du

proton anomérique d’un hexose. Les valeurs des déplacements chimiques du proton et du
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carbone indiquent une jonction O-hexose. Le couplage sur le spectre HMBC (figure I11.7
et I11.7a) entre le proton anomérique H-1" et le C-3 de la génine indique que celui-ci porte
le sucre. Par ailleurs, la constante de couplage du proton anomérique J = 7,90 Hz indique
une configuration £ de la liaison osidique.

v" Deux multiplets d’intégration 1H chacun a 8y 3,39 ppm et a 6y 3,63 ppm, corrélent sur le
spectre HSQC avec le méme atome de carbone a dc 61,56 ppm, caractéristique du
groupement CH>-6" de I’hexose.

v' Quatre signaux d’intégration 1H chacun sous forme de multiplet a 6u 2,88 ppm , éu 3,00
ppm , du 3,05 ppm et 6u 3,10 ppm , correlent sur le spectre HSQC aux signaux situés a dc
73,92 ppm , d¢c 70,57 ppm , 6c 77,19 ppm et oc 77,23 ppm respectivement.

Par ailleurs, le spectre COSY ('H-'H) (figure II1.8) montre une tache de corrélation entre

le H-1" a du 4,20 ppm et un multiplet a du 2,88 ppm qui ne peut étre que le H-2".

L’attribution des autres signaux osidique est réalisée a 1’aide des données obtenues du spectre
HMBC ainsi que ces spectres étalés et la comparaison avec les données de la littérature [2]:

v’ Le proton H-2" (8u 2,88 ppm), localisé par ’analyse du spectre HSQC a 8¢ 73,92 ppm
correle sur le spectre HMBC avec deux carbones a oc 101,24 ppm et dc 77,23 ppm
attribuable respectivement a C-1" et C-3’.

v" Le proton H-3" (8u 3,10 ; 8¢ 77,23) montre des taches de corrélation sur le spectre HMBC
avec les carbones a 6c 73,92 ppm et d¢ 70,57 ppm attribuable respectivement a C-2’ et C-
4’

v’ Les deux protons géminés résonnant a 3,39 ppm et a 3,63 ppm du groupement CH>-6’
correlent sur le spectre HMBC avec deux carbones a d¢ 70,57 ppm et dc 77,19 ppm
attribuable respectivement a C-4’ et C-5°.

v’ Le proton H-5" (8 3,05 ppm), localisé par I’analyse du spectre HSQC a 8¢ 77,19 ppm

correle sur le spectre HMBC avec les carbones C-3’et C-4’.

Ces résultats sont en bon accord avec l'expérience COSY, (figure I11.8a), qui montre des

crétes de corrélations entre ces protons.

En plus, sur les mémes spectres de RMN'H et COSY H-H, on peut identifier les OH de
I’unité osidique : OH-2' (4,82ppm), OH-3' (4,85ppm), OH-4' (4,84ppm) et OH-6' (4,39ppm).
Une comparaison de ces résultats avec celles de la littérature [2] a permis d’identifier 1’entité
osidique comme étant le O-f-glucose.

Une analyse compléte des spectres RMN mono et bidimensionnels a permis de compléter les

attributions des protons et des carbones restants de la molécule.
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Le tableau I11.3 suivant présente les données de spectre RMN '*C et RMN 'H du produit A1

dans DMSO-dé6.

Tableau I11.3: Données du spectre RMN *C et RMN 'H du produit A1 dans DMSO-d6

Position DEPT oc (ppm) on (ppm, multiplicité, J en Hz)
1 CH, 37,29 0,97-1,77
2 CH, 29,72 1,46 -1,81
3 CH 77,37 3,44 (1H ; m)
4 CH, 38,77 2,11-234
5 C 140,90 /
6 CH 121,64 531(1H; S)
7 CH, 31,83 1,49 -1,91
8 CH 31,88 1,37
9 CH 50,06 0,87
10 C 36,67 /
11 CH, 21,05 1,38 -1,47
12 CH, 39,68 1,12 -1,93
13 C 42,31 /
14 CH 56,63 0,97
15 CH, 24,31 1,02 -1,52
16 CH, 28,24 1,21 -1,79
17 CH 55,89 1,07
18 CH3 12,13 0,63 (3H; S)
19 CH; 19,55 0,94 3H; S)
20 CH 35,93 1,33
21 CH3 19,07 0,88 BH ;d; 6,77)
22 CH, 33,81 0,98 -1,30
23 CH, 25,92 1,14
24 CH 45,61 0,89
25 CH 29,17 1,61
26 CH; 20,16 0,77 3H ; m)
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Tableau II1.3: Données du spectre RMN *C et RMN 'H du produit A1 dans DMSO-d6 (suite)

27 CH; 19,40 0,79 (3H ; m)

28 CH, 23,07 1,17 -1,23

29 CH; 12,24 0,80 (3H ; m)
Glucose / / /

1’ CH 101,24 4,20 (1H ; d ; 7,90)

2’ CH 73,92 2,88 (1H ; m)

3 CH 77,23 3,10 (1H ; m)

4 CH 70,57 3,00 (1H ; m)

5 CH 77,19 3,05 (1H ; m)

6 CH, 61,56 3,39 (1H ; m) -3,63 (1H ; m)
OH-2’ / / 4,82
OH-3’ / / 4,85
OH-4’ / / 4,84
OH-6’ / / 4,39

L’ensemble de ces données, et la comparaison avec les données de la littérature [3, 4], ont
permis d’identifier sans ambigiiité le composé Al comme étant le B-sitostérol-3-O-p-D-
glucoside plus communément appelé daucostérol. De nombreuses études biologiques ont été
réalisées sur ce composé montrant qu'il posseéde également des propriétés anti-inflammatoire
[5] et anti-mutagénique [6]. La détection du composé¢ Al dans ’extrait ACOEt par HPLC-

TOF/MS en mode négatif est présentée dans le chromatogramme ci-apres (figure I11.9).
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Figure II1.9: Chromatogramme d’identification du produit A1 dans I’extrait ACOEt par HPLC-TOF/MS en

mode négatif

I11.2.1.2. Elucidation structurale du composé A2 (ATC2b-1a)

3 OH

Figure II1.10: Structure du composé A2
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Le composé A2 a été isolé sous la forme d’une poudre blanche, soluble dans 1’acétone et

donne une fluorescence bleue sous lampe de Wood (A = 365 nm).

L’analyse simultanée des spectres RMN '3C (figure III.11) et DEPT (figure I11.12) de ce

compos¢ indique la présence de 7 atomes de carbone dont:

e Un carbone quaternaire a d¢ 171,71 ppm, dont la valeur du déplacement chimique indique
qu’il s’agit d’un carbonyle d’une fonction acide.

e Un carbone aromatique quaternaire a 6¢ 161,97 ppm. D’apres la valeur de son déplacement
chimique, il est clair qu’il est oxygéné.

e Un autre carbone aromatique quaternaire a 6c 112,44 ppm.

e Quatre méthines aromatiques résonant a 6c 117,06 ; 119,00 ; 130,37 et 135,73 ppm.
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Figure IIL.11: Spectre RMN '3C (150 MHz, acétone-d6, & ppm) du composé A2
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Figure II1.12: Spectre DEPT(150 MHz, acétone-d6, & ppm) du composé A2

Le spectre RMN 'H (figures II1.13 et I11.13a ) de ce composé indique quatre types de protons
différents dans la région aromatique attestant de la présence d’un noyau aromatique
bisubstitué en position 1 et 2. De ce fait:

e Un doublet large d’intégration 1H a ou 7,90 ppm (J = 7,90 Hz) relatif au proton H-6,
correle sur le spectre HSQC (figure 111.14 et I11.14a) avec le carbone a d¢ 130,37 ppm.

e Un large triplet d’intégration 1H a on 7,52 ppm (J = 8,01 Hz) attribuable a H-4, correle sur
le spectre HSQC avec le carbone a d¢ 135,73ppm.

e Un signal a du 6,95-6,94 ppm, d’intégration 2H attribuable a H-3 et H-5. Ce signal
correspond en fait a deux signaux superposés I’un d’eux sous forme d’un doublet large
caractérisant H-3 et 1’autre sous forme d’un large triplet caractérisant H-5. Le spectre RMN
de corrélations hétéronucléaires a courtes distances HSQC indique que les protons
localisés a on 6,95 ppm et du 6,94 ppm correlent aux signaux situés a dc 117,06 ppm et dc

119,00 ppm respectivement.
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Figure I11.13: Spectre RMN 'H (600 MHz, acétone-d6, § ppm) du composé A2
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L’attribution des déplacements chimiques des protons aromatiques est corroborée par les
expériences homonucléaire COSY (figure III-15) et hétéronucléaire HMBC (figure II-16 et
I-16a).

En COSY, le proton H-6 a du 7,90 ppm est corrélé avec le proton H-5 situé a ou 6,94 ppm et

le proton H-4 résonnant a 6u 7,52 ppm est corrélé avec le proton H-3 situé a éu 6,95 ppm.

Le spectre HMBC montre les corrélations 'H-'3C a longue distance entre le proton H-5 et les

carbones apparaissent a oc117,06 ppm (C-3) et 112,44 ppm attribuable a C-1.

De plus, ce spectre a montré une corrélation entre le proton H-4 et les carbones résonnants a
oc 130,37 ppm (C-6) et 161,97 ppm attribuable a C-2.

Cette expérience a montré aussi des crétes des corrélations entre le proton H-6 et les carbones
situés a oc 135,73 ppm (C-4) ; 161,97 ppm (C-2) et 171,71 ppm qui ne peut étre attribuer
qu’au carbone C-7. De plus , le proton H-3 est corrélé avec le carbone localisé a 6c 119,00

ppm (C-5).
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Figure II1.15: Spectre RMN 2D COSY (600 MHz, acétone-d6, 6 ppm) du composé A2
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Les valeurs des déplacements chimiques RMN 'H et '3C du produit A2 sont regroupées dans

le tableau I11.4.
Tableau II1.4: Données du spectre RMN '*C et RMN 'H du produit A2 dans acétone-d6

Position oc (ppm) on (ppm, multiplicité, J en Hz)

1 112,44 /

2 161,97 /

3 117,06 6,95 (1H; m)

4 135,73 7,52 (1H; ¢; 8,01)

5 119,00 6,94 (1H; m)

6 130,37 7,90 (1H; di; 7,90)

7 171,71 /

Ces données sont identiques a celles indiquées dans la littérature pour P’acide 2-
hydroxybenzoique, généralement appelé acide salicylique [7]. Ses propriétés antioxydantes
et anti-inflammatoires ont également ét¢ démontrées [8]. L’identification de ce produit dans
phase ACOEt par HPLC-TOF/MS en mode négatif est présentée dans le chromatogramme ci-
apres (figure I11.17).

B0 Sezn etz 4 S
i 1 1

B0 15 20 3 45 5 B fAE T TS 00 0 0 TS Gk NS E RS C T G RS A TS g R RS R B AH AT P D
Lantsts ezt Time imin

Figure I11.17: Chromatogramme d’identification du produit A2 dans I’extrait ACOEt par HPLC-TOF/MS en
mode négatif

I11.2.1.3. Elucidation structurale du composé A3 (ATC-3¢-3a)

OCHs-

Figure II1.18: Structure du composé A3
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Le composé A3 se présente sous forme de cristaux jaune pale, soluble dans le méthanol.

L’analyse du spectre de masse ESI-MS de ce compos¢ (figure I11.19) en mode négatif montre
un pic d’ion pseudo-moléculaire a m/z =193,11 [M-H]", ce qui indique une masse moléculaire

de 194 uma conformément a la formule brute C1oH1004 avec un degré d’insaturation de 6.
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211 57 178 1723 21660 2462 7G4 AT6 2762 4G4 703 H1QT1 44201 45041 40LA0 53045 55534 SI650 62280  DG6262 GBAGE 72561 74387 77L73 7HS3 G030 8RS
T
100 15) 200 280 300 380 400 450 500 550 600 650 70 750 800 850

MM W WHT
200 %0 1000

Figure II1.19: Spectre de masse ESI-MS en mode négatif du composé A3

L'analyse des spectres RMN'H (figure I11.20, I11.20a et II1.20b) et COSY (figure II1.21)
permet de faire les attributions suivantes:

e Un doublet d’intégration 1H a du 7,31 ppm (J =15,61Hz) attribuables a un CH
éthylénique voisin d’un autre CH éthylénique en position trans dont le signal apparait
sous forme d’un doublet a on 6,33 ppm (J = 15,81 Hz). Ces deux protons sont attribués
aux H-7 et H-8 respectivement. Cette information est confirmée par l'expérience COSY,

ou ils présentent entre eux des crétes de corrélations.

Trois signaux caractéristiques d’un noyau aromatique trisubstitué en position 1, 3 et 4:
e Un singulet large d’intégration 1H a du 7,11 ppm attribuable a H-2.
e Un doublet large d'intégration 1H a du 6,97 ppm (J = 8,2 Hz) attribuable a H-6.
e Un doublet d’intégration 1H a 6u 6,76 ppm (J = 8,0 Hz) attribuable a H-5.

Ces résultats sont en bon accord avec la mesure de I’expérience COSY, ou elle montre des

corrélations entre les protons H-6 a 6u 6,97 ppm et H-5 a ou 6,76 ppm.

Parmi les trois substituants, un méthoxyle dont le signal apparait a ou 3,88 ppm sous forme

d’un singulet d’intégration 3H.
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Figure II1.21: Spectre RMN 2D COSY (600 MHz, MeOH-d4, & ppm) du composé A3
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La mesure du spectre de corrélations hétéronucléaires HSQC (figure I111.22) a conduit a
I’établissement des connections géminales 'H -'3C-RMN du composé A3. Il a pu étre
démontré que les protons localisés a 6u 7,31 ppm, ou 7,11 ppm, ou 6,97 ppm, ou 6,76 ppm et
ou 6,33 ppm étaient attachés aux carbones respectivement situés a oc 139,88 ppm, d¢c 109,81
ppm, oc 121,26 ppm, dc 114,84 ppm et dc 122,06 ppm et que les protons du groupement

méthoxyle étaient attachés au carbone situé a oc 54,93 ppm.
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Figure II1.22: Spectre RMN 2D HSQC (600 MHz, MeOH-d4, & ppm) du composé A3

La mesure du spectre de corrélations hétéronucléaires observées a longue distance HMBC
(figure I11.23) révele bien que le proton H-8 et le proton H-5 corrélent en 3J avec un carbone
quaternaire résonant a 6c 127,68 ppm, ne pouvant étre que le carbone C-1. le proton H-5
corréle aussi en >J avec un carbone résonant a 8¢ 147,75 ppm attribuable a C-3.
Le spectre HMBC a montré la corrélation entre les protons résonant a on 3,88 ppm et le
carbone C-3 situé¢ a oc 147,75 ppm suggérant 1’attachement du groupement méthoxyle en
position 3.
De plus, I’expérience HMBC montre des corrélations en %J et >J dont:

e Le proton H-2 correle avec les carbones C-6 (¢ 121,26 ppm), C-7 (8¢ 139,88 ppm) et C-

3 (0c 147,75 ppm).
e Le proton H-7 correle avec les carbones C-2 (6¢c 109,81 ppm) et C-6 (3¢ 121,26 ppm).
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e Le proton H-6 correle avec le carbone C-2 a 6c 109,81 ppm et le carbone résonant a dc

147,54 ppm attribuable a C-4.

L’atome de carbone restant a dc 174,61 ppm est attribuable a C-9 grace a sa corrélation avec le
proton H-7.

L’ensemble de ces corrélations corrobore parfaitement les attributions établies.
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Figure II1.23: Spectre RMN 2D HMBC (600 MHz, MeOH-d4, & ppm) du composé A3
Le tableau II1.5 rassemble les données spectroscopiques RMN 'H et '3C du composé A3.
Tableau II1.5: Données du spectre RMN '3C et RMN 'H du produit A3 dans MeOH-d4
Position oc (ppm) on (ppm, multiplicité, J en Hz)
1 127,68 /
2 109,81 7,11 (1H; SI)
3 147,75 /
4 147,54 /
5 114,84 6,76 (1H; d; 8.,0)
6 121,26 6,97 (1H; dl; 8,2)
7 139,88 731 (1H; d; 15,61)
8 122,06 6,33 (1H; d; 15,81)
9 174,61 /
OCH; 54,93 3,88 (3H; 5)
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Ces caractéristiques spectrales comparées aux données de la littérature [9], ménent au
compos¢ acide 4-hydroxy-3-méthoxycinnamique connu sous le nom d’acide férulique .
L’acide férulique est un acide phénolique qui possede des propriétés antioxydantes [10].
L’identification du produit A3 dans phase ACOEt par HPLC-TOF/MS en mode négatif est

présentée dans la figure I11.24.
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Figure I11.24: Chromatogramme d’identification du prodult A3 dans I’extrait ACOEt par HPLC-TOF/MS en
mode négatif

I11.2.1.4. Elucidation structurale du composé A4 (ATC2d2a)

HO 7.0

OH

Figure II1.25: Structure du composé A4

Le spectre de masse ESI-MS du composé A4 obtenu sous forme d’une poudre blanche
amorphe, montre en mode négatif (figure II1.26) un pic d’ion pseudo-moléculaire a m/z=
167,07 [M-H]~ correspondant a une masse moléculaire de 168 uma, indiquant une formule

brute CsHgO4, soit une molécule renfermant 5 insaturations.
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Figure II1.26: Spectre de masse ESI-MS en mode négatif du composé A4

Un total de 8 carbones peut étre compté sur le spectre de RMN 3C (figure I11.27) et le spectre

DEPT (figure I11.28) permet de les répartir comme suit:

» Un carbone quaternaire a oc 166,59 ppm, dont la valeur du déplacement chimique indique
qu’il s’agit d’un carbonyle d’une fonction acide.

» Deux carbones quaternaires aromatiques oxygénés dont un a 6c 151,07 ppm et 1’autre a d¢
147,11 ppm.

» Un carbone quaternaire non oxygéné a dc 122,11 ppm

» Trois carbones méthines a 6c 123,91 ; 114,57 et 112,55 ppm.

» Un CHj3 dont le déplacement chimique est a dc 55,39 ppm indique la présence d'un

groupement méthoxyle.
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Figure I1L.27: Spectre RMN '3C (150 MHz, acétone-d6, 3 ppm) du composé A4
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Figure II1.28: Spectre DEPT (150 MHz, acétone-d6, 6 ppm) du composé A4

L’étude du spectre RMN 'H (figure I11.29 et I11.29a) de ce composé a permis de mettre en
¢vidence dans la région aromatique la présence de 3 protons résonant a on 7,59 ; 7,56 et 6,90
ppm sous forme d’un doublet large (J = 8,2 Hz), d’un singulet large et d’un doublet (J = 8,2
Hz) respectivement. Ces constantes de couplage sont en faveur d’un noyau aromatique tri-
substitué dans les positions 1, 3 et 4. De ce fait:

» Le premier signal est attribuable a H-6.

» Le second est attribuable a H-2.

» Le 3¢me est attribuable a H-5.

Ces résultats sont en bon accord avec la mesure de I’expérience COSY, (figure I11.30), ou elle
montre des corrélations entre les protons H-6 a 6u 7,59 ppm et H-5 a du 6,90 ppm.
Le spectre RMN 'H montre aussi un signal d’intégration 3H a du 3,90 ppm attribuable a un

groupement méthoxyle .
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Figure I11.29a: Spectre RMN 'H (600 MHz, acétone-d6, & ppm) étalé de 6,70 a 7,85 ppm du composé A4
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Figure II1.30: Spectre RMN 2D COSY (600 MHz, acétone-d6, & ppm) du composé A4
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La mesure du spectre de corrélations hétéronucléaires HSQC (figure II1.31) a conduit a
I’établissement des connections géminales 'H-'>C-RMN du composé A4. Il a pu étre
démontré que les protons localisés a on 7,59 ppm, du 7,56 ppm et ou 6,90 ppm étaient attachés
aux carbones respectivement situés a oc 123,91 ppm, oc 112,55 ppm et 6c 114,57 ppm et que

les protons du groupement méthoxyle étaient attachés au carbone situé a ¢ 55,39 ppm.
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Figure II1.31: Spectre HSQC (600 MHz, acétone-d6, 6 ppm) du composé A4

La mesure du spectre de corrélations hétéronucléaires observées a longue distance HMBC
(figure I11.32) a montré la corrélation entre les protons résonant a du 3,90 ppm et le carbone
situé a 6c 147,11 ppm attribuable a C-3 suggérant I’attachement du groupement méthoxyle en

position 3.

Le carbone localisé¢ a d¢c 166,59 ppm est attribuable a C-7 grace a sa corrélation avec les

protons H-6 et H-2 , confirmant 1’attachement du groupement méthoxyle en position 3.

Le spectre HMBC révele bien que le proton H-5 et le proton H-2 corrélent avec un carbone

quaternaire résonant a dc 122,11, ne pouvant étre que le carbone C-1.

Toujours sur le spectre HMBC, Les protons H-6, H-2 et H-5 montrent trois taches de
corrélation avec le méme atome de carbone situé a dc 151,07 ppm qui ne peut étre attribuer

qu’au carbone C-4 .

L’ensemble de ces corrélations corrobore parfaitement les attributions établies.
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Figure II1.32: Spectre RMN 2D HMBC (600 MHz, acétone-d6, § ppm) du composé A4

Les données relatives aux spectres RMN-'H et '3C de ce composé sont reportées dans le

tableau I11.6.

Tableau I11.6 : L’ensemble des données relatives aux spectres RMN-'H et '3C du composé A4 dans acétone-d6

Position oc (ppm) on (ppm, multiplicité, J en Hz)

1 122,11 /
2 112,55 7,56 (1H; S
3 147,11 /
4 151,07 /
5 114,57 6,90 (1H; d; 8,2)
6 123,91 7,59 (1H; di; 8,2)
7 166,59 /

OCH; 55,39 3,90 (3H; S)

Sur la base de ces données spectrales et par comparaison avec les données de la littérature
[11], le composé A4 est identifi¢ comme étant ’acide 4-hydroxy-3-methoxybenzoique

connu sous le nom d’acide vanillique. Cet acide posséde un effet antidiabétique [12]
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L’identification de ce produit dans phase ACOEt par HPLC-TOF/MS en mode négatif est

présentée dans le chromatogramme ci-apres (figure 111.33).
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Figure I11.33: Chromatogramme d’identification du produit A4 dans I’extrait ACOEt par HPLC-TOF/MS en
mode négatif

I11.2.1.5. Elucidation structurale du composé AS (ATC2d2d)

OH
8
7
1
6 2
5 3
4
OCH

Figure I11.34: Structure du composé A5

Le spectre de masse ESI-MS du composé A5 obtenu sous forme des cristaux jaune pale,
montre en modes négatif (figure II1.35) un pic d’ion pseudo-moléculaire a m/z = 137,05 [M-
H], soit une masse moléculaire égale a 138 uma correspondant a la formule brute CsHi0O>

avec 4 insaturations.

85



Chapitre 111 Discussion des résultats

[M-HJ

7841 10262 18324 19500 22110 24168 26771 3111733783 36700 30647 41607 45806 47570 52511 55415 S8A17 62133 63575 66318 68901 71798 73926 77229 78761 82421 96620 8w224 92116 97055 gener
T T T T T T T T T T T T T T T T i

Figure II1.35: Spectre de masse ESI-MS en mode négatif du composé A5

L’examen des spectres de RMN de ce composé, donnent des signaux orientant vers
I’existence d'une région aromatique et une région aliphatique. En effet, I’étude simultané des
spectres RMN proton (figure 111.36), HSQC (figure I11.37) et COSY (figure I11.38) permet de
tirer les indications suivantes:
e Dans la région aromatique:
» Un doublet (J = 8,0 Hz) d’intégration 2H a on 7,04 ppm corréle sur le spectre HSQC
avec le signal a d¢ 129,77 ppm attribuable a H-2 (C-2) et H-6 (C-6).
» Un doublet (J = 8,0 Hz) d’intégration 2H a ou 6,73 ppm corréle sur le spectre HSQC
avec le signal a 6c 114,95 ppm attribuable a H-3 (C-3) et H-5 (C-5).
Les valeurs des déplacements chimiques ainsi que celles des constantes de couplage
orientent vers la présence d’un noyau aromatique para-substitué. Ces résultats sont en bon

accord avec l'expérience COSY, qui montre des crétes de corrélation entre ces protons.

e Dans la région aliphatique:

» Un multiplet d’intégration 2H a 6u 3,67 ppm. Ce signal montre, sur le spectre HSQC,
une tache de corrélation avec le signal a ¢ 63,35 ppm. Les valeurs des déplacements
chimiques des protons et de leur carbone indiquent clairement qu’il s’agit d’'un CH
oxygéné donc attribuable a CH»-8.

» Un triplet (J = 7,28 Hz) d’intégration 2H a du 2,69 ppm montre une tache de corrélation
sur le spectre HSQC avec le carbone a oc 38,59 ppm. vu les valeurs de leurs
déplacement chimique, ce proton ne peut étre que benzylique et de ce fait, ce CH» est
porté par le cycle aromatique, permettant ainsi son attribution a CH»-7.

La mesure de I’expérience COSY représente des crétes de corrélation entre les protons de

ces deux groupements (CH2-8 et CH»-7) indique qu’ils sont reliés.
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Figure I11.36: Spectre RMN 'H (600 MHz, acétone-d6, 8 ppm) du composé A5
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87




Chapitre 111 Discussion des résultats

MASSIKA_2d-2d_ gCOSvV_ 01 N v
Q/J / @ Fzo
_ B
o] Fzs
| . CH,-8 / GH,-70 8,
— F3o
~ ] F
@ ¢ m 3s
0 CH,'7 / CH,-8 [ao
L 4.5
tso |
E
Fss 3
Feao
= Fes
{H-2/H-8}/ {H-a."gi-S)g o
, J (H-3/H-5}/ (H-2/H-8) r"e
] 2 F7.s
B Fao
Las
Faao
a0 s a0 75 70 s o 55 =0 as a0 3s 30 25 20
f2 (pprm)

Figure II1.38: Spectre RMN 2D COSY (600 MHz, acétone-d6, 6 ppm) du composé AS

L’examen du spectre RMN '3C (figure 111.39) confirme ces résultats et montre la présence de

deux autres signaux dont:

e Un carbone quaternaire aromatique portant un groupement hydroxyle a 6c 155,63 ppm
attribuable a C-4.

¢ le second carbone quaternaire aromatique a 6c 130,10 ppm ne pouvant étre que le C-1.
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Figure I11.39: Spectre RMN !*C (150 MHz, acétone-d6, & ppm) du composé A5
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Sur le spectre HMBC (figure I11.40), les deux protons H-3 et H-5 corrélent avec deux

carbones quaternaires aromatiques (C-1 et C-4) identifiés précédemment.

Les protons du groupement CH> résonant a on 2,69 ppm montrent des corrélations sur le
spectre HMBC avec le carbone du deuxiéme groupement CH> a dc 63,35 ppm et d’autre part

avec le carbone quaternaire aromatique C-1 résonant a 6c 130,10 ppm.

Toujours sur le méme spectre, les deux protons H-2 et H-6 montrent des corrélations avec les
carbones localisés a oc 38,59 ppm (CH»2-7), a 6¢c 130,10 ppm (C-1) et a 6c 155,63 ppm (C-4).

Ceci est en accord avec les résultats fournis par les expériences MS et RMN.
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Figure II1.40: Spectre RMN 2D HMBC (600 MHz, acétone-d6, § ppm) du composé AS

Les déplacements chimiques relatifs aux atomes d’hydrogéne et aux atomes de carbone sont

rassemblés dans le tableau II1.7.

Tableau II1.7. Données spectrales RMN 'H et '3C du composé A5 dans acétone-d6

Position oc (ppm) on (ppm, multiplicité, J en Hz)

1 130,10 /

2 129,77 7,04 (2H; d; 8,0)

3 114,95 6,73 (2H; d; 8,0)

4 155,63 /

5 114,95 6,73 (2H; d; 8,0)

6 129,77 7,04 (2H; d; 8,0)

7 38,59 2,69 (2H; ¢, 7,28)

8 63,35 3,67 (2H; m)
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L’ensemble de ces données spectrales et par comparaison avec les données de la littérature
[13] montre qu’il s’agit d’un 4-hydroxyphényléthanol ou para-hydroxyphényléthanol
connu sous le nom tyrosol.

Le tyrosol est une molécule anti-oxydante [14] qui possede une activité inhibitrice de

collagénase (MMP-9) [15].

I11.2.1.6. Elucidation structurale du composé A6 (ATC3c3b)

OH

Figure II1.41: Structure du composé A6

Le spectre de masse ESI-MS du composé A6 obtenu sous forme de poudre jaune pale, montre
en mode négatif (figure I111.42) un pic d’ion pseudo-moléculaire a m/z= 207,03 [M-H]~,

correspondant a une masse moléculaire de 208 uma et une formule brute C;1H1204.
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Figure II1.42: Spectre de masse ESI-MS en mode négatif du composé A6

Le spectre de RMN 'H (figure 111.43, I11.43a et 111.43b) montre un systéme ABX aromatique
formé par les signaux a [6u 6,85 ppm (1H, d, J = 8,2 Hz, H-5), u 7,02 ppm (1H, d/, J = 8,2
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Hz, H-6) et ou 7,14 ppm (1H, S/, H-2)] correspondant & un noyau aromatique 1,3,4-
trisubstitué. Ce spectre montre aussi la présence de deux protons trans oléfiniques a ou 7,52
ppm (1H, d, J = 15,9 Hz, H-7) et ou 6,26 ppm (1H, d, J = 15,9 Hz, H-8). Deux signaux a ou
4,17ppm (2H, ¢, J=7,25 Hz) et a ou 1,27 ppm (3H, ¢, J = 7,25 Hz) sont attribués

respectivement aux protons H-10 et H-11.

MASSTKA ATC-3CIB PROTON 01 g g g g r [ oo

g $3i33
AR FRE43 BRZA a33=E2 3 EEEEE hAAg k170
NEENVAY. P RRGRS \ ZS X

=160
=150
140
F1z0
=120
F110
100

Fo0

GH;-11

&0

F70

e

50

CH,-10

| Fan

k30

Fzo

L e

Lo
F-10
7‘.5 ?‘.D 6‘.5 6‘.0 5‘.5 S‘.D 4.0 3‘.5 3‘.0 2‘.5 2‘.0 1‘5 1“0 D‘.S
i (pprn)
Figure I11.43: Spectre RMN 'H (600 MHz, acétone-d6, 8 ppm) du composé A6
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Figure I1L.43a: Spectre RMN 'H (600 MHz, acétone-d6, & ppm) étalé de 6,1 a 7,7 ppm du composé A6

91



Chapitre 111 Discussion des résultats

=
=

MASSIKA_ATC-3C3IB_PRCTOM OZ . ruyryyuy

170

— 2E& DO
207 aretun
206 atetun

4
T
/

150
140
130
120
r11d
100

saRgEn Lo
TOS  fw e
I F150 Fa0

Cj;[a-11 100 70

109 !
Fen
CH;-10 Lso
o s Fso

e M
Lo e taa

R B B
1.320 1.25 1.20 [l
4,10 T1 {ppm)

.20

415
1 {ppm)

r&n

[ U]

o

En

F-10

3.07{

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 12 31 10 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 1.8 17 16 1% 14 13 1.2 11 10
f1 {ppn1)

Figure I1L.43b: Spectre RMN 'H (600 MHz, acétone-d6, 5 ppm) étalé de 1,0 a 4,3 ppm du composé A6

Ces résultats sont en bon accord avec la mesure de I’expérience COSY, (figure 111.44), ou elle
montre des corrélations entre les protons H-7 a du 7,52 ppm et H-8 a du 6,26 ppm ainsi entre

H-6 a du 7,02 ppm et H-5 a ou 6,85 ppm et aussi entre H-10 a on 4,17 ppm et H-11 a ou 1,27
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Figure II1.44: Spectre RMN 2D COSY (600 MHz, acétone-d6, 6 ppm) du composé A6
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Le spectre de corrélations hétéronucléaires HSQC du composé A6 (figure 111.45) a montré des
corrélations RMN 'H-'3C entre les protons résonant a 8y 6,26 ppm; du 6,85 ppm ; & 7,02
ppm; ou 7,14 ppm; ou 7,52 ppm et les carbones respectivement situés a dc 114,66 ppm; oc
115,46 ppm; 6c 121,53 ppm; dc 114,16 ppm et a 6c 144,67 ppm, ainsi entre les protons
apparaissant vers ou 1,27 ppm; ou 4,17 ppm et les carbones localisés a 6c 13,75 ppm et a dc

59,52 ppm respectivement.
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Figure II1.45: Spectre HSQC (600 MHz, acétone-d6, 6 ppm) du composé A6

Le spectre RMN !3C (figure 111.46 et 111.46a), indique 11 carbones. Ceci est en accord avec les

résultats fournis par I’expérience MS. Le spectre DEPT (figure 111.47 et 111.47a), a fournit plus

d'indications. Il montre:

e un carbonyle a oc 166,47 ppm.

e trois signaux a [Oc 126,51 ppm, 145,59 ppm et 148,18 ppm], correspondant a des carbones
quaternaires.

e trois signaux a [Oc 114,16ppm (C-2), 115,46 ppm (C-5) et 121,53 ppm (C-6)],
correspondant a des carbones tertiaires, confirment la présence du noyau aromatique
trisubstitué.

e deux groupements CH éthyléniques a oc 114,66 ppm (C-8) et d¢ 144,67 ppm (C-7).
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e un groupement CH3 a 6c 13,75 ppm (C-11).
e un carbone secondaire a dc 59,52 ppm (C-10). Le déplacement chimique de ce dernier

signal a 6c 59,52 ppm suggere que ce carbone est attaché a un oxygene.
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Figure I11.46: Spectre RMN °C (150 MHz, acétone-d6,  ppm) du composé A6
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Figure I11.47: Spectre DEPT (150 MHz, acétone-d6, 6 ppm) du composé A6
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Figure II1.47a: Spectre DEPT (150 MHz, acétone-d6, & ppm) étalé de 114 a 116 ppm du composé A6

Les attributions des atomes de carbone restant ont ét¢ complétées par 1’étude des spectres de

corrélation hétéronucléaire a longue distance HMBC (figure 111.48 et 111.48a).

e Trois taches de corrélation entre H-7, H-8 et les protons du groupement CH»>-10 et un

atome de carbone résonant a 6c 166,47 ppm attribuable a C-9.

e Trois taches de corrélation entre H-2, H-5 et H-6 et un atome de carbone résonant a doc

148,18 ppm attribuable a C-4.

95




Chapitre 111 Discussion des résultats

e Une tache de corrélation entre H-5 et un atome de carbone résonant a 6c145,59 ppm qui ne
peut étre que le C-3.
e Trois taches de corrélation entre H-5, H-7 et H-8 et un atome de carbone résonant a doc

126,51 ppm attribuable a C-1.
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Figure II1.48: Spectre RMN 2D HMBC (600 MHz, acétone-d6, & ppm) du composé A6
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L’ensemble des données de spectroscopie RMN du composé A6 sont reportées dans le tableau

IIL.8.
Tableau I11.8 : Déplacements chimiques en RMN 3C et RMN 'H du composé A6 dans acétone-d6

Position oc (ppm) on (ppm, multiplicité, J en Hz)

1 126,51 /

2 114,16 7,14 (1H; S

3 145,59 /

4 148,18 /

5 115,46 6,85 (1H; d;8,2)
6 121,53 7,02 (1H; dl; 8,2)
7 144,67 7,52 (1H; d; 15,9)
8 114,66 6,26 (1H; d; 15,9)
9 166,47 /

10 59,52 4,17 (2H; gq; 7,25)
11 13,75 1,27 (3H; ¢, 7,25)

Par comparaison avec les données de la littérature [16, 17], la structure du c;omposé¢ A6
correspond a un ester de I’acide caféique: le cafféate d'éthyle ou ester éthylique d'acide
caféique . Cette molécule posséde un effet antidiabétique [18] et anti-inflammatoire [19].

Le chromatogramme ci-dessous représente I’identification du produit A6 dans 1’extrait

ACOEt par HPLC-TOF/MS en mode négatif.
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Figure I11.49: Chromatogramme d’identification du produit A6 dans I’extrait ACOEt par HPLC-TOF/MS en

mode négatif

I11.2.1.7. Elucidation structurale du composé A7 (ATC3c5b1)

OH

Figure II1.50: Structure du composé A7
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Le composé¢ A7 se présente sous forme de cristaux jaune pale, a une masse de 194 uma
comme D’atteste, sur le spectre EI-MS en mode négatif (figure II1.51), la présence de I’ion a
m/z 193,60 [M-H] . Les spectres de RMN !°C (figure I11.52 et II1.52a) et de DEPT 135
(figure II1.53 et II1.53a) indiquent la présence de 10 atomes de carbone parmi lesquels trois
méthines aromatiques a [oc 114,24 ppm, 115,45 ppm et 121,61ppm], quatre atomes de
carbone quaternaires a [doc 126,65 ppm, 145,43 ppm, 147,90 ppm et 166,91 ppm], deux
groupements CH éthyléniques a 6c 114,39 ppm et ¢ 144,81ppm et un groupement méthoxyle
a oc 55,57 ppm. L’ensemble de ces données permet d’attribuer a ce composé la formule

moléculaire brute C10H100O4 avec un nombre d’insaturation égal a 6.

-
[VIHE]

7043 sa70 137 45744 2313 27310 28856 33083 34693 36900 40030 43605 4673 40347 S0B0 53260 SATI6 57354 61504 64527 G7BO2 70206 72939 75689 70800 80040 85123 09342 91141 93339 96859 99574
T T T T T T T T T T T T T T T T T T d

Figure II1.51: Spectre de masse ESI-MS en mode négatif du composé A7
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Figure II1.52: Spectre RMN '3C (150 MHz, acétone-d6, 8 ppm) du composé A7
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Figure II1.53a: Spectre DEPT(150 MHz, acétone-d6, 6 ppm) étalé de 114 a 149 ppm du composé A7

Le spectre RMN monodimensionnel du proton (figure I11.54 et I11.54a) indique la présence de
deux protons éthyléniques résonant a du 6,28 ppm (d, J= 15,9 Hz, H-8) et a du 7,53 ppm (d,
J= 15,9 Hz, H-7). La constante de couplage de 15,9 Hz est caractéristique de deux protons
trans d’une double liaison de configuration E. Ce spectre montre aussi la présence de trois
protons dans la zone des aromatiques a du 6,86 ppm (d, J= 8,2 Hz, H-5); 7,04 ppm (dl, J= 8,2
Hz, H-6); 7,15 ppm (SI, H-2)] correspondant a un cycle benzénique trisubstitué aux positions

1, 3 et 4. Un singulet a 6u 3,71 ppm (3H) caractéristique d’un groupement méthoxyle.

L’attribution des déplacements chimiques des protons est corroborée par 1’expérience
homonucléaire COSY (figure II1.55), qui montre bien que le proton H-6 a on 7,04 ppm est
corrélé avec le proton H-5 situé a ou 6,86 ppm, ainsi que le proton H-7 a éu 7,53 ppm est

corrélé avec le proton H-8 résonant oy 6,28 ppm.

La mesure du spectre de corrélations hétéronucléaires HSQC (figure II1.56) a conduit a
I’établissement des connections géminales 'H-'>C-RMN du composé A7. Il a pu étre
démontré que les protons aromatiques localisés a ou 7,15 ppm, éu 7,04 ppm et du 6,86 ppm,
correlent avec les carbones tertiaires respectivement situés a 6c 114,24 ppm, oc 121,61 ppm et
oc 115,45 ppm .Sur le méme spectre, les deux protons oléfiniques situés a ou 6,28 et ou 7,53
ppm donnent des corrélations avec les carbones respectivement situés a oc 114,39 ppm et d¢
144,81ppm. De plus, le spectre RMN de corrélations hétéronucléaires a courte distance HSQC
donne une valeur de déplacement de oc 50,57 ppm pour les protons du groupement

méthoxyle.
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Figure II1.54: Spectre RMN 'H (600 MHz, acétone-d6, & ppm) du composé A7
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102




Chapitre 111

Discussion des résultats

Une étude de spectre de 1’expérience HMBC (figure I11.57) permet d’attribuer les carbones

quaternaires restants:

e Trois taches de corrélation entre H-7, H-8 et les protons du groupement méthoxyle et un

atome de carbone quaternaire résonant a dc 166,91 ppm qui ne peut étre attribuer qu’au

carbone C-9.

e Trois taches de corrélation entre H-5, H-7 et H-8 et un atome de carbone quaternaire

résonant a oc 126,65 ppm, ne pouvant tre que le carbone C-1.

e Trois taches de corrélation entre H-2, H-5 et H-6 et un atome de carbone résonant a doc

147,90 ppm attribuable a C-4.

e Une tache de corrélation entre H-5 et un atome de carbone résonant a 6c145,43ppm qui ne

peut étre que le C-3.
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Figure II1.57: Spectre RMN 2D HMBC (600 MHz, acétone-d6, & ppm) du composé A7

Les données spectroscopiques RMN'H et RMN'3C sont rassemblées dans le tableau II1.8.
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Tableau I11.9 : Données spectroscopique RMN 'H et RMN'3C du composé A7 dans acétone-d6

Position oc (ppm) ou (ppm, multiplicité, J en Hz)

1 126,65 /
2 114,24 7,15 (1H; SI)
3 145,43 /
4 147,90 /
5 115,45 6,86 (1H; d; 8,2)
6 121,61 7,04 (1H; d; 8,2)
7 144,81 7,53 (1H; d;15,9)
8 114,39 6,28 (1H; d;15,9)
9 166,91 /

OCH; 50,57 3,71 3H; S)

En comparant les données avec la littérature [17], le composé A7 a été identifié comme étant
le cafféate de méthyle ou ester méthylique de I'acide caféique. Des activités antidiabétiques
[18] et anti-inflammatoires [20] de ce composé ont été décrites dans la littérature.

Le chromatogramme d’identification du produit A7 dans I’extrait ACOEt par HPLC-TOF/MS

en mode négatif est présenté dans la figure I11.58.
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Figure II1.58: Chromatogramme d’identification du produit A7 dans I’extrait ACOEt par HPLC-TOF/MS en
mode négatif

II1.2.1.8. Elucidation structurale du composé A8 (ATC2d3a)

OH

H 770

Figure II1.59: Structure du composé A8
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Le composé A8 a été isolé sous forme d’aiguilles de couleur jaune pale.
Le spectre de masse ESI-MS de ce composé (figure I11.60) en mode négatif présence un pic
d’ion pseudo-moléculaire a m/z= 137,89 [M-H]™ qui suggére une masse moléculaire de 138

uma correspondant a la formule brute C7HsO3 avec un degré d’insaturation de 5 .

IM-H]

Figure II1.60: Spectre de masse ESI-MS en mode négatif du composé A8

L’étude du spectre RMN 'H (figure I11.61 et I11.61a) de ce composé a permis de mettre en
évidence dans la région aromatique la présence de trois protons différents :

le signal a du 7,36-7,34 ppm, d’intégration 2H attribuable & H-2 et H-6. Ce signal correspond
en fait a deux signaux superposés I’un deux sous forme d’un singulet large a du 7,36 ppm
caractérisant H-2 et 1’autre sous forme d’un doublet large a ou 7,34 ppm (J = 8,0 Hz)
caractérisant H-6. Par ailleurs, le signal sous forme de doublet (J = 8,0 Hz) qui apparait a ou
7,00 ppm, est attribuable a H-5. Ces constantes de couplage sont en faveur d’un noyau
aromatique tri-substitué¢ dans les positions 1, 3 et 4. Ces résultats sont confirmés par la mesure
du spectre COSY, (figure II1.62), ou I’on observe des crétes de corrélation entre le proton

situé a ou 7,00 ppm et celui résonnant 7,34 ppm.

Ce spectre montre également un signal trés déblindé sous forme d’un singulet a ou 9,78 ppm

d’intégration 1H caractéristique d’un groupement aldéhyde.

TR EATR A AT T A Tmo - PRCITE T

ES

fsoo
b son
b won
non

b maan

e

s I na T -

o
Lrarin 3

o= = a0 £ EX)

b aoa

bamm

a0

100

Figure I1L.61: Spectre RMN 'H (6

00 M

Hz, acétone-d6, & ppm) du composé A8

105




Chapitre 111

Discussion des résultats

MASSIKA_ATC-2d-3a—_ PROTON_{1

EX AARRD zean
oo rr o o 0o
v N N

f 1400

ARad 3884
e oG o
NIZd il L1200
/ 1000
800
600
H-2
400
H-6 H-5
b
|
200
N
i g N
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
745 740 735 730 R25 22 GAS A0 205 700 695
f1 {ppm)
L
o)
]
L=}

LI B B B B
75 74 73 7 Gl

70 89

—— i B e B e e B B e AR A m e B e e AN R e
42 & %7 %6 HS H4 93 92 9.1 %0 89 88 BT 86 85 84 83 &2 81 &0 9 7
f1 {ppm]

———T—
8 77 VB

1400

1300

1200

1100

1000

900

800

700

r 600

500

400

200

200
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Figure II1.62: Spectre RMN 2D COSY (600 MHz, acétone-d6, 6 ppm) du composé A8

106



Chapitre 111

Discussion des résultats

L’étude du spectre relatif a ’expérience HSQC (figure I11.63) montre que :

e Le proton H-2 résonnant a on 7,36 ppm correle avec le carbone C-2 résonant a 6c 114,24

e Le proton H-6 résonnant a ou 7,34 ppm correle avec le carbone a dc 124,51 ppm attribuable

a C-6.

e Le proton H-5 résonnant a du 7,00 ppm correle avec le carbone C-5 résonant a ¢ 115,23
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Figure II1.63: Spectre HSQC (600 MHz, acétone-d6, 6 ppm) du composé A8

L’examen du spectre RMN 3C (figure 111.64) confirme toute ces hypothéses et montre aussi

la présence de trois carbones quaternaires aromatiques dont:

e Un carbone quaternaire aromatique a 6c 130,09 ppm.

e Deux carbones quaternaires aromatiques oxygénés dont un a dc 151,43 ppm et I’autre a dc

145,56 ppm.

Cette expérience a montré aussi la présence d’un carbone trés déblindé résonant a 6¢190,16

ppm caractéristique au carbonyle de la fonction aldéhyde attribuable a C-7.
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Figure I11.64: Spectre RMN '3C (150 MHz, acétone-d6, § ppm) du composé A8

Les attributions des carbones restants ont été complétées par I’étude du spectre de corrélation
hétéronucléaire a longue distance HMBC (figure II1.65 et II1.65a).
e Les protons H-2 et H-5 montrent:
v" Deux taches de corrélation avec le méme atome de carbone situé a 8¢ 151,43 ppm qui
ne peut €tre attribuer qu’au carbone C-4.
v Deux taches de corrélation avec un atome de carbone localisé a d¢c 145,56 ppm
attribuable a C-3.
e Deux taches de corrélation entre les protons H-7 (le proton de la fonction aldéhyde) et H-5

et un atome de carbone a d¢ 130,09 ppm qui ne peut étre que le C-1.

Les autres corrélations observées sur le spectre HMBC confirment [’attribution des

déplacements chimiques des protons de la molécule.
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Figure I11.65a: Spectre RMN 2D HMBC (600 MHz, acétone-d6, & ppm) étalé (*H: 6,2-10,8 ppm; *C: 100-205

ppm) du composé A8

Le tableau III.10 regroupe les attributions des différents signaux en RMN 3C et 'H du

compos¢ A8 dans acétone-d6.

Tableau I11.10: Les données spectrales de RMN du composé A8 dans acétone-do.

Position oc (ppm) ou (ppm, multiplicité, J en Hz)

1 130,09 /

2 114,24 7,36 (1H; S)

3 145,56 /

4 151,43 /

5 115,23 7,00 (1H; d; 8,0)

6 124,51 7,34 (1H; di; 8,0)

7 190,16 /
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En comparant ces données avec celles de la littérature [21], le composé A8 est identifi¢
comme ¢étant I’aldéhyde protocatéchique ou 3,4-dihydroxybenzaldéhyde. Cette molécule
présente des propriétés anti-athérosclérose [22], des effets antioxydants, anti-inflammatoires

[23] et des propriétés antiprolifératives [24].

I11.2.1.9. Elucidation structurale du composé A9 (ATC3C10A)

Figure II1.66: Structure du composé A9

Le composé A9 se présente sous la forme de poudre jaune pale, soluble dans le méthanol.

Le spectre de masse ESI-MS du composé A9 (figure II1.67) enregistré en mode négatif,
indique la présence d’un pic d’ion pseudo-moléculaire 4 m/z = 163,01 [M-H]" correspondant a
une masse moléculaire de 164 uma permettant de déduire la formule brute CoHgO3 qui

comporte 6 insaturations.

IM-H]

6207 0072 15598 | 10030 z0ve 24550 27205 30564 32410 36191 30255 41446 45393 4G284 SIO0S S3I616 S5I65 __ SUas6 G407 67410 68020 72015 TAUTS 79710 GOAS3  G4227 BST04 99924 93633 95172 08329

mz

Figure II1.67: Spectre de masse ESI-MS en mode négatif du composé A9

L’examen simultané des spectres RMN'H (figure 111.68, 111.68a et I111.68b), HSQC (figure
II1.69) et COSY (figure II1.70) de ce composé¢ permet de relever, dans cette molécule la

présence de:
e un doublet (J = 8,18 Hz) d’intégration 2H a du 7,35 ppm corrélant sur le spectre HSQC

avec le carbone a d¢ 128,61 ppm.
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e un doublet (J = 8,18Hz) d’intégration 2H a ou 6,75 ppm corrélant sur le spectre HSQC
avec le carbone a dc 115,46 ppm.

Ces deux signaux sont attribuables respectivement aux protons H-2/H-6 et H-3/H-5

caractéristiques d’un noyau aromatique para substitué. Ceci est confirmé par les résultats de

I’expérience COSY, ou ils présentent entre eux des crétes de corrélations.

e Un signal a ou 7,32 ppm d’intégration 1H sous forme d’un doublet (J = 15,79 Hz)
(partiellement recouvert par le doublet centré a 6u 7,35 ppm) corrélant sur le spectre HSQC
avec le carbone a d¢ 140,26 ppm.

e Un autre signal a on 6,33 ppm d’intégration 1H sous forme d’un doublet (J =15,79 Hz)
corrélant sur le spectre HSQC avec le carbone a 6c¢ 122,08 ppm.

Les déplacements chimiques de ces deux signaux ainsi que la valeur de la constante de

couplage (J = 15,79 Hz) indiquent clairement la présence d’un groupement éthylénique de

configuration trans.

Ces deux protons sont attribuables par conséquent aux protons H-7 et H-8 repectivement de

ce composé. Ceci est d'ailleurs vérifié sur le spectre COSY qui montre une corrélation nette

entre ces deux noyaux.
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Figure I11.68: Spectre RMN 'H (600 MHz, MeOH-d4, Sppm) du composé A9
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Les attributions des différents pics sont confirmées par les corrélations longues distances de

I’expérience HMBC (figure II1.71). Cette expérience a permet de mettre en évidence des

sommets de corrélation entre le proton résonant a on 7,35 ppm (H-2/H-6) et les carbones

situés a oc 158,31 ppm (C-4) et 140,26 ppm (C-7), ainsi entre les protons résonants a on 7,32

ppm (H-7) et 6,75 ppm (H-3/H-5); et les carbones respectivement situés a oc 128,61 ppm (C-

2/C-6) et 127,31 ppm (C-1).
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Figure II1.71: Spectre RMN 2D HMBC (600 MHz, MeOH-d4, 6 ppm) du composé A9

Le tableau I1I.11 résume les données spectroscopiques RMN du composé A9.

Tableau III.11 : Les données spectrales RMN du composé A9 dans MeOH-d4

Position oc (ppm) on (ppm, multiplicité, J en Hz)

1 127,31 /

2 128,61 7,35 (1H; d; 8,18)
3 115,46 6,75 (1H; d; 8,18)
4 158,31 /

5 115,46 6,75 (1H; d; 8,18)
6 128,61 7,35 (1H; d; 8,18)
7 140,26 7,32 (1H; d; 15,79)
8 122,08 6,33 (1H; d; 15,79)
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Sur la base de I’ensemble de ces données spectrales et par comparaison avec les données de la
littérature [25], le composé A9 est identifi¢ comme étant 1'acide para-coumarique,
également connu sous le nom acide parahydroxycinnamique. Ce composé est connu pour
son activité antioxydante [26], antidiabétique et antihyperlipidemique [27].

La figure II1.72 représente chromatogramme d’identification du produit A9 dans I’extrait

ACOEt par HPLC-TOF/MS en mode négatif.
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Figure I11.72: Chromatogramme d’identification du produit A9 dans I’extrait ACOEt par HPLC-TOF/MS en
mode négatif

I11.2.1.10. Elucidation structurale du composé A10 (ATC2d27)

Figure I11.73: Structure du composé A10

Le composé A10 se présente sous forme d’une poudre amorphe blanche. Son spectre RMN 'H
(figure I11.74) du composé A10 met en évidence la présence d’un seul proton aromatique a du
7,33 ppm apparait sous forme d’un singulet d’intégration 1H attribuable a H-4. De plus, un

singulet a ou 3,88 ppm intégrant pour 3H indiquant la présence d’un méthoxyle.
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Figure I11.74: Spectre RMN 'H (600 MHz, acétone-d6, & ppm) du composé A10

La mesure du spectre de corrélations hétéronucléaires HSQC (figure II1.75), a conduit a
I’établissement des connections géminales 'H-'*C-RMN du composé A10. Il a pu étre
démontré que le proton aromatique localisé a on 7,32 ppm était attaché au carbone aromatique
situé a oc 107,23 ppm et que les protons du groupement méthoxyle étaient attachés au carbone

situé a ¢ 55,74 ppm.
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Figure II1.75: Spectre HSQC (600 MHz, acétone-d6, 6 ppm) du composé¢ A10

L’analyse simultanée des spectres RMN '*C (figure 111.76) et DEPT (figure I11.77) de ce
composé, permet de visualiser la présence d'un carbonyle a ¢ 166,59 ppm et un méthoxy a oc
55,74 ppm. Cette expérience a montré aussi que le noyau aromatique est compos€ par trois

carbones quaternaires a dc 120,58 ppm, 6c 140,65 ppm, dc 147,43 ppm et un méthine a dc
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107,23 ppm (C-4). La non-correspondance entre le nombre total de carbones et de protons
trouvés dans les spectres de RMN suggere une symétrie dans la molécule, dont deux carbones
aromatiques quaternaires équivalents a oc 140,65 ppm et deux autres a oc 147,43 ppm,
attribuables a C-3/C-5 et C-2/C-6 respectivement. Les valeurs des déplacements chimiques de
ces carbones indiquent qu’ils sont oxygénés. Ces résultats sont justifiés par l'absence de

corrélation sur le spectre COSY (figure I11.78).
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Figure II1.76: Spectre RMN '3C (150 MHz, acétone-d6, & ppm) du composé A10
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117




Chapitre 111

Discussion des résultats

il

= =
0 ) =
E e ) 8 0 F=.
0 | e
, et
— F) 0@4 : . L.
Figure II1.78: Spectre RMN 2D COSY (600 MHZ, acétone-d6, 6 ppm) du composé A10

Les corrélations HMBC (figure II1.79) entre le proton attribu¢ a H-4 et les carbones C-3/C-5

et C-2/C-6 corroborent tres bien les attributions établies. L’atome de carbone restant a dc

120,58 ppm est attribuable a C-1.
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ne-do6, 6 ppm) du composé A10

Le tableau III.12 regroupe les attributions des différents signaux en RMN du composé A10.

Tableau II1.12 : Déplacement chimiques RMN du composé A10 dans acétone-d6

Position oc (ppm) ou (ppm, multiplicité, J en Hz)

1 120,58 /
2 147,43 /
3 140,65 /
4 107,23 7,33 (1H; S)
5 140,65 /
6 147,43 /
7 166,59 /

OCH; 55,74 3,88 3H; )

L’ensemble de ces données est favorable a 1’identification de la structure du composé A10

comme ¢tant le 2,3,5,6-tétrahydroxybenzoate de méthyle. Cette structure n'a jamais été
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signalée dans la littérature. La figure II1.80 represente le chromatogramme d’identification de

ce produit dans I’extrait ACOEt par HPLC-TOF/MS en mode négatif.
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Figure I11.80: Chromatogramme d’identification du produit A10 dans I’extrait ACOEt par HPLC-TOF/MS en
mode négatif

II1.2.1.11. Elucidation structurale du composé A11 (ATC10 )

OH @]
Figure II1.81: Structure du composé A1l

Le composé Al1 se présente sous forme de poudre jaune, soluble dans 1’acetone.
Le spectre de masse ESI-MS de ce composé (figure I11.82) montre un ion en mode négatif de
m/z 287,16 [M-H]" indiquant que la molécule posséde la formule brute Ci5sHi20s et une masse

de 288 uma.
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Figure I11.82: Spectre de masse ESI-MS du composé Al1
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L’analyse du spectre RMN 'H, réalisé dans I’acetone (figure I11.83, 111.83a et I11.83b) montre:

e Un doublet large d’intégration 1H a du 5,39 ppm (J= 12,62 Hz), correle sur le spectre
HSQC (figure 111.84) avec le carbone a 6c 79,05 ppm.

e Un groupement CH> dont les protons sont magnétiquement non équivalents et fortement
couplés, le premier a ou 3,13 ppm résonnant sous forme d’un large triplet (J=17,06 et
12,81 Hz), et le second a du 2,72 sous forme d’un doublet large (J=17,15 Hz) montrant

une tache de corrélation sur le spectre HSQC avec le méme atome carbone a d¢ 42,66

Les déplacements chimiques des groupements CH et CH» sont identiques aux déplacements

des carbones en position C-2 et C-3 d’une flavanone [28, 29].

L'examen du spectre relatif a 'expérience COSY (figure I11.85) montre:
v" Une tache de corrélation entre les deux protons H-3a et H-3b confirmant le couplage
géminal.
v Deux taches de corrélations des protons H-3a et H-3b avec le noyau a éu 5,39 ppm qui
correspond au proton H-2 confirment les couplages vicinaux.
De plus, le spectre RMN du 'H indique la présence d’un singulet d’intensité 1H a &y 12,17

ppm caractéristique d’un proton d’un groupement phénol (5-OH).

L’analyse de la région aromatique du spectre RMN du 'H montre:

e Un signal a du 5,95-5,94 ppm, d’intégration 2H correspond en fait a deux signaux
superposés attribuable a H-8 et H-6 indiquant ainsi que le noyau A est substitu¢ en 7 et en
5. Le spectre RMN de corrélations hétéronucléaires a courtes distances HSQC indique que
les protons localisés a dn 5,95 et du 5,94 ppm corrélent aux signaux situés a dc 94,96 et dc
95,89 ppm respectivement.

e Un singulet d’intégration 1H a du 7,03 ppm attribuable a H-4', correle sur le spectre HSQC
avec le carbone a d¢ 113,82 ppm.

e Un singulet large d’intégration 2H a du 6,87 ppm attribuable a H-2'" et H-6', montre sur le

spectre HSQC deux taches de corrélations avec deux carbones a o6c 118,31 et oc 115,11
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Figure II1.85: Spectre RMN 2D COSY (600 MHz, acétone-d6, 6 ppm) du composé All

L’examen du spectre RMN 3C (figure 111.86) confirme ces résultats et montre la présence
d’autres signaux dont:

e Un carbone de groupement carbonyle a oc 196,26 ppm attribuable a C-4.

e Quatre carbones quaternaires oxygénés a oc (166,55; 164,37; 145,49 et 145,12) ppm.

e Trois carbones quaternaires non oxygénés a oc (163,43; 130,67 et 102,28) ppm.
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Figure I11.86: Spectre RMN 3C (150 MHz, acétone-d6, & ppm) du composé A1l
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Les attributions des carbones restants ont été complétées par 1’étude du spectre de corrélation

hétéronucléaire a longue distance HMBC (figure I11.87) ainsi que le spectre carbone 13 qui

montrent:

e Deux taches de corrélation entre le H-3a et H-3b et le carbone du carbonyle a ¢ 196,26
ppm qui correspond a C-4.

e Les protons H-2’, H-6’et H-3a montrent deux taches de corrélation avec le méme atome de
carbone a 6c 130,67 ppm attribuable a C-1".

e Les deux protons H-8 et 5-OH montrent deux taches de corrélation avec le carbone
quaternaire C-10 a d¢ 102,28 ppm.

e Deux taches de corrélation entre le proton du groupement hydroxyle en C-5 et le H-6 et un
atome de carbone oxygéné a oc 164,37 ppm qui est attribuable a C-5.

e Le carbone a oc 145,49 ppm est attribuable a C-3’ grace a sa corrélation avec le proton H-
4.

e Deux taches de corrélation entre le H-8 et deux atomes de carbone, le premier a dc 166,55
ppm et le deuxiéme a ¢ 163,43 ppm sont donc attribuables a C-7 et C-9 respectivement.

e L’atome de carbone restant a 6c 145,12 ppm est attribuable a C-5’ grace a sa corrélation

avec le proton H-6".

A .

MASSIKA_ATC- 10_aHMBC_01 a0
H-8/C-8 o
N ) gfﬂ
B & R
H-81C-9 W = z
S H-6/C-5 g H-8/C-4 w [P
= - T T T T T
163 = 6.2 6.1 6.0 5.9 5.8
H-8/C-7 2 {ppm) L 40
T T T T T T
61 60 59 58 57 &6
2 {ppm) &0
H-3a/C-2
o+ H-2'H6'C-2 . -
5-0H-C-6
. (] né.
* H-8/C-10 -
5-0H-C-10 o H2 MGG =
H-4C-2" ¢ F1zo
+ H-ZH-6YCA" - H-3afC-1"
140
H-44C-3' ¢+ H-6YC-5'
" 180
5-0H/C-5 I
180
H-3b/C-4
H-3a/C4 o -
200
]
220

4 3 2 1 i} -1 -2

3
12 {ppm)

Figure II1.87: Spectre RMN 2D HMBC (600 MHz, acétone-d6,  ppm) du composé All
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Les données de RMN de cette molécule reportées dans le tableau II1.13 sont en parfait accord

avec celles de la littérature [30].

Tableau II1.13 : Données spectrales de RMN du composé A11 dans acétone-d6

Position oc (ppm) on (ppm, multiplicité, J en Hz)

2 79,05 5,39 (1H; dI; 12,62)

3 42,66 3,13 (1H; I£; 17,06 ; 12,81)
2,72 (1H; dl; 17,15)

4 196,26 /

5 164,37 12,17 (1H; S)

6 95,89 5,94 (1H; m)

7 166,54 /

8 94,96 5,95 (1H; m)

9 163,43 /

10 102,28 /

I’ 130,67 /

2’ 118,31 6,87 (1H; SI)

3’ 145,49 /

4 113,82 7,03 (1H; S)

5’ 145,12 /

6’ 115,11 6,87 (1H; S)

Ces résultats et les données de la littérature montrent que le composé All correspond
effectivement au 3',5,5',7-tétrahydroxyflavanone [30]. Cette molécule posséde un effet anti-
oxydant [31]. L’identification de ce produit dans phase ACOEt par HPLC-TOF/MS en mode

négatif est présentée dans le chromatogramme ci-apres (figure I11.87).
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Figure II1.88: Chromatogramme d’identification du produit A11 dans I’extrait ACOEt par HPLC-TOF/MS
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I11.2.1.12. Elucidation structurale du composé A12 (ATC10C)

OH Q

Figure II1.89: Structure du composé A12

Le composé Al2 se présente sous forme d’une poudre jaune soluble dans I’acetone. sa
fluorescence violette sous lumieére de Wood (A = 365 nm) et jaune aprés exposition a la
vapeur de I’ammoniaque, laissant envisager une structure de type flavonoide.

Le spectre de masse ESI-MS du composé A12 (figure I11.90) enregistré en mode négatif,
montre un ion pseudo-moléculaire & m/z= 285,07 [M-H]™ qui suggere une masse moléculaire

de 286 uma de formule brute Ci15sH10O¢ avec un degré d’insaturation de 11.
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Figure II1.90: Spectre de masse ESI-MS en mode négatif du composé A12

L’examen du spectre RMN'H (figure 111.91 et 111.91a) montre:
e Un singulet large d’intégration 1H a du 7,50 ppm attribuable a H-2".
e Un doublet large d’intégration 1H a ou 7,47 ppm (J = 7,48 Hz) attribuable a H-6’.
e Un doublet d’intégration 1H a éu 7,00 ppm (J = 7,72 Hz) attribuable a H-5'. Sur le
spectre COSY (figure I11.92), ce méme proton H-5' correle avec le proton H-6’.
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L’ensemble de ces trois signaux confirme I’hydroxylation des positions 3" et 4° du noyau B.

e Deux signaux sous forme de deux singulets large d’intégration 1H chacun, le premier a
on 6,53 ppm et le second a du 6,25 ppm attribuables a H-8 et H-6 respectivement ,
confirmant ainsi I’hydroxylation des positions 5 et 7 du noyau A.

e Un singulet d'intégration 1H a du 13,02 ppm confirme la présence d'un OH libre en
position 5.

e Un singulet a 6u 6,58 ppm d’intégration 1H attribuable a H-3, ce qui suggere la structure

d’une flavone.
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Figure I11.91: Spectre RMN 'H (600 MHz, acétone-d6, & ppm) du composé A12
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Figure I11.91a: Spectre RMN 'H (600 MHz, acétone-d6, & ppm) étalé de 6,2 2 7,6 ppm du composé A12
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Figure II1.92: Spectre RMN 2D COSY (600 MHz, acétone-d6, & ppm) du composé A12

La mesure du spectre de corrélations hétéronucléaires HSQC (figure I11.93) a conduit a
I’établissement des connections géminales '"H-'*C-RMN du composé A12. Il a ainsi pu étre
démontré que les protons aromatiques H-6’, H-5’, H-2’, H-3 , H-6 et H-8 étaient attachés aux
carbones tertiaires respectivement situés a oc 119,26; 116,56; 113,59; 103,25; 98,80 et 93,84
ppm attribuables aux C-6', C-5', C-2', C-3, C-6 et C-8.
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Figure II1.93: Spectre HSQC (600 MHz, acétone-d6, 6 ppm) du composé A12
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L’examen du spectre de 1’expérience HMBC (figure 111.94) permet d’attribuer les carbones

quaternaires restants en comparaison avec ceux décrits dans la littérature [32].

e Deux taches de corrélation entre les protons H-2' et H-5' et les deux carbones quaternaires
oxygénés a 6c 145,56 et 148,29 ppm attribuables a C-3’ et C-4' successivement.

e une tache de corrélation entre le proton H-3 et le carbone a 6c 181,16 ppm attribuable a C-
4.

e Les deux protons H-5 et H-3 montrent deux tiches de corrélation avec le carbone
quaternaire C-1"a d¢ 122,91 ppm.

e Le carbone oxygéné a 6c 104,46 ppm montre quatre tdches de corrélation avec les protons
H-3, H-6, H-8 et 5-OH. Vu son comportement et sa valeur de déplacement chimique, ce
carbone correspond a C-10.

e Les protons H-2’, H-6" et H-3 montrent trois taches de corrélation avec le méme atome de
carbone situé¢ a 6c 164,21 ppm qui ne peut étre attribuer qu’au carbone C-2.

e Les deux protons H-6 et H-8 montrent deux taches de corrélation avec un atome de
carbone localisé a 6c 164,03 ppm attribuable a C-7.

e Le carbone a 6c 157,88 ppm est attribuable a C-9 grace a sa corrélation avec le proton H-8
et la valeur de son déplacement chimique.

e Enfin le carbone a 162,41 ppm, corrélant avec le H-6 et le H du OH en C-5, ne peut étre

attribué qu’au carbone C-5.
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Figure II1.94: Spectre RMN 2D HMBC (600 MHz, acétone-d6, 6 ppm) du composé A12
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Les déplacements chimiques des protons et carbones de ce composé sont rassemblés dans le

tableau III. 14 ci-apres.
Tableau II1.14 : Déplacements chimiques en RMN *C et RMN 'H du composé A12 dans acétone-d6

Position oc (ppm) on (ppm, multiplicité, J en Hz)
2 164,21 /
3 103,25 6,58 (1H; S)
4 181,16 /
5 162,41 13,02 (1H ; SI)
6 98,80 6,25 (1H ; S)
7 164,03 /
8 93,84 6,53 (1H ; S)
9 157,88 /
10 104,46 /
I 122,91 /
2 113,59 7,50 (1H ; S
3’ 145,56 /
4 148,29 /
5’ 116,56 7,00 (1H ; d; 7,72)
6’ 119,26 7,47 (1H ; dI; 7,48)

Les résultats des analyses décrites ci-dessus indiquent que le composé A12 est le 5, 7, 3', 4'-
tetrahydroxyflavone ou lutéoline. De nombreuses propriétés biologiques ont été attribuées a
lutéoline notamment un effet antioxydant, anti-inflammatoire et anti-allergique [33].

Le chromatogramme d’identification du produit A12 dans I’extrait ACOEt par HPLC-
TOF/MS en mode négatif est représenté dans la figure I11.95.
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Figure I11.95: Chromatogramme d’identification du produit A12 dans I’extrait ACOEt par HPLC-TOF/MS en

mode négatif
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I11.2.1.13. Elucidation structurale du composé A13 (ATCIE)

HO @

OoOH

Figure I11.96: Structure du composé A13

Le composé A13 obtenu sous forme d’une poudre blanche amorphe, soluble dans le MeOH et
donne une fluorescence bleue sous lampe de Wood (A = 365 nm), suggérant une structure
d’un acide phénolique.

Le spectre de masse ESI-MS du composé A13 (figure I11.97) enregistré en mode négatif,
indique la présence d’un pic d’ion pseudo-moléculaire a m/z= 153,01 [M-H] correspondant a

une masse moléculaire de 154 uma et une formule brute en C7HsO4 avec 5 insaturations.
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Figure I11.97: Spectre de masse ESI-MS en mode négatif du composé A13

L’examen du spectre RMN!*C (figure 111.98) et la comparaison avec les données de la

littérature [34] confirme la présence de 7 atomes de carbone dont:

e Un pic a dc 168,89 ppm correspond au carbone quaternaire d’un carbonyle caractéristique
d’une fonction acide.

e Deux carbones quaternaires oxygénés a oc 143,86 ppm et 6c 147,50 ppm.

e Un carbone quaternaire non oxygéné a oc 129,03 ppm.

e Trois carbones méthines a oc 113,77 ; 116,37 et 121,57 ppm.
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L’examen simultané des spectres RMN'H (figure 111.99 et 111.99a), HSQC (figure I11.100) et

COSY (figure I11.101) de ce composé montre qu’il s’agit d’un composé aromatique substitué¢
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Figure I11.98: Spectre de RMN *C (150 MHz, MeOH-d4, dppm) du composé A13

en position 1, 3 et 4, caractérisé par:

Ces résultats sont confirmés par la mesure du spectre COSY, ou I’on observe des crétes de

Un doublet d’intégration 1H a du 6,70 ppm (J = 8,20 Hz) attribuable a H-5, corr¢ele sur le

spectre HSQC avec le carbone a oc 113,77 ppm.

Un doublet large a 6u 7,35 ppm d’intégration 1H (J = 8,20 Hz) attribuable a H-6, correle

sur le spectre HSQC avec le carbone a d¢ 121,57 ppm.

Un singulet large a ou 7,41 ppm d’intégration 1H attribuable a H-2, correle sur le spectre

HSQC avec le carbone a ¢ 116,37 ppm.

corrélation entre le proton situé a du 6,70 ppm (H-5) et celui résonnant a on 7,35 ppm (H-6).
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Figure I11.99: Spectre RMN 'H (600 MHz, MeOH-d4, Sppm) du composé A13
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Figure II1.100: Spectre RMN 2D HSQC (600 MHz, MeOH-d4, 6 ppm) du composé A13
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Figure II1.101: Spectre RMN 2D COSY (600 MHz, MeOH-d4, 6 ppm) du composé A13

La mesure du spectre de corrélations hétéronucléaires observées a longue distance HMBC

(figure II1.102) a montré une corrélation entre le proton H-2 résonant a on 7,41 ppm et les

carbones C-6, C-3 et C-4 situés a dc 121,57; 143,86 et 147,50 ppm respectivement.

Cette expérience a ainsi montré des crétes des corrélations entre le proton H-6 résonnant dc

7,35 ppm et les carbones C-2 et C-4 qui apparait a d¢c 116,37 ppm et 147,50 ppm

respectivement.
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Toujours sur le spectre HMBC, le proton H-5 résonant a du 6,70 ppm montre des taches de

corrélation avec les carbones C-1, C-3 et C-4 situés a dc 129,03 ; 143,86 et 147,50 ppm

respectivement.

L’ensemble de ces corrélations corrobore parfaitement les attributions établies.
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Figure II1.102: Spectre RMN 2D HMBC (600 MHz, MeOH-d4, 6 ppm) du compos¢ A13

Le tableau III.15 résume tous les déplacements chimiques des protons et carbones de cette

molécule.

Tableau I11.15 : Déplacements chimiques en RMN *C et RMN 'H du composé A13 enregistré dans MeOH-d4

Position oc (ppm) ou (ppm, multiplicité, J en Hz)

1 129,03 /

2 116,37 7,41 (1H; S))

3 143,86 /

4 147,50 /

5 113,77 6,70 (1H; d ; 8,20)

6 121,57 7,35 (1H; dI ; 8,20)

7 168,89 /

La combinaison de I’ensemble de ces données méne a la structure de ’acide 3, 4-dihydroxy

benzoique connue sous le nom I’acide protocatéchique [35]. Cette molécule posséde des

propriétés anti-inflammatoire, antioxydante, antibactérienne, anti-age, anti-tumorale, anti-age,

anti hyperglycémique, anti-asthmatique et antiulcéreuse [36]. L’identification de ce produit
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dans phase ACOEt par HPLC-TOF/MS en mode négatif est présentée dans le

chromatogramme ci-apres (figure 111.103).
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Figure II1.103: Chromatogramme d’identification du produit A13 dans I’extrait ACOEt par HPLC-TOF/MS en

mode négatif

I11.2.1.14. Identification du composé A14 (ATC2b2f1)

OCHs

Figure II1.104: Structure du compos¢ A14

Un total de 7 carbones sur le spectre de RMN '*C (figure I11.105) et L'analyse du spectre
DEPT (figure I11.106) a fournit plus d'indications:

e Deux groupements carbonyles a 6c 173,89 ppm et oc 168,98 ppm.

e Trois carbones éthyléniques quaternaires a dc146,91 ppm, 6c137,54 ppm et 6c128,12 ppm.
e Un CH éthylénique a 6c 106,53 ppm.

e Un groupement méthoxyle a 6c 55,22 ppm.
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Figure II1.106: Spectre DEPT (150 MHz, MeOH-d4, dppm) du composé A14

L’analyse simultanée des spectres RMN'H (figure I11.107) et HSQC (figure 111.108) permet

de relever dans cette molécule la présence de:

e Un groupement méthoxyle a du 3,87 ppm caractérisé par un signal de trois protons sous
forme d’un singulet, corrélant sur le spectre HSQC avec le carbone a dc 55,22 ppm.

e Un seul signal déblindé a ou 7,32 ppm d’intégration 1H sous forme d’un singulet, corrélant

sur le spectre HSQC avec le carbone a 6c 106,53 ppm, attribuable a H-6.
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Figure II1.108: Spectre RMN 2D HSQC (600 MHz, MeOH-d4, 6 ppm) du composé A14

La mesure du spectre de corrélations hétéronucléaires observées a longue distance HMBC
(figure II1.109) a montré la corrélation entre les protons résonant a on 3,87 ppm et le carbone
situé a 6c 146.91 ppm (C-5) suggérant I’attachement du groupement méthoxyle en position 5.

Sur le méme spectre, Le proton attribué¢ a H-6 montre trois taches de corrélation:
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e La premiére en 2J confirme le C-5 a 8¢ 146.91 ppm

e La deuxiéme en >J avec un atome de carbone a &c 137,54 ppm qui ne peut étre attribué

qu’au C-4.

e La troisiéme en *J avec le carbone du carbonyle a 8¢ 173,89 ppm (C-2) qui correspond au

fonction ester du cycle pyrone.

e L’ atome de carbone restant a 6c128,12 ppm est attribuable a C-3.
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Figure I11.109: Spectre RMN 2D HMBC (600 MHz,MeOH-d4,5 ppm) du composé A14

Ces résultats sont en bon accord avec la mesure de I’expérience COSY (Figure II1.110), qui

montre I'absence de couplage.
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Figure II1.110: Spectre RMN 2D COSY (600 MHz, MeOH-d4, 6 ppm) du composé A14

Les valeurs des déplacements chimiques des protons et carbones de ce composé sont

représentées dans le tableau II1.16 ci-dessous.
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Tableau I11.16 : Déplacements chimiques en RMN *C et RMN 'H du composé A14 enregistré dans MeOH-d4

Position oc (ppm) ou (ppm, multiplicité, J en Hz)
2 173,89 /
3 128,12 /
4 137,54 /
5 146,91 /
6 106,53 (1H;S)
7 168,98 /
OCH; 55,22 3,87 (3H; S)

la structure du composé A14 a été ¢lucidée comme étant acide 4-hydroxy-5-méthoxy-2-oxo-
2H-pyran-3-carboxylique. En effet, sa présence n'a jamais été signalée dans la littérature.
La détection du composé A14 dans I’extrait ACOEt par HPLC-TOF/MS en mode négatif est

présentée dans le chromatogramme ci-apres (figure IIL.111).
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1
5.

B5 15 2 25 3 35 & 45 5 85 § 65 7 75 § 85 § G5 40105 11 115 12 125 13 135 14 145 45 165 16 65 17 175 1 185 18 195 20 25 21
Courits vs. Acquisition Time [min]

Figure I11.111: Chromatogramme d’identification du produit A14 dans I’extrait ACOEt par HPLC-TOF/MS en

mode négatif

I11.2.2. Identification structurale des produits isolés de I’extrait n-BuOH

I11.2.2.1. Elucidation structurale du composé B1

Figure II1.112: Structure du composé B1

Le spectre RMN 3C (figures 111113, I11.113a et II1.113b ) du composé B1 obtenu sous forme
d’une poudre jaune, met en évidence la présence de 18 atomes de carbone et les séquences

DEPT (figure I11.114 et I11.114a) de ce compos€ montrent:
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e Deux groupements carbonyles a 6c 167,72 et 176,28 ppm.

e Un groupement CH» a oc 37,42 ppm.

e Un groupement CH oxygéné a 6c 76,40 ppm.

e Deux carbones quaternaires non oxygénés a dc (126,59 ; 129,85) ppm.

e Quatre carbones quaternaires oxygénés oc (143,32; 144,48; 145,27; 147,90) ppm.

e Huit groupements CH éthyléniques a 6c (113,76; 114,30; 114,80; 115,07; 116,11; 120,35;
121,44; 145,18) ppm.
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L’examen simultané des spectres RMN 'H (figures I11.115 et I11.115a), HSQC (figure 111.116)

et COSY (figure I11.117) du composé B1 permet de tirer les indications suivantes:

Un singulet large a ou 7,02 ppm d’intégration 1H correle sur le spectre HSQC avec le
carbone a oc 113,76 ppm, attribuables a H-2 et C-2 respectivement.

Un doublet large a ou 6,90 ppm d’intégration 1H (J = 8,20 Hz) correle sur le spectre HSQC
avec le carbone a d¢ 121,44 ppm, attribuables a H-6 et C-6 respectivement.

Un signal a éu 6,77-6,76 ppm, d’intégration 2H attribuable a H-2 et H-5 respectivement.
Ce signal correspond a deux doublets superposés. Le spectre RMN de corrélations
hétéronucléaires a courtes distances HSQC indique que les protons localisés a du 6,77 et ou
6,76 ppm corrélent aux signaux situés a 6c 116,11 et 6c 115,07 ppm respectivement.

Un doublet a 6u 6,67 ppm d’intégration 1H (J = 8,20 Hz) corréle sur le spectre HSQC avec
le carbone a 6c 114,80 ppm, attribuables a H-5’et C-5’respectivement.

Un doublet large a ou 6,63 ppm d’intégration 1H (J = 8,20 Hz) correle sur le spectre HSQC

avec le carbone a d¢ 120,35 ppm, attribuables a H-6’et C-6’respectivement.

Ces constatations permettent de confirmer la présence de deux systémes ABX correspondants

a deux cycles aromatiques 1, 3, 4-trisubstitués.

Deux signaux résonant chacun sous forme de doublet (J= 15,90 Hz) a 7,50 et 6,26 ppm de
deux protons oléfiniques de configuration trans, attribuables a H-7 et H-8 respectivement.
Cette information est confirmée par 1'expérience COSY, ou ils présentent entre eux des

crétes de corrélations.
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Les carbones correspondants a ces deux derniers protons sont attribués par analyse du spectre

HSQC & 8¢ 145,18 ppm (C-7) et 114,30 ppm (C-8).

e Un signal a du 5,09 ppm d’intégration 1H sous forme d’un doublet de doublet (J = 9,77 ;
3,25 Hz) corrélant sur le spectre HSQC avec le carbone a 6c 76,40 ppm. D’aprés les
valeurs des déplacements chimiques du proton et du carbone, ce dernier ne peut étre
qu’oxygéné donc attribuable a H-8.

e Un doublet de doublet a 6u 3,10 ppm d’intégration 1H (J = 14,38 ; 3,32 Hz) correle sur le
spectre HSQC avec le carbone a oc 37,42 ppm. Ce méme carbone montre une tache de
corrélation avec un signal a ou 2,94 ppm, apparait sur le spectre proton sous forme d’un
doublet de doublet (J = 14,26 ; 9,91 Hz) d’intégration 1H. Ces observations indiquent que
ces 2H sont magnétiquement non €quivalents entre eux et sont donc attribuables a H-7’a et

H-7’b.

Les protons du groupement CH> a 6u 3,10 ppm et du 2,94 ppm correlent sur le spectre COSY
avec le proton du groupement CH oxygéné a du 5,09 ppm, Cette information indique qu’ils

sont reliés .
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Figure I11.115: Spectre RMN 'H (600 MHz, MeOH-d4, Sppm) du composé B1
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Les attributions des carbones restants ont été complétées par I’étude du spectre de corrélation

hétéronucléaire a longue distance HMBC (figure I11.118) .

Deux taches de corrélation entre H-2 et H-5 et un atome de carbone quaternaire oxygéné
résonant a 6c 145,27 ppm attribuable a C-3.

Les protons H-2, H-5 et H-6 corrélent avec un carbone quaternaire a 6c 147,90 ppm,
permettant ainsi son attribution a C-4.

Deux taches de corrélation entre H-5 et H-8 et un atome de carbone résonant a 6c 126,59
ppm attribuable a C-1.

Des corrélations en >J observées sur le spectre HMBC entre le proton éthylénique a du 7,50
(H-7) et les atomes de carbone a 5c 113,76 (C-2) et 121,44 (C-6) et en %J avec le carbone
quaternaire résonant a oc 126,59 (C-1). Ces corrélations confirment la position de ce
groupement éthylénique sur le carbone C-1 du noyau aromatique.

Les protons H-7et H-8 montrent deux taches de corrélation avec le méme atome de
carbone a 6c 167,72 ppm qui ne peut étre attribuer qu’au carbone C-9.

Une tache de corrélation entre H-5’ et un atome de carbone quaternaire oxygéné a Oc

144,48 ppm qui ne peut étre que le C-3’.
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e Trois taches de corrélation entre le H-2', H-5' et le H-6' et un atome de carbone quaternaire

Discussion des résultats

oxygéné a dc 143,32 ppm qui est attribuable a C-4’.

e Deux taches de corrélation entre le H-5'et H-8' et un atome de carbone a oc 129,85 ppm

attribuable a C-1".

e Le spectre HMBC montre des couplages en >J entre les protons du groupement CHa (3u
3,10 ppm et du 2,94 ppm) et les carbones résonant a 6c 116,11(C-2") et 120,35 (C-6’) et en

2J avec le carbone quaternaire résonant a dc 129,85 (C-1°). Ces observations indiquent

I’attachement du groupement CH» au noyau aromatique par le carbone C-1°.

e Des corrélations entre les protons du groupement CH»-7’ et H-8 et le carbone du

carbonyle a 6c 176,28 ppm, permettant ainsi son attribution a C-9’.
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Figure II1.118: Spectre RMN 2D HMBC (600 MHz,MeOH-d4,5 ppm) du composé B1

Le tableau III.17 englobe tous les déplacements chimiques des protons et carbones du

composé B1.
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Tableau I11.17 : Déplacements chimiques en RMN !*C et RMN '"H du composé B1 enregistré dans MeOH-d4

Position oc (ppm) on (ppm, multiplicité, J en Hz)

1 126,59 /

2 113,76 7,02 (1H; SI)

3 145,27 /

4 147,90 /

5 115,07 6,76 (1H; m)

6 121,44 6,90 (1H ; dI; 8,20)

7 145,18 7,50 (1H ; d; 15,90)

8 114,30 6,26 (1H ; d; 15,90)

9 167,72 /

I 129,85 /

2 116,11 6,77 (1H ; m)

3 144,48 /

4 143,32 /

5 114,80 6,67 (1H ; d; 8,20)

6’ 120,35 6,63 (1H ; dl ; 8,20)

7 37,42 2,94 (1H ; dd ; 14,26 ;9,91)
3,10 (1H ; dd ; 14,38 ; 3,32)

8 76,40 5,09 (1H ; dd ;9,77 ; 3,25)

9’ 176,28 /

La comparaison des données spectrales du composé B1 avec celles de la littérature [37]
confirme I’identit¢ de celui-ci comme étant I’acide rosmarinique. Il a été isolé pour la
premicre fois a I'état pur par deux chimistes italiens, Scarpati et Oriente en 1958. Son nom
vient du nom de la plante a partir de laquelle il a été isolé, le romarin (Rosmarinus officinalis)
[38]. De nombreuses propriétés biologiques ont été attribuées a I’acide rosmarinique

notamment un effet antioxydant [39].

I11.2.2.2. Elucidation structurale du composé B2

Figure II1.119: Structure du composé B2

Le composé B2 a été isolé sous forme d’une poudre jaune. Son fluorescence noire violette
sous lumiére de Wood a 365 nm, réagit avec le réactif de NH3 en affichant une coloration

jaune, laissant envisager une structure de type flavonoide.
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Les données des spectres RMN de ce composé orientent vers une structure du type flavonoide

glycosylé. En effet, ’analyse simultanée des spectres RMN *C (figures I11.120, I11.120a et

I11.120b) et DEPT (figures II1.121 et I1I.121a) montre la présence de vingt deux atomes de

carbone dont:

e Un signal a 6c 56,43 ppm relatif au groupement méthoxyle.

e Un groupement CH> a dc 60,76 ppm.

e Cinq CH aromatiques : 6c 122,31 ppm, dc 115,58 ppm, d¢ 113,98 ppm, 6c 99,18 ppm et dc
94,14 ppm.

e Cing CH oxygénés: oc 102,05 ppm, oc 76,38 ppm, d¢ 73,54 ppm, 6c 71,70 ppm et dc 68,39
ppm. Les valeurs des déplacements chimique sont caractéristiques des CH oxygénés d’une
entité osidique [2].

e Dix carbones quaternaires dont un pic a oc 177,83 ppm caractéristique d’un groupement
carbonyle, ce qui permet I’identification du carbone 4 du cycle C et un signal a d¢ 133,56

ppm caractéristique du carbone 3 d’un flavonol substitué en cette position [40].
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L’étude simultané des spectres RMN proton (figures I11.122, 1I1.122a, I11.122b et 1I1.122c),
HSQC (figure II1.123 et II1.123a) et COSY (figure II1.124) permet de tirer les indications
suivantes:

e Un doublet d’intégration 1H a du 8,00 ppm avec une constante de couplage J = 2,07 Hz,
indicateur d’un couplage méta attribuable a H-2’ du noyau B d’un flavonoide, corréle sur
le spectre HSQC avec le carbone a d¢ 113,98 ppm.

e Un doublet dédoublé d’intégration 1H a ou 7,49 ppm (J = 8,48 Hz ; J = 2,09 Hz),
indicateur d’un couplage a la fois en ortho et en méta attribuable a H-6’ du noyau B d’un
flavonoide, correle sur le spectre HSQC avec le carbone a 6c 122,31 ppm.

e Un doublet d’intégration 1H a du 6,88 ppm (J = 8,36 Hz), indicateur d’un couplage ortho
attribuable a H-5" du noyau B d’un flavonoide, corrélant sur le spectre HSQC avec le
carbone a oc 115,58 ppm.

La présence de ces trois signaux est en faveur d’un cycle B substitué¢ en positions 3 et 4’. Ces

résultats sont confirmés par la mesure du spectre COSY, ou I’on observe des crétes de

corrélation entre le proton situé a du 7,49 ppm (H-6") et celui résonnant 6,88 ppm (H-5").

e Deux doublets d’intégration 1H chacun, le premier a éu 6,42 ppm (J = 2,04 Hz) et le
second a du 6,19 ppm (J = 2.04 Hz) attribuables a H-8 et H-6 respectivement. Le couplage
méta des deux protons du noyau A confirme la substitution dans les positions 5 et 7.
Le spectre RMN de corrélations hétéronucléaires a courtes distances HSQC indique que les
protons localisés a ou 6,42 et ou 6,19 ppm corrélent aux signaux situés a oc 94,14 et dc
99,18 ppm respectivement.

¢ un singulet d'intégration 1H a du 12,59 ppm, ne présente aucune tache de corrélation sur le
spectre HSQC confirme la présence d'un groupement hydroxyle en position 5 du cycle A.

e Un singulet d’intégration 3H a du 3,83 ppm corrélant sur le spectre HSQC avec le carbone

a dc¢ 56,43 ppm indique la présence d’un groupement méthoxyle dans la molécule.

D’autre part, des signaux caractéristiques d’un hexose:

e Un doublet a du 5,49 ppm, d’intégration 1H avec une constante de couplage de 7,73 Hz ,
attribuable au proton anomérique (H-1") d’un sucre li¢ a 1’aglycone par une jonction de
type C-O de configuration f. Ce proton correle sur le spectre HSQC avec le carbone C-1"’
résonant a 5¢ 102,05 ppm.

e Un ensemble de signaux d’intégration totale 6H dans [’intervalle 3,34-3,66 ppm

attribuables aux protons du sucre.
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v" Une tache de corrélation sur le spectre COSY ('H-'H) entre le H-1°" 4 § = 5,49 ppm et
un signal a éu 3,56 ppm sous forme d’un triplet dédoublé (J = 8,77 ; 4,06 Hz) qui ne
peut étre que le H-2"°. Ce proton (H-2"’) correle sur le spectre HSQC avec son
carbone a o6c 71,70 ppm.

v" Deux signaux d’intégration 1H chacun, le premier partiellement recouvert par le signal
du solvant a du 3,34 ppm sous forme d’un doublet (J = 4,45 Hz) et le second a ou 3,47
ppm sous forme d’un doublet dédoublé (J = 9,22 ; 4,30 Hz), corrélent sur le spectre
HSQC avec le carbone a dc 60,76 ppm, caractéristique du groupement CH>-6’"de
I’hexose.

v" Un multiplet a 8y 3,37 ppm d’intégration 1H partiellement recouvert par un signal sous
forme d’un multiplet d’intégration 1H centré a 6n 3,40 ppm attribuables a H-5""et H-
3”’respectivement, portés par les carbones C-5’" a 6c 76,38 ppm et C-3° a 6c 73,54 ppm
sur le spectre HSQC.

v" Un signal a du 3,66 ppm d’intégration 1H sous forme d’un doublet large (J = 3,38 Hz)
attribuable a H-4"’, 1i¢ au carbone C-4’" résonnant a 6c 68,39 ppm d’apres le spectre
HSQC. Cette identification est confirmée par la mesure du spectre COSY, ou elle
montre une corrélation entre les protons H-4" a 6u 3,66 ppm et H-3"" a ou 3,40 ppm.

Ces informations indiquent qu’il s’agit d’un glucose de configuration .
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L’¢tude du spectre relatif a I’expérience HMBC (figure II1.125) mettent en évidence les

corrélations proton-carbone a longue distance, permettant de tirer les indications suivantes:

e Le signal a 6u 5,49 ppm (H-1") de proton anomérique du glucose est corrélé avec le signal
a oc 133,56 ppm caractérisant le C-3 de I’aglycone, indiquant que la position 3 est
glycosylée.

e Les deux protons H-2’ et H-5’ montrent deux tiches de corrélation avec un atome de
carbone localisé a 6c 147,43 ppm attribuable au carbone C-3 du cycle B. Ce méme atome
de carbone correle avec les protons du méthoxyle a ou 3,83 ppm, ce qui impose la

substitution de cet atome de carbone par ce groupement méthoxyle .

De plus, Le spectre HMBC permet d’attribuer les carbones quaternaires restants:

e Le carbone oxygéné a 6c 104,41 ppm montre trois tAches de corrélation avec les protons
H-8, H-6 et 5-OH , attribuable au carbone C-10.

e Deux taches de corrélation entre le proton du groupement hydroxyle en C-5 et le H-6 et un
atome de carbone oxygéné a dc 161,66 ppm qui ne peut tre attribuer qu’a C-5.

e Les deux protons H-6 et H-8 montrent une tache de corrélation avec le carbone quaternaire
aromatique oxygéné résonant a dc 164,73 ppm attribuable a C-7.

e Les deux protons H-2’ et H-6 montrent une tache de corrélation avec le carbone
quaternaire aromatique oxygéné résonant a oc 149,85 ppm qui correspond a C-4’.

e [’atome de carbone a dc 156,81 ppm est attribuable a C-9 grace a sa corrélation avec le
proton H-8.

e Une tache de corrélation entre le H-2' et un atome de carbone a oc 156,64 ppm qui ne peut
étre que le C-2.

e Le proton H-5’ montre une tache de corrélation avec le carbone quaternaire C-1' a oc

121,51 ppm.
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Figure I11.125: Spectre RMN 2D HMBC (600 MHz, DMSO-d6, 6 ppm) du composé B2

Le tableau III.18 ci-dessous illustre les déplacements chimiques en RMN du composé B2.

Tableau I11.18 : Déplacements chimiques en RMN *C et RMN 'H du composé B2 enregistré dans DMSO-d6

Position oc (ppm) ou (ppm, multiplicité, J en Hz)
2 156,64 /
3 133,56 /
4 177,83 /
5 161,66 12,59 (1H; S)
6 99,18 6,19 (1H ; d ;2,04)
7 164,73 /
8 94,14 6,42 (1H ; d ;2,04)
9 156,81 /
10 104,41 /
I 121,51 /
2’ 113,98 8,00 (1H ;d;2,07)
3 147,43 /
4 149,85 /
5’ 115,58 6,88 (1H ; d ; 8,36)
6’ 122,31 7,49 (1H ; dd ; 8,48 ; 2,09)

OCH; 56,43

Glucose / /
1” 102,05 549 (1H ;d;7,73)
2” 71,70 3,56 (1H ; ¢d ; 8,77 ; 4,06)
3” 73,54 3,40 (1H ; m)
4 68,39 3,66 (1H ; dl; 3,38)
57 76,38 3,37 (1H ; m)
6 60,76 3,34 (1H ; d ; 4,45)

3,47(1H ; dd ; 9,22 ; 4,30)
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L’ensemble de ces informations comparées avec celles de la littérature [41] est en complet
accord avec la structure de 5, 7, 4’-trihydroxy-3’-methoxy-3-O-glucosylflavone. Ce
compos¢ est connu sous le nom isorhamnétine 3-O-glucoside ou bien cacticine.
Biologiquement, l'isorhamnétine 3-O-glucoside est caractérisée par ses effets antioxydant et
antiprolifératif [42]. La détection du composé B2 dans 1’extrait n-BuOH par HPLC-TOF/MS

en mode négatif est présentée dans le chromatogramme ci-apres (figure I11.126).
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Figure II1.126: Chromatogramme d’identification du produit B2 dans I’extrait n-BuOH par HPLC-TOF/MS en

mode négatif

111.2.3. Conclusion

L’¢étude phytochimique portée sur les extraits acétate d’éthyle et butanolique des parties

aériennes de Thymus munbyanus subsp. ciliatus a conduit a 1’isolement et I’identification de:

+ 1 stérol: B-sitostérol-3-O-B-D-glucoside (Daucostérol).

+ 3 flavonoides: 3',5,5',7-tétrahydroxyflavanone; lutéoline et isorhamnétine 3-O-glucoside.

+ 6 acides phénoliques: acide salicylique; acide férulique; acide vanillique; l'acide para-
coumarique; acide protocatéchique et acide rosmarinique.

+ 5 dérivés phénoliques: tyrosol; aldéhyde protocatéchique; cafféate d'éthyle; cafféate de
méthyle et 2,3,5,6-tétrahydroxybenzoate de méthyle (Nouvelle molécule).

4+ 1 dérivé de la pyran-2-one: acide 4-hydroxy-5-méthoxy-2-oxo-2H-pyran-3-carboxylique
(Nouvelle molécule).

Tous les produits isolés et déterminés sont décrits pour la premiere fois dans cette espece.
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CHAPITRE IV ACTIVITES BIOLOGIQUES

De nombreuses méthodes sont utilisées pour 1’évaluation de 1’activité antioxydante in vitro
des extraits et/ou des composés purs. Ces méthodes sont basées sur la coloration ou la
décoloration d’un réactif dans le milieu réactionnel. Dans notre étude, I’activité antioxydante
des extraits et des produits purs a été testée par deux méthode a savoir, la détermination de

I’activité antioxydante totale et le piégeage du radical libre DPPH.
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Figure 1V.1: Les extraits et les produits purs testés

IV.1. Activité antioxydante totale au phosphomolybdate d’ammonium
La capacité antioxydante totale est largement utilisée comme paramétre pour tester les
aliments et les composants bioactifs. Cette méthode est définie comme la capacité d'un

composeé pour inhiber la dégradation oxydante comme de la peroxydation des lipides [1].

IV.1.1. Principe

La capacité antioxydante totale des extraits et des composés purs a été déterminée par le test
au phosphomolybdate d’ammonium en utilisant la méthode décrite par Prieto et al. (1999) [2].
Ce test est basé sur la réduction de molybdate Mo (V1) en molybdate Mo (V) en présence des
substances antioxydantes et la formation d’un complexe verdatre phosphate-Molybdate (V) a

un pH acide. Au cours de ce test, I’hydrogéne et 1’électron sont transférés du composé
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réducteur (agent antioxydant) vers le complexe oxydant (PPM). Ce transfert dépend du

potentiel redox, du pH du milieu et de la structure du composé antioxydant [3-6].

IV.1.2. Le mode opératoire

Un volume de 300 pl d’échantillon a différentes concentrations est mélangé avec 3 ml de
solution du réactif au phosphomolybdate (0,6 M acide sulfurique, 28 mM de phosphate de
sodium et 4 mM de molybdate d'ammonium). Les tubes sont vissés et incubés dans un bain
Marie a 95°C pendant 90 min. Aprés refroidissement a température ambiante, I'absorbance
des solutions est mesurée a 695 nm contre le blanc qui contient 3 ml de la solution du réactif
et 0,3 ml de méme solvant utilisé pour I'échantillon et il est incubé dans les mémes conditions
que les échantillons. Le BHT et BHA ont été utilisés comme standards antioxydants dont les

absorbances ont été mesurées dans les mémes conditions que les échantillons.

IVV.2. Piégeage du radical libre DPPH

Le DPPH a été 1’'un des premiers radicaux libres utilisés pour étudier la relation structure-

activité des composés phénoliques[7, 8].

IV.2. 1. Principe

Le DPPH est un radical libre, stable, qui posséde une bande d'absorbance a 517 nm, employé
pour évaluer l'activité antioxydante des composés purs ou de mélange complexe. Ce test est
recommandé pour des composés contenant les groupes -SH, -NH et -OH [9]. Cette méthode
est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazil. Ce dernier de couleur violette , qui vire au jaune, en présence de capteurs de

radicaux libres, et se réduit en 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazine [8].

Q SIS ol
@ Antioxydant (AH) \NO

DPPH-H (jaune)

Forme réduite

DPPH (violet)

Forme oxydée

Figure 1V.2: Réaction de test DPPH
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IV.2. 2. Le mode opératoire

Dans ce travail, le protocole décrit par Blois (1958) a été adopté [7]. Briévement, un volume
de 1,5 ml d’échantillon a différentes concentrations a été incubé avec un volume de 0,5 ml
d’une solution méthanolique de DPPH. Le contrdle négatif est préparé en mélangeant 1,5 ml
de méthanol avec 0,5 ml d’une solution méthanolique de DPPH. Aprés une période
d’incubation de 30 minutes a 1’obscurité a température ambiante, les absorbances a 517 nm

ont été enregistrées.

Le BHT et BHA ont été utilisés comme standards antioxydants dont les absorbances ont été
mesurées dans les mémes conditions que les échantillons. Une forte diminution de
l'absorbance du mélange réactionnel indique une activité significative de piégeage des

radicaux libres du composé testé [10].

Les mesures de I'absorbance du DPPH de différentes échantillons permettent de determiner le
pourcentage d'inhibition en appliquant lI'équation suivante :
1(%) = ((Abs controle - Abs échantillon) / Abs contréle) x100
Ou : (%) : Pourcentage d'inhibition.
Abs contréle : absorbance de contrble négatif.

Abs échantillon : absorbance d’extrait ou de composé ou de la référence.

IVV.3. Résultats et discussions

IV.3.1. Activité antioxydante totale au phosphomolybdate d’ammonium

Le test de molybdate-phosphate mesure la capacité antioxydante d’un extrait par 1’estimation
du degré de réduction du Mo (V1) en Mo (V), il donne une estimation directe de la capacité de
réduction des antioxydants [11]. De nombreux produits naturels y compris les phénols et les

flavonoides, peuvent provoquer cette réduction [12].

La figure ci-dessous illustre les résultats obtenus pour le test du pouvoir antioxydant au
phosphomolybdate d’ammonium des trois extraits (E CHCI3;, E AcOEt et E n-BuOH) de
I’espéce Thymus munbyanus subsp. ciliatus, des composés purs (A3, A4, A7, A8, A9, Al0,
All, A12, Al3 et Al4) isolés de I’extrait acétate d’éthyle et les deux standards (BHA et
BHT). L'activité antioxydante totale des échantillons a été mesurée et exprimée sous forme de

valeurs d'absorbance (Figure 1V.3).
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Figure 1V.3: Activité antioxydante totale des composés et d’extraits de T. munbyanus subsp. ciliatus

Les données expérimentales obtenues par ce test (Figure 1V.3) montrent que l'absorbance des

extraits et des composes purs est augmenté avec I'élévation de la concentration et I’efficacité

des échantillons a réduire Mo*® & Mo™ est variable. Plus la valeur de l'absorbance obtenue est

importante, plus le composé antioxydant testé est efficace [13].
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Les résultats de cette activité des trois extraits étudiés (CHCls, AcOEt et n-BuOH) indiquent
que P’extrait acétate d’éthyle présente une excellente activité antioxydante qui est proche a
celles des deux standards BHA et BHT, suivi de I’extrait n-butanolique excepté l'extrait
chloroformique qui est moins actif. Ces résultats sont logiques car les polyphenols sont plus
abondants dans les extraits polaires [12].

Des etudes antérieures ont confirmé que les extraits les plus riches en polyphenols sont les
plus actifs [6, 14].

Concernant la capacité antioxydante totale des produits (A3, A4, A7, A8, A9, Al10, All, Al2,
Al3 et Al4) isolés de I’extrait acétate d’éthyle et selon les résultats obtenus (Figure 1V.3), Le
pouvoir réducteur le plus important a été noté pour le produit A7 comparativement aux autres
produits mais il est tres proche aux standards utilisés, tandis que les produits A8 et A1l ont
montré un effet réducteur moyen, et le produit A9 a donné une réponse tres faible dans ce
dosage. Apres I’analyse des résultats, on peut dire que ’activité antioxydant totale dépend non
seulement de la concentration mais aussi aux structures chimiques des molécules bioactives et

a la position et au du degre d’hydroxylation [15, 16].

L’investigation des banques de données scientifiques, n’a relevé aucune étude portant sur
I’activité antioxydante totale par le test au phosphomolybdate d’ammonium des extraits de

I’espéce Thymus munbyanus subsp. ciliatus ainsi que les produits isolés.

En conclusion, 1l a été observé que l'extrait d'acétate d'éthyle et le composé A7 présentent des

activités similaires a 25, 50 et 100 pg/ml par rapport au BHA et au BHT, p<0,05.

IV.3.2. Piégeage du radical libre DPPH

L’activité anti-radicalaire est estimée en utilisant le radical 2,2-phényl-1-picrylhydrazyl
(DPPH?), un radical stable de couleur violette ayant une absorbance maximale a 517 nm qui
se réduit en une molécule non radicalaire stable qui est le 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazine de
couleur jaune. Cette réduction est le résultat de la fixation d’un atome d’hydrogéne ou un
¢lectron de I’extrait de la plante ou de composé isolé sur la molécule de DPPH", ce qui

engendre la diminution de ’absorbance a 517 nm.

Les résultats de I’activité antiradicalaire par 1’effet scavenger du radical DPPH des extraits et
des composes isolés ainsi que les molécules de références BHA et BHT, sont représentés par

les pourcentages d’inhibition pour chaque concentration (Figure 1V.4).
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Figure 1V.4: L’effet scavenger du radical DPPH des composés et d’extraits de T. munbyanus subsp. ciliatus

Tous les extraits et les composes étudiés ont réagi positivement au test anti-radicalaire avec le
DPPH mais a différents degrés. La lecture de ces résultats montre que le pourcentage
d’inhibition du radical libre augmente significativement (p<0,05) avec ’augmentation de la

concentration.
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Les résultats obtenus des extraits montrent que les phases AcCOEt et n-BuOH possédent une
activité anti-radicalaire intéressante comparativement aux standards BHA et BHT, dont
I'extrait ACOEt présente un pourcentage d'inhibition de 95,41% & concentration de 100 pg/ml.
Alors que I’extrait n-BuOH a la méme concentration, présente un pourcentage d’inhibition de
94,73%. Ces résultats témoignent que ces deux extraits capables d’agir a faible dose. Ceci
peut s'expliquer par la presence de composes polyphenoliques dans ces phases. Cette activité
est un peu moins marquée pour la phase CHCIls. Les résultats obtenus rejoignent les
publications déja reportées dans le genre.

Les produits A4, A7, A8, All, Al2 et Al3 présentent un pouvoir anti-radicalaire excellent
avec des pourcentages d’inhibition élevés de 97,23% ; 98,45% ; 98,11% ; 98,98% ; 97,59 %
et 97,07% respectivement a la concentration 100 pg/ml, par rapport aux standards utilisés
BHA (97,29% ) et BHT (94,75% ).

Les composés phenoliques sont des antioxydants du premier type capables de stopper la
réaction autocatalytique en réduisant le radical DPPH et en formant un radical plus stable
par conjugaison (Figure 1V.5) [17].

NO, O, Q
£ H
0 N—N N OOH IO/’_QN_N + @O'
o ) o )
DPPH' DPPH-H
(radical libre) composé phénolique forme réduite)

(oxydant)
08 = G =

U

stabilisation par conjugaison

Figure 1V.5 : Réaction de réduction du radical libre (DPPHe) par un composé phénolique

Les figures 1V.6, V.7 et IV.8 représentent les réactions de réduction du radical libre (DPPH?)

par les composés A7, A8 et A12 respectivement.
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Figure 1V.7: Réaction de piégeage de radical libre (DPPH?¢) avec le composé A8

Figure 1V.8: Réaction de piégeage de radical libre (DPPH?s) avec le composé A12
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Dans I’ensemble, les molécules purifiées ne sont pas plus actives que I’extrait acétate
d’éthyle. Il existe donc une synergie entre les différentes molécules de I’extrait qui contribue a

augmenter leur potentiel antioxydant lorsqu'elles peuvent agir ensemble [18].

Trés peu de travaux ont été réalisés sur 1’étude des propriétés antioxydantes des extraits de la
plante choisie. D’aprés nos connaissances et a ce jour-la, un seul article reporte I’activité
antioxydante de I’extrait métanolique de Thymus munbyanus subsp. ciliatus [19]. D’autre
part, des activités antioxydantes des molécules A3, A7, A8, A9, All, Al2 et A13 ont été

décrites dans la littérature [20-26].
IVV.4. Conclusion

D’apres les résultats obtenus, la variation du pouvoir antioxydant des différents extraits
pourrait s’expilquer par leur richesse différentielle en polyphénols et plus particuliérement de
la nature des composés. Les molécules les plus intéressantes étaient les molécules qui

possedaient des fonctions ortho-dihydroxylees.

Selon Rice-Evans et al. (1997), I'augmentation de D’efficacité antioxydante retourne a la
structure, la qualité et la concentration des composées phénoliques, et ses quantités dans les

tissus des plantes.

En ce qui concerne l’usage traditionnel de la plante, les activités constatées semblent
insuffisantes pour la considérée comme une source d’antioxydant naturel. D’autres essais

pourraient donc étre menés a I’avenir.
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Conclusion générale

A T’issue de ce travail de recherche qui a porté sur une modeste participation a la valorisation

phytochimique et biologique d’une plante médicinale de la flore algérienne: Thymus
munbyanus subsp. ciliatus (Desf.) Greuter & Burdet appartenant a la famille Lamiaceae, des
composeés naturels ont été isolés et identifiés et une relation structure-activité a été également

démontrée.

L’investigation phytochimique des parties aériennes de I’espece Thymus munbyanus subsp.
ciliatus (Desf.) Greuter & Burdet a conduit a I’isolement de 16 produits naturels appartenant a
différentes classes chimiques dont 2 composés originaux et 14 composés connus.

La détermination structurale a été réalisée par les méthodes spectroscopiques de RMN mono
et bidimensionnelle (*H, 3C, COSY H-H, HSQC et HMBC) et ESI-MS ainsi que par

comparaison avec les données de la littérature.

+ 14 composés obtenus de la phase AcOEt:

» 1 stérol: B-sitostérol-3-O-B-D-glucoside.

» 2 flavonoides: 3',5,5',7-tétrahydroxyflavanone et lutéoline.

» 5 acides phénoliques: acide salicylique; acide férulique; acide vanillique; I'acide para-
coumarique et acide protocatéchique.

» 5 dérivés phénoliques: tyrosol; aldéhyde protocatéchique; cafféate d'éthyle; cafféate
de méthyle et 2,3,5,6-tétrahydroxybenzoate de méthyle (Nouvelle molécule) .

» 1 deériveé de la pyran-2-one: acide 4-hydroxy-5-méthoxy-2-oxo-2H-pyran-3-

carboxylique (Nouvelle molécule).

+ 2 composés obtenus de la phase n-BuOH:
» 1 flavonoide: isorhamnétine 3-O-glucoside.
» 1 acides phénolique: acide rosmarinique.
Tous les produits cités sont isolés pour la premiere fois dans I’espéce Thymus munbyanus

subsp. ciliatus.

La détermination et la quantification de divers composés phénoliques des extraits de 1’espéce
Thymus munbyanus subsp. ciliatus ont été réalisé par HPLC-TOF/MS. Le résultat de cette
analyse a revélé la présence de 9 acides phénoliques, 16 flavonoides, 3 dérives phénoliques et

un acide organique.

L’activité antioxydante des molécules isolées et des extraits a été évaluée par deux méthodes

différentes: test au phosphomolybdate d’ammonium et le piégeage du radical libre DPPH.
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L extrait acétate d’éthyle et le produit A7 montrent un puissant pouvoir réducteur vis-a-vis du
I’ion molybdene par transfert d'électrons. Alors que I’ensemble des extraits et les produits
étudiés révelent des propriétés antioxydantes intéressantes vis-a-vis du radical DPPH par
donation de protons. Le BHA et le BHT ont été utilisés comme antioxydants standards.

Les résultats obtenus indiquent que Thymus munbyanus subsp. ciliatus serait une source
alternative prometteuse des composés phénoliques antioxydants naturels. D'autres travaux de
recherche doivent étre réalisés afin d'isoler de nouvelles molécules et 1’évaluation d’autres

activités biologiques.
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Résumeé

Ce travail est consacré a I’étude phytochimique, la détermination structurale et I’évaluation
biologique de substances naturelles isolées d’une espéce de la famille lamiacées: Thymus
munbyanus subsp. ciliatus (Desf.) Greuter & Burdet. Cette étude a permis d’isoler et
d’identifier 16 composés dont 2 correspondent a de nouvelles structures.

Les structures moléculaires des composés isolés ont été élucidées principalement par
I’utilisation des techniques de RMN 1D et 2D (*H, 3C, COSY H-H, HSQC et HMBC) , ESI-
MS et par comparaison avec les données de la littérature. 1l s’agit d’1 stérol, 3 flavonoides, 6

acides phénoliques, 5 dérivés phénoliques et 1 dérivé de la pyran-2-one.

La détermination et la quantification des composés phénoliques des extraits de I’espéce
Thymus munbyanus subsp. ciliatus ont été réalisé par HPLC-TOF/MS. Le résultat de cette

analyse a révélé la présence de 29 composés en quantités variables.

L extrait acétate d’éthyle et le produit A7 montrent un puissant pouvoir réducteur vis-a-vis du
I’ion molybdene par transfert d'électrons. Alors que I’ensemble des extraits et les produits
étudiés réveélent des propriétés antioxydantes intéressantes vis-a-vis du radical DPPH par

donation de protons. Le BHA et le BHT ont été utilisés comme antioxydants standards.

Mots clés : Lamiacées, Thymus, HPLC-TOF/MS, Activité antioxydante , RMN 1D et 2D



Abstract

This work is devoted to the phytochemical study; structural determination and biological
evaluation of natural substances isolated from a species of the Lamiaceae family: Thymus
munbyanus subsp. ciliatus (Desf.) Greuter & Burdet. This study made it possible to isolate

and identify 16 compounds, 2 of which correspond to new structures.

The molecular structures of the isolated compounds were elucidated mainly by the use of 1D
and 2D NMR techniques (*H, *C, COSY H-H, HSQC and HMBC), ESI-MS and by
comparison with literature data. These are 1 sterol, 3 flavonoids, 6 phenolic acids, 5 phenolic

derivatives and 1 pyran-2-one derivative.

The determination and quantification of phenolic compounds in extracts of the species
Thymus munbyanus subsp. ciliatus were performed by HPLC-TOF/MS. The result of this

analysis revealed the presence of 29 compounds in varying amounts.

The ethyl acetate extract and product A7 show a powerful reductive power vis-a-vis the
molybdenum ion by electron transfer. While all the extracts and products studied reveal
interesting antioxidant properties vis-a-vis the radical DPPH by proton donation. BHA and

BHT have been used as standard antioxidants.

Keywords: Lamiaceae, Thymus, HPLC-TOF/MS, Antioxidant activity, 1D and 2D NMR
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