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CD3OD :  Méthanol deutéré 

(CD3)2CO Acétone deuturée 

CCM :  Chromatographie sur couche mince 

CC :  Chromatographie sur colonne ouverte  
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SiO2 :  Gel de silice normale 

RP-18 : Silice greffée en C-18  

s :  Singulet 

sl :  Singulet large 

d :  Doublet 

dd :  Doublet de doublets 

td :  Triplet de doublets 

m :  Multiplet 

dq : Doublet de quadruplets 

ax : Axial 

éq Equatorial 

RMN 1H :  Résonance magnétique nucléaire du proton 
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HMBC :  Heteronuclear multiple bond correlation 
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OMe :  Méthoxyl 

ATCC : American type culture collection 

DPPH : 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 

nm : Nanomètre  

ERO : espèces oxygénées réactives 

NADPH oxydase : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydase 

SOD : Superoxyde dismutase  

CAT : Catalase  

GPX : Glutathion peroxydase 

GSH : Glutathion 

GSSG : Disulfure de glutathion  

EGA : Equivalent gramme d’acide galique 

EQ : Equivalent de la quercétine 

EC50 : Concentration effective à 50 %  

IC50 : Concentration efficace à 50 % 

APR : Pouvoir anti-radicalaire relatif  



                                                                                                                                  Abréviations 

 

 

BHT Hydroxytoluène butylé 

FRAP Pouvoir réducteur du fer 

PPM Phosphomolybdate 

PR Pouvoir réducteur  

PA Pouvoir anti-oxydant 

S. aureus Staphylococcus aureus 

S. albus Staphylococcus albus 

E. coli Escherichia coli 

ATB :  Antibiotique 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                      SOMMAIRE 

 

 

SOMMAIRE 

 
INTRODUCTION GENERALE ………..………………….………………..…..… 1 

Chapitre I- Rappel bibliographique  

I-1- Position systématique de la famille Fabaceae  …………...…...………………...…. 5 

I-1-1- Etymologie……………………………………...……………………..……… 5 

I-1-2- Distribution de la famille Fabaceae ……………..………..…………..……… 5 

I-1-3- Caractères botaniques de la famille Fabaceae……………………..…......…… 6 

I-1-4- Intérêts économique et thérapeutique des Fabaceae……………….....…….… 7 

I-1-5- Présentation du genre Erinacea………………………………………………. 8 

I-1-6- Espèce Erinacea anthyllis Link…………………………………….………… 8 

 I-1-6-1- Etymologie ……………………………………………….……………… 8 

 I-1-6-2- Classification systématique ……………………………………………… 8 

 I-1-6-3- Distribution de l’espèce Erinacea anthyllis ……………….…………….. 8 

 I-1-6-4- Noms communs …………………………………………………………. 8 

 I-1-6-5- Description botanique …………………………………………………… 9 

 I-1-6-6- Usage traditionnel de l’espèce Erinacea anthyllis Link…………………. 10 

I-1-7- Etudes chimiques antérieures sur la tribu Genisteae ………………………… 11 

 I-1-7-1- Alcaloïdes ……………..…………………………………………………. 11 

 I-1-7-2- Flavonoïdes ………………….…………………………………………... 15 

I-2- Position systématique de la famille Euphorbiaceae …………………...………..…. 19 

I-2-1- Etymologie …………………………………………..………..……………… 20 

I-2-2- Caractères botaniques de la famille Euphorbiaceae ………..………………… 20 

I-2-3- Ethnomédecine des Euphorbiaceae …………………………...……………… 21 

I-2-3-1- Effets toxiques des Euphorbiaceae ……..………………………………. 21 

I-2-3-2- Effets thérapeutiques des Euphorbiaceae ………………...……………... 21 

I-2-4- Intérêt économique de la famille Euphorbiaceae …………………..………… 22 

I-2-5- Présentation du genre Euphorbia ……………………………………..…….... 23 

I-2-6- Espèce Euphorbia atlantica Coss. …………………………………..……….. 23 

I-2-6-1- Classification systématique …………...………………………………… 23 

I-2-6-2- Noms communs ……………..………………………………………….. 24 



                                                                                                                                      SOMMAIRE 

 

 
I-2-6-3- Description botanique ……………………………………...…………… 24 

I-2-6-4- Utilisation en médecine traditionnelle …………………..……………… 25 

I-2-6-5- Toxicité ……………………………………………..…………………... 25 

I-2-7- Etudes phytochimiques antérieures sur le genre Euphorbia …….…………… 25 

Chapitre II- Généralités sur les isoflavonoïdes  

II-1- Isoflavonoïdes ……………………….........……………………………………… 42 

II-2- Biosynthèse des isoflavonoides …………………………………………………... 42 

II-3- Classification des isoflavonoïdes …………………..…………………………….. 44 

II-4- Distribution des isoflavonoïdes ……………………..……………………………. 45 

II-5- Activités biologiques des isoflavonoïdes ……………….………………………… 45 

Chapitre III- Etudes phytochimiques  
 

III-1- Etude phytochimique de l’espèce Erinacea anthyllis Link…………….…….…... 46 

III-1-1- Extraction ……..………...………………………………………….………. 46 

III-1-2- Fractionnement et purification des extraits AcOEt et n-BuOH………...…... 47 

III-1-3- Identification structurale des composés isolés ……………………………... 48 

III-1-3-1- Identification structurale du composé Ea1 ………..……………...…… 49 

III-1-3-2- Identification structurale du composé Ea2 ………..……………...…… 60 

III-1-3-3- Identification structurale du composé Ea3 ………..……………...…… 70 

III-1-3-4- Identification structurale du composé Ea4 ………..……………...…… 76 

III-1-3-5- Identification structurale du composé Ea5 ………..………….…..…… 81 

III-1-3-6- Identification structurale du composé Ea6 ………..…………….…..… 88 

III-1-3-7- Identification structurale du composé Ea7 ………..………….……..… 94 

III-1-3-8- Identification structurale du composé Ea8 ………..………….……..… 102 

III-1-3-9- Identification structurale du composé Ea9 ………..………….…..…… 107 

          III-1-3-10- Identification structurale du composé Ea10 ………....……………… 113 

III-1-3-11- Identification structurale du composé Ea11 ………..…...…………… 119 

III-1-3-12- Identification structurale du composé Ea12 ………..…..….………… 128 

III-1-3-13- Identification structurale du composé Ea13 ………..…...…………… 135 

III-1-3-14- Identification structurale du composé Ea14 ………..…..….………… 142 

III-1-3-15- Identification structurale du composé Ea15 ………..…...…………… 149 



                                                                                                                                      SOMMAIRE 

 

 
III-1-3-16- Identification structurale du composé Ea16 ………..…...…………… 153 

III-1-3-17- Identification structurale du composé Ea17 ………..…...…………… 160 

III-1-3-18- Identification structurale du composé Ea18………..………………… 168 

III-1-3-19- Identification structurale du composé Ea19………..………………… 176 

III-1-3-20- Identification structurale du composé Ea20 ……….………………… 177 

III-1-3-21- Identification structurale du composé Ea21 ……..………...………… 179 

III-1-4- Conclusion ………………………………………………………………….. 185 

III-2- Etude phytochimique de l’espèce Euphorbia atlantica Coss…………………….. 189 

III-2-1- Extraction ………………………………………………………………...… 189 

III-2-2-Fractionnement et purification des extraits EP et AcOEt …………………… 190 

III-2-3- Identification structurale des composés isolés ……...……………………… 191 

III-3-3-1- Identification structurale du composé MS1…………………………… 191 

III-3-3-2- Identification structurale du composé MS2…………………………… 205 

III-3-3-3- Identification structurale des composés MS3 et MS4………………… 210 

III-3-3-4- Identification structurale du composé MS5…………………………… 214 

III-3-3-5- Identification structurale du composé MS6…...………………....….… 218 

III-3-3-6- Identification structurale du composé MS7…………………………… 224 

III-3-3-7- Identification structurale du composé MS8…………………………… 225 

III-2-4- Conclusion …………………………………………………………………….. 225 

Chapitre IV- Activités biologiques 

 

Rappel bibliographique                                                                                                                                 
 

IV-1- Stress oxydatif et anti-oxydants …………………………………………………. 228 

IV-1-1-Radicaux libres………………………………………………………………. 228 

     IV-1-2-Stress oxydant et ses conséquences biologiques ……………………………. 229 

IV-1-3-Maladies liées au stress oxydatif…………………………………………….. 229 

IV-1-4-Anti-oxydants………………………………………………………………... 229 

IV-1-4-1-Systèmes enzymatiques ………………………………………………... 230 

IV-1-4-2-Systèmes non enzymatiques……………………………………………. 230 



                                                                                                                                      SOMMAIRE 

 

 
IV-2- Activité antibactérienne ………………………………………………………….. 230 

IV-2-1- Généralités sur la thérapeutique des infections bactériennes……………….. 230 

IV-2-2- Types de bactéries infectives ………………………………………………. 231 

IV-2-3- Micro-organismes utilisés dans les tests antimicrobiens…………………… 232 

IV-2-4- Principales substances antimicrobiennes…………………………………… 234 

Résultats et discussion 
 

IV-3-Résultats et discussion………………………………………..…………………… 236 

IV-3-1- Dosage des polyphénols totaux …………………………………………….. 236 

IV-3-2- Dosage des flavonoïdes  ……………………...…………………………….. 236 

IV-3-3- Evaluation de l’activité anti-oxydante ……………………………………... 238 

IV-3-3-1- Test de piégeage du radical libre DPPH ………………………………... 238 

IV-3-3-1-a-Résultats de l’activité anti-oxydante ……………………………….. 239 

IV-3-3-1-b- Discussion de l’activité anti-oxydante par DPPH ………………… 243 

IV-3-3-2- Test de pouvoir réducteur du fer (FRAP) ………………………………. 244 

IV-3-3-2-a- Résultats du test FRAP ……………………………………………... 244 

          IV-3-3-2-b- Discussion du test FRAP …………………………………………… 245 

IV-3-3-3- Test de phosphomolybdate (PPM) ……………………………………. 246 

IV-3-4- Résultats de l’activité antibactérienne………………………………………. 247 

IV-3-4-a- Activité antibactérienne de la plante Erinacea anthyllis…………….. 247 

IV-3-4-b-Activité antibactérienne de la plante Euphorbia atlantica…………… 249 

IV-3-5-Discussion de l’activité antibactérienne …………………………………….. 251 

IV-4- Conclusion ……………………………………………………………………….. 255 

CONCLUSION GENERALE ……….………………………………………….. 257 

Chapitre V- Partie expérimentale 
 

Partie phytochimique : Extraction-purification  

et données spectrales 

 

V-1- Matériels et appareillage ……………………………………...…….…………….. 261 

V-1-1- Récolte des plantes étudiées …………………………………………………    261 

     V-1-2- Chimie extractive………………………………………………...………….. 261 



                                                                                                                                      SOMMAIRE 

 

 
V-1-2-1- Chromatographie sur couche mince (CCM) …………………………….. 261 

V -1-2-2- Chromatographie liquide sous vide (VLC) …………………...………… 261 

       V -1-2-3- Chromatographie sur colonne ouverte (CC) …….…..……..…….…...… 261 

    V-1-3- Chimie structurale ………………………………………….…......…….…… 262 

         V-1-3-1- Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN) ……..…….. 262 

         V-1-3-2- Spectrométrie de masse à haute résolution (HR-ESI-MS)………...…… 262 

         V-1-3-3- Spectrométrie UV-Visible ………………………..……...…………….. 262 

         V-1-3-4- Pouvoir rotatoire ………………………………………………...……... 262 

V-1-4- Etude de l’espèce Erinacea anthyllis Link. …………………………………. 263 

V-1-4-1- Extraction de l’espèce E. anthyllis Link. ……………………..….……. 263 

V-1-4-2- Etude de l’extrait AcOEt de l’espèce Erinacea anthyllis Link. ......…… 263 

V-1-4-2-1- Purification …………………………………………………..…… 264 

V-1-4-3-Etude de l’extrait n-butanolique de la plante E. anthyllis Link. …..…… 270 

V-1-4-3-1- Purification ………………………………………………..……… 271 

V-1-5- Composés isolés de l’espèce Erinacea anthyllis ……………………………….. 273 

V-1-6- Etude de l’espèce Euphorbia atlantica Coss. ……………………………….. 280 

V -1-6-1- Extraction de l’espèce E. atlantica Coss. ………………………………. 280 

V-1-6-2- Etude de l’extrait EP de l’espèce Euphorbia atlantica Coss. …………… 281 

V-1-6-2-1- Purification …………………………………………………………... 282 

V-1-6-3- Etude de l’extrait AcOEt de l’espèce Euphorbia atlantica Coss. ……….. 284 

V-1-6-2-2- Purification …………………………………………………………... 285 

V -1-7- Composés isolés de l’espèce Euphorbia atlantica………………………….. 288 

Partie biologique : Activités biologiques 
 

V-2- Matériel et méthodes ……………………………………………………………... 291 

V-2-1-Matériel végétal………………….…………………………………………… 291 

V-2-1-2- Préparation des extraits végétaux ……………………………………… 291 

V-2-2- Dosage des polyphénols totaux ……………………………………...……… 291 

V-2-3- Dosage des flavonoïdes ……………………………………………...……… 292 

V-2-4- Evaluation de l’activité anti-oxydante ………………………………...…….. 292 

V-2-4-1- Test de piégeage du radical libre DPPH ………………………...……... 292 

V-2-4-2- Teste de phosphomolybdate (PPM) …………………………………… 293 

V-2-4-3- Pouvoir réducteur du fer (FRAP) ……………………………………… 294 



                                                                                                                                      SOMMAIRE 

 

 
V-2-5- Analyse statistique ………………………………………………………….. 294 

V-2-6- Mise en évidence de l’activité antibactérienne ……………………………… 295 

V-2-6-1- Principe ………………………………………………………………… 295 

V-2-6-2- Technique utilisée ……………………………………………………… 295 

V-2-6-3- Matériel microbien utilisé …………………………...………………… 295 

V-2-6-4- Vérification de la pureté des bactéries …………………………………… 295 

V-2-6-5- Préparation de l’inoculum ………………………………………………... 296 

V-2-6-6- Réalisation des tests antibactériens ………………………………………. 296 

V-2-6-7- Estimation de l’activité antibactérienne des extraits …………………..… 297 

V-2-6-8- Détermination des CMI ………………………………………………….. 297 

BIBLIOGRAPHIE……………………………………………………………….... 298 

RESUME 

ABSTRACT 

 ملخص



 

 
INTRODUCTION GENERALE 

 



                                                                                                             INTRODUCTION GENERALE 

 

 

1 
 

INTRODUCTION GENERALE 

 L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a estimé que 80 % de la population en 

Afrique et Asie emploient principalement les médicaments traditionnels (drogues végétales) 

obtenus à partir de plantes aromatiques et médicinales (PAM), pour leurs soins de santé 

primaire [1]. Par ailleurs, seulement 17 % d’espèces de plantes supérieures dans le monde, ont 

été étudiées pour leur potentiel médical [2]. La diversité chimique et biologique de ces plantes 

représente une source renouvelable et potentiellement illimitée pour leur utilisation dans le 

développement de nouveaux produits cosmétiques et pharmaceutiques. 

  Les plantes aromatiques et médicinales pourraient être définies comme des espèces 

qui fournissent des médicaments pour la prévention et la lutte contre plusieurs maladies. Ces 

plantes jouent un rôle précieux et important dans les secteurs économiques, socio-culturels et 

écologiques des communautés locales dans le monde entier [3]. L'activité pharmacologique de 

ces plantes est principalement due à leur composition chimique diversifiée, qui peut être 

classée en plusieurs groupes de métabolites secondaires: alcaloïdes, glycosides, huiles 

essentielles, polyphénols, terpènes et d'autres diverses substances actives [4].  

 Dans cet ordre d’idées, les produits naturels issus de plantes aromatiques et 

médicinales pourraient être une alternative efficace afin de résoudre les problèmes de santé 

relatifs à la résistance microbienne. A cet effet, un grand intérêt a été particulièrement réservé 

à l’étude des microbes, tant du point de vue biologique, nosologique et thérapeutique durant la 

dernière décennie. Les maladies infectieuses causées par les bactéries et les champignons 

affectent des millions de personnes dans le monde. A ce sujet, des traitements à base 

d’antibiotiques ont été prescrits pour combattre ce fléau. Cependant, l’utilisation abusive et 

inadéquate des antibiotiques a régulièrement mené à l’apparition de la résistance des souches 

aux médicaments les plus communément utilisés [5, 6].  

 Il est important de signaler que les espèces réactives oxygénées (ERO) sont impliquées 

dans des processus physiologiques à des faibles quantités [7]. Cependant, l’excès de la 

production des ERO dans le corps humain peut devenir toxique pour les composants majeurs 

de la cellule, les lipides, les protéines et les acides nucléiques et donne lieu au stress oxydatif 

qui sera impliqué dans diverses pathologies [8] à savoir : les maladies neurodégénératives 
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(Alzheimer et Parkinson), le diabète, les cancers, les maladies inflammatoires, le 

vieillissement, …etc [9].  

En conséquence, le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques, 

également la toxicité des anti-oxydants synthétiques utilisés notamment comme additifs dans 

l’industrie agroalimentaire, ont conduit à la recherche de nouvelles biomolécules à partir de 

plantes aromatiques et médicinales ayant des activités antimicrobiennes et anti-oxydantes 

prometteuses. 

 L'Algérie, en raison de son climat diversifié (méditerranéen, semi-aride et saharien) et 

la nature de ses sols, possède une flore particulièrement riche et variée en plantes 

aromatiques, médicinales, toxiques et condimentaires, dont la plupart existe à l'état spontané. 

Cette flore compte environ 3000 espèces réparties dans 150 familles botaniques parmi 

lesquelles 15 % sont endémiques [10]. L’exploitation de nouvelles molécules bioactives à partir 

de ces bioressources et leur utilisation comme une alternative thérapeutique aux molécules 

synthétiques ayant des effets secondaires souvent néfastes, sont devenues parmi les objectifs 

prioritaires pour plusieurs laboratoires de recherche et les industries cosmétiques, alimentaires 

et pharmaceutiques. 

 Dans le cadre de la recherche de nouvelles molécules biologiquement actives d’origine 

végétale qui peuvent intervenir dans des applications thérapeutique, cosmétique et 

agroalimentaire, notre laboratoire a entamé depuis plus d’une dizaine d’année un programme 

de recherche destiné à l’exploitation des ressources naturelles d’origine végétale poussant 

dans les régions des Aurès et du Nord de Sahara. Les critères de sélection des plantes objets 

d’études sont basés principalement sur l’endémisme et/ou l’utilisation en médecine 

traditionnelle ainsi que pour leurs activités biologiques. Dans cet ordre d’idées, nous nous 

sommes intéressés à l’étude chimique et biologique de deux plantes médicinales nommées 

Erinacea anthyllis Link et  Euphorbia atlantica Coss. qui  appartiennent aux familles 

Fabaceae et Euphorbiaceae respectivement. Ces deux plantes n’ont pas fait antérieurement 

l’objet d’investigations chimique et biologique. 

 La famille Fabaceae est l’une des plus importantes familles de plantes supérieures [11]. 

Les plantes de cette famille sont riches en métabolites secondaires comme les alcaloïdes [12-14]
, 

saponosides [15,16] et flavonoïdes particulièrement les isoflavonoïdes qui sont une branche très 

limitée dans le règne végétal, caractérisant seulement la sous-famille Papilionoideae 
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appartenant à la famille Fabaceae [17, 18]. De plus, les plantes de cette famille possèdent des 

activités biologiques intéressantes telles que: antidiarrhéique, estrogénique et/ou anti-

estrogénique, anti-oxydante et antimicrobienne, un effet préventif dans le cas des cancers du 

sein et de la prostate, ainsi que dans celui du colorectal et aussi elles ont des propriétés 

insecticides [19-22]. 

 La famille Euphorbiaceae est l'une des plus grandes familles de plantes à fleurs [23]. 

L'ethnomédecine des Euphorbiaceae est très diversifiée, cette diversité est due à la présence 

d'une large gamme de métabolites secondaires incluant les triterpènes, diterpènes et 

polyphénols [24-26],  qui rend la plupart de ses espèces toxiques ou thérapeutiques. D’ailleurs, 

quatre espèces du genre Euphorbia à savoir : E. guyoniana Boiss. et Reut.,  E. retusa Forsk., 

E. bupleuroides Desf. et E. pterococca Brot. ont été déjà étudiées au niveau de notre 

laboratoire. Ces investigations ont conduit à l’isolement et l’identification de plus de 90 

composés dont 24 structures sont nouvelles [26-31]. La recherche bibliographique démontre la 

richesse des plantes du genre Euphorbia en métabolites secondaires et met en évidence leurs 

activités biologiques importantes: analgésique, anti-inflammatoire, cytotoxique, 

antibactérienne et anti-oxydante [32-34]. 

 Cette thèse de doctorat sera divisée en cinq grands chapitres: 

 Le premier chapitre de cette thèse concerne tout d'abord l’étude bibliographique des  

plantes objet de notre recherche. Cette étude commence par une description botanique de la 

famille Fabaceae, le genre Erinacea et l’espèce Erinacea anthyllis Link, description qui 

permet de positionner cette espèce dans la systématique des plantes Fabaceae. Elle se poursuit 

également par les travaux de chimie antérieurs relatifs à plusieurs espèces de la tribu 

Genisteae de la famille Fabaceae. La deuxième plante Euphorbia atlantica Coss. suit le même 

enchainement d’idées incluant une description botanique (famille: Euphorbiaceae, genre: 

Euphorbia et espèce E. atlantica) et les études chimiques antérieures sur les espèces du genre 

Euphorbia. 

 Le deuxième chapitre a trait à l’étude des isoflavonoïdes en présentant leur définition, 

biosynthèse, classification, distribution et propriétés biologiques. 

 Le troisième chapitre est consacré aux résultats phytochimiques des espèces Erinacea 

anthyllis Link et Euphorbia atlantica Coss. Ce chapitre, présente les procédures relatives à 
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l’extraction, la séparation, la purification et la caractérisation structurale des composés 

obtenus à l’état pur.  

 Le quatrième chapitre présente un rappel bibliographique sur les activités anti-

oxydantes et antibactériennes, l’analyse quantitative du contenu en polyphénols et flavonoïdes 

des différents extraits des plantes Erinacea anthyllis et Euphorbia atlantica. L’évaluation de 

l’activité anti-oxydante in vitro des extraits et fractions ainsi que des produits purs obtenus a 

été réalisée par trois différentes méthodes à savoir: le piégeage du radical libre DPPH, le test 

de phosphomolybdate PPM et le test du pouvoir réducteur du fer FRAP. L’activité 

antibactérienne des extraits des deux plantes Erinacea anthyllis et Euphorbia atlantica a été 

évaluée par la technique de diffusion en milieu solide (méthode des disques), vis-à-vis de 

quatre souches bactériennes Sataphylococcus aureus, Sataphylococcus albus, Enterobacter sp 

et Escherichia coli. A la fin de ce chapitre, les résultats obtenus sont résumés dans une 

conclusion. 

 Le cinquième chapitre résume les travaux expérimentaux réalisés dans le cadre de 

l’investigation phytochimique et l’évaluation des activités biologiques (anti-oxydante et 

antibactérienne) des extraits, des fractions et des biomolécules isolées à partir des deux 

plantes Erinacea anthyllis et Euphorbia atlantica. Les différentes méthodes chromato-

graphiques et spectroscopiques utilisées pour réaliser ce travail sont présentées. 



 

Chapitre I 

Rappel bibliographique 
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I-1- Position systématique de la famille Fabaceae 

 

La famille Fabaceae également connue sous le nom Leguminosae est l’une des plus 

importantes familles de plantes supérieures. Elle compte 19400 espèces classées en 730 

genres regroupés dans trois sous-familles (Caesalpinioideae, Papilionoideae et Mimosoideae). 

Elles poussent aussi bien en milieu tempéré que tropical [11]. 

Les plantes Fabaceae sont principalement des arbres, arbustes, lianes ou 

herbacées, parfois épineuses, à racines souvent munies de nodosités fixatrices d'azote 

atmosphérique grâce à une symbiose avec la bactérie Rhizobium [35].  

La classification botanique de cette famille se présente comme suit : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I-1-1- Etymologie 

 Le nom Fabaceae vient du nom de genre Faba en latin, qui signifie fève. Ce nom de 

genre n’est plus utilisé actuellement et a été remplacé par le nom Vicia.  

I-1-2- Distribution de la famille Fabaceae 

Les plantes de la famille Fabaceae sont distribuées dans tous les biomes terrestres. 

Leur répartition est cependant variable selon la sous-famille : 

 Les Papilionoideae sont cosmopolites et se retrouvent presque dans tous les milieux du 

globe terrestre.  

 Les Caesalpinioideae occupent surtout les régions tropicales et subtropicales de 

l’Amérique, Afrique et Asie. 

Règne :  Plantae 

Embranchement : Spermatophyta 

Sous embranchement : Angiospermae 

Classe : Eudicotyledonae 

Sous-classe : Rosidae 

Ordre : Fabidées 

Sous-ordre : Fabales 

Famille : Fabaceae 

Sous-famille: Papilionoideae 
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 Les Mimosoideae dominent les régions tropicales et subtropicales et colonisent aussi les 

zones arides et semi-arides de l’Afrique, Amérique et Australie [36]. 

 

I-1-3- Caractères botaniques de la famille Fabaceae 
 

 La famille Fabaceae est divisée en trois sous-familles pouvant être identifiées 

facilement par leurs fleurs. Elles ont en commun le fruit communément appelé gousse [36]. 

Les plantes Caesalpinioideae sont constituées pour la plupart d’arbres et arbustes 

tropicaux ou subtropicaux. Leurs fleurs sont irrégulières (zygomorphe) avec cinq pétales et 

des étamines visibles extérieurement.  

Les plantes Mimosoideae sont des arbres et arbustes tropicaux ou subtropicaux. Elles 

sont caractérisées par leurs fleurs petites et régulières (actinomorphes) serrées ensemble. 

L’inflorescence est en pompon et les étamines sont la partie la plus visible de la fleur. Les 

cinq pétales sont invisibles à l’œil nu et les feuilles sont composées bipennées. 

 Les Papilionoideae sont facilement reconnaissables par leurs fleurs papilionacées. La 

fleur est irrégulière (zygomorphe) et se compose de cinq pétales: l’étendard, la carène formée 

par deux pétales soudés et les deux ailes. L’étendard correspond au pétale supérieur, les 

pétales latéraux correspondent aux ailes et la carène est formée par deux pétales inférieurs. 

Les principaux caractères de ces trois sous familles sont cités dans le tableau I-1 ci-dessous: 

Tableau I-1: Principaux caractères des trois sous familles (Caesalpinioideae, Mimosoideae et 

Papilionoideae). 

 Caesalpinioideae Mimosoideae Papilionoideae 

Forme 

biologique 

 

arbre, arbuste, liane 

 

 

arbre, arbuste, liane, 

rarement aquatique 

 

herbe, arbuste, arbre, 

liane 

Fleurs 

 

zygomorphes, de 

grandes tailles 

 

 

actinomorphes, de petites 

tailles groupées 

 

 

zygomorphes, corolle 

papilionacée, fleurs 

groupées en grappes, en 

épis ou en panicules 

Fruit sec déhiscent (gousse) sec déhiscent (gousse) 

 

sec déhiscent (gousse) 

 

Pétales imbriqués valvaires imbriqués 
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Sépales 

 

 

libres 

 

soudés avec les pétales 

 

soudés à la base formant 

le calice 

 

Feuilles 

 

 

composées bipennées, 

ou pennées, rarement 

simples ou unifoliées 

 

composées bipennées 
alternes, simples ou 

composées pennées 

Etamines 

 

varient de 1 à 10 

rarement plus 

10 n étamines, le plus 

souvent plus de 100 

 

10 étamines soudées par 

leurs filets, ou 9 soudées 

par leurs filets et 1 libre 

 

I-1-4- Intérêts économique et thérapeutique des Fabaceae 

 Les intérêts des Fabaceae ont été démontrés dans plusieurs études et nombreuses 

espèces de cette famille sont utilisées comme plantes alimentaires, fourragères ou comme 

fertilisants verts [37, 38]. En outre, les plantes de cette famille sont utilisées en médecine 

traditionnelle pour traiter diverses maladies. On citera [39] : 

 Les graines de la plante Retama raetam Forsk sont fraîchement broyées et appliquées en 

cataplasme contre les étourdissements. 

 Les plantes Astragalus armatus Willd., Astragalus gombiformis Pomel et Crotalaria 

saharae Coss. sont utilisées contre les morsures de serpents et de scorpions. 

 Les feuilles de Genista saharae Coss. & Dur. sont utilisées comme tisane pour traiter les 

troubles digestifs 

 Les parties aériennes de la plante Genista microcephala Coss. & Dur. sont utilisées par 

voie orale pour le traitement des vers intestinaux, des intoxications alimentaires et des 

infections microbiennes. Les feuilles de cette plante sont réduites en poudre et appliquées 

localement pour soigner les cicatrisations des blessures. 

 La décoction des racines de l’espèce Ononis natrix L. est employée pour traiter l’arthrite 

rhumatoïde, les problèmes de prostate, les coliques néphrétiques et les troubles digestifs 

ainsi que la constipation.  

 

 

 



Chapitre I                                                                                                       

                                                                                                                            Rappel bibliographique 

  

8 
 

I-1-5- Présentation du genre Erinacea 

 Le genre Erinacea se présente sous forme d’arbrisseau formant des buissons arrondis 

avec de longues épines, les feuilles entières sont opposées sauf les supérieures, le calice poilu 

et les fruits mûrs sont d'environ 15-20 mm de longueur. Ce genre ne contient qu'une seule 

espèce nommée Erinacea anthyllis Link ou Erinacea pungens Boiss [40]. 

I-1-6- Espèce Erinacea anthyllis Link 

I-1-6-1- Etymologie 

Le nom Erinacea vient du mot latin Erineus (rameaux piquants), qui prend la forme 

d'un hérisson. 

I-1-6-2- Classification systématique 

L’espèce Erinacea anthyllis Link est classée comme suit [41]: 

 

I-1-6-3- Distribution de l’espèce Erinacea anthyllis 

            L’espèce Erinacea anthyllis Link pousse dans les lieux arides des hautes montagnes. 

Elle se rencontre dans les Pyrénées Orientales en France, Espagne, en Afrique du Nord-Ouest 

(Maroc, Algérie et Tunisie) [42], l'Est de la Péninsule ibérique [43] et en Corse [40]. En Algérie, 

on trouve cette espèce dans les Aurès, les hautes montagnes de Bellezma et les montagnes du 

Hodna, de Djelfa, Babors et Djurdjura [10]. 

I-1-6-4- Noms communs 

 L’espèce Erinacea anthyllis est désignée sous plusieurs noms vernaculaires et avec 

différentes langues [10, 44] : 

Famille: Fabaceae 

Sous-famille: Papilionoideae 

Tribu:   Genisteae 

Genre: Erinacea 

Espèce Erinacea anthyllis Link 

  



Chapitre I                                                                                                       

                                                                                                                            Rappel bibliographique 

  

9 
 

En Français : Genêt bleu, Genêt hérisson, Cytise hérisson 

En anglais : Hedgehogbroom 

En Espagnol : Piornoazul ou Cojín de monja 

En Arabe : Kedad, Chedida, Zaaket el maïz, Azamrouy et Awajdam 

En Berbère : Azzou, Azezzou 

I-1-6-5- Description botanique 

Erinacea anthyllis Link (Figure I-1) est un sous-arbrisseau de 10 à 25 cm formant des 

coussinets hémisphériques rendus épineux par les rameaux stériles [10].  

 

Figure I-1 : Erinacea anthyllis Link 

Les fleurs papilionacées, disposées en 

petites grappes axillaires d’une à trois 

fleurs grandes et bleu violacées ont un 

pédoncule court, portant des bractées et des 

bractéoles petites et foliacées.  

 

Les feuilles peu nombreuses ont  quelque 

fois trois folioles petites pubescentes, 

soyeuses et vite détachées de la tige. 
 

 

 Le légume, oblong, linéaire, sessile, velu 

et argenté contient quatre à six graines sans 

strophioles. 
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Le calice est tubuleux à cinq dents 

subégales. 

 

 

 

 

  Le stigmate est capité. 

 

 

 

 Les pétales sont étroits et longuement onguiculés. 

 Les étamines sont monadelphes. 

I-1-6-6- Usage traditionnel de l’espèce Erinacea anthyllis Link 

Erinacea anthyllis Link est connue en milieu rural notamment par son utilisation 

médicinale pour le traitement des douleurs rhumatismales. Elle est collectée par les femmes 

âgées et guérisseuses. 

Selon CAUVET (1925), l’espèce Erinacea anthyllis Link ou «chedida» est susceptible 

de provoquer des entérites chez le chameau [45]. Par ailleurs, d’autres études ont signalé la 

toxicité de cette  espèce [46]. 

Nous citons aussi d’autres utilisations locales dans des habitations rurales berbères, 

après séchage à l’air libre des parties aériennes de cette plante, comme éléments de 

préchauffage ou de préparation du feu, à cause de leur caractère combustible, ainsi que son 
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utilisation très fréquente comme outil de balayage des maisons traditionnelles berbères et 

aussi comme plante fourragère pour les animaux domestiques [47]. En outre, dans la région du 

Siroua au Maroc, cette espèce est utilisée comme source de mellifère [48]
.
 

I-1-7- Etudes chimiques antérieures sur la tribu Genisteae 

Plusieurs plantes de la tribu Genisteae ayant fait l'objet de nombreuses investigations 

phytochimiques et pharmacologiques, ont montré la richesse de cette tribu en alcaloïdes 

spécifiquement les alcaloïdes à noyau quinolizidine qui sont parmi les métabolites secondaires 

abondants dans cette tribu [49]. En outre, la tribu Genisteae est remarquablement riche en 

flavonoïdes et isoflavones, particulièrement la daidzéine et la génistéine qui sont des 

marqueurs chimiotaxonomiques de cette tribu, connus pour leurs activités antioxydantes et 

oestrogéniques remarquables [50, 51]. 

I-1-7-1- Alcaloïdes 

Les alcaloïdes sont des substances organiques d'origine naturelle (végétale ou animale) 

contenant un ou plusieurs atomes d’azote avec un caractère basique de degré plus ou moins 

fort [52]. La diversité structurale de ces composés a conduit à plusieurs intérêts thérapeutiques 

et activités pharmacologiques. 

L’investigation phytochimique de l’espèce Laburnum watereri a conduit à l’isolement 

d’un seul alcaloïde quinolizidine nommé cytisine-12-carboxy-éthyl ester (1) [53]. Ce composé 

est trouvé dans plusieurs espèces de la tribu Genisteae telles que: Genista lydia, Lahurnum 

anagyroides, Laburnocytisus adamii, Petteria ramentacea, Retama sphaerocarpa, Spartium 

junceum, Teline canariensis, Teline gomerae, Argyrocytisus battandieri et Echinospartum 

horridum [53].  

 

           L’étude de la plante Petteria ramentacea (Sieber) C. Presl a abouti à l’identification de 

20 alcaloïdes de type quinolizidine et un alcaloïde dipipéridyle: ammodendrine (2), N-
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méthylcytisine (3), déhydrocytisine (4), cytisine (5), hydroxycytisine (6), α-isolupanine (7), 

5,6-déhydrolupanine (8), rhombifoline (9), lupanine (10), hydroxy-N-méthylcytisine (11), N-

O-acétylcytisine (12), cytisine-12-carboxy-méthyl ester (13), cytisine-12-carboxy-éthyl ester 

(1), thérmopsine (14), N-formylcytisine (15), N-acétycytisine (16), anagyrine (17), 13α-

hydroxylupanine (18), épibaptifoline (19) et baptifoline (20) (Figure I-2). Leurs structures ont 

été identifiées par la chromatographie en phase gazeuse GC et la chromatographie en phase 

gazeuse couplée à la masse GC/MS [54].  

 

Figure I-2: Composés isolés de l’espèce  Petteria ramentacea 

Un alcaloïde nommé (-)-6α-hydroxylupanine (21) a été isolé des parties aériennes de 

la plante Lygos raetam Var. sarcocarpa [55]. 
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L’étude des tiges et des feuilles des deux espèces Genista lobelii DC. et G. salzmannii 

DC. par chromatographie capillaire en phase gazeuse a abouti à l’identification de sept 

alcaloïdes de type quinolizidines nommés spartéine (22), lupanine (10), 5,6-déhydrolupanine 

(8), anagyrine (17), cytisine (5), N-méthylcytisine (3) et ammodéndrine (2) [56].  

 

             Deux esters alcaloïdiques et un alcaloïde quinolizidine ont été trouvés dans l’espèce 

Genista cinerea (Vill.) DC.: 13α-(3',4'-diméthoxybenzoyl)oxylupanine (cineverine) (23), 13α-

(3-hydroxy-cis-oct-5-énoyl)oxylupanine (cineroctine) (24) et 13α-hydroxylupanine (18). Il est 

à noter que les esters alcaloïdiques se rencontrent principalement dans la section Spartioides 

du genre Genista [57]. 

 

 

 

La purification de l'extrait méthanolique des feuilles de Cytisus monspessulanus L. par 

GC/MS a mené à l'isolement et l'identification de sept alcaloïdes dont deux sont des stéréo-

isomères aphyllidines (25 et 26), N-méthylcytisine (3), cytisine (5), aphylline (27), anagyrine 

(17), (+)-2,3-déhydro-10-oxo-α-isospartéine (28) [58]. 
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L’investigation phytochimique des parties aériennes de Genista ephedroides DC. a 

abouti à l’isolement de cinq alcaloïdes quinolizidines: retamine (29), anagyrine (17), lupanine 

(10), 17-oxoretamine (30) et 12-α-hydroxylupanine (31) [59]. 

 

           L'étude réalisée sur l'espèce Genista quadriflora Munby, a mis en évidence la présence 

de 18 alcaloïdes, dont cinq sont des alcaloïdes pipéridines dérivés de l'acide aminé lysine et 

13 alcaloïdes quinolizidines [60]. 

Alcaloïdes pipéridines: N-méthylpelletiérine (32), pelletiérine (33), N-méthylanabasine (34), 

hystrine (35) et N-méthylammodendrine (36). 
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Alcaloïdes quinolizidines: déhydroepilupinine (37), α-isospartéine (38),  spartéine (22), N-

méthyltétrahydrocytisine (39), β-isospartéine (40), tétrahydrocytisine (41), lusitanine (42), 

10α-hydroxyméthylspartéine (43), aphyllidine (25), rhombifoline (9), anagyrine (17), 

pohakuline (44) et baptifoline (20). 

 

 

I-1-7-2- Flavonoïdes 

           Les flavonoïdes constituent une très large classe de produits naturels isolés des plantes 

terrestres et marines. Ces molécules aromatiques appartenant à la famille des polyphénols 

possèdent un rôle fondamental au niveau des intéractions plante/environnement [61]. La 

diversité des fonctions chimiques de ces composés induit à de nombreuses propriétés 

thérapeutiques reconnues dans le domaine de la phytothérapie [62]. 
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De nombreuses études phytochimiques menées sur les espèces de la tribu Genisteae, 

ont montré la richesse de cette dernière en flavonoïdes particulièrement les isoflavonoïdes. Ci-

dessous, nous allons citer quelques exemples de flavonoïdes et isoflavonoïdes isolés de la 

tribu Genisteae. 

 Lupinus albus L. [63]  
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 Genista morisii Colla [50]. 
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La présence des flavones, flavonols et isoflavones est observée dans plusieurs espèces 

de la tribu Genisteae (Tableau I-2) [64]: 

Tableau I-2 : Composés isolés de la tribu Genisteae 

Espèce Isoflavone Flavone Flavonol 

Adenocarpus foliolosus (Aiton) 

Chronanthus biflvrus (Desf.) 

Cytisus scoparius L. (Link.) 

C. battundieri Maire 

C. sessilifolius L. 

C. patens L. 

C. cantubricus (Wink.) 

C. grandiforus DC 

C. eriocarpus R. Br. 

C. welwitschii (Boiss. & Reut.) 

C. purgans (L.) Boiss. 

C. commututus (Willk.) Briq. 

C. plutycurpos Maire 

C. proliferus L. 

Chumaecytisus smyrnueus Boiss. 

C. heuffelii Nierzb. 

C. hirsutus L. 

C. albus (Hacq.) Rothm.  

Da, Gn, 5MGn 

Gn, 5MGn 

Gn 

Da, Gn 

- 

- 

- 

- 

Gn 

Da, Gn 

Da, Gn 

Da, Gn 

- 

Da, Gn, Fm 

Da, Gn 

- 

- 

Gn 

-. 

- 

- 

- 

Lu, Ap 

Lu, Ap 

- 

- 

Lu 

Lu, Ap 

- 

- 

Lu, Ap 

Lu 

- 

- 

Lu 

- 

- 

Km 

- 

Km 

- 

Fs 

- 

Fs 

Fs 

Km 

Fs 

Fs 

Fs 

Qu, Km, Fs 

Qu 

Fs 

- 

Fs 

Fm, formononétine (70); Km, kaempférol (71); Qu, quercétine (72); Ap, apigénine (73); Fs, 

fisétine (74);  Da, daidzéine (64); Gn, génistéine (45); 5MGn, 5-O-méthylgénistéine (62); Lu, 

lutéoline (67).   
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L’étude phytochimique réalisée sur la plante Echinosparum horridum (M.Vahl) 

Rothm. a conduit à l’isolement de six métabolites secondaires nommés formononétine (70), 

daidzéine (64), génistéine (45), biochanine A (75), 5-O-méthylgénistéine (62) et 5-O-méthyl-

biochanine A (76) [65]. 

 

I-2- Position systématique de la famille Euphorbiaceae 

La famille Euphorbiaceae est l'une des plus grandes familles de plantes à fleurs, elle 

comprend environ 300 genres, 49 tribus et 10 000 espèces [23, 66] regroupées dans cinq sous-

familles (Phyllanthoideae, Oldfieldioideae, Acalyphoideae, Crotonoideae et Euphorbioideae) 

[67]. Cette famille est classée la sixième famille la plus diversifiée parmi les angiospermes, 

après les Orchidaceae, Asteraceae, Fabaceae, Poaceae et les Rubiaceae [68]. 
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Elle présente la classification suivante  [69]:  

 

 

 

 

 

 

 

 

I-2-1- Etymologie 

Le mot Euphorbia proviendrait d’euphorbium, le nom donné par le roi et érudit 

Berbère Juba II à la drogue médicinale préparée à partir du latex  de la plante Euphorbia 

resinifera O.Berg, en l'honneur de son médecin grec Euphorbus au 1er siècle [70]. 

I-2-2- Caractères botaniques de la famille Euphorbiaceae 

 Les Euphorbiaceae sont distribuées principalement dans les régions tropicales et 

subtropicales du monde [71]. Les espèces de cette famille sont des plantes herbacées annuelles 

ou vivaces, lianes, arbustes ou des arbres, dont certaines sont succulentes [72]. 

 Les feuilles sont généralement alternes ou simples, souvent très réduites dans les 

espèces succulentes. Certains genres et espèces ont des feuilles opposées et palmées. 

 Les inflorescences sont très variées: des grappes, des épis, des panicules et des 

cymeuses mais le genre Euphorbia, forme un type très particulier d’inflorescence. 

 Les fleurs sont unisexuées avec ou sans périanthe. Les fleurs mâles à étamines soudées 

ou ramifiées et les fleurs femelles sont à trois carpelles uniovulés ou à deux carpelles 

biovulés. 

 Le fruit est une capsule tricoque à déhiscence loculicide, septicide ou encore un 

schizocarpe à déhiscence explosive. 

 Les graines sont pourvues d'une caroncule et les styles sont bifides ou plumeux [10,  73].   

 

Règne :  Plantae 

Embranchement : Spermatophyta 

Sous embranchement : Angiospermae 

Classe : Dicotyledonae 

Sous-classe : Dialypétales 

Ordre : Euphorbiales 

Famille : Euphorbiaceae 

Sous-famille: Euphorbioideae 
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I-2-3- Ethnomédecine des Euphorbiaceae 

            Selon Seigler (1994) [74], l'ethnomédecine des Euphorbiaceae est très diversifiée. Cette 

diversité est due à la présence d'une large gamme de métabolites secondaires inhabituels. 

I-2-3-1- Effets toxiques des Euphorbiaceae 

La toxicité des Euphorbiaceae a été démontrée dans plusieurs travaux par exemple, la 

plante Ricinus communis L. contenant la ricine, cette dernière est une protéine considérée 

comme l'une des substances les plus toxiques d'origine végétale [75], tandis que la plante 

Jatropha curcas L. est signalée à être relativement toxique [76]
. D'autres espèces de la famille 

Euphorbiaceae comme Euphorbia tirucalli L., Euphorbia leuconeura Boiss. et Jatropha 

curcas L. sont connues pour leurs effets co-cancérogènes en favorisant la division cellulaire 

excessive de la tumeur [77-79]. 

En 1987, Rizk [80] a répertorié quelques espèces appartenant à la famille 

Euphorbiaceae ayant des caractéristiques d'empoisonnement: poison pour les poissons 

(Euphorbia tirucalli L. et Euphorbia inaequilatera Sond), poison pour les êtres humains 

(Euphorbia ledienii A. Berger, Euphorbia heterophylla L., Euphorbia cooperi NEBr., 

Euphorbia candelabrum Kotschy, Euphorbia virosa Willd., Euphorbia poissonii Pax, 

Euphorbia unispina NEBr et Euphorbia venenifica Tremaux) et poison pour les animaux 

domestiques (Euphorbia caputmedusae L., Euphorbia silenifolia (Haw.) Sweet et Euphorbia 

ingens Boiss.). 

I-2-3-2- Effets thérapeutiques des Euphorbiaceae  

De nombreuses espèces de la famille Euphorbiaceae sont connues pour leur utilisation 

en médecine traditionnelle pour guérir diverses maladies telles que: le cancer, le diabète, la 

diarrhée, les maladies cardiaques, les hémorragies, l'hépatite, le paludisme, les maladies 

ophtalmiques, les rhumatismes et la gale. Ci-dessous, nous allons citer les propriétés 

thérapeutiques de quelques plantes de la famille Euphorbiaceae  : 

Acalypha indica Linn : Le jus frais des feuilles mélangé avec du sel est appliqué sur 

l'eczéma des mains et des pieds. Le mélange des feuilles de cette plante et le jus de citron vert 

est employé comme remède contre les brûlures [81]. 
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Croton banplandianum Baill: Son latex est appliqué pour traiter de la gale et les plaies 

mais la pâte des feuilles de cette plante est utilisée pour arrêter le saignement des blessures 

[81]. 

Euphorbia neriifolia Linn : Le latex des feuilles fraîches de cette plante est frotté sur 

la peau pour guérir les blessures et les boutons [81]. 

Euphorbia dracunculoides Lamk : Le jus des feuilles de cette espèce est utilisé par 

certaines tribus en Asie pour tuer les poux chez l'homme ainsi que chez l'animal [81]. 

Chrozophora rottleri (Geis.) : Les graines de cette plante sont utilisées pour leurs 

propriétés émétiques et corrosives [82]. 

Euphorbia macroclada Boiss.: Le latex de cette espèce est utilisé comme antipyrétique 

contre le paludisme, les verrues et les morsures de serpents et scorpions et analgésique pour 

soulager les maux de dents et traiter la cicatrisation des plaies, l'eczéma et les infections 

fongiques [83]. 

Bridelia airyshawii P.T.Li: Les fruits mûrs sont comestibles, la poudre d'écorce est 

utilisée comme remède contre le diabète et pour réduire le poids corporel [84]. 

Euphorbia bupleuroides Desf. : La décoction des racines de cette plante est employée 

par les populations locales comme anti-inflammatoire. 

Euphorbia guyoniana Boiss. & Reut. : Le latex de cette plante est utilisé pour attaquer 

les verrues et extirper les épines. On l’applique également sur les morsures et piqûres 

venimeuses [85]. 

Euphorbia retusa Forsk : Le latex de cette espèce est préconisé comme remède contre 

les verrues et pour extirper les épines. Il est aussi employé, en application sur les cils, contre 

le trichiasis. Au Maroc, on l’applique également sur les morsures et piqûres venimeuses [85]. 

I-2-4- Intérêt économique de la famille Euphorbiaceae 

La famille Euphorbiaceae comprend plusieurs espèces qui ont un grand intérêt 

économique, comme la plante Ricinus communis L. qui est utilisée comme une source d'huile 

de ricin, Manihot esculenta Crantz, qui fournit un tubercule et une farine pour la nourriture 

dans les pays tropicaux. Hevea brasiliensis Willd. est un arbre à caoutchouc [84, 86]. Toutefois, 

nombreuses espèces de cette famille sont cultivées comme plantes ornementales : Euphorbia 

pulcherrima Willd. ex Klotzsch, Euphorbia milii Des Moul., Codiaeum variegatum (L.) 

Rumph. Ex A. Juss. et Dalechampia scandens L. [87]. 
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I-2-5- Présentation du genre Euphorbia 

Le genre Euphorbia est l’un des plus grands genres de la famille Euphorbiaceae. Il est 

classé le troisième parmi les genres de plantes à fleurs après les astragales (Fabaceae) et le 

genre Psychotria (Rubiaceae), avec environ 2000 espèces réparties à travers le monde et 

principalement dans les régions tropicales, subtropicales et les régions tempérées chaudes [88].  

Le genre Euphorbia est caractérisé par un latex blanc. Il est distribué dans toute la plante dans 

une série de tubes à partir de cellules simples ou de cellules groupées par la fusion de 

plusieurs cellules. Le caractère laticifère des euphorbes est considéré comme un marqueur 

taxonomique dans les comparaisons systématiques entre et au sein des familles [89].  

           Les plantes du genre Euphorbia sont des herbes, arbustes ou des arbres vivaces ou 

annuels. Ces espèces peuvent être succulentes ou non succulentes et la plupart d’espèces 

succulentes sont endémiques à l'Afrique [90]. 

 Les feuilles sont simples rarement stipulées  

 Les fleurs unisexuées et groupées en inflorescence complexe (cyathes) sont disposées 

en ombelles feuillées. 

 La capsule tricoque est très généralement déhiscente.  

 Les tiges des euphorbes sont très courtes, couchées, très ramifiées, étalées en cercle 

sur le sol.  

 Le cyathe très petite (moins de 2 mm) est constitué par une fleur femelle centrale et 

cinq cymes exiguës de fleurs males, réduites en général à une étamine, le tout est 

enveloppé dans un involucre cupuliforme à 4-5 lobes présentant une glande charnue 

de forme variable.  

 Les carpelles sont soudés en ovaire à 3 loges uniovulées.  

 Le fruit (schizocarpe) est une capsule tricoque explosif.  

 Les graines sont quadrangulaires portant de petits tubercules et dépourvues de 

caroncules [10, 91]. 

I-2-6- Espèce Euphorbia atlantica Coss. 

I-2-6-1- Classification systématique 

Les botanistes ont classé l’espèce Euphorbia atlantica Coss. comme suit [10, 73] : 
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Famille :  Euphorbiaceae 

Sous famille :  Euphorbioideae 

Tribu :  Euphorbieae 

Sous tribu :  Euphorbiinae 

Genre :  Euphorbia 

Espèce :  Euphorbia atlantica Coss. 

I-2-6-2- Noms communs 

Selon Frank Bisby (2013) [92], l'espèce Euphorbia atlantica Coss. possède 13 

synonymes : Euphorbia clementei subsp. clementei, Tithymalus atlantis (Maire) Soják, 

Euphorbia tetuanensis Pau, Euphorbia clementei f. hozmariensis, Euphorbia clementei var. 

angustifolia, Euphorbia atlantica var. major, Euphorbia atlantis f. major, Euphorbia atlantis 

var. major, Euphorbia atlantis var. leiocarpa, Euphorbia atlantis Maire, Euphorbia clementei 

var. maroccana, Euphorbia clementei f. maroccana et Euphorbia atlantica var. leiocarpa. 

Cette espèce est connue aussi dans les régions versant-nord du Djurdjura occidental 

parmi les éboulis calcaires sous le nom vernaculaire Er’radin et elle a un autre nom ancien 

Euphorbia verruccosa Desf [93]. Dans la région des Aurès, elle est connue sous le nom 

Hanghouthe.  

I-2-6-3- Description botanique 

Euphorbia atlantica Coss. (Figure I-3) est une plante vivace, multicaule. Les tiges sont 

décombantes puis redressées et simples de 20 à 30 cm [10, 93]. 

 Les feuilles oblongues sont obtuses ou un peu aigués, atténués vers la base, sessiles, 

ciliolées et légèrement dentées aux bords. 

 Les ombellaires et les florales sont arrondies.  

 Les lobes de l’involucre sont ovales-oblongs et ciliés. 

 Les capsules sans ailes sont lisses ou non.  

 Les styles sont soudés au moins sur la moitié de leur longueur. 
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Euphorbia atlantica Coss. Feuilles Capsule 

 

Figure I-3: Euphorbia atlantica Coss. 

Euphorbia atlantica Coss. pousse dans les rocailles des montagnes des Aurès, du 

Djurdjura et des Babors [10].  

I-2-6-4- Utilisation en médecine traditionnelle 

Euphorbia atlantica Coss. est une plante médicinale utilisée par la population locale 

des Aurés pour extirper les épines et les verrues. La décoction des racines de cette plante est 

employée comme anti-inflammatoire. 

I-2-6-5- Toxicité 

L’epèce Euphorbia atlantica Coss. est utilisée en Espagne, France, Angleterre et en 

Irlande comme un pescicide (poison pour les poissons). Cette utilisation est due à la présence 

de composés comme l’euphorbone, l’esculétine, et des acides organiques (tannoide) dans le 

latex des euphorbes en général, qui affectent le système nerveux central du poisson induisant 

l’élargissement de sa vessie natatoire et par conséquent sa mort [94].  

I-2-7- Etudes phytochimiques antérieures sur le genre Euphorbia 

De nombreuses études phytochimiques réalisées sur les espèces du genre Euphorbia 

ont montré la présence d'une haute teneur en composés diterpéniques et triterpéniques 

(tétracycliques ou pentacycliques), stéroïdes, glycérols et en composés phénoliques 
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notamment les flavonoïdes et les esters aromatiques. Les huiles essentielles ont été aussi 

mises en évidence. 

Etant donné la richesse du genre Euphorbia en métabolites secondaires, ainsi que 

l’utilisation de ses espèces en médecine traditionnelle,  notre laboratoire a étudié quatre 

plantes de ce genre (E. guyoniana, E. retusa, E. bupleuroïdes et E. pterococca). Ces 

investigations ont permis l’identification de plus de 90 métabolites secondaires se répartissant 

en diterpènes, triterpènes et composés phénoliques [26-31]. Pour cela, nous nous sommes limités 

aux travaux qui concernent les études réalisées depuis 2014. 

 Euphorbia cyparissias L. 

L'étude phytochimique effectuée sur la plante entière Euphorbia cyparissias L. a 

conduit à l’isolement et l’identification de deux nouveaux diterpènes à squelette jatrophane, 

nommés cyparissins A (77) et cyparissins B (78). Leurs structures ont été établies par RMN 

1D et 2D et la spectrométrie de masse [95]. 

 

 Euphorbia dracunculoides Lam. 

A partir de l'extrait éther de pétrole des parties aériennes de l'espèce Euphorbia 

dracunculoides Lam., deux nouveaux diterpénoïdes de type myrinsol, euphordracunculins A 

(79) et euphordracunculins B (80), ainsi que trois dérivés connus euphorprolitherine B (81), 

proliferins A (82) et B (83) ont été isolés et caractérisés par les différentes méthodes 

spectroscopiques [96]. 
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 L’investigation phytochimique de l'extrait acétone aqueux de la même espèce a donné 

un nouveau diterpénoïde polyester de type premyrsinane, 3β-O-isobutyryl-5α-O-benzoyl-

7β,13β-di-O-acétyl-17-O-nicotinoylpremyrsinol (84) et deux analogues connus, euphorbia-

loids C (85) et D (86). Les structures moléculaires de ces composés ont été identifiées par  

spectroscopie de masse ESI-MS, RMN 1D et 2D et par comparaison avec les données 

rapportées dans la littérature [97].  
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Une autre étude effectuée sur les parties atériennes de la plante E. dracunculoides 

Lam. a fourni six triterpènes dont deux sont nouveaux : acide 3β-O-[α-L-(2',3',4'-O-triacétyl)-

rhamnopyranosyl]-aleuritolique (87), acide 3β-O-[α-L-(2',3'-O-diacétyl)-rhamnopyranosyl]-

aleuritolique (88), 24-méthylènecycloart-3β-ol (89), cycloeucalénol (90), cycloart-23Z-ène- 

3β,25-diol (91) et euphol (92) [98]. 

 

 

 Euphorbia osyridea Bioss. 

L'investigation chimique réalisée sur l’espèce Euphorbia osyridea Bioss. aussi appelée  

Euphorbia lateriflora Schumach. & Thonn a mené à l’isolement de trois nouveaux diterpènes 

à squelette jatrophane: 2,7,9,14-tétra-acétyl-3-benzoyl-8-butanoyl-5,15-dihydroxy-6(17),11 

(E)-jatrophadiène (93), 2,7,9,14-tétra-acétyl-3-benzoyl-8-propanoyl-5,15-dihydroxy-6(17),11 

(E)-jatrophadiène (94) et 2,7,9,14-tétra-acétyl-3-benzoyl-8-acétyl-5,15-dihydroxy-6(17),11 

(E)-jatrophadiène (95), ainsi que trois triterpènes connus betuline (96), 24-méthyl-

ènecycloart-3β-ol (89) et cycloart-23Z-ène-3(β),25-diol (91) [99]. 
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 Euphorbia cooperi N.E.Br. 

Un diterpène de type phorbol à squelette tigliane: 12-déoxyphorbol-13-isobutyrate-16-

angelate-20-acétate (97) et deux triterpènes : euphol (92) et obtusifoliol (98) ont été isolés 

pour la première fois à partir de la fraction chloroformique du latex de la plante Euphorbia   

cooperi N.E.Br [100]. 

 

 Euphorbia polyacantha Boiss. 

 A partir de l’extrait acétate d’éthyle des tiges de l’espèce Euphorbia polyacantha 

Boiss., en plus de trois polyphénols connus: acide 3,4,3'-tri-O-méthylellagique (99) et acide 

3,3',4,4'-tétra-O-méthylellagique (100) et aloe emodin (101), une nouvelle anthraquinone 
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nommée 1,8-dihydroxy-3-(hydroxyméthyl)-5-méthoxyanthracène-9,10-dione (102) a été 

isolée et élucidée par RMN multi-impulsionnelle et spectrométrie de masse [101].  

 

 Euphorbia schimperianas Scheele 

      Quatre composés ont été isolés à partir de la plante Euphorbia schimperiana 

Scheele : 3β-cycloartènol (103), chrysine (104), qurecétine-7-O-β-D-glucoronside (105) et 3-

méthylqurecétine-7-O-β-D-glucoronside (106). Leurs structures ont été élucidées par diverses 

méthodes spectroscopiques (la spectrométrie de masse et la résonance magnétique nucléaire) 

et aussi par la comparaison avec les données de la littérature [102].  

 

 Euphorbia macrostegia Boiss. 

 La purification de l’extrait éther de pétrole obtenu à partir de l’espèce Euphorbia 

macrostegia Boiss. a conduit à l’isolement et l’identification de six métabolites secondaires 
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incluant trois triterpènes: 24-méthylènecycloartan-3β-ol (89), butyrospermol (107) et 3β-

cycloarténol (103) et trois diglycérides : 1,2-di-O-α-linolenoyl-sn-glycerol (108), 1-O-

linoléoyl-3-O-palmitoyl-sn-glycérol (109) et 1-O-α-linolénoyl-2-O-palmitoyl-sn-glycérol 

(110) [103].  

 

Euphorbia cuneatav VHL 

 

 Les travaux réalisés sur les parties aériennes de l’espèce E. cuneatav VHL ont permis 

d’isoler huit composés nommés naringénine (111), aromadendrine (112), apigénine (73), 

acide gallique (113) 3'-O-méthoxylutéoline-7-O-rhamnoglucoside (114), apigénine-7-O-

galactoside (115),  kaempférol (71) et quercétine (72) [25]. 
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 Euphorbia thymifolia Linn 

 L’investigation phytochimique de l’extrait méthanolique de l’espéce E. thymifolia a 

abouti à l’isolement de deux flavanols isomères : catéchine (116) et épicatéchine (117) [104].  

 

 Euphorbia geniculata Ortega 

 L'étude chimique de cette plante a conduit à la purification de trois triterpènes 

nouveaux appelés genicunolide A (118), genicunolide B (119) et genicunolide C (120) [105]. 

 

 Euphorbia ebracteolata Hayata 

 L'étude réalisée sur les racines de l'espèce Euphorbia ebracteolata a mis en évidence 

la présence d’un nouveau acétophénone nommé ebractéolataine C (121) [106]. 
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 Euphorbia antiquorum L. 

 A partir des parties aériennes de la plante E. antiquorum trois nouveaux néolignanes 

ont été isolés: 7S,8S-4,9-dihydroxy-3,5,3',9'-tétraméthoxy-7-O-5',8-O-4'-néolignane (122), 

7S,8S-4,9-diacétyl-3,3',9'-triméthoxy-7-O-5',8-O-4'-néolignane (123) et 3'-hydroxycléomisco-

sine B (124). Leurs structures ont été déterminées par analyse spectroscopique, y compris 

RMN 1D, RMN 2D et HR-ESI-MS [107].  

 

 Euphorbia fischeriana Steud. 

             L’étude phytochimique réalisée sur l’espèce E. fischeriana a conduit à l’isolement et 

l’identification de quatre diterpènes nommés fischeriolide A (125), fischeriolide B (126), 

fischeriolide C (127) et fischeriolide D (128). La structure du composé fischeriolide D (128) a 

été déterminée par analyse des rayons X [108].  

 

http://www.ipni.org/ipni/idPlantNameSearch.do;jsessionid=A52670ADF45012579BB6739520FB8445?id=346510-1&back_page=%2Fipni%2FeditSimplePlantNameSearch.do%3Bjsessionid%3DA52670ADF45012579BB6739520FB8445%3Ffind_wholeName%3DEuphorbia%2Bfischeriana%26output_format%3Dnormal
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 Euphorbia hirta L. 

L’investigation chimique réalisée sur l’espèce Euphorbia hirta a abouti à l’isolement et 

l’identification de sept coumarines à savoir umbelliférone (129), 6,7,8-triméthoxyl-coumarine 

(130), scoparone (131), scopolétine (132), isoscopolétine (133), esculétine (134) et 

daphnoretine (135) et quatre lignanes incluant (-)-pinorésinol (136), (+)-syringarésinol (137), 

(-)-pinorésinol glucoside (138) et (+)-syringarésinol glucoside (139) [109]. 
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 Euphorbia wallichii Hook. f. 

         Un dérivé coumarine nommé 8-éthylcarboxylate-9-diéthylcarboxylate-11-ol-10,11-Z-

2,3-dihydroxy dihydrocoumarine (140) et deux composés connus quercétine (72) et 

glycéraldéhyde (142) ont été isolés à partir de la plantes entière  Euphorbia wallichii. Leurs 

structures ont été déterminées par analyse spectroscopique (RMN et ESI-MS) et par 

comparaison avec les données rapportées dans la littérature [110].  

 

 Euphorbia golondrina L.C. Wheeler  

           L’étude des huiles essentielles contenues dans la plante Euphorbia golondrina a 

conduit à l'identification de 23 composés, en utilisant la chromatographie en phase gazeuse 

couplée  à la spectrométrie de masse (GC-MS) [111]. 
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 Euphorbia condylocarpa M. Bieb.  

Quatre flavonoïdes ont été isolés à partir des parties racinaires de la plante Euphorbia 

condylocarpa incluant apigénine (73), isorhamnétine-3-O-rutinoside (165), quercétine-3-O-

glucoside (166) et kaempférol-3-O-rutinoside (167) [112]. 

 

 Euphorbia supina Raf. 

L’étude phytochimique effectuée sur la plante Euphorbia supina a mené à 

l’identification de neuf composés à savoir : acide gallique (113), quercétine (72), kaempférol 

(71), quercétine-3-O-hexoside (168), quercétine-3-O-pentoside (169), kaempférol-3-O-

hexoside (170), kaempférol-3-O-pentoside (171),  nodakenine (172) et acide protocatechuique 

(173) [113]. 
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 Euphorbia guyoniana Boiss. & Reut.  

L'utilisation de la chromatographie en phase liquide à haute performance (CLHP) a 

permis l'isolement de deux flavonoïdes et un tanin gallique: Quercétine-3-O-β-D-glucuronide 

(174), kaempférol-3-O-β-D-glucuronide (175) et 1,2,6-tri-O-galloyl-β-D-glucose (176). Ceci 

à partir des parties aériennes de l’espèce Euphorbia guyoniana [114]. 

 

 Euphorbia bupleuroides Desf. 

L’étude chimique réalisée sur l’espèce Euphorbia bupleuroides a permis l’isolement et 

l’identification de 20 métabolites secondaires dont trois sont nouveaux (177, 179 et 180). Ces 

composés se répartissent en [30] :  

 Deux diterpènes de types phorbol et ent-abiétane 4,20-didéoxy(4α)phorbol-12-benzoate-

13-isobutyrate (177) et jolkinolide E (178), respectivement. 
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 Deux triterpènes à squelette ergostane : 3β,7β-dihydroxy-4α,14α-diméthyl-8β,9β-époxy-

5α-ergosta-24(28)-ène (179) et obtusifoliol (98) 

 Huit triterpènes cycloartaniques : 25-hydroperoxycycloartan-3β-ol (180), 25-hydroperoxy-

cycloart-23E-èn-3β-ol (181), 3β-hydroxycycloart-25-èn-24-hydroperoxyde (182), cycloart-

23Z-ène-3β,25-diol (91), cycloart-3β,24,25-triol (183), 3β-cycloarténol (103), 24-méthyl-

ènecycloartan-3β-ol (89) et cycloeucalénol (90).  

 

 

 Deux phytostérols : β-sitostérol (184) et daucostérol (185) 

 Deux coumarines : scopolétine (132) et cléomiscosine C (186) 

 Deux lignanes : hedyotisol A (187) et hedyotisol B (188) 

 Deux flavanes : (-)-catéchine (116) et (-)-gallocatéchine (189) 
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 Euphorbia pterococca Brot. 

L’étude de l'extrait acétonique de la plante Euphorbia pterococca a permis la 

détermination structurale de 15 composés. 4 triterpenes à squelette cycloartane nouveaux : 

cycloartényl-2'E,4'E-decadiénoate (190), cycloartényl-2'E,4'Z-decadiénoate (191), 24-

méthylènecycloartanyl-2'E,4'Z-tetradecadiénoate (192), 24-oxo-29-norcycloartanyl-2'E,4'Z-

hexadecadiénoate (193), 9 triterpènes tetracycliques connus cycloartényl acétate (194), 3β-

cycloarténol (103), cycloarténone (195), 24-méthylènecycloartan-3β-ol (89), 24-méthylène-

cycloartanone (196), cycloeucalénol (90), obtusifoliol (98), β-sitostérol (184), daucostérol 
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(185),  et deux composés phénoliques méthyl gallate (197) et phloroacétophénone 4-O-β-D-

glucopyranoside (198) [31]. 
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II-1- Isoflavonoïdes 

             Les isoflavonoïdes sont des composés phénoliques d’origine naturelle. 

Structurellement et biogénétiquement, ils sont étroitement liés aux composés flavonoidiques 

qui sont des dérivés de 1,3-diphénylpropane. Ils sont caractérisés par la migration du noyau B 

en position 2 vers la position 3. Par ailleurs, les isoflavonoïdes ont une distribution très 

limitée dans le règne végétal et sont presque entièrement limités à la sous-famille 

Papilionoideae de la famille Fabaceae. Cette spécificité est probablement due à la présence 

dans cette famille de l’enzyme responsable du réarrangement du 2-phénylchromone 

(flavanone) au 3-phényl-chromone (isoflavone) [17]. 

II-2- Biosynthèse des isoflavonoïdes 

Les isoflavonoïdes sont synthétisés par la voie des phénylpropanoïdes, une branche 

trouvée dans tout le règne végétal et aboutissant à une grande variété de métabolites 

secondaires, y compris des flavonoïdes, des tanins condensés, des monolignols et des 

stilbénoïdes  [115]. 

La première étape de la voie des phénylpropanoïdes est la phénylalanine ammoniaque 

lyase (PAL), qui catalyse l’élimination de l’ammoniac à partir de la phénylalanine pour 

produire la phénylalanine cinnamate. Cette dernière est convertie en p-coumarate en présence 

de l'enzyme cinnamate 4-hydroxylase (C4H). La dernière étape de cette voie (Figure II-1) est 

la conversion du p-coumarate en p-coumaroyl-CoA par la 4-coumarate-CoA ligase (4CL)        

[116, 117].  

Figure II-1 : Formation de p-Comaroyl-CoA 

Tous les flavonoïdes et isoflavonoïdes sont construits à partir d'un squelette de la 

chalcone, qui est synthétisé en présence de la chalcone synthase CHS. Cette enzyme intervient 

dans la cyclisation intramoléculaire d’une molécule de p-coumaroyl-CoA et 3 malonyl-CoA 
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pour former une chalcone tétrahydroxybicyclique (naringénine chalcone), mais les plantes de 

la famille Fabaceae produisent en plus un trihydroxychalcone (chalcone isoliquiritigénine) 

grâce à l'activité couplée de CHS et la chalcone réductase (CHR) [118]. La cyclisation des deux 

chalcones (naringénine et isoliquiritigénine) se fait par l’enzyme chalcone isomérase (CHI) 

responsable de la cyclisation spontanée des chalcones intermédiaires pour former le noyau 

flavone [119] (Figure II-2). 

 

Figure II-2 : Formation du noyau flavone 

La première étape impliquée dans la voie de biosynthèse des isoflavonoïdes est la 

migration du noyau B en position 2 à la position 3. Cette réaction est catalysée par l'enzyme 

isoflavone synthase (IFS), qui mène immédiatement au produit 2-hydroxyisoflavanone        

[120, 121]. Ce dernier est déshydraté en présence de l’enzyme hydroxyisoflavanone 2-

déshydratase (HID) pour donner les isoflavones correspondantes génistéine et daidzéine 

(Figure II-3) qui sont métabolisées en différentes sous-classes d’isoflavonoïdes [122]. 
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Figure II-3 : Formation des isoflavonoïdes (génistéine et daidzéine) 

II-3- Classification des isoflavonoïdes 

Il existe plusieurs sous-classes d’isoflavonoïdes, divisées selon le degré d’oxydation et  

la présence ou l’absence d’hétérocycles supplémentaires. On indiquera les isoflavones, 

isoflavanols, isoflavanones, isoflavanes, roténoides, ptérocarpanes, coumaranochromones et 

les 3-arylcoumarines (Figure II-4) :  

 

Figure II-4 : Différentes sous classes d’isoflavonoïdes 
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II-4- Distribution des isoflavonoïdes 

Les isoflavonoïdes constituent une branche distinctive de flavonoïdes. Ils sont présents 

dans la plupart des parties de plantes (racines, rhizomes, bois, écorce, graines et parfois dans 

les feuilles et les fleurs) [123]. 

La distribution des isoflavonoïdes est très limitée dans le règne végétal. Plus de 90% 

des isoflavones se retrouvent dans la famille Fabaceae et particulièrement dans la sous famille 

Papilionoideae [124, 125], mais elles sont également présentes dans un large éventail d’espèces 

végétales phylogénétiquement éloignées, à savoir: 18 familles d'angiospermes (13 familles de 

dicotylédones et 5 familles de monocotylédones), 2 familles de gymnospermes et une famille 

de bryophytes [124]. 

II-5- Activités biologiques des isoflavonoïdes 

De nombreuses études ont mis en évidence les activités biologiques des 

isoflavonoïdes. La plupart de ces composés pourrait être bénéfique ou préjudiciable, en 

fonction des circonstances spécifiques. Les isoflavonoïdes sont des produits naturels qui 

jouent un rôle important dans la nutrition humaine comme agents protecteurs de la santé, ils 

sont impliqués dans diverses fonctions biologiques par différentes voies. Structurellement ou 

fonctionnellement, ils sont similaires à l'oestrogène, exerçant les deux propriétés 

oestrogéniques et anti-oestrogéniques dans divers tissus cellulaires [126, 127]. 

Différentes études épidémiologiques dont le but est l’exploitation des rôles des 

isoflavones dans la santé humaine ont montré des effets de régulation immunologique et ont 

permis la réduction du risque de certains cancers, maladies cardiovasculaires et maladies 

épidermiques. Les isoflavonoïdes semblent aussi être actifs dans la prévention de 

l'ostéoporose et l'obésité, ainsi que le soulagement des symptômes de la ménopause. 

Cependant, d'autres études ont échoué à démontrer ces effets [128]. 

Les isoflavonoïdes ont un grand impact dans la résistance aux maladies de plantes en 

raison de leur activité antimicrobienne [129-131]. 

D’autres tests sur le soja utilisant l’homme comme modèle biologique (test clinique) 

ont montré que les flavonoïdes, et notamment les isoflavones, permettent de réduire le taux de 

cholestérol (LDL) [132]. Aussi, elles ont d’autres activités biologiques que nous citons ci-

après : activité antiproliférative [133], activité anti-inflammatoire [134], activité anti-oxydante, 

une cytotoxicité contre des cellules cancéreuses [135] et activités neuroprotectrices [136]. 
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III-1- Etude phytochimique de l’espèce Erinacea anthyllis Link  

III-1-1- Extraction 

  Les parties aériennes et racinaires de la plante Erinacea anthyllis Link (1500 g) sont           

séchées et broyées finement puis mises à macérer dans le mélange (EtOH/H2O:70/30). Cette 

macération est répétée 2 fois avec renouvellement du solvant et dure dans chaque cas 48 

heures. Après filtration et concentration non à sec à 40 °C, la phase aqueuse obtenue (500 ml) 

est extraite par l’éther de pétrole (5 x 150 ml), l’acétate d’éthyle (5 x 150 ml) et enfin par le n-

butanol (5 x 150 ml). Les trois phases organiques ainsi obtenues (EP, AcOEt et n-BuOH) sont 

séchées sur sulfate de sodium (Na2SO4) anhydre puis filtrées et concentrées à sec sous 

pression réduite, ce qui a donné 1 g de l’extrait éther de pétrole,  10,7 g de l’extrait acétate 

d’éthyle et 50 g de l’extrait n-butanolique. Les différentes étapes d'extraction sont présentées 

dans la figure III-1. 

 

Figure III-1: Schéma d’extraction de la plante entière Erinacea anthyllis Link 
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III-1-2- Fractionnement et purification des extraits AcOEt et n-BuOH 

Les CCM réalisées sur les trois extraits obtenus (EP, AcOEt et n-BuOH) en utilisant 

plusieurs systèmes d’élution révèlent la richesse des extraits acétate d’éthyle et n-butanolique 

en produits comparativement à l’extrait éther de pétrole. Ce qui nous a conduit à choisir les 

deux extraits AcOEt et n-BuOH pour notre investigation phytochimique. 

➢ Extrait AcOEt 

7,0 g de l’extrait AcOEt sont soumis à une chromatographie liquide sous vide (VLC) 

en utilisant le gel de silice en phase normale comme phase stationnaire. L’élution est effectuée 

par le mélange de solvants EP/AcOEt (100-0 à 0-100), puis par un gradient de méthanol dans 

l’acétate d’éthyle (0-100 à 100-0). Les CCM obtenues sont visualisées sous la lumière UV à 

254 nm puis révélées à l’acide sulfurique et chauffage. Les fractions présentant le même profil 

CCM sont réunies pour donner 8 fractions majoritaires. 

L'utilisation en alternance des différentes techniques chromatographiques employées 

dans notre laboratoire a mené à l’isolement de 17 composés (Figure III-2). 

 

Figure III-2 : Schéma de purification de l’extrait AcOEt de l’espèce Erinacea anthyllis 
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➢ Extrait n-BuOH 

7 g de l’extrait n-BuOH sont fractionnés sur gel de silice en phase inverse RP-18 par 

chromatographie liquide sous vide (VLC). L’élution est réalisée par le mélange de solvants 

(H2O/MeOH : 80-20 % à 0-100 %). A l’issu de ce fractionnement primaire, 7 fractions sont 

recueillies. Plusieurs techniques de purification ont été appliquées pour isoler quatre 

composés purs (Figure III-3). 

 

Figure III-3 : Schéma de purification de l’extrait n-BuOH de l’espèce Erinacea anthyllis 

III-1-3- Identification structurale des composés isolés 

            Les produits isolés de 1 à 21 ont été caractérisés par différentes méthodes 

spectroscopiques RMN 1D du proton et du carbone-13, RMN 2D (COSY H-H, HSQC J-

modulé, HMBC et NOESY) et spectrométrie de masse à haute résolution HR-ESI-MS et ESI-

MS, UV, la mesure du pouvoir rotatoire, ainsi que par comparaison avec les données de la 

littérature. 
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III-1-3-1- Identification structurale du composé Ea1 

 

 Ce composé est isolé sous forme d'une poudre blanche amorphe soluble dans l'acétone. 

Il présente une tache visible sous la lumière UV à 254 nm et se colore en marron après 

révélation de sa CCM par une solution d’acide sulfurique et chauffage à 100 °C. Il s’agit d’un 

nouvel isoflavonoïde appelé Erinasone A. 

Le spectre UV de ce composé enregistré dans le méthanol (Figure III-4) indique deux 

bandes d’absorption à 262 nm (Bande II) et 332 nm (Bande I) caractérisant la présence d'un 

composé phénolique de type isoflavonoïde [137]. 

 

Figure III-4: Spectre UV du composé Ea1 

Le spectre de masse à haute résolution HR-ESI-MS du composé Ea1 enregistré en 

mode négatif (Figure III-5) montre la présence des pics d'ions pseudomoléculaires à m/z = 

367,0785 [M-H]- (calc. C20H15O7, 367,0818) et 735,1729 [2M-H]-.   
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Figure III-5: Spectre de masse HR-ESI-MS (mode négatif) du composé Ea1 

 Son spectre de masse à haute résolution HR-ESI-MS obtenu en mode positif présente 

des pics d'ions pseudomoléculaires à m/z = 369,1005 [M+H]+ (calc. C20H17O7, 369,0974) et 

759,1702 [2M+Na]+ (Figure III-6), indiquant une masse moléculaire égale à 368 uma 

correspondant à une formule brute en C20H16O7.  

 

Figure III-6: Spectre de masse HR-ESI-MS (mode positif) du composé Ea1 

 L’analyse combinée des spectres RMN 1H (Figure III-7), COSY H-H (Figure III-8) et 

HSQC J-modulé (Figure III-9) du composé Ea1 montre la présence de : 

➢ Un signal sous forme de singulet d’intégration 1H à δH  8,22 caractéristique du proton H-2 

d’une isoflavone. Son carbone résonne à δC 154,2 selon l’expérience HSQC J-modulé 

[138]. 
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Figure III-7 : Spectre RMN 1H du composé Ea1 (Acétone-d6) 

➢ Deux signaux sous forme de doublet chacun correspondant à quatre protons aromatiques 

d’un système A2X2 à  δH 6,91 (2H) et 7,46 (2H) avec une constante de couplage J = 8,3 

Hz traduisant un couplage de type ortho. Selon le spectre COSY (Figure III-8), ces 

protons appartiennent à un même système de spins, attribuables aux protons H-3'/H-5'et 

H-2'/H-6' respectivement du cycle B d’une isoflavone [137]. Leurs carbones sont détectés 

par l’analyse du spectre HSQC à δC 115,7 (C-3' et C-5') et 130,9 (C-2'/C-6'). 

 

Figure III-8 : Spectre COSY H-H du composé Ea1 
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➢ Un proton aromatique sous forme de singulet à δH 6,44 corrélant avec son carbone à δC 

89,3 sur le spectre HSQC J-modulé. 

➢ Trois signaux sous forme de singulet d'intégration 1H chacun à δH 13,58, 8,55 et 4,23, 

ne montrant aucune tache de corrélation sur le spectre HSQC J-modulé correspondent 

à trois groupements hydroxyles (3 x -OH).  

➢ Un groupement méthylène à δH 3,52 (d, J = 8,6 Hz) et δH 3,31 (d, J = 8,6 Hz). Son 

carbone est assigné par l’analyse du spectre HSQC à δC 73,3. 

➢ Deux protons oxyméthines à δH 5,82 (d, J = 5,7 Hz/δC 79,3) et δH 4,84 (d, J = 5,7 Hz/ 

δC 92,2). 

➢ Un groupement méthyle à δH 1,42, son carbone est détecté par l’expérience HSQC J-

modulé à δC 24,4. 

Figure III-9: Spectre HSQC du compose Ea1 

 L’identification structurale du composé Ea1 est débutée par la localisation du proton  

H-2 (8,22 ppm, s) caractéristique des isoflavonoides, qui montre des corrélations HMBC avec 

quatre carbones quaternaires résonant à 181,8 (C-4), 159,9, 123,7 et 122,3 ppm. Le 
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déplacement chimique à 159,9 ppm est attribué aisément au carbone aromatique oxygéné C-9. 

Les deux carbones à 123,7 et 122,3 ppm correspondent aux carbones aromatiques 

quaternaires C-1' et C-3. La distinction entre ces deux carbones est facile du fait que les 

protons H-3' et H-5' du cycle B à δH 6,91 (d,   J = 8,3 Hz) couplent en 3J sur le spectre HMBC 

avec un carbone à δC 122,3, ne pouvant être que le carbone C-1' de l’isoflavonoïde, donc le 

carbone à δC 123,7 est attribué au carbone C-3 (Figure III-10).  

 Le spectre HMBC de ce composé permet aussi d’observer des taches de corrélation 

entre le proton H-2' et les carbones C-3 et C-6' déjà assignés et un carbone quaternaire 

oxygéné à δC 158,1. Ce dernier montre des corrélations HMBC en 2J avec les deux protons  

H-3' et H-5', ce qui nous permet de placer ce carbone en C-4' (158,1 ppm). D’autres couplages 

sont visualisés entre les protons H-3' et H-5' et les carbones C-1', C-5' et C-3' (Figure III-10). 

En outre, les carbones C-3' et C-5' à δC 115,7 présentent une tache de corrélation HMBC en 3J 

avec le proton hydroxyle à δH 8,55 (OH-4'). 

A ce niveau d'analyse tous les protons et carbones des cycles B et C ont été 

déterminés. 

 

Figure III-10 : Partie du spectre HMBC des cycles C et B 
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 L’analyse du spectre HMBC (Figure III-11) du composé Ea1 montre des couplages 

entre le proton à δH 13,58 caractéristique du groupement hydroxyle en position C-5 chélaté 

avec la fonction cétonique en C-4 et trois carbones quaternaires à δC 160,0, 106,9 et 109,3. Le 

déplacement chimique à δC 160,0 est facilement attribué au carbone oxygéné C-5 et les deux 

autres carbones resonant à δC 106,9 et 109,3 correspondent aux carbones C-6 et C-10 

respectivement [139]. D’autre part, les corrélations observées sur le spectre HMBC entre le 

proton aromatique singulet à δH 6,44 et les carbones quaternaires C-6, C-10, C-9 et C-7 (δC 

167,6) nous conduisent à assigner la position de ce proton sur le carbone C-8.  

 A ce stade d'interprétation tous les protons et carbones du cycle A ont été attribués. 

 

Figure III-11 : Partie du spectre HMBC du composé Ea1 

La présence de 11 degrés d'insaturation selon le spectre de masse ESI-MS (C20H16O7) 

dans le squelette isoflavonique et l'absence de signaux caractéristiques de doubles liaisons 

supplémentaires sur les spectres RMN 1H et 13C du composé Ea1, suggèrent qu'il reste deux 

degrés d'insaturation correspondant à deux cycles supplémentaires qu’il faut déterminer. 

L’analyse des spectres RMN 1H (Figure III-7) et COSY H-H (Figure III-8) du 

composé Ea1 indique également la présence de deux protons oxyméthines à δH 5,82 (d, J =5,7 
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Hz) et 4,84 (d, J = 5,7 Hz). Ces deux protons appartiennent à un même système de spins selon 

le spectre COSY H-H, leurs carbones sont assignés par l’expérience HSQC à δC 79,3 et 92,2 

respectivement. Il s’agit de deux groupements oxyméthines (2 x CHO).  

Les corrélations observées sur le spectre HMBC (Figure III-12) entre le proton H-1'' à 

δH 5,82 et les carbones quaternaires oxygénés à δC 160,0 (C-5) et 167,7 (C-7) du cycle A, 

nous conduisent à lier le carbone oxyméthine C-1'' avec le carbone C-6. En outre, le carbone 

C-7 montre également des corrélations en HMBC avec le deuxième proton oxymethine H-2'' à 

δH 4,84  permettant la formation d'un cycle furanique entre le carbone trisubstitué C-2" et le 

carbone C-7 du cycle A par l’intermédiaire de l’atome d’oxygène. La valeur de la constante 

de couplage J = 5,6 Hz entre les deux protons oxyméthines H-1'' et H-2'' indique qu'ils sont en 

position Cis orientés [140, 141]. 

 

Figure III-12: Corrélations HMBC au niveau du premier cycle furanique 

 Le spectre COSY H-H (Figure III-13) du composé Ea1 montre en plus des systèmes 

de spins cités précédemment, un autre système de spins à deux protons, qui visualise les 

couplages entre les deux protons géminés H-4''a (δH 3,52, d, J = 8,6 Hz) et H-4''b (δH 3,31, d, 

J = 8,6 Hz), leur carbone est déterminé par l’analyse du spectre HSQC à δC 73,1. 

 

Figure III-13 : Partie du spectre COSY H-H du composé Ea1 
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Le spectre HMBC (Figure III-14) de ce composé présente une tache de corrélation en 

3J entre le proton du troisième groupement hydroxyle à δH 4,23 et le carbone du groupement 

méthyle Me-5'' à δC 24,2 indiquant, que ces deux groupements sont portés par un même 

carbone. Ceci est confirmé par les couplages observés en HMBC (Figure III-15) entre les 

protons du groupement méthyle Me-5'' et les carbones C-2'', C-4'' et un carbone quaternaire 

oxygéné à δC 77,8 ne pouvant être que le carbone C-3'' porteur des deux groupements 

hydroxyle et méthyle. Cette analyse nous conduit à proposer le fragment structural suivant 

(Figure III-14). 

 

Figure III-14: Corrélations HMBC du composé Ea1 

 

Figure III-15: Partie du spectre HMBC montrant les corrélations  

du groupement méthyle en C-5'' 

 

Les deux protons géminés H-4"a et H-4"b couplent sur le spectre HMBC avec les 

carbones C-2", C-5" et C-3". D’autres corrélations sont visualisées sur le spectre HMBC entre 

le proton oxyméthine H-1" et le carbone C-3" et entre le proton H-2" et les carbones C-1",   
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C-4" et C-5". Les corrélations HMBC en 3J observées entre les protons H2-4" et C-1" et le 

proton H-1" et le carbone C-4" permettent de relier les carbones C-1" et C-4" par 

l’intermédiaire de l’oxygène et former le 2 éme cycle furanique de ce composé (Figure III-16). 

 

Figure III-16 : Partie du spectre HMBC du composé Ea1 

Il en résulte que la structure plane du composé Ea1 est : 

 

La structure de ce composé est confirmée par le spectre de masse qui montre un pic de 

fragmentation à m/z = 295,0609 traduisant une différence de 74 uma et indiquant ainsi le 

départ de la molécule C3H6O2 (Figure III-17 et III-18). 
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Figure III-17: Spectre de masse HR-ESI-MS (mode positif) du composé Ea1 

 

Figure III-18: Fragmentation du composé Ea1 

 La stéréochimie relative entre les deux cycles furaniques de ce composé est confirmée 

Cis par l'analyse du spectre NOESY (Figures III-19 et III-20) qui montre des effets NOEs 

entre les protons H-1'' et H-2'' ayant une orientation α. De plus, les corrélations observées 

entre les protons du groupement méthyle H3-5'' et les protons H-1'', H-2'' et H-4''a nous 

permettent d’orienter les protons H3-5'' et H-4a'' en position α. Les couplages visualisés entre 

les protons H-4b'' et OH-3'' suggèrent que leur orientation est β.  

 

Figure III-19 : Structure 3D avec des corrélations NOESY du composé Ea1 
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 Par ailleurs, les corrélations observées sur le spectre NOESY (Figure III-20) entre les 

protons H-2/H-2'/H-3'/OH-4' indiquent que ces protons sont positionnés sur le même coté. 

 

Figure III-20: Spectre NOESY du composé Ea1 

 L’ensemble de ces données spectroscopiques et la mesure de la valeur du pouvoir 

rotatoire [α]D
20 - 24,6 (C= 0,015, MeOH), nous permettent d'identifier la structure du composé 

Ea1 comme étant un nouvel isoflavonoïde prénylé nommé Erinasone A. Les valeurs de 

déplacements chimiques des protons et carbones de ce composé sont représentées dans le 

tableau III-1. 

Tableau III-1: Déplacements chimiques en RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) du 

composé Ea1 dans l’acétone deutérée. 

Position δH J (Hz) Multiplicité δC 

2 8,22 - s 154,2 

3 - - - 123,7 

4 - - - 181,8 

5 - - - 160,0 
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6 - - - 106,9 

7 - -  167,7 

8 6,44 - s 89,3 

9 - - - 159,9 

10 - - - 109,3 

1' - - - 122,3 

2' 7,47 8,3 d 130,9 

3' 6,91 8,3 d 115,6 

4' - - - 158,1 

5' 6,91 8,3 d 115,6 

6' 7,47 8,3 d 130,9 

1'' 5,82 5,7 d 79,3 

2'' 4,84 5,7 d 92,2 

3'' - - - 77,7 

4''a 

4''b 

3,52 

3,31 

8,6 

8,6 

d 

d 

73,3 

5'' 1,42 - s 24,3 

OH-5 13,58 - s - 

OH-4' 8,55 - s - 

OH-3'' 4,23 - s - 

III-1-3-2- Identification structurale du composé Ea2  

 

Le composé Ea2 est obtenu sous forme d’une huile marron visible sous la lumière UV 

à 254 nm. Il se colore en orange après révélation à l’acide sulfurique et chauffage à 100°C. Il 

s’agit d’un nouvel isoflavonoïde prénylé nommé Erinasone B. 

Le spectre UV de ce composé enregistré dans le méthanol (Figure III-21) présente une 

allure semblable à celle du composé précédent Ea1. En effet, il montre l’existence de deux 

bandes d’absorption à 285 nm (Bande II) et 340 nm (Bande I) indiquant la présence d'un 

composé flavonoidique de type isoflavonoide [137]. 
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Figure III-21: Spectre UV du composé Ea2 

Le spectre de masse à haute résolution HR-ESIMS de ce composé enregistré en modes 

négatif (Figure III-22) et positif (Figure III-23), présentent des pics d'ions pseudomoléculaires 

à m/z 391,1208 [M-H]- (calc. C23H19O6, 391,1182) et 393,1343 [M+H]+ (calc. C23H21O6, 

393,1338) respectivement, soit une masse moléculaire de 392 uma correspondant à une 

formule brute en C23H20O6, suggérant ainsi 14 degrés d'insaturation. 

Figure III-22 : Spectre de masse HR-ESIMS (mode négatif) du composé Ea2 

Figure III-23 : Spectre de masse HR-ESIMS (mode positif) du composé Ea2 
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Le Spectre RMN 1H du composé Ea2 est presque similaire à celui du composé 

précédent Ea1 au niveau des cycles A, B et C du squelette isoflavonique (Figure III-24). 

 

 

Figure III-24 : Spectres RMN 1H des composés Ea1 (Acétone-d6) et Ea2 (DMSO-d6) 

      La différence entre les deux composés Ea2 et Ea1 réside principalement dans 

l’apparition des signaux caractéristiques des protons aliphatiques et éthyléniques dans le cas 
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du composé Ea2 et la disparition des protons du groupement méthylène H2-4" et les protons 

oxyméthines H-1" et H-2" observés pour le composé Ea1. 

 Les déplacements chimiques des protons et carbones des cycles A, B et C du composé 

Ea2 sont déterminés par l’analyse combinée des spectres RMN 1H, HSQC et HMBC. Les 

protons H-3'/H-5'et H-2'/H-6' caractéristiques du cycle B (Système A2X2) sont détectés à (δH 

6,83, d, J = 8,6 Hz ; δC 114,73) et (δH 7,38, d, J = 8,6 Hz ; δC 129,82), respectivement.  

 La présence d’un système A2X2  indique ainsi une substitution du cycle B en position 

C-4'. La substitution du cycle B en position C-4' est confirmée par l’analyse du spectre 

HMBC qui montre des corrélations entre le proton du groupement hydroxyle à 9,58 ppm 

(OH-4') et les carbones C-3'/C-5'. De plus, les protons H-3'/H-5' présentent des couplages 

avec le carbone C-1' à δC 120,6 et un carbone oxygéné à δC 157,14 ne pouvant être que le 

carbone C-4' du cycle B (Figure III-25). 

 

Figure III-25 : Partie du spectre HMBC relative aux cycles B et C du composé Ea2 

L’analyse du spectre HMBC (Figure III-26) de ce composé permet la détermination 

des déplacements chimiques des carbones C-4 (δC 180,1), C-9 (δC 156,4) et C-3 (δC 122,1), à 
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partir des corrélations en 3J et 2J du proton H-2 à δH 8,36, caractéristique des isoflavonoïdes. 

Son carbone est repéré à δC 153,9 par l’expérience HSQC J-modulé. En plus, les corrélations 

HMBC (Figure III-26) observées entre le proton aromatique résonant à 6,47 ppm et les 

carbones quaternaires C-9 et C-10 déjà attribués et un carbone résonant à 157,7 ppm 

attribuable au C-7, nous conduisent à placer ce proton en position CH-8, son carbone est 

repéré par l’expérience HSQC à δC 94,1. 

En outre, le proton de l’hydroxyle en position C-5 corrèle aussi en HMBC avec trois 

carbones quaternaires résonant à δC 104,0, 105,1 et 155,6. Le déplacement chimique à 155,6 

ppm est facilement attribué au carbone aromatique oxygéné C-5. Les deux autres 

déplacements chimiques correspondent aux carbones C-6 et C-10. La distinction entre ces 

deux carbones quaternaires se fait par l’analyse du spectre HMBC qui montre une corrélation 

entre le carbone à δC 104,0 et un proton éthylénique résonant à 5,73 ppm indiquant que ce 

carbone est positionné en C-6, donc le carbone C-10 est assigné à 105,1 ppm (Figure III-26).  

A ce niveau d'analyse tous les protons et carbones des cycles A, B et C ont été 

attribués. 

 

Figure III-26 : Partie du spectre HMBC du composé Ea2 



Chapitre III                                

                                                                                                                  Etude phytochimique                                                                                                                           

 

65 
 

L’analyse des spectres RMN 1H  et HSQC du composé Ea2 indique la présence de : 

➢ Deux protons aliphatiques sous forme de multiplet et d'intégration 2H chacun à δH 

1,92 et 2,54, appartenant à un même système de spins selon l’expérience COSY H-H 

(Figure III-27), suggérant ainsi la présence d’une chaine latérale. Leurs carbones sont 

assignés par l’analyse du spectre HSQC à δC 34,2 et 37,15 respectivement. 

➢ Deux groupements méthyles sous formes de singulet chacun à (δH 1,40 ; δC 26,2) et 

(δH 2,08 ; δC 29,4). Le déblindage des protons méthyliques résonant à 2,08 ppm 

indique que ce méthyle est lié à un groupement attracteur. 

 

Figure III-27 : Spectre COSY H-H du composé Ea2 

L’analyse du spectre COSY H-H (Figure III-27) de ce composé montre également la 

présence d’un système de spins à deux protons oléfiniques à δH 5,73 et 6,67, avec une 

constante de couplage J = 10 Hz indiquant qu’ils sont en position Cis.  
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Le déplacement chimique le plus blindé à δH 5,73 est attribué au proton oléfinique     

H-2'', son carbone est déterminé par le spectre HSQC à δC 127,2 (Figure III-28). Ce proton 

présente des corrélations en HMBC avec deux carbones quaternaires C-6 déjà attribué et un 

carbone à δC 79,6 caractéristique du carbone C-3'' du cycle pyranique des isoflavonoïdes 

prénylés [142].  

 

Figure III-28 : Partie du spectre HSQC du composé Ea2 

Sur le spectre HMBC de ce composé plusieurs taches de corrélation sont observées 

entre le carbone C-3'' à δC 79,6 et les protons résonant à δH 1,40, 1,92, 2,55 et 6,67. Le 

déplacement chimique à 6,67 ppm correspond au proton oléfinique H-1'' du cycle pyranique et 

le déplacement à 1,40 ppm est attribuable à un groupement méthyle attaché au carbone C-3'' 

(Figure III-29).  

 
 

 

Figure III-29: Corrélations HMBC au niveau du cycle pyranique 
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Les deux autres signaux restant à δH 1,92 et 2,55 correspondent aux protons 

aliphatiques H2-4'' et H2-5'' d’une chaine latérale liée au carbone C-3''. Ces protons couplent 

sur le spectre HMBC (Figure III-30) avec un carbone résonant à 207,2 ppm attribué à un 

groupement carbonyle (C-6'') porteur d’un groupement méthyle terminal à δH 2,08 (H3-7''), 

son carbone est assigné par l’expérience HSQC à δC 29,4 (C-7''). Les protons de ce 

groupement (CH3-7'') corrèlent en HMBC avec le carbonyle cétonique C-6''. Ce qui nous a 

permis l’élaboration de la chaine latérale.  

 

Figure III-30 : Corrélations HMBC de la chaine latérale 

D’autres corrélations sont visualisées sur le spectre HMBC entre (Figure III-31): 

➢ Les protons méthyléniques à δH 1,92 (H2-4") et méthyliques à 1,40 (H3-8") et le 

carbone C-2" du cycle pyranique. 

➢ Les protons H2-4" et les carbones C-5" à δC 37,2 et C-8" à δC 26,2. 

➢ Les protons H2-5" à 2,55 ppm et H3-8" et le carbone C-4" à δC 34,2. 
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Figure III-31 : Partie du spectre HMBC de la chaine latérale du composé Ea2 

A l’issue de cette analyse la structure plane du composé Ea2 est établie comme suit : 

 

Il est à noter que la stéréochimie au niveau du carbone chiral C-3" demeure 

indéterminée.  

L’ensemble de ces données spectroscopiques et la mesure du pouvoir rotatoire dans le 

méthanol [α]D
20 +30,5 (C= 0,292, MeOH), nous permettent d’assigner pour le nouveau 
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composé Ea2 la structure suivante: 3"-[butan-3-on]-alpinumisoflavone, appelé aussi 

Erinasone B. 

Tableau III-2: Déplacements chimiques en RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) du 

composé Ea2 dans le DMSO-d6. 

Position δH  J (Hz) Multiplicité δC 

2 8,36 - s 153,8 

3 - - - 120,6 

4 - - - 180,1 

5 - - - 155,6 

6 - - - 104,0 

7 - - - 157,7 

8 6,47 -  s 94,1 

9 - - - 156,4 

10 - - - 105,1 

1' - - - 122,1 

2' 7,38 8,6 d 129,8 

3' 6,82 8,6 d 114,7 

4' - - - 157,1 

5' 6,82 8,6 d 114,7 

6' 7,38 8,6 d 129,8 

1" 6,67 10,2 d 114,9 

2'' 5,73 10,2 d 127,2 

3'' - - - 79,7 

4'' 1,92 - m 34,2 

5'' 2,54 - m 37,2 

6'' - - - 207,2 

7'' 2,08 - s 29,4 

8'' 1,40 - s 26,2 

OH-5 13,38 - s -  

OH-4' 9,58 - s - 
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III-1-3-3-Identification structurale du composé Ea3 

 

Ce composé de type isoflavonoïde également, est nommé Alpinumisoflavone. Il est 

obtenu sous forme d’une poudre jaune visible en UV à 254 nm, se colorant en jaune après 

pulvérisation de sa CCM par l’acide sulfurique et chauffage à 100 °C.  

Le spectre de masse HR-ESI-MS du composé Ea3 enregistré en modes négatif (Figure 

III-32) et positif (Figure III-33) révèlent des pics d'ions pseudomoléculaires à m/z 335,0889 

[M-H]- (calc. C20H15O5, 335,0919) et 337,1098 [M+H]+ (calc. C20H17O5, 337,1076). Ceci 

correspond à une masse moléculaire de 336 uma et une formule brute en C20H16O5, soit une 

différence de masse de - 56 uma par rapport au composé Ea2 déjà identifié. 

Figure III-32 : Spectre de masse HR-ESIMS (mode négatif) du composé Ea3 

Figure III-33 : Spectre de masse HR-ESIMS (mode positif) du composé Ea3 
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 Le spectre RMN 1H du composé Ea3 est presque identique à celui du composé Ea2 

(Figure III-34) au niveau des cycles A, B et C de la partie aglycone et du cycle pyranique. La 

différence entre Ea2 et Ea3 consiste en la disparition des signaux de la chaine latérale entre 

1,92 et 2,54 ppm, et l’apparition d’un signal d’intégration 6H de deux groupements méthyles 

géminés et équivalents à δH 1,43 dans le cas du composé Ea3. 

 

Figure III-34 : Spectres RMN 1H des composés Ea3 et Ea2 (DMSO-d6) 
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           Le spectre RMN 13C J-modulé du composé Ea3 (Figure III-35) présente les signaux de 

20 atomes de carbone, avec en particulier le signale du groupement carbonyle à δC 180,4. 

 

Figure III-35: Spectre RMN 13C J-modulé du composé Ea3 

            Les déplacements chimiques des protons et carbones de ce composé ont été 

caractérisés en analysant les spectres RMN 1H, HSQC J-modulé (Figure III-36) et HMBC 

(Figure III-37). En effet, la détermination du proton H-2 à (δH 8,35 ; δC 154,2) caractéristique 

des isoflavonoïdes nous permet de localiser les déplacements chimiques des carbones C-3 (δC 

122,4), C-1' (δC 121,0), C-9 (δC 155,9) et C-4 (δC 180,4). En outre, le proton H-8 à 6,48 ppm 

(δC 94,6, C-8), corrèle sur le spectre HMBC avec les carbones résonant à δC 105,0 (C-10), 

104,7 (C-6), 158,7 (C-7), C-4 et  C-9. 

 Les protons H-2'/H-6' à δH 7,38 et H-3'/H-5' à δH 6,83 typiques du cycle B para 

disubstitué ont présenté des corrélations avec un carbone oxygéné à δC 157,5 ne pouvant être 

que le carbone C-4' du cycle B. Leurs carbones sont assignés par l’expérience HSQC              

J-modulé à δC 130,1 et 115,0 respectivement. Le proton de l’hydroxyle en C-4' montre des 

corrélations HMBC avec les carbones C-4', C-3' et C-5' (Figure III-37). D’autres corrélations 

sont observées entre le proton de l’hydroxyle en position C-5 à δH 13,36 et le carbone à δC 

155,9 (C-5) ainsi qu’avec le carbone C-10. 

         A ce niveau d’analyse tous les protons et carbones des cycles A, B et C ont été assignés. 
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Figure III-36 : Spectre HSQC J-modulé du composé Ea3 

 

Figure III-37 : Spectre HMBC du composé Ea3 
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Les deux protons non attribués résonant à 6,61 et 5,80 ppm correspondent aux protons 

éthyléniques du cycle pyrane. Leur identification est réalisée aisément par l’expérience 

HMBC qui montre des corrélations entre le proton à δH 6,61 et les carbones du cycle A C-5, 

C-6 et C-7 déjà assignés, ne pouvant être que le proton H-1'' (Figure III-37). Ce proton couple 

sur le spectre COSY H-H avec le proton H-2'' résonant à 5,80 ppm (J = 10 Hz, Cis). Les 

carbones C-1'' et C-2'' sont déterminés par analyse du spectre HSQC à δC 114,5 et 129,0 

respectivement. 

Les deux protons éthyléniques H-1'' et H-2'' corrèlent sur le spectre HMBC (Figure  

III-37) avec un carbone quaternaire oxygéné repéré à 78,0 ppm (C-3''). Ce dernier présente 

également une tache de corrélation avec les protons méthyliques résonant à δH 1,43 attribués 

aux méthyles H3-4'' et H3-5'' (Figure  III-38). Leur carbone est détecté par l’analyse du spectre 

HSQC à δC 27,8. En plus, les protons des deux groupements méthyles présentent des 

corrélations avec les carbones du cycle pyrane C-3'' et C-2'' (Figure III-38). 

 

Figure III-38 : Corrélations HMBC du cycle pyranique 

A l’issue de cette analyse et en tenant compte de la formule brute de ce composé 

C20H16O5, la structure de Ea3 correspond à l’alpinumisoflavone.  
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 Les données spectrales établies et la comparaison avec les données de la littérature 

permettent d’identifier le composé Ea3 à l’alpinumisoflavone [143], antérieurement isolé des 

espèces: Lupinus albus [18], Erythrina arborescens [144], Erythrina lysistemon [145] et Erythrina 

indica [146] de la famille Fabaceae. Il est important de signaler que ce composé a été isolé pour 

la première fois dans le genre Erinacea. 

Le composé alpinumisoflavone est connu par ses activités biologiques intéressantes à 

savoir : oestrogénique et anti-oestrogénique [145], cytotoxique [146], antiproliférative [147], anti-

oxydante [148], antitumorale et anti-inflamatoire [149]. 

Tableau III-3 : Déplacements chimiques en RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) du 

composé Ea3 dans le DMSO-d6. 

Position δH  J (Hz) Multiplicité δC 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

1' 

2' 

3' 

4' 

5' 

6' 

1'' 

2'' 

3'' 

4'' 

5'' 

OH-5 

OH-4' 

8,35  

- 

- 

-  

- 

- 

6,48 

- 

- 

- 

7,38  

6,82 

- 

6,82 

7,38  

6,61 

5,80 

- 

1,43 

1,43 

13,36 

9,58 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

8,6 

8,6 

- 

8,6 

8,6 

10,1 

10,1 

- 

- 

- 

- 

- 

s 

- 

- 

- 

- 

- 

s 

- 

- 

- 

d 

d 

- 

d 

d 

d 

d 

- 

s 

s 

s 

s 

154,2 

122,4 

180,4 

155,9 

104,7 

158,7 

94,6 

156,7 

105,4 

121,0 

130,1 

115,0 

157,5 

115,0 

130,1 

114,5 

129,0 

78,0 

27,8 

27,8 

- 

- 
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III-1-3-4-Identification structurale du composé Ea4 

 

            Le composé Ea4 nommé Erysubine B se présente sous forme d'une poudre jaune 

soluble dans l’acétone. Ce composé est visible sous la lumière UV à 254 nm et se révèle en 

orange après pulvérisation à l'acide sulfurique et chauffage à 100 °C. 

L’analyse des spectres de masse HR-ESI-MS enregistrés en modes négatif (Figure   

III-39) et positif (Figure III-40) met en évidence des pics d'ions pseudomoléculaires à m/z 

351,0858 [M-H]- (calc. C20H15O6, 351,0869) et 353,1033 [M+H]+ (calc. C20H17O6, 353,1025). 

Ceci correspond à une masse moléculaire de 352 uma et une formule brute en C20H16O6, soit 

une différence de + 16 uma par rapport au composé Ea3 déjà caractérisé. 

 

Figure III-39 : Spectre de masse HR-ESIMS (mode négatif) du composé Ea4 

 
Figure III-40 : Spectre de masse HR-ESIMS (mode positif) du composé Ea4 
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         Le spectre RMN 1H du composé Ea4 enregistré dans le DMSO deuteré (Figure III-41) 

est presque similaire à celui du composé précédent Ea3. La seule différence entre Ea4 et Ea3 

réside dans la disparition du signal d’un groupement méthyle à 1,43 ppm et l’apparition de 

deux signaux résonant à δH 3,49 (2H, m) et 5,08 (1H, t, J = 5,9 Hz) dans le cas du composé 

Ea4. Ce dernier signal (5,08 ppm) ne présentant aucune tache de corrélation sur le spectre 

HSQC J-modulé correspond à un groupement hydroxyle. Les protons à δH 3,49 couplent avec 

leur carbone oxygéné à δC 67,03 selon l’expérience HSQC. 

 

 

Figure III-41 : Spectres RMN 1H des composés Ea3 et Ea4 (DMSO-d6) 
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            Le spectre COSY H-H (Figure III-42) du composé Ea4  montre en plus des systèmes 

de spins observés entre les protons H-2'/H-3' et H-5'/H-6' du cycle B et les protons H-1''/H-2'' 

du cycle pyranique, un autre système de spins à deux types de protons qui visualise le 

couplage entre le proton hydroxylique à δH 5,08 et les protons du groupement méthylène à δH 

3,49 indiquant ainsi  que l’hydroxyle et lié au carbone résonant à δC 67,03.    

 

Figure III-42: Spectre COSY H-H du composé Ea4 

 L’attachement du groupement (CH2-OH) au squelette isoflavonique est établi par 

l’analyse du spectre HMBC (Figure III-43) qui montre des corrélations entre le proton de 

l’hydroxyle à 5,08 ppm et un carbone quaternaire repéré à δC 81,2. Ce dernier couple avec le 

proton d’un groupement méthyle à 1,35 ppm (CH3-4''), suggérant aussi que le carbone à δC 

81,2 est attribué au carbone C-3'' du cycle pyranique. Ceci a été confirmé par les corrélations 

HMBC (Figure III-42) observées entre le carbone quaternaire oxygéné  C-3'' et les protons   

H-1'' (δH 6,68, d, J = 10,2 Hz), H-2'' (δH 5,73, d, J = 10,2 Hz) et H2-5'' (δH 3,49, m). Les  

carbones éthyléniques sont assignés par l’expérience HSQC à δC 115,9 (C-1'') et 126,2 (C-2''). 

 

Figure III-43: Corrélations HMBC du cycle pyranique 
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              Les déplacements chimiques des protons et carbones des cycles A, B et C sont 

déterminés par l’expérience HMBC (Figure III-44). En effet, le proton de l’hydroxyle en 

position C-5, connu par son déblindage à δH 13,34, présente des corrélations avec un carbone 

quaternaire oxygéné à 155,8 ppm attribuable au carbone C-5 et deux carbones quaternaires à 

δC 104,8 et 105,3 correspondant aux carbones C-6 et C-10. La différenciation entre ces deux 

carbones est facile du fait que le carbone à δC 104,8 montre sur le spectre HMBC une tache de 

corrélation avec le proton éthylénique H-1'' du cycle pyranique ne pouvant être que le carbone 

C-6 du cycle A, donc le deuxième carbone à δC 105,3 est attribuable au carbone C-10. 

 

 

             Figure III-44: Corrélations HMBC des cycles A et C 

  Le proton H-8 à δH  6,46 du cycle A présente des corrélations HMBC avec le carbone 

C-6 déjà attribué et deux carbones oxygénés à δC 156,7 et 159,2 correspondant aux carbones 

C-9 et C-7. La distinction entre ces deux derniers se fait par la corrélation en 3J observée sur 

le spectre HMBC (Figure III-45) entre le proton H-2 à δH 8,35 caractéristique des 

isoflavonoïdes et le carbone à δC 156,7 ne pouvant être que le carbone C-9. Il en résulte que le 

déplacement chimique à δC 159,2 est attribué au carbone C-7.  

 D’autres corrélations sont visualisées entre :  

➢ Le proton H-2 et les carbones C-4 (δC 180,4), C-3 (δC 122,4) et C-1' (δC 121,0). 

➢ Les deux protons H-2' et H-6' à δH 7,38 du cycle B para disubstitué et les carbones    

C-3'/C-5' à δC 115,0 et C-4' à δC 157,4. 

➢ Les deux protons H-3' et H-5' à δH  6,82 et les carbones C-1' et C-4'. 

➢ Le proton de l’hydroxyle en C-4' et les carbones C-4', C-3' et C-5'. 
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Figure III-45 : Spectre HMBC du composé Ea4 

  Toutes les données spectroscopiques représentées dans le tableau III-4, permettent   

d’identifier ce composé à l’Erysubine B ou hydroxyalpinumisoflavone (Ea4), isolé 

antérieurement des espèces : Erythrina poeppigiana [150] et Erythrina caffra [151] de la famille 

Fabaceae.  

 

Ce composé a été isolé pour la première fois dans le genre Erinacea. Ces données sont 

conformes à celles de la littérature [152]. Il montre une activité contre le BACE1, qui est l'une 

des enzymes de protéase responsable des la maladie d'Alzheimer [153]. En outre, il n'a pas 

présenté une activité antibactérienne contre la souche bactérienne Staphylococcus aureus 

MRSA [150]. 
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 Tableau III-4: Déplacements chimiques en RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) du 

composé Ea4 dans le DMSO-d6. 

Position δH  J (Hz) Multiplicité δC 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

1' 

2' 

3' 

4' 

5' 

6' 

1'' 

2'' 

3'' 

4'' 

5'' 

OH-5 

OH-4' 

OH-5" 

8,35  

- 

- 

-  

- 

- 

6,46 

- 

- 

- 

7,38  

6,82 

- 

6,82 

7,38  

6,68 

5,73 

- 

1,35 

3,49 

13,34 

9,58 

5,08 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

8,6 

8,6 

- 

8,6 

8,6 

10,2 

10,2 

- 

- 

- 

- 

- 

5,9  

s 

- 

- 

- 

- 

- 

s 

- 

- 

- 

d 

d 

- 

d 

d 

d 

d 

- 

s 

m 

s 

s 

t 

154,1 

122,4 

180,4 

155,8 

104,8 

159,2 

94,4 

156,7 

105,3 

121,0 

130,1 

115,0 

157,4 

115,0 

130,1 

115,9 

126,0 

81,1 

23,2 

67,0 

- 

- 

- 

 

III-1-3-5-Identification structurale du composé Ea5 
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 Le composé Ea5 nommé Erysubine A est isolé sous forme d’une poudre amorphe 

jaune soluble dans l’acétone. Ce composé est visible sous la lampe UV à 254 nm et il se 

colore en gris après pulvérisation de sa CCM par une solution d’acide sulfurique et chauffage 

à 100 °C.   

Les spectres de masse réalisés en haute résolution HR-ESI-MS enregistrés en modes 

négatif (Figure III-46) et positif (Figure III-47) montrent des pics d'ions pseudomoléculaires à 

m/z  351,0866  [M-H]- (calc. C20H15O6, 351,0869) et 353,1031 [M+H]+ (calc. C20H17O6, 

353,1025), ceci correspond à une masse moléculaire de 352 uma et une formule brute en 

C20H16O6 suggérant 13 degrés d’insaturation.  

 

Figure III-46 : Spectre de masse HR-ESI-MS (mode négatif) du composé Ea5 

 

Figure III-47 : Spectre de masse HR-ESI-MS (mode positif) du composé Ea5 

Les spectres RMN 1H (Figure III-48) des composés Ea5 et Ea3 sont presque 

semblables. La différence entre ces deux composés consiste en la disparition du proton 

oléfinique H-2" du cycle pyrane du composé Ea3 et l’apparition d’un nouveau signal à δH 

5,47 (1 H, s) ne montrant aucune tache de corrélation sur le spectre HSQC J-modulé attribué à 

un groupement hydroxyle. 
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Figure III-48 : Spectres RMN 1H des composés Ea3 et Ea5 (DMSO-d6). 

              Les valeurs de déplacement chimique des protons et carbones des cycles A, B et C 

sont déterminées par l’analyse conjointe des spectres RMN 1H, HSQC (Figure III-49) et 

HMBC (Figure III-50). A partir du proton H-2 caractéristique des isoflavonoïdes résonant à 

δH 8,49, on peut caractériser les carbones à δC 121,2 (C-3), 153,0 (C-9) et 181,7 (C-4) suite à 

leurs corrélations HMBC. Le carbone C-2 est repéré à 154,8 ppm selon l’expérience HSQC 

(Figure III-49).  
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Figure III-49 : Spectre HSQC du composé Ea5 

               De plus, la localisation du groupement méthine Sp2 CH-8 à (δH 7,38, s, δC 90,4) nous 

permet d’assigner les valeurs de déplacement chimique des carbones résonant à δC 112,8 (C-

6), 157,6 (C-7) et 105,6 (C-10). Cependant, les corrélations visualisées sur le spectre HMBC 

des protons H-2'/H-6' (δH 7,42/ δC 129,9) et H-3'/H-5' (δH 6,84/ δC 114,8) du cycle B para-

disubstitué conduisent à l’identification des carbones résonant à δC 157,1 (C-4') et 120,7 (C-

1') (Figure III-50). 

  

 

 

Figure III-50 : Corrélations HMBC du composé Ea5 
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 En outre, le spectre HMBC (Figure III-51) de ce composé montre une tache de 

corrélation entre le carbone C-6 (112,8 ppm) du cycle A et un proton éthylénique à δH 6,79 

correspondant au proton H-1" faisant partie d’une chaine prénylée, son carbone est détecté par 

l’expérience HSQC à δC  96,8. Ce proton couple en HMBC avec trois carbones quaternaires 

oxygénés résonant à δC 157,6 (C-7) déjà identifié, 157,7 et 164,7. La distinction entre les deux 

carbones à δC 157,7 et 164,7 est faite par l’analyse du spectre HMBC qui indique des 

corrélations entre les protons de deux groupements méthyles à (δH 1,53, s) et le carbone à δC 

164,7 ne pouvant être que le carbone C-2" oxygéné de la chaine prénylée (Figure III-52). Par 

conséquent, le déplacement chimique à 157,7 ppm est attribué au carbone C-5. 

 D’autres corrélations HMBC sont visualisées entre le proton du groupement 

hydroxyle résonant à δH 5,47 et les carbones C-2", C-3" (δC 65,5), C-4" et C-5" (δC 28,4) 

(Figure III-51). Ceci indique que ce groupement est lié au carbone quaternaire C-3" de la 

chaine prénylée. 

Figure III-51 : Partie du spectre HMBC du composé Ea5 
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Figure III-52 : Corrélations HMBC des protons H3-4" et H3-5" 

 En tenant compte de la masse moléculaire de ce composé M = 352 uma 

correspondant à la formule brute en C20H16O6, le nombre d’insturations déjà démontré par 

l’analyse du spectre de masse égale à 12, il reste donc à attribuer une seule insaturation 

correspondant à un cycle supplémentaire furanique résultant d’une cyclisation entre les 

carbones C-2" de la chaine prényle et C-7 du cycle A par l’intermédiaire d’un atome 

d’oxygène. Ce qui conduit à proposer la structure suivante : 

 

 L’ensemble de ces données spectroscopiques illustrées dans le tableau III-5 et la 

comparaison avec celles de la littérature [152] permettent d’élucider le composé Ea5 comme 

étant Erysubine A. Ce composé a été antérieurement isolé de l’espèce Erythrina 
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suberosa var. glabrescences [152], mais il a été identifié pour la première fois dans le genre 

Erinacea.  

Tableau III-5 : Déplacements chimiques en RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) du 

composé Ea5 dans le DMSO-d6. 

Position δH  J (Hz) Multiplicité δC 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

1' 

2' 

3' 

4' 

5' 

6' 

1'' 

2'' 

3'' 

4'' 

5'' 

OH-5 

OH-4' 

OH-3'' 

8,49  

- 

- 

-  

- 

- 

7,38 

- 

- 

- 

7,42  

6,84 

- 

6,84 

7,42  

6,79 

- 

- 

1,54 

1,54 

13,71 

9,60 

5,47 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

8,6 

8,6 

- 

8,6 

8,6 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

s 

- 

- 

- 

- 

- 

s 

- 

- 

- 

d 

d 

- 

d 

d 

s 

- 

- 

s 

s 

s 

s 

s 

154,8 

121,2 

181,7 

157,7 

112,8 

157,6 

90,4 

153,0 

105,6 

120,7 

129,9 

114,8 

157,1 

114,8 

129,9 

96,8 

164,8 

65,5 

28,4 

28,4 

- 

- 

- 
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III-1-3-6-Identification structurale du composé Ea6 

 

 Ce composé est obtenu à l'état pur sous forme d’une poudre jaune, visible sous la 

lumière UV à 254 nm. Il se colore en marron après révélation de sa CCM par l’acide 

sulfurique et chauffage à 100 °C. 

Les spectres de masse en HR-ESI-MS du composé Ea6 enregistrés en modes négatif 

(Figure III-53) et positif (Figure III-54) montrent des pics d'ions pseudomoléculaires à m/z 

365,0991 [M-H]- (calc. C21H17O6, 365,1025) et 367,1177 [M+H]+ (calc. C21H19O6, 367,1182), 

correspondant à une masse moléculaire de 366 uma et une formule brute en C21H18O6, soit 

une différence de + 14 uma par rapport au composé précédent Ea5 déjà identifié.  

 

Figure III-53 : Spectre de masse HR-ESI-MS (mode négatif) du composé Ea6 

 

 

 Figure III-54 : Spectre de masse HR-ESI-MS (mode positif) du composé Ea6 
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 Le spectre RMN 1H (Figure III-55) du composé Ea6 enregistré aussi dans le     

DMSO-d6 est presque identique à celui du composé Ea5 déjà déterminé. La différence entre 

ces deux composés concerne la disparition du signal du groupement hydroxyle OH-3'' et 

l’apparition d'un signal supplémentaire d’intégration 3H attribuable à un groupement 

méthylique à δH 3,02 dans le cas du composé Ea6, dont le déblindage de leur protons suggère 

qu'il est lié à un groupement attracteur. 

 

 

Figure III-55 : Spectres RMN 1H des composés Ea5 et Ea6 (DMSO-d6) 
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 Les déplacements chimiques des protons et carbones des cycles A, B et C ainsi que du 

cycle furanique de ce composé sont déterminés par l’analyse combinée des spectres RMN1H 

(Figure III-55), HSQC (Figure III-56) et HMBC (Figure III-57) et ils sont représentés dans le 

tableau III-6. 

 

Figure III-56 : Spectre HSQC du composé Ea6 

 

Figure III-57 : Spectre HMBC du composé Ea6 
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 En tenant compte de la différence de la masse moléculaire de 14 uma entre les deux 

composés Ea5 et Ea6, et qui se manifeste par l’apparition d’un nouveau groupement méthyle 

pour le composé Ea6 ainsi que l’absence du proton du groupement hydroxyle lié au carbone 

C-3'' dans le cas du composé Ea5, suggérant ainsi la présence d’un groupement méthoxyle 

attaché au carbone C-3".   

 La position du groupement méthoxyle en C-3" est confirmée par l’analyse du spectre 

HMBC qui montre des corrélations entre les protons du groupement méthoxyle à δH 3,02 et le 

carbone quaternaire à δC 72,4 attribuable au carbone C-3''. Ce dernier présente des couplages 

en HMBC avec les protons des deux groupements méthyles géminés H3-4'' et H3-5'' à (δH 

1,57, s; δC 24,5). D’autres corrélations HMBC sont observées entre les protons du groupement 

méthyle H3-4'' et les carbones C-5'' (δC 24,5) et C-2'' (δC 159,9) (Figure III-58). 

 

Figure III-58: Partie du spectre HMBC du composé Ea6 
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 Le spectre NOESY (Figure III-59) apporte une preuve supplémentaire quant à la 

localisation du groupement méthoxyle en position C-3" par les effets NOESY observés entre 

H3-6"/ H3-4" et H3-5" et H3-6"/ H-1".  

D’autres corrélations sont visualisées entre :  

➢ H-1"/H3-4", H3-5''.  

➢ H-2'/H-2, H-2'/H-3' et H-3'/OH-4'. 

 

Figure III-59 : Spectre NOESY du composé Ea6 

 L’ensemble de ces données spectroscopiques (Tableau III-6) nous conduit à proposer 

sans ambigüité pour ce composé la structure moléculaire suivante: 3''-O-méthylerysubine A 

ou Erythrinine D (Ea6).  
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Ce composé a été isolé précédemment de l’espèce Erythrina arborescens [154], mais il 

a été identifié pour la première fois dans le genre Erinacea. 

Tableau III-6 : Déplacements chimiques en RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) du 

composé Ea6 dans le DMSO-d6. 

Position δH  J (Hz) Multiplicité δC 

2 

3 

4 

5 

8,50  

- 

- 

-  

- 

- 

- 

- 

s 

- 

- 

- 

154,8 

121,2 

181,8 

154,1 

6 

7 

8 

9 

10 

1' 

2' 

3' 

4' 

5' 

6' 

1'' 

2'' 

3'' 

4'' 

5'' 

6'' 

OH-5 

OH-4' 

- 

- 

7,42 

- 

- 

- 

7,43  

6,85 

- 

6,85 

7,43  

6,79 

- 

- 

1,54 

1,54 

3,02 

13,71 

9,60 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

8,7 

8,7 

- 

8,7 

8,7 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

s 

- 

- 

- 

d 

d 

- 

d 

d 

s 

- 

- 

s 

s 

s 

s 

s 

105,6 

157,9 

90,5 

153,4 

112,5 

120,7 

129,9 

114,7 

157,1 

114,7 

129,9 

100,9 

159,9 

72,4 

24,5 

24,5 

50,0 

- 

- 
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III-1-3-7-Identification structurale du composé Ea7 

 

 Le composé Ea7 est obtenu sous forme d’une poudre jaune, visible sous la lumière 

UV à 254 nm. Il se colore en gris après révélation de sa CCM par l'acide sulfurique et 

chauffage à 100 °C. La pulvérisation de sa CCM par les vapeurs d’ammoniac NH3 donne une 

tache jaune ce qui nous oriente vers une structure flavonoidique pour ce composé. 

Le spectre de masse à haute résolution (HR-ESI-MS) du composé Ea7 enregistré en 

mode négatif révèle un pic d'ion pseudomoléculaire à m/z 369,0966 [M-H]- (calc. C20H17O7, 

369,0974) (Figure III-60).    

 

Figure III-60 : Spectre de masse HR-ESI-MS (mode négatif) du composé Ea7 

 Son spectre de masse à haute résolution (HR-ESI-MS) enregistré en mode positif 

présente un pic d'ion pseudomoléculaire à m/z 371,1139 [M+H]+ (calc. C20H19O7, 371,1131) 

(Figure III-61). Ceci correspond à masse moléculaire de 370 uma et une formule brute en 

C20H18O7 montrant ainsi 12 degrés d'insaturation, soit une différence de + 18 uma par rapport 

au composé déjà identifié Ea5.  
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Figure III-61 : Spectre de masse HR-ESI-MS (mode positif) du composé Ea7 

Les spectres RMN 1H et 13C du composé Ea7 montrent une similitude structurale avec 

le composé Ea5 déjà démontré au niveau des cycles A, B et C (Figure III-62 et Figure III-63). 

La différence entre ces deux composés est notablement remarquée dans l’apparition sur le 

spectre RMN 1H du composé Ea7 de trois signaux à δH 4,29, 5,31 et 5,68 dont le signal 

sortant à 5,68 ppm et ne présentant aucune tache de corrélation sur le spectre HSQC J-modulé 

correspond à un groupement hydroxyle. Les résonances observées à 4,29 et 5,31 ppm sont 

attribuées à deux protons oxyméthines selon l’expérience HSQC (Figure III-64). 

Figure III-62: Spectres RMN 1H du composé Ea5 (DMSO-d6) 
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Figure III-63: Spectre RMN 1H du composé Ea7 (DMSO-d6) 

Figure III-64: Spectre HSQC J-modulé du composé Ea7 
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           Sur le spectre RMN 13C J-modulé (Figure III-65) du composé Ea7 sont visualisés 18 

signaux correspondant à 20 atomes de carbone : 

- Un carbonyle à 180,7 ppm (C-4). 

- Six carbones aromatiques oxygénés. 

- Quatre carbones aromatiques quaternaires non oxygénés résonant à 105,4, 112,4, 

121,0 et 122,2 ppm.  

- Cinq CH aromatiques entre 88,0 et 131,0 ppm. 

- Deux groupements oxyméthines détectés à 68,3 et 99,5 ppm.  

- Deux groupements méthyles à 24,9 et 25,7 ppm. 

Figure III-65 : Spectre RMN 13C J-modulé du composé Ea7 

 Les déplacements chimiques des protons et carbones des cycles A, B et C sont 

déterminés suite à l’analyse des spectres RMN 1H, RMN 13C, COSY H-H, HSQC et HMBC. 

En effet, le proton H-2 du groupement méthine Sp2 CH à (δH 8,37, s ; δC 154,1) caractéristique 

des isoflavonoïdes couple en HMBC avec les carbones C-1' (δC 121,0), C-3 (δC 122,2), C-9 

(δC 158,4) et C-4. La présence d’un système A2X2 au niveau du cycle B para-disubstitué est 

suggérée suite aux couplages observés sur le spectre COSY (Figure III-66) entre les protons 
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H-2'/H-6' et H-3'/H-5' à (δH 7,39, d, J = 8,6 Hz) et (δH 6,82, d, J = 8,6 Hz) respectivement. 

Leurs carbones sont assignés à δC 130,1 et 115,0 respectivement selon l’expérience HSQC.  

 

Figure III-66 : Spectre COSY H-H du composé Ea7 

 L'identification des protons et carbones du cycle A est basée principalement sur le 

proton de l'hydroxyle en position C-5 à δH 13,4 qui montre des couplages sur le spectre 

HMBC avec les carbones quaternaires C-5 (δC 158,0), C-6 (δC 112,5) et C-10 (δC 105,4). Le 

signal détecté à δH 6,56 sous forme de singulet corrélant en HMBC avec les carbones C-9 déjà 

identifié et un carbone quaternaire oxygéné résonant à 166,6 (C-7), est attribué au proton 

aromatique H-8. Son carbone C-8 est repéré à 88,7 ppm selon l’expérience HSQC, indiquant 

une position ortho-dioxygénée (Figure III-67). 

  

 

 

 Figure III-67 : Corrélations HMBC des cycles A, B et C 
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             Le spectre COSY H-H (Figures III-66 et III-68) du composé Ea7 présente un système 

de spins à trois protons relatif à une chaine prénylée qui visualise les couplages entre le proton 

hydroxyle à δH 5,68 (OH-1'') et un proton oxyméthine H-1'' à δH 5,31 (dd, J = 7,2 ; 3,2 Hz), ce 

dernier couple avec un autre proton oxyméthine H-2'' à δH 4,30 (d, J = 3,2 Hz). Leurs 

carbones sont assignés par l’expérience HSQC à δC 68,3 (C-1'') et 99,5 (C-2''). Cette analyse 

nous permet de proposer l’enchainement suivant : 

 

Figure III-68 : Corrélations COSY H-H de la chaine prénylée 

           Le carbone oxyméthine C-2" (99,5 ppm) présente des corrélations HMBC en 3J avec le 

proton du groupement hydroxyle (OH-1") déjà identifié, le proton hydroxyle (OH-3") 

résonant à 4,69  ppm et des protons de deux groupements méthyliques repérés à δH 1,09 et 

1,17 ppm. L’analyse HSQC permet de caractériser leurs carbones à δC 24,9 et 25,7 

respectivement. Les protons méthyliques ainsi que le proton du groupement hydroxylique 

OH-3" corrèlent également sur le spectre HMBC avec un carbone quaternaire résonant à δC 

69,6 correspondant au carbone C-3". Ce dernier couple en HMBC avec les protons H-1" et H-

2" déjà attribués. 

          Toute cette analyse conduit à proposer l’enchainement prényle suivant (Figure III-69): 

 

Figure III-69 : Corrélations HMBC au niveau du groupement prényle 
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             Le spectre HMBC (Figures III-70 et III-71) montrant une corrélation en 3J entre le 

proton hydroxyle (OH-1") du groupement prényle et le carbone C-6 du cycle A de 

l’isoflavonoïde, permet de lier ce groupement au carbone C-6. En plus, le proton H-1" corrèle 

en 3J  sur le spectre HMBC avec le carbone C-7. 

 

Figure III-70: Corrélations HMBC mettant en évidence l’attachement du  

groupement prényle à l’aglycone en C-6 

  

 

Figure III-71: Partie du spectre HMBC du composé Ea7 

          En tenant compte de la masse moléculaire de ce composé (M = 370 uma), le 

déplacement chimique déblindé du carbone C-2" (99,5 ppm) et de la multiplicité du proton   
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H-2" (d, J = 3,2 Hz), le cycle supplémentaire se forme entre les carbones C-2" et C-7 par 

l’intermédiaire d’un atome d’oxygène conduisant ainsi à la formation d’un hétérocycle à cinq 

chainons  (Figure III-72). 

 

Figure III-72 : Structure plane du composé Ea7 

            La valeur de la constante de couplage entre les protons H-1" et H-2" (J = 3,2 Hz) 

indique qu’ils sont en position trans [154], ce qui permet de proposer les deux structures 

énantiomèriques suivantes (Figure III-73). 

 

Figure III-73 : Structures énantiomèriques 

               Toutes ces données spectrales (Tableau III-7) ainsi que la mesure du pouvoir 

rotatoire [α]D
20  = 0 indiquent qu’il s’agit d’un isoflavonoïde prénylé connu sous le nom (±)-

Erythrinine F, isolé antérieurement de l’espèce Erythrina arborescens [154]. Il est rencontré 

pour la première fois dans le genre Erinacea. 

Tableau III-7 : Déplacements chimiques en RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) du 

composé Ea7 dans le DMSO-d6. 

Position δH  J (Hz) Multiplicité δC 

2 

3 

4 

8,37  

- 

- 

- 

- 

- 

s 

- 

- 

154,1 

122,2 

180,7 
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5 - - - 158,1 

6 

7 

8 

9 

10 

1' 

2' 

3' 

4' 

5' 

6' 

1'' 

- 

- 

 6,56 

- 

- 

- 

7,39  

6,83 

- 

6,83 

7,39  

5,31 

- 

- 

- 

- 

- 

8,6 

8,6 

- 

8,6 

8,6 

8,6 

(7,2 ; 3,2) 

- 
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s 

- 

- 

- 

d 

d 

- 

d 

d 

dd 

112,4 

166,5 

88,7 

158,4 

105,4 

121,0 

130,1 

115,0 

157,4 

115,0 

130,1 

 68,3 

2'' 

3'' 

4'' 

5'' 

OH-5 

OH-4' 

OH-1'' 

OH-3'' 

4,29 

- 

1,09 

1,17 

13,40 

9,57 

5,68 

4,69 

3,2 

- 

- 

- 

- 

- 

7,3 

- 

d 

 - 

- 

s 

s 

s 

d 

s 

99,5 

69,6 

24,9 

25,7 

- 

- 

- 

- 

 

III-1-3-8-Identification structurale du composé Ea8 

 

Le composé Ea8 est purifié sous forme d’une poudre jaune soluble dans l’acétone. Il 

est visible sous la lumière UV à 254 nm et se révèle en jaune après pulvérisation de sa CCM 

par une solution d’acide sulfurique et chauffage à 100 °C. Il s’agit d’un isoflavonoïde connu 

sous le nom Ammopiptanine B. 
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 Le spectre de masse à haute résolution (HR-ESI-MS) du composé Ea8 enregistré en 

mode positif indique la présence d’un pic d’ion pseudomoléculaire à m/z 295,0586 [M+H]+ 

(calc. C17H11O5, 295,0606) (Figure III-74), correspondant à une masse moléculaire égale à 

294 uma et une formule brute en C17H10O5, reflétant une différence de masse de - 58 uma par 

rapport au composé précédent Ea5. 

Figure III-74 : Spectre de masse HR-ESI-MS (mode positif) du composé Ea8 

 Le spectre RMN 1H du composé Ea8 (Figure III-75)  est presque identique à celui du 

composé Ea5 déjà caractérisé (Figure III-76),  au niveau des cycles A, B et C et même dans le 

cycle furanique. 

 

Figure III-75 : Spectre RMN 1H du composé Ea8 
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Figure III-76 : Spectre RMN 1H du composé Ea5 

 La différence entre ces deux composés réside dans la disparition des signaux des deux 

groupements méthyles géminés et le signal du proton du groupement hydroxyle OH-3'' 

observés pour le composé Ea8. 

 L’expérience homonucléaire COSY (Figures III-77) montre des taches de corrélation 

qui permettent d’assigner les déplacements chimiques des protons H-2'/H-6' et H-3'/H-5' 

caractéristiques du cycle B para-disubstitué à δH 7,43, (d, J = 8,5 Hz) et 6,84, (d, J = 8,5 Hz) 

respectivement. Leurs carbones sont détectés par l’analyse du spectre HSQC J-modulé à δC 

129,9 (C-2', C-6'), 114,7 (C-3', C-5'), 

 

Figure III-77: Spectre COSY H-H du composé Ea8 



Chapitre III                                

                                                                                                                  Etude phytochimique                                                                                                                           

 

105 
 

 Aussi, l’expérience COSY H-H montre des corrélations entre les deux protons 

éthyléniques H-1'' à δH 7,13, (dd, J = 2,2 ; 1,0 Hz) et H-2'' à δH 8,06 (d, J = 2,2 Hz). Leurs 

carbones sont assignés par l’expérience HSQC J-modulé à δC 103,7 (C-1") et 146,1 (C-2"). 

 Le proton H-2 caractéristique des isoflavones à (δH 8,51/ δC 155,0) montre des 

corrélations sur le spectre HMBC avec les carbones C-4 (δC 181,8), C-9 (δC 153,4) et C-3 (δC 

121,2). En plus, la localisation du proton H-8 à (δH 7,45 / δC 90,54) permet d’assigner le 

carbone C-7 à δC 157,2 et les protons H-3'/H-5' à 6,84 ppm caractérisent le déplacement 

chimique du carbone C-1' à δC 120,6 selon l’expérience HMBC (Figure III-78).  

 Par ailleurs, la détermination du proton du groupement hydroxyle en position C-5 à δH 

13,83 permet d’identifier les carbones C-10 (δC 105,6), C-5 (δC 154,5) et C-6 (δC 112,1) par 

expérience HMBC. La corrélation observée en HMBC entre le proton de l’hydroxyle à 9,57 

ppm et les carbones C-3' et C-5' conduit à situer le groupement hydroxyle en position C-4' (δC 

140,7). D’autres couplages HMBC sont visualisés entre le proton éthylénique H-1" et le 

carbone C-7 et entre le proton H-2" et le carbone C-6 (Figure III-78).   

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure III-78 : Corrélations HMBC du composé Ea8 

 Le spectre NOESY (Figure III-79) de ce composé montre des effets NOE entre les 

protons proches dans l’espace incluant:  

➢ H-2', H-6' /H-3', H-5'.  

➢ H-2/H-2', H-6'.  

➢ H-3', H-5' /OH-4'.  

➢ H-1''/H-2''. 
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Figure III-79: Spectre NOESY du compose Ea8 

              L’ensemble de ces données spectrales (Tableau III-8) nous permet d’identifier sans 

ambigüité le composé Ea8 comme étant Ammopiptanine B, isolé de l’espèce 

Ammopiptanthus mongolicus [155]. Il est à noter que ce composé est rencontré pour la première 

fois dans le genre Erinacea. 

Tableau III-8 : Déplacements chimiques en RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) du 

composé Ea8 dans le DMSO-d6. 

Position δH  J (Hz) Multiplicité δC 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8,51  

- 

- 

-  

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

s 

- 

- 

- 

- 

- 

155,0 

121,2 

181,8 

154,5 

112,2 

157,2 
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8 

9 

10 

1' 

2' 

3' 

4' 

5' 

6' 

1'' 

2'' 

OH-5 

OH-4' 

7,45 

- 

- 

- 

7,43  

6,84 

- 

6,84 

7,43  

7,13 

8,06 

13,83 

9,57 

- 

- 

- 

- 

8,5 

8,5 

- 

8,5 

8,5 

2,2 ; 1,0 

2,2 

- 

- 

s 

- 

- 

- 

d 

d 

- 

d 

d 

 dd 

d 

s 

s 

90,5 

153,4 

105,6 

120,6 

129,9 

114,7 

140,7 

114,7 

129,9 

103,7 

146,1 

- 

- 

 

III-1-3-9-Identification structurale du composé Ea9 

 

 

Le composé Ea9 connu sous le nom Daidzeine se présente sous forme d'une poudre 

jaune soluble dans l’acétone. Ce composé est visible sous la lumière UV (254 nm) et se révèle 

en jaune après pulvérisation de sa CCM par une solution d'acide sulfurique et chauffage à  

100 °C. 

Les spectres de masse à haute résolution HR-ESI-MS de ce composé enregistrés en 

modes négatif (Figure III-80) et positif (Figure III-81), présentent des pics d'ions 

pseudomoléculaires à m/z = 253,0491 [M-H]- (calc. C15H9O4, 253,0501) et 255,0636 [M+H]+ 

(calc. C15H11O4, 255,0657) ; soit une masse moléculaire égale à 254 uma correspondant à une 

formule brute en C15H10O4 indiquant 11 degrés d'insaturation. 
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Figure III-80: Spectre de masse HR-ESI-MS (mode négatif) du composé Ea9 

Figure III-81: Spectre de masse HR-ESI-MS (mode positif) du composé Ea9 

L’analyse des spectres RMN 1H (Figure III-82), HSQC J-modulé (Figure III-83) et 

COSY (Figure III-84) du composé Ea9 indique la présence de: 

Un signal sous forme d’un singulet d’intégration 1H à δH  8,26 caractéristique du 

proton H-2 d’une isoflavone. Son carbone résonne à δC 152,4 selon l’expérience HSQC [137].  

Quatre protons aromatiques d’un système A2X2  à δH 6,80 et 7,38 avec une constante 

de couplage J = 8,6 Hz traduisant un couplage de type ortho, attribuables aux protons               

H-3'/H-5' et H-2'/H-6' respectivement du cycle B para-disubstitué d’une isoflavone [138], leurs 

carbones sont assignés par l’expérience HSQC à δC 114,56 et 129,68 respectivement. La 

présence du système A2X2 indiquant ainsi une substitution du cycle B en position C-4'. Ceci a 

été confirmé par le spectre HMBC qui montre des corrélations entre les protons H-3'/H-5' et 

H-2'/H-6' et un carbone oxygéné à δC 156,81 ne pouvant être que le carbone C-4'. 
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Figure III-82: Spectre RMN 1H du composé Ea9 (DMSO-d6) 

 

Figure III-83: Spectre HSQC du composé Ea9 

Trois protons aromatiques appartenant à un même système de spins de type ABX à δH 

6,83 (d, J = 2,2 Hz, H-8), 6,91 (dd, J = 8,7 et 2,2 Hz, H-6) et 7,95 (d, J = 8,7 Hz, H-5). Leurs 

carbones sont détectés sur le spectre HSQC J-modulé à δC 101,7, 115,0 et 126,8 

respectivement.  
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Figure III-84: Spectre COSY du composé Ea9 

L’élucidation structurale du composé Ea9 repose principalement sur l’analyse de 

corrélations observées sur le spectre HMBC. En effet le proton H-2 (8,26 ppm, s) montre des 

corrélations avec trois carbones quaternaires résonant à δC 174,4 (C-4), 157,2 et 123,1. Le 

déplacement chimique à 157,2 ppm est attribué facilement au carbone aromatique oxygéné  

C-9, tandis que le deuxième correspond au carbone C-3. Ce dernier présente une tache de 

corrélation en HMBC (Figure III-85) avec les deux protons H-2' et H-6' du cycle B. D’autres 

couplages sont observés entre les protons H-3'/H-5' et un carbone quaternaire à δC 122,30 

attribuable au carbone C-1'. 

A ce niveau d’analyse tous les protons et carbones des cycles B et C sont assignés. 

 

Figure III-85: Corrélations HMBC au niveau des cycles B et C 
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Sur le spectre HMBC (Figure III-86) de ce composé, il est observé des corrélations 

entre un proton aromatique résonant à 7,95 ppm (d, J = 8,7 Hz) et les carbones C-4, C-9 déjà 

attribués et un autre carbone quaternaire oxygéné à 162,8 ppm. Le déblindage de ce proton dû 

à l'effet d'anisotropie (Figure III-87) du groupement carbonyle, permet de placer ce proton en 

position C-5. Donc, le carbone à δC 162,8 correspond au C-7. 

 

Figure III-86 : Spectre HMBC du composé Ea9 

 

Figure III-87 : Effet d’anisotropie du carbonyle sur le proton H-5 

Les deux protons restant sont positionnés en C-6 et C-8. La distinction entre ces deux 

protons est facile du fait que l’un de ces protons est sous forme de doublet de doublets à δH 

6,91 (dd, J = 8,7 et 2,2 Hz) indiquant des couplages ortho et meta avec deux protons 

différents est attribué au proton H-6, donc le proton à δH 6,83 (d, J = 2,2 Hz) correspond au 
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proton H-8 (couplage meta). Ces deux protons H-8 et H-6 couplent sur le spectre HMBC en 

3J avec les carbones C-6 et C-8 et avec le carbone quaternaire C-10 à δC 116,0 (Figure III-88). 

 

 

Figure III-88: Corrélations HMBC du cycle A 

          Toutes ces données spectroscopiques (Tableau III-9) nous permettent de proposer pour 

le composé Ea9 la structure suivante: 4',7-dihydroxyisoflavone nommé Daidzeine. Ce 

composé a été identifié antérieurement dans des espèces de la tribu Genisteae à savoir Cytisus 

scoparius L. (Link.), Chumaecytisus smyrnaeus Boiss [64], Genista sandrasica et G. vuralii 

[51], G. acanthoclada DC., C. anatolica Boiss., G. sessilifolia DC., G. aucheri Boiss., G. 

carinalis Gris., G. involucrata Spach., G. albida Willd., G. tinctoria L., G. burdurensis P. 

Gibss, G. lydia Boiss. var. lydia, G. lydia var. antiochia (Boiss) P. Gibbs et G. libanotica 

Boiss. [156]. Il est connu par ses propriétés antioxydantes [51], oestrogènes [50], antiproliférative 

[157], anticancéreuse [158], antihémolytique [159] et antispasmodique [160].  

Il est important de signaler que le composé daidzeine est considéré comme un 

marqueur chimiotaxonomique pour la sous-famille papilionoideae de la famille Fabaceae [64, 

161] et il a été isolé pour la première fois dans le genre Erinacea. 

Tableau III-9 : Déplacements chimiques en RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) du 

composé Ea9 dans le DMSO-d6. 

Position δH  J (Hz) Multiplicité δC 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

8,26  

- 

- 

7,95  

6,91 

- 

6,83 

- 

- 

- 

8,7 

(8,7 ; 2,2) 

- 

2,2 

- 

- 

- 

d 

dd 

- 

d 

152,4 

123,1 

174,3 

126,8 

114,9 

162,8 

101,7 
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9 

10 

1' 

2' 

3' 

4' 

5' 

6' 

- 

- 

- 

7,38  

6,80 

- 

6,80 

7,38  

- 

- 

- 

8,6 

8,6 

- 

8,6 

8,6 

- 

- 

- 

d 

d 

- 

d 

d 

157,2 

116,0 

122,3 

129,7 

114,6 

156,8 

114,6 

129,7 

 

III-1-3-10-Identification structurale du composé Ea10 

 

Le composé Ea10 est le 5,7,4'-trihydroxyisoflavone nommé Génistéine. Cette 

isoflavone se présente sous forme d’une poudre jaune, visible sous la lumière UV à 254 nm. 

Elle se colore en jaune après révélation à l'acide sulfurique et chauffage à 100 °C. 

Les spectres de masse HR-ESI-MS du composé Ea10 enregistrés en mode négatif 

(Figure III-89) et positif (Figure III-90) révèlent des pics d'ions pseudomoléculaires à m/z = 

269,0452 [M-H]- (calc. C15H9O5, 269,0450) et 271,0578 [M+H]+ (calc. C15H11O5, 271,0606), 

ceci correspond à une masse moléculaire de 270 uma et une formule brute en C15H10O5. Il est 

à signaler une différence de masse de + 16 uma par rapport au composé Ea9 déjà identifié, 

suggérant aussi la présence d’un groupement hydroxyle supplémentaire attaché au squelette 

isoflavonique en comparaison avec le composé Ea9. 

Figure III-89: Spectre de masse HR-ESI-MS (mode négatif) du composé Ea10 
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Figure III-90: Spectre de masse HR-ESI-MS (mode positif) du composé Ea10 

Le spectre RMN 1H du composé Ea10 est presque similaire à celui du composé Ea9 

déjà élucidé particulièrement au niveau des cycles B et C (Figure III-91). 

 

 

Figure III-91: Spectres RMN 1H des composés Ea10 (Acétone-d6) et Ea9 (DMSO-d6) 
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         La différence principale entre Ea10 et Ea9 réside dans la disparition du signal du proton 

H-5 à δH 7,95 du composé Ea10 et l’apparition de signaux de trois protons résonant à δH 8,53, 

9,73 et 13,03 ppm sous forme de singulet chacun ne présentant aucune tache de corrélation 

sur le spectre HSQC J-modulé correspondent à trois groupements hydroxyles. Le proton 

déblindé résonant à 13,03 ppm correspond au groupement OH en position  C-5 chélaté avec la 

fonction cétonique en position C-4 (Figure III-92). 

 

Figure III-92: Chélation entre OH-5 et C-4 

         Sur le spectre RMN 13C J-modulé (Figure III-93) du composé Ea10, sont visualisés 13 

signaux correspondant à 15 atomes de carbone : 

- 1 carbonyle à 181,65 ppm (C-4). 

- 5 carbones aromatiques oxygénés entre 154,0 et  166,0 ppm 

- 3 carbones aromatiques quaternaires non oxygénés résonant à 106,2, 123,1 et 124,0 

ppm.  

- 6 CH aromatiques résonant à 94,5, 99,8, 115,9 et 131,2 ppm dont deux sont 

équivalents à 115,9 ppm et deux autres sont équivalents à 131,2 ppm. 

Figure III-93 : Spectre RMN 13C J-modulé du composé Ea10 
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Le spectre COSY (Figure III-94) de ce composé montre la présence d’un système de 

spins à deux protons à δH 6,42 et 6,29 avec une constante de coupage J = 2,1 Hz, indiquant 

qu’ils sont positionnés en meta l’un par rapport à l’autre sur le cycle A de l’isoflavone. La 

présence d’un OH libre en position C-5 permet de placer ces deux protons en positions C-6 et 

C-8 et suggérer ainsi la substitution du cycle A en position 7. 

 

Figure III-94 : Partie du spectre COSY du composé Ea10 

La différenciation entre les protons H-6 et H-8 se fait par l’analyse du spectre HMBC 

(Figure III-95), qui présente des couplages entre le proton du groupement hydroxyle en 

position C-5 et un CH à δC 99,85 attribuable au carbone C-6, son proton H-6 est repéré à 6,29 

ppm selon l’expérience HSQC, donc le deuxième proton à 6,42 ppm correspond au proton   

H-8. Aussi, on observe des corrélations entre le groupement OH-5 et deux autres carbones 

quaternaires à δC 106,2 et 163,9 attribuables aux carbones C-10 et C-5 respectivement. 

 

   
 

 

Figure III-95 : Corrélations HMBC du cycle A du composé Ea10 

Le proton H-6 (6,29 ppm) corrèle sur le spectre HMBC avec les carbones C-10, C-5, 

C-8 (δC 94,5) et un carbone oxygéné à δC 165,0 attribuable au carbone C-7. Par ailleurs, le 

proton H-8 à δH 6,42 montre des corrélations avec les carbones C-10, C-4 et C-9 (δC 159,1). 

D’autres corrélations sont observées sur le spectre HMBC (Figure III-96) entre : 

➢ Le proton H-2 et les carbones repérés à δC 123,1 (C-1'), 124,0 (C-3), C-9 et C-4. 
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 Figure III-96 : Partie du spectre HMBC du composé Ea10 

➢ Le proton d’hydroxyle en position C-4' à δH 8,53 et les carbones C-3'/C-5' repérés à δC 

115,9 et C-4' à δC 158,4. 

➢ Les deux protons H-2'/H-6' du cycle B détectés à δH 7,45 (leurs  carbones  déterminés  

par  expérience HSQC J-modulé à δC 131,2) et les carbones C-3'/C-5', C-4' et C-3. 

➢ Les deux autres protons H-3'/H-5' des deux groupements méthines CH-3'/CH-5' 

repérés à δH 6,90/ δC 115,9 et les carbones C-1', C-2'/ C-6' et C-4'. 

A l’issu de cette analyse, la structure du composé Ea10 est la suivante : 

 

Ces données spectroscopiques nous conduisent à proposer sans ambigüité pour le 

composé Ea10, la structure moléculaire suivante: 4',5,7-trihydroxyisoflavone (Génistéine), 
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isolé antérieurement de quelques espèces de la tribu Genisteae : Genista sandrasica et Genista 

vuralii [51], Genista tinctoria et Genista libanotica [162]. Cette isoflavone possède plusieurs 

activités biologiques telles que: estrogénique [163], antioxydante [164] antiproliférative [157], 

antihémolytique [159] et elle est utilisée pour le traitement du cancer de la prostate [165]. 

La génistéine est l'une des composés les plus répandus dans la famille Fabaceae et 

pourrait être considérée comme un marqueur chimiotaxonomique de la sous-famille  

papilionoideae [64, 161]. Il est à signaler que ce composé a été identifié pour la première fois 

dans le genre Erinacea. 

Tableau III-10: Déplacements chimiques en RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) du 

composé Ea10 dans l’acétone deutérée. 

Position δH J (Hz) Multiplicité δC 

2 8,16 - s 154,3 

3 - - - 124,0 

4 - - - 181,7 

5 - - - 163,9 

6 6,29 2,1 d 99,8 

7 

8 

9 

10 

1' 

2' 

3' 

4' 

5' 

6' 

OH-5 

OH-7 

OH-4' 

- 

6,42 

- 

- 

- 

7,45  

6,90 

- 

6,90 

7,45  

13,03 

9,73 

8,53 

- 

2,1 

- 

- 

- 

8,6 

8,6 

- 

8,6 

8,6 

- 

- 

- 

- 

d 

- 

- 

- 

d 

d 

- 

d 

d 

s 

s 

s 

165,0 

94,5 

159,1 

106,2 

123,1 

131,2 

115,9 

154,3 

115,9 

131,2 

- 

- 

- 
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III-1-3-11-Identification structurale du composé Ea11 

 

 Ce composé est obtenu sous forme d'une poudre blanche soluble dans l’acétone et 

visible sous la lampe UV à 254 nm. Il se colore en gris après révélation par une solution 

d’acide sulfurique et chauffage à 100 °C. La pulvérisation de sa CCM par les vapeurs 

d’ammoniac montre une tache jaune suggérant une nature flavonique pour ce composé. 

 Les spectres de masse à haute résolution (HR-ESI-MS) du composé Ea11 enregistrés 

en modes négatif (Figure III-97) et positif (Figure III-98) indiquent des pics d'ions 

pseudomoléculaires à m/z = 431,0997 [M-H]- (calc. C21H19O10, 431,978) et 433,1145 [M+H]+ 

(calc. C21H21O10, 433,1135), ceci correspond à une masse moléculaire de 432 uma et une 

formule brute en C21H20O10 impliquant 12 degrés d’insaturation.   

 

Figure III-97: Spectre de masse HR-ESI-MS (mode négatif) du composé Ea11 
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Figure III-98: Spectre de masse HR-ESI-MS (mode positif) du composé Ea11 

Le spectre RMN 1H du composé Ea11 (Figure III-99) révèle une similitude structurale 

avec celui du composé précédent Ea10 (Figure III-100) au niveau des cycles B et C. La 

différence réside dans l’apparition des signaux des protons osidiques entre 3 et 5 ppm et la 

disparition du signal de l’un des protons méthines CH, H-8 ou H-6 du cycle A pour le 

composé Ea11. 

Figure III-99: Spectre RMN 1H du composé Ea11 (DMSO-d6) 

Figure III-100: Spectre RMN 1H du composé Ea10 (Acétone-d6) 
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 Comme il a été démontré précédemment dans le cas du composé Ea10, l’ensemble des 

informations recueillies à partir des spectres RMN 1H (Figure III-99), COSY (Figure III-101) 

et HSQC (Figure III-102) suggère que ce composé fait également partie de la classe des 

flavonoïdes, surtout en raison de la présence des signaux du groupement méthine CH-2 

caractéristiques des isoflavonoïdes à δH 8,39 et δC 153,8, ainsi que les signaux de protons 

aromatiques à δH 7,39 (2H, d, J = 8,5 Hz) et 6,82 (2H, d, J = 8,5 Hz). Ces derniers indiquent 

la présence d’un système A2X2 au niveau du cycle B para-disubstitué, correspondant aux 

protons H-2'/H-6' et H-3'/H-5' respectivement. Leurs carbones sont assignés, en analysant les 

taches de corrélation observées sur le spectre HSQC à δC 130,1 (C-2'/C-6') et 115,0 (C-3'/      

C-5'). 

 

Figure III-101 : Partie du spectre COSY H-H du composé Ea11 

Figure III-102 : Partie du spectre HSQC du composé Ea11 
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 Les spectres RMN 13C J-modulé (Figure III-103) et HSQC du composé Ea11  

montrent la présence des signaux de carbones aromatiques résonant entre 104,2 et 181,0 ppm 

et de carbones osidiques sortant entre 61,0 et 82,0 ppm. Il est à signaler l’absence du signal de 

l’atome de carbone du groupement méthine observé pour le composé Ea10 à δC 94,5 (C-8). 

 

Figure III-103: Spectre RMN 13C J-modulé du composé Ea11 

 L’absence d’un système de spins sur le spectre COSY H-H (Figure III-101) entre les 

deux protons H-6 et H-8 du cycle A en comparaison avec le produit Ea10 identifié 

précédemment, indique que la position C-8 ou C-6 de ce composé est substituée.   

 L'analyse du spectre HMBC du composé Ea11 montre des couplages hétéronucléaires 

H/C à longue distance entre  (Figure III-104):  

➢ Les protons équivalents H-2' et H-6' et les carbones C-3', C-5' C-6', C-2' et un carbone 

quaternaire oxygéné à δC 157,3 (C-4').  

➢ Les protons H-3' et H-5' et les carbones C-2', C-6', C-5', C-3', C-4' et un carbone 

aromatique quaternaire détecté à δC 121,1 (C-1'). 

➢ Le proton oléfinique H-2 et les carbones quaternaires C-1', C-4 (δC 182,8) et C-9 (δC 

156,2).  

➢ Le proton de l’hydroxyle en position C-4' et les carbones C-4', C-3’ et C-5’. 



Chapitre III                                

                                                                                                                  Etude phytochimique                                                                                                                           

 

123 
 

➢ Le proton de l’hydroxyle en C-5 à 13,16 ppm (OH-5) et les deux carbones à δC 104,5 (C-

10) et 160,9 (C-5). 

 La substitution du cycle A en position C-8 a été confirmée par les corrélations 

observées dans l'expérience HMBC entre le proton résonant à δH 6,30 et le carbone C-5 déjà 

identifié, ce qui permet de placer ce proton en position 6. Ce dernier (H-6) couple également 

en HMBC avec les carbones C-10, C-8 (δC 104,2) et C-7 (δC 163,1). Le déplacement 

chimique du carbone quaternaire C-8 à 104,2 ppm plaide en faveur d’une liaison carbone SP2-

carbone SP3 (C8-C). Il s’agit donc d’une isoflavone : Genisteine 8-C-substituée. 

 A ce niveau d’analyse tous les protons et carbones des cycles A, B et C sont 

déterminés. Il reste alors à identifier le substituant osidique lié au carbone C-8. 

 

Figure III-104 : Partie du spectre HMBC du composé Ea11 
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 L’expérience COSY H-H (Figure III-105) conduit à l’identification du groupement 

osidique par l’observation des corrélations entre ses différents protons.  

           Partant du proton anomérique H-1" [δH 4,64 (d, J = 9,8 Hz)], il est aisé d’identifier un 

système de spins à sept protons selon le spectre COSY incluant les protons H-1"/H-2"/H-3"/  

H-4"/H-5"/H-6"a/H-6"b, ce qui permet d’attribuer leurs déplacements chimiques : H-2" [δH 

3,96 (t, J = 9,3 Hz)], H-3" [δH 3,23 (m)], H-4" [δH 3,19 (m)], H-5" [δH 3,20 (m)], H-6a" [δH 

3,70 (dd, J = 11,7 ; 4,8 Hz)] et H-6b" [δH 3,42 (m)]. Les grandes valeurs des constantes de 

couplage entre les protons H-1"/H-2"/H-3" indiquent la position trans-diaxiale de ces protons 

caractéristiques d’un hexose β-D-glucose ou β-D-galactose (JH1"/H-2" = 9,8 Hz). 

           Leurs carbones sont assignés par l’expérience HSQC à δC 73,2 (C-1"), 70,6 (C-2"), 

78,7 (C-3"), 70,5 (C-4"), 81,7 (C-5") et 61,4 (C-6"). 

           D’autres couplages homonucléaires sont observés sur le spectre COSY entre le proton 

H-3" et le proton de l’hydroxyle OH-3" à δH 4,89 (d, J = 4,8), H-4" et OH-4" à δH 4,91 (d, J = 

4,2) et entre H2-6" et OH-6" à δH 4,46 (sl). 

Figure III-105 : Spectre COSY H-H de la partie osidique du composé Ea11 (DMSO-d6) 



Chapitre III                                

                                                                                                                  Etude phytochimique                                                                                                                           

 

125 
 

 La stéréochimie de la partie osidique de ce composé a été établie par analyse du 

spectre NOESY qui montre les effets NOE entre les protons: H-1"/ H-5", H-2"/H-4" attestant 

que tous ces protons sont axiaux (Figure III-106). Ces constatations permettent d’identifier cet 

hexose au β-D-glucose.  

 D’autres effets NOE (Figure III-107) sont visualisés entre les protons : H-6"a/ H-6"b, 

OH-3"/OH-6" et H-6"b/H-5". 

 

Figure III-106 : Corrélations NOESY du β-D-glucose  

 

Figure III-107: Spectre NOESY du composé Ea11 

          L’emplacement du sucre en position C-8 (103,9 ppm) est confirmé par analyse des 

corrélations hétéronucléaires observées sur le spectre HMBC entre le proton anomérique H-1" 
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(4,64 ppm) du β-D-glucose et les carbones C-7, C-9 et C-8 du cycle A (Figures III-108 et III-

109) indiquant que le carbone C-1" (73,2 ppm) est attaché à la partie aglycone par une liaison 

C-C. Ceci est conforté par les valeurs blindées du déplacement chimique du proton H-1" à δH 

4,64 et C-1"  à δC 73,2 ; puisque dans le cas d’une liaison O-C le proton  H-1" et le carbone  

C-1" résonneraient aux environ de 5,5 et 101 ppm [166]. 

   

Figure III-108: Corrélations HMBC du proton anomère avec la partie aglycone 

 

Figure III-109 : Corrélations HMBC de la partie osidique du composé Ea11 
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                Tous les déplacements chimiques des protons et carbones (Tableau III-11) sont 

assignés conjointement par les expériences RMN 1H, RMN 13C, COSY H-H, HSQC, HMBC 

et NOESY et par comparaison avec les données de la littérature [167], permettant ainsi 

d’identifier le composé Ea11 à la Génisteine-8-C-glucoside isolée antérieurement de l’espèce 

Genista ephedroides [168] et Genista cinerea [169] de la tribu Genisteae. Elle a été trouvée pour 

la première fois dans le genre Erinacea. 

La génisteine-8-C-glucoside possède plusieurs activités biologiques intéressantes 

incluant l'inhibition de la prolifération, l'induction de l'apoptose, l'effondrement du potentiel 

de la membrane mitochondriale et la génération de ROS (espèces oxygénées réactives), aussi 

ce composé pourrait être utilisé pour le traitement et la prévention du cancer de l'ovaire [170]. 

En effet, ce composé présente des propriétés antioxydantes [171] et antidiabétique [172], mais il 

n'avait aucune activité cytotoxique ou génotoxique [173]. 

Tableau III-11 : Déplacements chimiques en RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) 

du composé Ea11 dans le DMSO-d6. 

Position δH  J (Hz) Multiplicité δC 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

1' 

2' 

3' 

4' 

5' 

6' 

8,39  

- 

- 

-  

6,30 

- 

- 

- 

- 

- 

7,38  

6,82 

- 

6,82 

7,38  

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

8,5 

8,6 

- 

8,6 

8,5 

s 

- 

- 

- 

s 

- 

- 

- 

- 

- 

d 

d 

- 

d 

d 

153,8 

121,9 

180,5 

160,9 

98,8 

163,1 

104,2 

156,2 

104,5 

121,1 

130,1 

115,0 

157,3 

115,0 

130,1 
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1'' 

2'' 

3'' 

4'' 

5'' 

6a'' 

6b'' 

OH-5 

OH-4' 

OH-3'' 

OH-4'' 

OH-6'' 

OH-2'' 

4,67 

3,96 

3,23 

3,19 

3,20 

3,70 

3,42 

13,19 

9,56 

4,89 

4,91 

4,46 

4,73 

9,8 

9,3 

- 

- 

- 

(11,7 ; 4,8) 

- 

- 

- 

4,8 

4,2 

- 

- 

d 

t 

m 

m 

m 

dd 

m 

s 

s 

d 

d 

sl 

sl 

73,2 

70,6 

78,7 

70,5 

81,7 

61,4 

 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

 

III-1-3-12-Identification structurale du composé Ea12 

 

            Le composé Ea12 est purifié aussi sous forme d’une poudre blanche visible sous la 

lumière UV à 254 nm. Il donne une tache grise après révélation de sa CCM par l’acide 

sulfurique et chauffage à 100 °C. 
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Le spectre de masse à haute résolution (HR-ESI-MS) du composé Ea12 enregistré en 

mode négatif (Figure III-110) montre un pic d'ion pseudomoléculaire à m/z 447,0889 [M-H]- 

(calc. C21H19O11, 447,0927). 

Figure III-110: Spectre de masse HR-ESI-MS (mode négatif) du composé Ea12 

 Le spectre de masse à haute résolution (HR-ESI-MS) du composé Ea12 en mode 

positif (Figure III-111) présente un pic d'ion pseudomoléculaire à m/z 449,1126 [M+H]+ (calc. 

C21H21O11, 449,1084). Ceci correspond à une masse moléculaire de 448 uma et une formule 

brute en C21H20O11 indiquant ainsi 12 degrés d'insaturation. Il est à noter une différence de 

+16 uma par rapport au composé Ea11 déjà illustré. 

Figure III-111: Spectre de masse HR-ESI-MS (mode positif) du composé Ea12 

 Sur les spectres RMN 1H (Figures III-112 et III-113) du composé Ea12 enregistrés 

dans le CD3OD, il est facile de visualiser le signal du proton H-2 à δH 8,08 caractéristique des 

isoflavonoïdes, les signaux des protons osidiques entre 3,0 et 5,0 ppm et le signal du proton 

H-6 à δH 6,25, comme il a été constaté précédemment lors de l’analyse structurale du composé 

Ea11 (Génisteine-8-C-glucoside).  



Chapitre III                                

                                                                                                                  Etude phytochimique                                                                                                                           

 

130 
 

Figure III-112 : Spectre RMN 1H du composé Ea12 (CD3OD) 

Figure III-113 : Spectre RMN 1H étalé de la partie osidique du composé Ea12 (CD3OD) 

 Les déplacements chimiques des protons et carbones des cycles A et C et du sucre (β-

D-glucose) sont aisément assignés par analyse des spectres COSY H-H (Figure III-114),  

HSQC (Figure III-115) et HMBC (Figure III-116) et par la comparaison avec les données 

spectrales du composé Ea11 (Tableau III-11) et de la littérature [174].  
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Figure III-114: Spectre COSY H-H de la partie osidique du composé Ea12 

En effet, l’analyse du spectre COSY H-H (Figure III-114) de ce composé entre 3 et 5 

ppm montre un système de spins à sept protons d’un hexose. Commençant par le proton 

anomérique H-1'' à δH 4,93 (d, J = 9,9 Hz) qui couple avec le proton H-2'' à δH 4,14 (t, J = 9,9 

Hz), ce dernier permet de localiser le proton H-3'' à δH 3,48 sous forme de multiplet qui 

corrèle à son tour avec le proton H-4'' résonant à δH 3,48 (m). La détermination des  protons 

hydroxyméthylènes H-6''a à δH 3,87 (dd, J = 12,0 ; 2,1 Hz) et H-6''b à δH 3,72 (dd, J = 12,0 ; 

5,4 Hz) conduit à la localisation du proton H-5'' à δH 3,43 (m). Les grandes taches de 

corrélation observées sur la carte COSY et les valeurs de constantes de couplage J < 7 Hz 

indiquent que cet hexose est de type β-D-glucose (JH-1"/H-2" = 9,9 Hz). 
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Figure III-115 : Spectre HSQC du composé Ea12 

 La distinction entre les deux composés Ea12 et Ea11 est constatée au niveau du cycle 

B de l’isoflavone. En effet, l’analyse du spectre COSY (Figure III-116) exhibe un système de 

spins à trois protons de type ABX à δH 7,02 (d, J = 2,0 Hz, H-2'), 6,86 (dd, J = 8,2 et 2,0 Hz,  

H-6') et 6,82 (d, J = 8,2 Hz, H-5'). Leurs carbones sont déterminés par l’analyse du spectre 

HSQC (Figure III-115) à δC 117,2, 121,4 et 116,1 respectivement. La différence de la masse 

moléculaire égale à +16 uma atteste de la substitution du cycle B par deux groupements 

hydroxyles. 

 

 

Figure III-116: Couplages COSY H-H au niveau du cycle B du composé Ea12 
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 L’expérience HMBC (Figure III-117) met en évidence les couplages H/C à longue 

distance en 2J et 3J entre :  

➢ Le proton H-6' et les carbones repérés à δC 117,1 (C-2') et 146,6 (C-4'). 

➢ Le proton H-5' et les carbones détectés à δC 123,6 (C-1') et 146,0 (C-3').  

➢ Le proton H-2' et les carbones résonant à δC 124,2 (C-3), 121,4 (C-6') et C-4'.  

➢ Le proton H-2 et les carbones C-4 (δC 182,1), C-9 (δC 158,0) et C-3. 

➢ Le proton H-6 et les carbones C-7 (δC 166,4), C-5 (δC 163,1), C-8 (δC 104,4) et C-10 

(δC 105,7). 

 

Figure III-117: Partie du spectre HMBC du composé Ea12 

 Toutes les données spectroscopiques représentées dans le tableau III-12 comparées à 

celles de la littérature [174], permettent de caractériser ce composé à l’orobol-8-C-β-D-

glucopyranoside (Ea12), isolé antérieurement des espèces : Genista aspalathoide [175] et 

Genista compacta [176] de la tribu Genisteae. Ce composé possède une activité 

immunomodulatrice [177]. Il est à noter que l’orobol-8-C-β-D-glucopyranoside a été isolé pour 

la première fois dans le genre Erinacea. 
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Tableau III-12: Déplacements chimiques en RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) du 

composé Ea12 dans le CD3OD. 

Position δH  J (Hz) Multiplicité δC 

2 8,08 - s 154,3 

3 - - - 124,2 

4 - - - 182,1 

5  - - - 163,1 

6 6,25 - s 100,7 

7 - - - 166,4 

8 - - - 104,4 

9 - - - 158,0 

10 - - - 105,7 

1' - - - 123,6 

2' 7,02 2,0 d 117,1 

3' - - - 146,0 

4' - - - 146,6 

5' 6,82 8,2 d 116,1 

6' 6,86 8,2 ; 2,0 dd 121,4 

1" 4,93 9,9 d 75,3 

2" 4,14 8,7 t 72,6 

3" 3,48 - m 80,0 

4" 3,48 - m 71,6 

5" 3,43  - m 82,4 

  6"a 

  6"b 

3,87 

3,72 

(12,0 ; 2,1) 

(12,0 ; 5,4) 

dd 

dd 

62,7 
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III-1-3-13-Identification structurale du composé Ea13 

 

 Le composé Ea13 est obtenu sous forme d’une poudre jaune soluble dans l’acétone. 

Sa CCM révèle l’existence d’une tache visible à 254 nm se colorant en jaune à l’acide 

sulfurique et chauffage à 100 °C. L’exposition de sa CCM aux vapeurs d’ammoniac laisse 

apparaitre une tache jaune, ceci nous oriente vers un composé de nature flavonoïdique. 

 Les spectres de masse HR-ESI-MS du composé Ea13 enregistrés en modes négatif 

(Figure III-118) et positif (Figure III-119) montrent des pics d'ions pseudomoléculaires à    

m/z = 255,0624 [M-H]- (calc. C15H11O4, 255,0657) et 257,0779 [M+H]+ (calc. C15H13O4, 

257,0814), ceci correspond à une masse moléculaire de 256 uma et une formule brute en 

C15H12O4 impliquant 10 degrés d’insaturation.   

Figure III-118: Spectre de masse HR-ESI-MS (mode négatif) du composé Ea13 
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Figure III-119: Spectre de masse HR-ESI-MS (mode positif) du composé Ea13 

 Le spectre RMN 1H (Figure III-120) de ce composé exhibe, en plus des signaux de 

protons aromatiques, la présence de protons aliphatiques entre 2,50 et 5.50 ppm. Il est très 

important de signaler l’absence du signal de proton H-2 caractéristique des isoflavonoïdes en 

comparaison avec les spectres RMN 1H des composés Ea1 à Ea12 caractérisés 

précédemment,  excluant par conséquent la nature isoflavonoïdique pour ce composé. L’allure 

des spectres RMN 1H (Figure III-120) et RMN 13C (Figure III-121) nous oriente, à priori, vers 

un squelette flavonoïdique. 

 

Figure III-120 : Spectre RMN 1H du composé Ea13 (DMSO-d6)  

 En effet, le spectre RMN 13C J-modulé (Figure III-121) indique l’existence de 15 

atomes de carbone se répartissant en sept groupements CH, un groupement oxymethine, trois 

carbones quaternaires, deux carbones quaternaires oxygénés, un groupement CH2 et un 



Chapitre III                                

                                                                                                                  Etude phytochimique                                                                                                                           

 

137 
 

carbone du carbonyle (δC 190,1) suggérant ainsi la présence d’un flavonoïde de type 

flavanone [178, 179]. 

 

Figure III-121 : Spectre RMN 13C J-modulé du composé Ea13 

 Le spectre COSY de ce composé montre la présence d’un système de spins à trois 

protons de type ABX à δH 7,64 (d, J = 8,2 Hz), 6,50 (dd, J = 8,6 et 2,2 Hz) et 6,34 (d, J = 2 ,2 

Hz), attribuable aux protons H-5, H-6 et H-8 respectivement, comme il a été démontré 

précédemment lors de l’analyse structurale du composé Ea9. Un autre système de spins à 

quatre protons de type A2X2 est observé entre les protons résonant à δH 7,32 (2H, d, J = 8,6 

Hz) et 6,79 (2H, d, J = 8,6 Hz), correspondant aux protons H-2'/H-6' et H-3'/H-5' du cycle B 

para- disubstitué (Figure III-122). 

 

Figure III-122 : Partie du spectre COSY H-H du composé Ea13 
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 L’analyse du spectre HSQC du composé Ea13 permet de déterminer les déplacements 

chimiques des protons cités précédemment à δC 128,4 (C-5), 110,5 (C-6), 102,6 (C-8), 128,2 

(C-2'/C-6') et 115,1 (C-3'/C-5'). Les valeurs de déplacement chimique des carbones restant des 

cycles A et B sont identifiés par analyse du spectre HMBC (Figure III-123), qui exhibe des 

corrélations entre: 

➢ Le proton H-5 et les carbones C-4 (δC 190,1), C-7 (δC 164,6) et C-9 (δC 163,1). 

➢ Le proton H-6 et les carbones C-8 et C-10 (δC 114,5). 

➢ Le proton H-8 et les carbones C-10, C-6, C-9 et C-7 

➢ Les protons équivalents H-2' et H-6' et les carbones C-2 (δC 78,9) et C-4' (δC 157,6).  

➢ Les protons équivalents H-3' et H-5' et les carbones C-1' (δC 129,3) et C-4'. 

 

 

Figure III-123 : Spectre HMBC des cycles A et B du composé Ea13 
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 A ce stade d’interprétation tous les protons et carbones des cycles A et B sont 

déterminés, il reste à trouver les déplacements chimiques des protons et carbones du cycle C. 

 Le spectre COSY H-H du composé Ea13 montre, en plus des systèmes de spins 

observés entre les protons H-5/H-6/H-8 et H-2', H-6'/H-3', H-5', un autre système de spins à 

trois protons qui visualise les couplages entre un proton résonant à δH 5,43 (dd, J = 12,8 ; 2,9 

Hz) caractéristique du proton H-2 d’une flavanone et deux autres protons géminés résonant à 

δH  3,10 (dd, J = 16,8 ; 12,9 Hz) et  2,62 (dd, J = 16,8 ; 12,9 Hz) correspondant aux protons  

H-3a et H-3b respectivement (Figure III-24). Leurs carbones sont assignés par l’expérience 

HSQC à δC 78,9 (C-2) et 43,2 (C-3) [179-181]. 

 

Figure III-124 : Partie du spectre COSY H-H des protons aliphatiques du cycle C 

 Le spectre HMBC de ce composé montre des corrélations entre le proton H-3a et les 

carbones C-2, C-1' et C-4. En plus, le proton oxyméthine H-2 présente des couplages avec les 

carbones C-1', C-2' et C-6' (Figure III-125).  

 A ce niveau d’analyse tous les protons et carbones du composé Ea13 sont attribués. 
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Figure III-125 : Corrélations HMBC des protons du cycle C 

 La détermination de la configuration absolue du carbone chiral C-2 de ce composé est 

basée sur des considération de biogénèse [182] et les valeurs des constantes de couplage entre le 

proton H-2 et les protons méthyléniques H-3a, H-3b (J H-2ax-H-3a-ax = 12,9 et J H-2ax-H-3b-eq = 2,9 

Hz) qui sont similaires à celles des composés analogues reportés dans la littérature [181, 183], 

confirmant ainsi la configuration S du carbone C-2 (Figure III-126). 

 

Figure III-126 : Configuration S du carbone chiral C-2 
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  L’ensemble  de ces données  spectroscopiques  et   la  comparaison  avec  celles de  la 

littérature [181] permettent d’attribuer pour le composé Ea13 la structure : (2S)-Liquiritigénine. 

Ce composé a été antérieurement isolé à partir des espèces Puerariae lobata et Glycyrrhiza 

uralensis [184] et Vicia sativa [185] de la famille Fabaceae. Par ailleurs, il est identifié pour la 

première fois dans le genre Erinacea. 

             La liquiritigenine est connue pour ses activités biologiques intéressantes telles que : 

estrogénique [186], hépatoprotectrice [187], antioxydante [188], anti-inflammatoire [189] et anti-

diabétique [190]. Ce composé peut exercer des effets cytoprotecteurs contre la toxicité induite 

par les métaux lourds in vitro [191] et il peut être utilisé comme de nouveaux traitements contre 

la douleur neuropathique [192]. 

Tableau III-13 : Déplacements chimiques en RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) 

du composé Ea13 dans le DMSO-d6. 

 

 

Position δH  J (Hz) Multiplicité δC 

2 5,43 (12,8 ; 2,9) dd 78,9 

3a 

3b 

3,10 

2,62 

(16,8 ; 12,9) 

(12,8 ; 2,9) 

dd 

dd 

43,2 

4 - - - 190,1 

5 7,64 8,6 d 124,4 

6 6,50 (8,6 ; 2,2) s 110,5 

7 - - - 164,6 

8 6,34 2,2 d 102,6 

9 - - - 163,1 

10 - - - 113,5 

1' - - - 129,3 

2' 7,32 8,6 d 128,2 

3' 6,79 8,6 d 115,1 

4' - - - 157,7 

5' 6,79 8,6 d 115,1 

6' 7,32 8,6 d 128,2 

OH-4' 9,56 - s - 
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III-1-3-14-Identification structurale du composé Ea14 

 

 

           Ce composé est purifié sous forme d’une poudre jaune amorphe, soluble dans 

l’acétone. Il est visible sous la lumière UV à 254 nm et se colore en jaune après révélation de 

sa CCM par l’acide sulfurique et chauffage à 100 °C. L’exposition de sa CCM aux vapeurs 

d’ammoniac (NH3) donne une tache jaune en faveur d’une structure flavonique pour ce 

composé. 

 Les spectres de masse HR-ESI-MS du composé Ea14 obtenus en modes négatif 

(Figure III-127) et positif (Figure III-128) présentent des pics d'ions pseudomoléculaires à m/z 

= 285,0739 [M-H]- (calc. C16H13O5, 285,0763) et 287,0907 [M+H]+ (calc. C16H15O5, 

287,0893), ceci correspond à une masse moléculaire égale à 286 uma et une formule brute en 

C16H14O5, soit une différence de + 30 uma par rapport au composé précédent Ea13. 

 

Figure III-127: Spectre de masse HR-ESI-MS (mode négatif) du composé Ea14 
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Figure III-128: Spectre de masse HR-ESI-MS (mode positif) du composé Ea14 

 Le spectre RMN 1H du composé Ea14 (Figure III-129) est presque identique à celui 

du composé précédent Ea13 (Figure III-130) au niveau des cycles A et C. 

Figure III-129: Spectre RMN 1H du composé Ea14 (Acétone-d6)

Figure III-130 : Spectre RMN 1H du composé Ea13 (DMSO-d6) 
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 La différence entre ces deux produits réside principalement dans l’apparition sur le 

spectre RMN 1H du composé Ea14 d’un signal de groupement méthoxyle à 3,89 ppm et de 

signaux de trois protons aromatiques qui appartiennent à un même système de spins selon le 

spectre COSY H-H (Figure III-131), indiquant la présence d’un cycle B de type 1',3',4'-

trisubstitué suite aux multiplicités des protons et valeurs des constantes de couplage. En effet, 

le signal sortant à δH 7,20 (d, J = 2,0 Hz) est attribué au proton H-2'. Le signal résonant à δH 

7,01 (dd, J = 8,1 ; 2,1 Hz) correspond au proton H-6' et par conséquence le proton H-5' est 

apparu à δH 6,87 (d, J = 8,1 Hz). 

 

Figure III-131 : Partie du spectre COSY H-H du composé Ea14 

 Par ailleurs, le spectre RMN 1H de ce composé montre aussi la présence des protons 

H-5, H-6 et H-8 du cycle A à δH  7,73 (d, J = 8,6 Hz), 6,58 (dd, J = 8,6 ; 2,3 Hz) et 6,44 (d, J = 

2,3 Hz) respectivement et les protons H-2, H-3a et H-3b du cycle C d’une flavanone  à δH 5,44 

(dd, J = 13,1 ; 2,9 Hz), 3,08 (dd, J = 16,8 ; 13,1 Hz) et 2,68 (dd, J = 16,7 ; 2,8 Hz) 

respectivement. En outre, l'expérience HSQC de ce composé conduit à la détermination de 

leurs carbones à δC 129,17 (C-5), 110,9 (C-6), 103,4 (C-8), 80,5 (C-2), 44,5 (C-3), 110,8 (C-

2'), 115,3 (C-5'), 120,1 (C-6') et 56,0 (O-CH3) (Figure III-132). 
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Figure III-132 : Spectre HSQC J-modulé du composé Ea14 

 Les autres carbones sont détectés par analyse du spectre HMBC qui exhibe les 

corrélations longue distance en 2J et 3J entre le proton H-5 du cycle A et les carbones à δC 

190,1 (C-4) et 164,4 (C-7), et le proton H-6 et les carbones C-8 et C-10 à δC 114,9. En plus, le 

proton H-8 couple en HMBC avec les carbones C-9 à δC 164,3, C-6 et C-10. Toutefois, les 

protons du cycle C présentent des corrélations entre le proton H-3a et les carbones C-4 et C-2 

et le proton H-3b et le carbone C-4 (Figure III-133).   

  

 

 

Figure III-133 : Corrélations HMBC au niveau des cycles A et B du composé Ea14 
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 Les protons H-2' et H-6' du cycle B montrent des couplages HMBC en 3J avec les 

carbones C-6', C-2' déjà identifiés et C-2 à δC 80,5 et un carbone aromatique oxygéné C-4' à 

δC 147,5. Par contre, le proton H-5' présente des corrélations avec les carbones C-1' à δC 131,4 

et C-3' à δC 148,0 (Figure III-134). La tache de corrélation observée sur le spectre HMBC 

entre le proton du groupement méthoxyle résonant à 3,89 ppm et le carbone à δC 148,0 permet 

de positionner ce groupement sur le carbone C-3' du cycle B (Figure III-135). 

 

Figure III-134 : Spectre HMBC montrant des corrélations du cycle B du composé Ea14 

Figure III-135 : Partie du spectre HMBC du composé Ea14 
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 A ce niveau d’analyse tous les protons et carbones des cycles A, B et C sont assignés, 

il est à noter que la stéréochimie du carbone asymétrique C-2 est S pour des considérations de 

biogenèses [182]. 

 Le spectre NOESY de ce composé révèle des effets NOE entre les protons: H-2'/H-3a, 

H-2'/O-CH3, H-2'/H-2, H-6'/H-2, H-5'/H-6', H-2/H-3b et H-5/H-6 (Figure III-136). 

 

Figure III-136: Spectre NOESY du composé Ea14  

   La configuration absolue du carbone C-2 (S) de ce composé est confortée par les 

valeurs des constantes de couplage, comme il a été prouvé précédemment dans le cas du 

composé Ea13. En effet, le couplage entre le proton H-2 et les protons méthyléniques H-3a, 

H-3b indiquent des constantes de couplage à (J ax-ax = 13,1 et J ax-eq = 2,9 Hz) [181-183], en 

accord avec une configuration S du carbone asymétrique C-2 (Figure III-137). 

 

Figure III-137: Configuration S du carbone asymétrique C-2 du composé Ea14 
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 Toutes ces données spectrales (Tableau III-14) nous permettent de proposer pour le 

composé Ea14, la structure suivante: 7,4'-dihydroxy-3'-méthoxyflavanone. Ce composé a été 

isolé à partir des racines de la plante Vicia sativa de la famille Fabaceae [185]. Il a été détecté 

pour la première fois dans le genre Erinacea. 

Ce composé n’a pas présenté une activité antibactérienne vis-à-vis des souches 

Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et 

Proteus mirabilis, mais il a montré une activité cytotoxique modérée [193]. 

Tableau III-14 : Déplacements chimiques en RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) 

du composé Ea14 dans l’acétone deutérée. 

 

 

 

Position δH  J (Hz) Multiplicité δC 

2 

3a 

3b 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

1' 

2' 

3' 

4' 

5' 

6' 

O-CH3 

 5,44

 3,08  

2,68 

- 

7,73 

6,58 

- 

6,44 

- 

- 

- 

7,20 

- 

- 

6,78 

7,01 

3,89 

(13,1 ; 2,9) 

(16,8 ; 13,1) 

(16,8 ; 2,8) 

- 

8,7 

(8,7 ; 2,3) 

- 

2,3 

- 

- 

- 

2,0 

- 

- 

8,1 

(8,1 ; 2,1) 

- 

dd 

dd 

dd 

- 

d 

dd 

- 

d 

- 

- 

- 

d 

- 

- 

d 

dd 

s 

80,5 

44,6  

- 

190,1 

129,2 

110,9 

164,4 

103,4 

164,3 

114,9 

131,4 

128,2 

148,0 

147,4 

115,3 

120,1 

56,0 
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III-1-3-15-Identification structurale du composé Ea15 

 

 Il s’agit d’un flavonol appelé 5,7,4'-trihydroxy-3-méthoxyflavanol ou Isokaempferide. 

Ce composé est isolé sous forme d’une poudre jaune, visible sous la lampe UV à 254 et 366 

nm. Il se colore en jaune après pulvérisation de sa CCM par une solution d’acide sulfurique et 

chauffage à 100 °C. Sa fluorescence jaune sous la lumière UV à 366 nm indique la présence 

d’un flavonoïde de type flavonol.  

 Les spectres de masse à haute résolution (HR-ESI-MS) du composé Ea15 enregistrés 

en modes négatif (Figure III-138) et positif (Figure III-139) révèlent des pics d'ions 

pseudomoléculaires à m/z = 299,0565 [M-H]- (calc. C16H11O6, 299,0556) et 301,0724 [M+H]+ 

(calc. C16H13O6, 301,0712), soit une masse moléculaire de 300 uma et une formule brute en 

C16H12O6, suggérant ainsi 11 degrés d’insaturation. 

Figure III-138: Spectre de masse HR-ESI-MS (mode négatif) du composé Ea15

Figure III-139: Spectre de masse HR-ESI-MS (mode positif) du composé Ea15 
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 Le spectre RMN 1H (Figure III-140) de ce composé présente une allure différente par 

rapport aux composés précédents Ea13 et Ea14. En effet, il montre la présence de sept 

protons incluant six C-H aromatiques entre 6,0 et 8,0 ppm et un groupement méthoxyle à 3,78 

ppm. 

Figure III-140 : Spectre RMN 1H du composé Ea15 

 L'analyse du spectre COSY H-H de ce composé indique la présence de deux systèmes 

de spins, mettant en evidence les couplages entre les protons équivalents H-2'/H-6' à δH 7,99 

(2H, d, J = 9,2) et H-3'/H-5' à δH 6,93 (2H, d, J = 9,2) caractéristiques du cycle B para-

disubstitué et les protons H-6 (δH 6,20, d, J = 2 ,1) et H-8 (δH 6,41, d, J = 2,1) du cycle A [138] 

(Figure III-141). 

Figure III-141: Spectre COSY H-H du composé Ea15 
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 Les déplacements chimiques des carbones porteurs des protons déjà cités sont assignés 

par analyse du spectre HSQC à δC 99,6 (C-6), 94,6 (C-8), 116,4 (C-2', C-6'), 131,2 (C-3', C-5') 

et  -OCH3 à δC 60,3 (Figure III-142). 

 

Figure III-142: Spectre HSQC J-modulé du composé Ea15 

 Les déplacements chimiques des carbones restant sont déterminés par analyse du 

spectre HMBC qui montre des corrélations entre le proton H-6 et les carbones C-8, C-10       

(δC 105,6),  C-5 (δC 162,8) et C-7 (δC 165,7). Le proton H-8 présente des couplages en 2J et 3J 

avec les carbones C-6, C-9, C-10 et C-7. Les deux protons équivalents H-2' et H-6' révèlent 

des corrélations avec les carbones C-6', C-2', C-2 (δC 157,7) et C-4' (δC 161,4), tandis que les 

deux autres protons équivalents H-3' et H-5' couplent avec les carbones C-5', C-3', C-1' (δC 

122,3) et C-4'. Les protons du groupement méthoxyle présentent une tache corrélation HMBC 

avec un carbone résonant à 139,2 ppm, et n’ayant révélé aucun couplage hétéronucléaire H/C 

avec les autres protons aromatiques, est attribué sans ambiguité au carbone C-3 du flavonol 

(Figure III-143). 

 A ce stade d'analyse tous les déplacements chimiques des carbones et protons des 

cycles A, B et C sont détéctés, à l’exeption de celui du carbonyle C-4 qui ne montre aucune 
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corrélation sur le spectre HMBC. Son déplacement chimique est assigné à δC 179,5 selon le 

spectre RMN 13C J-modulé. 

Figure III-143: Spectre HMBC du composé Ea15 

 L’ensemble des données spectrales établies et la comparaison avec les données de la 

littérature permettent d’identifier le composé Ea15 à l’isokaempferide [194], antérieurement 

isolé de l’espèce Amburana cearensis de la famille Fabaceae [195]. Ce composé possède des 

activités biologiques intéressantes hépatoprotectrice [196], antimicrobienne [197] et anti-

proliférative [198]. Il a été isolé pour la première fois dans le genre Erinacea. 

Tableau III-15 : Déplacements chimiques en RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) 

du composé Ea15 dans le DMSO-d6. 

Position δH  J (Hz) Multiplicité δC 

2 - - - 157,7 

3 - - - 139,2 

4 - - - 179,5 
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5 - - - 162,8 

6 6,2 2,1 d 99,6 

7 - - - 165,7 

8 6,41 2,1 d 94,6 

9 - - - 158,2 

10 - - - 105,6 

1' - - - 122,3 

2' 7,99 9,2 d 131,2 

3' 6,93 9,2 d 116,4 

4' - - - 161,5 

5' 6,93 9,2 d 131,2 

6' 7,99 9,2 d 116,4 

OCH3 3,78 - s 60,3 

 

III-1-3-16-Identification structurale du composé Ea16 

 

.  

  

Le composé Ea16 est purifié sous forme d’une poudre blanche soluble dans l’acétone, 

il est visible sous la lumière UV à 254 nm et se colore en marron après révélation da sa CCM 

par une solution d’acide sulfurique et chauffage à 100 °C. 

 Le spectre de masse à haute résolution HR-ESI-MS de ce composé obtenu en mode 

positif (Figure III-144) révèle un pic d’ion quasimoléculaire à m/z = 219,1028 [M+H]+ (calc. 
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C13H15O3, 219,1021), correspondant à une masse moléculaire de 218 uma et une formule 

brute en C13H14O3, indiquant la présence de 7 degrés d’insaturation.  

 

Figure III-144: Spectre de masse HR-ESI-MS (mode positif) du composé Ea16 

 Le spectre RMN 1H du composé Ea16 montre l’existence de 10 signaux se 

répartissant en (Figure III-145): 

➢ Un signal observé à δH 8,30 ne présentant aucune tache de corrélation sur le spectre 

HSQC est attribué à un groupement hydroxyle. 

➢ Deux signaux dans la zone aromatique d’intégration 1H chacun à δH 7,38 (d, J = 1,8 

Hz)  et 7,40 (d, J = 1,8 Hz) correspondant à deux protons aromatiques meta-couplés. 

➢ Un signal détecté à δH 5,34 d’intégration 1H sous forme de triplet (J = 8,9 Hz). Son 

carbone est assigné à δC 87,4 selon l’expérience HSQC. Ce signal est attribué à un 

groupement oxyméthine (CHO). 

➢ Deux signaux d’intégration 1H chacun résonant à 5,11 ppm (dt, J = 2,0 et 1,1 Hz) et 

4,92 ppm (t, J = 1,7 Hz) et corrélant sur le spectre HSQC avec un même carbone 

localisé à 112,4 ppm correspondent à deux protons éthyléniques géminés non 

équivalents (CH2=C). 

➢ Deux signaux s’intégrant pour 1H chacun détectés à δH 3,46 (dd, J = 15,7 et 9,7 Hz) et 

3,10 (dd, J = 15,7 et 8,0 Hz) et montrant sur le spectre HSQC deux taches de 

corrélation à δC 34,8 sont attribués à deux protons non équivalents d’un groupement 

méthylène (-CH2-). 

➢ Deux signaux d’intégration 3H chacun observés à 2,46 ppm (s) et 1,77 ppm (t, J = 1,2 

Hz) correspondant à deux groupements méthyles (-CH3). Leurs carbones sont 

déterminés par l’expérience HSQC à δC 26,1 et 16,9 respectivement. 
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Figure III-145: Spectre RMN 1H du composé Ea16 (Acétone-d6) 

 Le spectre COSY H-H (Figure III-146) de ce composé révèle la présence de trois 

systèmes de spins.  

➢ Le premier à trois protons montre des couplages entre les protons du groupement 

méthylène notés H-3a/H-3b et le proton oxyméthine H-2 à δH 5,34 formant le 

fragment (-3CH2-2CHO).   

 

Figure III-146: Spectre COSY H-H du composé Ea16 
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➢ Le deuxième système de spins représente des couplages entre les deux protons 

éthyléniques nommés H-13a (δH 5,11) et H-13b (δH 4,92) et les protons du groupement 

méthyle H3-14 à δH 1,77 indiquant ainsi la présence d’un fragment de type isoprényle 

(13CH2=12C-14CH3). 

➢ Le troisième système à 2 protons indique un couplage meta entre les deux protons 

aromatiques H-4 et H-6. 

 Le branchement de ces deux fragments -3CH2-2CHO et 13CH2=12C-14CH3 est fait suite 

à l'analyse du spectre HMBC (Figure III-147) qui montre des couplages entre les protons du 

groupement méthyle H3-14 et les carbones C-2 (δC 87,4), C-13 (δC 112,0) et le carbone 

quaternaire C-12 (δC 144,0). Les protons du groupement méthylène H-3a et H-3b sont couplés 

en 3J avec le carbone C-12 et en 2J avec le carbone C-2 et le proton du groupement 

oxyméthine H-2 corrèle en HMBC avec les deux carbones C-13 et C-14. 

  Toutes ces corrélations nous permettent de relier le carbone oxyméthine C-2 avec le 

carbone quaternaire C-12 du groupement isoprényle. 

 

Figure III-147 : Partie du spectre HMBC du composé Ea16 
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 Les deux protons aromatiques notés H-4 et H-6 corrèlent sur le spectre HSQC (Figure 

III-148) avec leurs carbones respectifs à δC 117,8 et 116,5. L'absence d’autres signaux de 

protons aromatiques suggère la substitution des carbones restant du cycle aromatique. 

 

 Figure III-148 : Spectre HSQC du composé Ea16  

 

          Le spectre HMBC du composé Ea16 montre également des corrélations entre les deux 

protons aromatiques H-4 et H-6 et le carbone d’une fonction carbonyle à δC 194,9 (C-10), ce 

qui permet de lier le carbonyle en position C-5 du cycle aromatique. Par ailleurs, les protons 

du groupement méthyle (acétyle) H3-11 à δH 2,46 présentent des couplages avec le carbone  

C-10 et un carbone aromatique à δC 131,6 ne pouvant être que le carbone quaternaire 

aromatique C-5 porteur du groupement acétyle (Figure III-149).  
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Figure III-149: Partie du spectre HMBC du composé Ea16 

 Aussi, les deux protons aromatiques H-4 et H-6 copulent ensemble en HMBC avec un 

carbone quaternaire oxygéné à δC 151,4 correspondant au carbone C-8. D’autres corrélations 

sont visualisées entre le proton H-6 et les carbones C-4 et un carbone oxygéné à δC 140,8    

(C-7) et entre le proton H-4 et le carbone méthylénique C-3, ce qui permet de lier le carbone 

C-3 au carbone C-9 du cycle aromatique. Ceci est confirmé par les corrélations observées sur 

le spectre HMBC entre les protons du groupement méthylène CH2-3 et les carbones C-4, C-8 

et un carbone quaternaire aromatique à 128,2 ne pouvant être que le carbone C-9 du cycle 

aromatique (Figure III-150). Il en résulte que tous les protons et carbones de ce composés ont 

été assignés. A ce stade d’analyse, le nombre d’insaturation établie correspond à 6, il reste 

donc une seule insaturation à attribuer en accord avec le spectre de masse suggérant 7 

insaturations. Ceci  implique exclusivement la formation d’un cycle furane entre les atomes 

de carbone C-2 et C-8.  
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Figure III-150 : Corrélations HMBC du composé Ea16 

  L’ensemble de ces données spectroscopiques et la comparaison avec les données 

citées dans la littérature [199] permettent l’attribution à Ea16 la structure: 2-propényl-5-acétyl- 

7-hydroxy-2,3-dihydrobenzofurane nommé aussi 7-hydroxytremetone. Ce composé a été isolé 

antérieurement des racines des espèces Ligularlia przewaukii [199] et Viguiera pazensis [200] de 

la famille Asteraceae. Il est à signaler que ce composé a été isolé pour la première fois dans le 

genre Erinacea et même dans la famille Fabaceae. 

Tableau III-16 : Déplacements chimiques en RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) 

du composé Ea16 dans l’acétone deutérée. 

Position δH  J (Hz) Multiplicité δC 

2 5,34 8,9 t 87,4 

3a  

3b 

3,46 

3,10 

(15,7 ; 9,7) 

15,7 ; 8,0 

dd 

dd 

34,8 

4 7,40 1,8 d 117,8 

5 - - - 131,6 

6 7,38 1,8 d 116,5 

7 - - - 140,8  

8 -  - - 151,4 

9 - - - 128,2 

10 - - - 195,2 

11 2,46 - s 26,1 

12 7,99 9,2 d 144,0 

13a 

13b 

5,11 

4,92 

(2,0 ; 1,1) 

1,7 

dt 

t 

112,0 

14 1,77 1,2 t 16,3  
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III-1-3-17-Identification structurale du composé Ea17  

 

 Le composé Ea17 est obtenu sous forme d’une poudre blanche amorphe soluble dans 

l’acétone. Il est visible sous la lumière UV à 254 nm et se colore en jaune après pulvérisation 

de sa CCM par l’acide sulfurique et chauffage à 100 °C. 

 Le spectre de masse à haute résolution (HR-ESI-MS) du composé Ea17 enregistré en 

mode positif (Figure III-151) montre deux pics d'ions pseudomoléculaires à m/z = 225,1501 

[M+H]+ (calc. C13H21O3, 225,1491) et 449,2991 [2M+H]+, ceci correspond à une masse 

moléculaire de 224 uma et une formule brute en C13H20O3, indiquant 4 degrés d’insaturation.  

 

Figure III-151: Spectre de masse HR-ESI-MS (mode positif) du composé Ea17 

 L’analyse structurale des spectres RMN 1H (Figure III-152) et HSQC J-modulé 

(Figure III-153) du composé Ea17 indique l’existence de: 

➢ Deux protons à δH 4,97 (s) et 4,69 (d, J = 4,7 Hz) ne présentant aucune tache de 

corrélation sur le spectre HSQC J-modulé correspondent à deux groupements 

hydroxyles.  

➢ Quatre groupements méthyles à δH 1,81 (d, J = 1,4 Hz), 1,11 (d, J = 6,4 Hz), 0,94 (s) et 

0,91 (s), leurs carbones respectifs sont détectés par analyse du spectre HSQC à δC 

18,9, 24,0, 23,0 et 23,9. 
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➢ Trois protons éthyléniques à δH 5,78 (t, J = 1,3 Hz), 5,70 (dd, J = 15,6 ; 4,7 Hz) et 5,65 

(d, J = 15,7 Hz). Ces protons couplent sur le spectre HSQC avec les carbones à  δC 

125,4, 135,8 et 127,8 respectivement. 

➢ Un proton oxyméthine à δH 4,18 (m) corrèlant sur le spectre HSQC J-modulé avec son 

carbone à δC 66,0   

➢ Deux protons non équivalents d’un groupement méthylène à δH 2,35 (d, J = 16,7 Hz) 

et 2,06 (d, J = 16,6 Hz) couplant sur le spectre HSQC avec un carbone repéré à δC 

49,4. 

Figure III-152: Spectre RMN 1H du composé Ea17 (DMSO-d6) 

Figure III-153 : Spectre HSQC J-modulé du composé Ea17 
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                Sur le spectre RMN 13C J-modulé du composé Ea17 sont visualisés 13 signaux 

correspondant à 13 atomes de carbone (Figure III-154): 

- 1 carbonyle à 197,3 ppm. 

- 4 carbones éthyléniques entre 125,4 et  164,3 ppm 

- 1 carbone oxyméthine à 66,0 ppm.  

- 3 carbones quaternaires  entre 77,0 et 40,0 ppm. 

- 4 groupements méthyles.  

Figure III-154: Spectre RMN 13C J-modulé du composé Ea17 

 L’élucidation structurale du composé Ea17 est commencée par la localisation des 

protons non équivalents du groupement méthylène notés H-2a à δH 2,35 (d, J = 16,7 Hz) et  

H-2b à δH 2,06 (d, J = 16,6 Hz) qui couplent sur le spectre HMBC avec un groupement 

carbonyle à δC 197,3 (C-3), un carbone éthylénique (CH, SP2) à δC 125,3 (C-4), un carbone 

oxygéné à δC 77,7 (C-6), un carbone quaternaire  à δC 40,9 (C-1) et un groupement méthyle à 

δC 23,0 (C-12). L’expérience HSQC permet d’identifier le proton éthylénique H-4 à δH 5,78 

(d, J = 1,3 Hz, couplage allylique). En outre, les deux groupements méthyles à 0,91 (CH3-11) 

et 0,94 ppm (CH3-12) montrant des corrélations HMBC entre eux, sont portés par le même 
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carbone résonant à δC 40,9 (C-1). Aussi, ces deux méthyles couplent en 4J avec le groupement 

carbonyle et en 3J  avec le carbone oxygéné à δC 77,7 (C-6) et le carbone méthylène à δC 49,4 

(C-2), ce qui permet de former les enchainements suivants (Figure III-155). 

 

Figure III-155: Partie du spectre HMBC du composé Ea17 

Des taches de corrélations en HMBC sont visualisées entre le proton éthylénique  H-4 

et les carbones C-6 et C-2 déjà identifiés et un groupement méthyle à δC 18,9 attribuable au 

carbone C-13, ses protons (H-13) sont assignés par HSQC à 1,81 ppm. Les protons 

méthyliques H-13 montrent des corrélations sur le spectre HMBC (Figures III-155 et III-156) 

avec les carbones C-6 et C-4 et un carbone éthylénique quaternaire à δC 164,3 ne pouvant être 

que le carbone C-5 (Figure III-156) permettant ainsi la fermeture du cycle à 6 chaînons pour 

ce composé.  Ceci est confirmé également par les corrélations hétéronucléaires observées sur 

le spectre HMBC entre le proton de l’hydroxyle en C-6 détecté à δH 5,56 selon l’expérience 

HSQC J-modulé  et les carbones C-1, C-5 et C-6. Ce proton corrèle aussi en HMBC avec un 

autre carbone éthylénique repéré à δC 127,9 (CH-7, SP2) (Figure III-156). Son proton H-7 est 

localisé à 5,65 ppm par analyse du spectre HSQC.  
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Figure III-156: Corrélations HMBC permettant la fermeture de cycle du composé Ea17 

 Le spectre COSY H-H du composé Ea17 révèle la présence d’un système de spins à 

sept protons à partir du proton H-7 identifié précédemment comme suit: H-7 (δH 5,65, d, J = 

15,7 Hz) /H-8 (δH 5,70, dd, J = 15,6 ; 4,7 Hz)/ H-9 (δH 4,18, m) /OH-9 (δH 4,69, d, J = 4,7 Hz) 

/H3-10 (1,11, d, J = 6,4 Hz) (Figure III-157). La grande valeur de la constante de couplage 

entre les protons H-7 et H-8 indique qu’ils sont en position trans, ceci conduit à élaborer la 

chaine latérale -7CH=8CH-9CH(OH)10CH3 liée au carbone C-6 (Figure III-157). 

Figure III-157: Spectre COSY H-H du composé Ea17 
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 La chaine latérale du composé Ea17 met en évidence les corrélations HMBC 

entre (Figure III-158): 

➢ Le proton de l’hydroxyle en C-9 et le groupement méthyle à δC 24,1 (C-10), le 

carbone oxyméthine C-9 à δC  66,0 et le carbone éthylénique C-8 à δC 135,8. 

➢ Le proton hydroxyméthine H-9 et le carbone C-7. 

➢ Les deux protons éthyléniques H-7 et H-8 et les carbones C-9 et C-6, ce qui conduit à 

confirmer l’emplacement de la chaine latérale sur le carbone C-6.  

➢ Le proton H-7 et le carbone C-5. 

➢ Les protons du groupement méthyle Me-10 et les carbones C-8 et C-9. 

 

 

Figure III-158 : Partie du spectre HMBC du composé Ea17 

 A ce stade d’interprétation tous les carbones et protons du composé Ea17 sont 

assignés, il reste à déterminer la stéréochimie relative des deux centre asymétriques C-9 et     

C-6 par analyse du spectre NOESY et comparaison avec les données de la littérature.  
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      L’expérience NOESY (Figure III-159) montre clairement des effets NOE entre les 

protons des groupements hydroxyles 6-OH et 9-OH, ce qui traduit leur proximité spatiale. 

D’autres corrélations NOESY (Figure III-160) sont observées entre : 

➢ Le proton H-9 et les protons H-7 et H3-10. 

➢ Le proton H-8 et les protons H3-10 et OH-6. 

➢ Le proton H-2a et les protons H-2b et H3-11. 

➢ Le proton H-2b et les protons H-2a et H3-12. 

➢ Le proton de l’hydroxyle OH-6 et les protons H3-12 et H3-13. 

➢ Le proton H-7 et le proton  H-2a. 

➢ Le proton H-4 et les protons H3-13. 

 

Figure III-159: Partie du spectre NOESY du composé Ea17 

 

Figure III-160: Principaux effets NOE du composé Ea17 
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 Toutes ces données spectroscopiques et la comparaison avec les données de la 

littérature [201] conduisent à identifier ce composé au (6S,7E,9R)-6,9-dihydroxy-4,7-

megastigmadien-3-one nommé aussi vomifoliol ou  blumenol A. Il a été isolé antérieurement 

des espèces Heliotropium angiospermum (Boraginaceae) [202], Brassica fruticulosa 

(Brassicaceae) [203] et Teucrium heterophyllum (Lamiaceae) [201].  

 Le vomifoliol est un composé à squelette ionone qui appartient à la classe de C13-

norisoprénoïde, ce métabolite secondaire joue un rôle important en tant que régulateur 

endogène de l'ouverture stomatique [204] et il est considéré comme un élément important à la 

saveur de tabac, thé et de quelques fruits [203]. Ce composé a été isolé pour la première fois 

dans le genre Erinacea. 

Tableau III-17: Déplacements chimiques en RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) du 

composé Ea17 dans le DMSO-d6. 

Position δH  J (Hz) Multiplicité δC 

1 - - - 40,9 

2a 

2b 

2,35 

2,06 

16,7 

16,7 

d 

d 

49,4 

- 

3  - - - 197,3 

4 5,78 1,28 d 125,4 

5 - - - 164,3 

6 - - - 77,8 

7 5,65 15,7 d 127,9  

8 5,70 (15,6 ; 4,7) dd 135,8 

9 4,18 - m 66,0 

10 1,11 6,4 d 24,0 

11 0,91 - s 23,9 

12 0,94 - s 23,0 

13 1,81 1,4 d 18,9 

OH-6 4,97 - s -  

OH-9 4,69 4,7 d - 
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III-1-3-18-Identification structurale du composé Ea18  

 

 

            Le composé Ea18 est purifié sous forme d’une poudre blanche soluble dans le MeOH. 

Il présente une tache visible sous la lumière UV à 254 nm et se colore en marron après 

révélation de sa CCM par l’acide sulfurique et chauffage à 100 °C. 

 Le spectre de masse à haute résolution HR-ESI-MS du composé Ea18 enregistré en 

mode positif (Figure III-161) révèle deux pics d'ions pseudomoléculaires à m/z = 387,2019 

[M+H]+ (calc. C19H31O8, 387,2019) et 409,1825 [M+Na]+, soit une masse moléculaire de 386 

uma et une formule brute en C19H30O, suggérant 5 degrés d’insaturation. 

Figure III-161: Spectre de masse HR-ESI-MS (mode positif) du composé Ea18 

Les spectres RMN 1H des composés Ea18 (Figure III-162) et Ea17 (Figure III-163) 

sont presque semblables au niveau du squelette ionone, la différence entre ces deux composés 

réside notamment dans l’apparition des signaux d’une unité osidique entre 3,0 et 4,5 ppm. 
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Figure III-162: Spectre RMN 1H du composé Ea17 (DMSO-d6) 

 

Figure III-163: Spectre RMN 1H du composé Ea18 (CD3OD) 

              La détermination des déplacements chimiques des protons et carbones du squelette 

ionone repose principalement sur l’analyse conjointe des spectres RMN 1H (Figure III-163), 

COSY H-H (Figure III-164), HSQC (Figure III-165) et HMBC (Figure III-166). 

- Partie cycle 

             Les deux protons géminés H-2a à δH 2,52 (d, J = 16,6 Hz) et H-2b à 2,15 (d, J = 16,6 

Hz) appartenant au même système de spins selon l’expérience COSY couplent sur le spectre 

HSQC avec leur carbone à δC 50,5. En plus, ces deux protons montrent sur le spectre HMBC 
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des corrélations avec les carbones à δC 23,2 (C-11), 24,4 (C-12), 42,3 (C-1), 126,8 (C-4) et 

201,1 (C-3). Le proton éthylénique H-4 à δH 5,78 sous forme de multiplet présente des 

couplages en HMBC avec les carbones à δC 19,3 (C-13) et 50,5 (C-2) (Figure III-166).  

 

Figure III-164: Partie du spectre COSY H-H du composé Ea18 

 

Figure III-165: Spectre HSQC du composé Ea18 
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             Les deux groupements méthyles Me-11 à δH 1,04/ δC 23,2 et Me-12 à δH 1,03/ δC 24,4 

montrent sur le spectre HMBC (Figure III-166) des corrélations entre eux et avec les carbones 

C-1, C-2 et le carbone quaternaire oxygéné C-6 à δC 79,8. Le proton éthylénique H-4 à δH 

5,78 sous forme de multiplet couple en HMBC avec les carbones C-2, C-6 et C-13 (19,3 

ppm). Par ailleurs, les protons du groupement Me-13 présentent des corrélations avec les 

carbones C-4, C-6 et C-5 à δC 167,0. 

 

Figure III-166: Spectre HMBC de la partie cycle du composé Ea18 

- Partie chaine latérale 

            Le proton oxyméthine H-9 de la chaine latérale résonant à 4,41 ppm révèle la présence 

de couplages en HMBC avec les deux carbones éthyléniques C-7 à δC 131,3 et C-8 à δC 135,0. 

Leurs protons sont localisés par l’expérience HSQC à δH 5,86 (H-7 et H-8, m). Ces protons 

couplent en HMBC avec les carbones C-6 et C-9. Aussi, les protons du groupement méthyle 

Me-10 présentent des corrélations HMBC avec les carbones C-9 et C-8 (Figure III-167).  
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Figure III-167 : Partie du spectre HMBC du composé Ea18  

             A cette étape d’interprétation tous les protons et carbones du squelette ionone (Figure 

III-168) du composé Ea18 sont déterminés, il reste à identifier la partie osidique.   

 

Figure III-168: Squelette ionone du composé Ea18 

          Le spectre COSY de ce composé exhibe également un système de spins à sept protons 

attestant ainsi de la présence d’un hexose, dont le proton anomérique H-1' résonne à δH 4,43 

(d, J = 7,8 Hz). Le proton H-2' est localisé à δH 3,16 (dd, J = 9,0 ; 7,9 Hz) suite aux couplages 

observés sur le spectre COSY avec les deux protons H-1' et H-3' à δH 3,33 (t, J = 8,5 Hz), ce 

dernier corrèle avec le proton H-4' à δH 3,25 (m) qui couple à son tour avec le proton H-5' δH 

3,23 (m). Le proton H-5' montre un couplage avec le proton H-6'b à δH 3,62 (dd, J = 11,7; 5,6 

Hz). Le proton H-6'b corrèle aussi avec le proton H-6'a à δH 3,85 (dd, J = 11,8 ; 1,7 Hz). En 

plus des grandes taches de corrélation observées sur le spectre COSY (Figure III-169), les 
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valeurs des constantes de couplage sont toutes supérieures à 7 Hz indiquant une position 

trans-diaxiale de ces protons, caractéristique d’un β-D-glucose. 

 

Figure III-169 : Spectre COSY H-H de la partie osidique du composé Ea18 

             L’analyse du spectre HSQC J-modulé (Figure III-165) permet d’assigner les carbones 

du sucre (β-D-glucose) à δC 102,5 (C-1'), 74,9 (C-2'), 77,9 (C-3'), 71,4 (C-4'), 77,8 (C-5') et 

62,6 (C-6'). 

 La stéréochimie de la partie osidique (β-D-glucose) du composé Ea18 est confirmée 

par analyse du spectre NOESY (Figure III-170) qui exhibe les effets NOE entre le proton 

anomérique H-1' et les protons H-3' et H-5' ce qui permet de mettre ces protons en position α-

axiale. Ce spectre révèle aussi un effet NOE entre les protons H-2' et H-4' β-orientés. 

 

Figure III-170 : Corrélations NOESY du glucose 
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 Le branchement du squelette ionone au glucose est établi par analyse du spectre 

HMBC (Figure III-171) qui montre une tache de corrélation entre le proton anomérique H-1' 

et le carbone C-9 de la chaine latérale. En plus, le déplacement chimique du carbone C-9 

résonant à δC 77,0 déblindé de + 10 ppm par rapport au même carbone dans le cas du 

composé Ea17 porteur d’un OH libre en C-9 (δC 66,0) confirme l’attachement du groupement 

attracteur glucosyle en C-9. 

 

Figure III-171 : Corrélation HMBC entre le proton anomérique H-1' et le carbone C-9 

Toutes ces données spectroscopiques permettent de proposer pour le composé Ea18 

les deux structures (6S, 9R)-roseoside ou (6S, 9S)-corchoionoside C (Figure III-172), dont la 

différence est affichée spécialement au niveau de la stéréochimie du carbone C-9. 

 

 

Figure III-172 : Structures proposées pour le composé Ea18 

 Une simple comparaison entre les déplacements chimiques des deux structures 

précédentes enregistrés dans le méthanol [205] avec les données spectrales du composé Ea18 

permet d’identifier sa structure finale. Les deux carbones C-1' et C-9 dans le cas du composé 

(6S, 9R)-roseoside sont détectés à δC 102,7 et 77,3 respectivement, mais dans le composé 

corchoionoside C, les carbones C-1' et C-9 sont assignés à δC 101,3 et 74,6 respectivement. 
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Pour le composé Ea18, le déplacement chimique des carbones C-1' et C-9 sont observés à δC 

102,5 et 77,0 presque les mêmes valeurs de déplacements chimiques que dans le cas du 

composé (6S, 9R)-roseoside. En conséquence, le composé Ea18 est un composé terpénique à 

squelette ionone glycoside nommé (6S, 9R)-roseoside. 

 Toutes ces données spectrales et la comparaison avec celles de la littérature [205] nous 

permettent de proposer pour le composé Ea18 la structure vomifoliol-9-O-β-D-

glucopyranoside, appelée également (6S, 9R)-roseoside. Ce composé est signalé pour la 

première fois dans le genre Erinacea. Il a été isolé antérieurement des espèces Corchorus 

olitorius (Tiliaceae) [205]  et Eriobotrya japonica (Rosaceae) [206]. Ce composé est connu par 

ses activités biologiques intéressantes : antihistaminique [205] et antitumorale [206]. 

Tableau III-18 : Déplacements chimiques en RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) 

du composé Ea18 dans le CD3OD. 

Position δH  J (Hz) Multiplicité δC 

1 - - - 42,3 

2a 

2b 

2,52 

2,15 

16,6 

16,6 

d 

d 

50,5 

3  - - - 201,1 

4 5,87 - m 126,9 

5 - - - 167,0 

6 - - - 79,8 

7 5,86 - m 131,3 

8 5,86 - m 135,0 

9 4,41 - m 77,0 

10 1,29 6,3 d 20,9 

11  1,04 - s 23,2 

12 1,03 - s 24,4 

13 1,92 - s 19,3 

Glucose 

H-1' 

 

4,34 

 

7,8 

 

d 

 

102,5 

H-2' 3,16 (9,0 ; 7,9) dd 74,9 

H-3' 3,33 8,5 t 77,9 

H-4' 3,25 - m 71,4 

H-5' 3,23 - m 77,8 

H-6'a 

H-6'b 

3,85 

3,62 

(11,8 ; 1,7) 

(11,7 ; 5,6) 

dd 

dd 

62,6 
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III-1-3-19-Identification structurale du composé Ea19 

 

               Le composé Ea19 est identifié au 24-éthylcholest-5-èn-3-ol ou β-sitostérol par 

comparaison de sa CCM avec un échantillon témoin. Les données RMN 1H et 13C J-modulé 

confirment ainsi sa structure. Ce composé se présente sous forme d’une poudre blanche, 

invisible sous la lumière UV à 254 nm. Il se colore en rose après révélation de sa CCM par 

l’acide sulfurique et chauffage à 100° C. Il a été isolé antérieurement de plusieurs espèces: 

Erythrina velutina [207], Melipona subnitida [208], Deguelia duckeana [209], Cajanus cajan [210] 

et  Caragana bungei [211] de la famille Fabaceae. 

Le β-sitostérol est très connu pour ses activités biologiques intéressantes : anti-

inflammatoire, antipyrétique, antinéoplasique, hypocholestérolémiante, effet angiogénique, 

antidiabétique, traitement du cancer de la prostate, effet neuroprotecteur, immuno-

modulatrice, antihelminthique, antimutagène et génotoxique [212]. 

Tableau III-19: Déplacements chimiques en RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) du 

composé Ea19 dans le CDCl3. 

Position δH m J Hz δC 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

1,90 H-1a m ; 1,13 H-1b m 

1,88 H-2a m ; 1,56 H-2b m 

3,58 tt 11,3 ; 5,3 

2,34 H-4a ddd (13,0; 5,0; 2,0) , 2,30 H-4b td 11,0; 2,0 

- 

5,40 dd  5,2 ; 2,3 

1,50 m 

37,2 

31,6 

71,8 

42,3 

140,7 

121,7 

31,9 
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8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

26 

27 

28 

29 

2,03 td 12,1; 2,4 

0,98  m 

- 

1,55 H-11a m ; 1,50 H-11b qd 10,8; 4,6 

2,06 H-12a dt 12,8; 3,6 ; 1,21 H-12b m 

- 

1,04 m 

1,63 H-15a m ; 1,11 H-15b tm 11,2 

1,89 H-16a m ; 1,30 H-16b m 

1,16 t 10,0 

0,74 s 

1,06 s 

1,4 m 

0,93 d 6,5 

1,36 H-22a m ; 1,07 H-22b m 

1,21 m 

0,97 m 

1,71 m 

0,88 d 6,9 

0,87 d 6,9 

1,31 m 

0,89 t 7,4 

31,8 

50,1 

36,5 

21,1 

39,7 

42,3 

56,7 

24,3 

28,2 

56,0 

11,8 

19,4 

36,1 

18,8 

33,9 

26,0 

45,8 

29,1 

19,8 

19,0 

23,0 

12,0 

 

III-1-3-20-Identification structurale du composé Ea20 
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           La comparaison des données spectroscopiques en RMN 1H et RMN 13C J-modulé du 

composé Ea20 avec celles de la littérature, indique qu’il s’agit du β-sitostéryl-3-O-β-D-

glucopyranoside connu sous le nom Daucostérol, isolé antérieurement des espèces suivantes: 

Caragana bungei [211], Crotalaria saharae [213], Eriosema robustum [214] de la famille 

Fabaceae.  

Ce composé possède des activités biologiques à savoir: immunomodulatrice [215], anti-

mutagénique [216] et cytotoxique [212].     

Tableau III-20: Déplacements chimiques en RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) du 

composé Ea20  dans le mélange (CDCl3/CD3OD). 

Position δH m J Hz δC 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

1,88 (H-1a) m ; 1,08 (H-1b) m 

1,91 (H-2a) m ; 1,62 (H-2b) m 

3,59 m 

2,42 (H-4a) dm 10 ; 2,28 (H-4b) tl 10 

- 

5,37 d 5,0 

1,47 m 

1,97 m 

0,96 m 

- 

1,45 (H-11a) m ; 1,02 (H-11b) m 

2,01 (H-12a) m ; 1,17 (H-11b) m 

- 

1,03 m 

1,59 (H-15a) m ; 1,11 (H-15b) m 

1,84 (H-16a) m ; 1,29 (H-16b) m 

1,14 m 

0,70 s 

1,03 s 

1,37 m 

0,95 d 5,1 

1,34 (H-22a) m ; 1,04 (H-22b) m 

37,6 

29,9 

79,5 

39,0 

140,7 

122,4 

32,3 

32,3 

50,6 

37,1 

21,2 

40,8 

42,7 

57,2 

24,6 

28,6 

56,4 

12,1 

19,5 

36,5 

18,9 

34,3 
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23 

24 

25 

26 

27 

28 

29 

Glucose 

1' 

2' 

3' 

4' 

5' 

6'a 

6b' 

1,19 m 

0,93 m 

1,68 m 

0,94 d 6,9 

0,83 d 6,9 

1,26 m 

0,85 t 7,4 

 

4,41 d 7,9 

3,23 t 7,9 

3,42 t 7,9 

3,42 m 

3,29 m 

3,84 H-6'a dl 10,0 

3,75 H-6'b dd 10,0; 5,0 

26,4 

46,2 

29,5 

19,9 

19,2 

23,4 

12,3 

 

101,5 

74,0 

76,9 

70,7 

76,3 

62,2 

 

III-1-3-21-Identification structurale du composé Ea21 

 

            Il s’agit d’un stéroїde acylé, β-sitostéryl-3-O-(6'-O-oléoyl)-β-D-glucopyranoside 

connu sous le nom sitoindoside II (Ea21) isolé antérieurement des espèces Musa paradisiaca 

(Musaceae) [217], Musa sapientum (Musaceae) [218] et Moringa oleifera (Moringaceae) [219]. 
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 Le spectre de masse ESI-MS du composé Ea21 enregistré en mode positif montre un 

pic d'ion pseudomoléculaire à m/z = 841 [M+H]+, correspondant à une masse moléculaire de 

840 uma et une formule brute en C53H92O7. 

Hormis les signaux de protons et carbones (Tableau III-21) de la génine stéroїdique 

(sitostérol) qui sont identifiés précédemment par comparaison avec le composé Ea19 et les 

données de la littérature [220], le spectre RMN 1H de ce composé révèle l’existence d’un proton 

anomérique déblindé résonant à 4,39 ppm sous forme d’un doublet (JH-1'/H-2' = 7,8 Hz) et trois 

protons éthyléniques à 5,37 ppm attribuables au proton H-6 du cycle A de la génine 

stéroïdique et à deux autres protons d’une double liaison disubstituée (Figures III-173 et III-

174).     

 

Figure III-173 : Spectre RMN 1H du composé Ea21 (Acétone-d6) 

 

Figure III-174: Spectre RMN 1H (région déblindée) du composé 21(Acétone-d6) 
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 Le spectre COSY H-H (Figure III-175) du composé Ea21 permet de déterminer sept 

protons d’un hexose. A partir du proton anomère H-1', on relie à travers leurs taches de 

corrélation les protons H-2' à δH 3,15 (t, J = 8,4 Hz)/ H-3' δH 3,39 (t, J = 8,9 Hz)/ H-4' δH 3,26 

(t, J = 9,1 Hz)/ H-5' δH 3,49 (m)/ H2-6' [H-6'a δH 4,37 (dd, J = 11,7 ; 2,3 Hz)/ H-6'b δH 4,19 

(dd, J = 11,6 ; 7,5 Hz)]. Les grandes taches de corrélation ainsi que les valeurs des constantes 

de couplage de tous ces protons (J > 7 Hz) impliquent qu’ils sont tous axiaux. Il s’agit donc 

d’un glucose de configuration β.  

 

Figure III-175: Partie osidique du spectre COSY H-H du composé Ea21 

 L’expérience HSQC J-modulé permet d’attribuer tous les déplacements chimiques des 

carbones du glucose à δC 102,2 (C-1'), 74,5 (C-2'), 77,6 (C-3'), 71,4 (C-4'), 74,4 (C-5') et 64,1 

(C-6') (Figure III-176). 

Figure III-176 : Partie du spectre HSQC (Partie osidique) du composé Ea21 
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 L’analyse du spectre HMBC (Figure III-177)  de ce composé permet de visualiser des 

couplages en 3J et 2J de la partie osidique entre le proton H-2' et les carbones C-3' et C-1',     

H-4' et le carbone C-3', H-3' et les carbones C-4' et C-5' et H-5' et le carbone C-1'. 

 

Figure III-177 : Corrélations HMBC de la partie osidique 

 La corrélation visualisée sur le spectre HMBC entre le proton anomère H-1' du 

glucose et le carbone C-3 de la génine stéroïdque indique que le β-D-glucose est lié au 

carbone oxyméthine C-3. En outre, les déplacements chimiques déblindés des protons H-6'a 

δH 4,37 (dd, J = 11,7 ; 2,3 Hz) et H-6'b δH 4,19 (dd, J = 11,6 ; 7,5 Hz) ainsi que les 

corrélations observées sur le spectre HMBC entre ces deux protons et une fonction carbonyle 

à δC 173,3 (C-1'') révèle la présence d’une substitution à ce niveau par un groupement acyle 

insaturé (Figure III-178).  

 

Figure III-178 : Corrélations HMBC montrant l’attachement  

du glucose aux carbones C-3 et C-1'' 
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 L’analyse des spectres RMN 1H, COSY H-H et HSQC J-modulé (Tableau III-21) de 

ce composé et la comparaison avec les données de la littérature conduisent à identifier les 

signaux du groupement acyle insaturé à δH 2,30 (t, J= 7,3 Hz, H-2'')/ δC 34,5 (C-2''), δH 1,60 

(m, H-3'')/ δC 24,6 (C-3''), δH 1,20-2,08 (m, H-4'' à H-7'')/ δC 29,2-30,0 (C-4'' à C-7''), δH 2,10 

(m, H-8'')/ δC 27,6 (C-8''), δH 2,84 (m, H-11'')/ δC 25,9 (C-11''), δH 1,20-2,08 (m, H-12'' à H-

15'')/ δC 29,2-30,0 (C-12'' à C-15''), δH 1,28 (m, H-16'')/ δC 32,4 (C-16''), δH 1,31 (m, H-17'')/ 

δC 22,8 (C-17'') et δH 0,89 (t, J= 6,8 Hz, H-18'') et δC 14,1 (C-18'').  

Les signaux de la double liaison sont visualisés à δH 5,37 (m) (H-9'') et δC 128,5 (C-

9''), δH 5,37 (m) (H-10'')/ δC 130,4 (C-10''). Tous ces signaux sont caractéristiques d’un acide 

gras insaturé en C-9''-C-10'' [221]. La masse moléculaire de l’ordre de 840 uma, indique bien 

qu’il s’agit du groupement oléoyle. 

 La figure ci-dessous résume les principales corrélations observées sur le spectre 

HMBC du composé Ea21. 

 

Figure III-179: Corrélations HMBC du composé Ea21 

 

 L’ensemble de ces données spectroscopiques et la valeur du pouvoir rotatoire de ce 

composé dans le chloroforme [α]D
20 -9.3 (C =  0,25 g/100 ml), permettent d’attribuer sans 

ambiguïté pour ce composé la structure suivante: β-sitostéryl-3-O-(6'-O-oléoyl)-β-D-

glucopyranoside appelée aussi sitoindoside II. Ce dernier possède une activité antitumorale 

[222]. 

 Il est à noter que le sitoindoside II est isolé pour la première fois dans le genre 

Erinacea. 
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Tableau III-21 : Déplacements chimiques en RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) 

du composé Ea21 dans l’acétone deutérée. 

Position δH m J Hz δC 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

26 

27 

28 

29 

1,87 (H-1a) m ; 1,07 (H-1b) m 

1,94 (H-2a) m ; 1,54 (H-2b) m 

3,0 m 

2,39 (H-4a) ddd (13,4; 4,8; 2,2); 2,21 (H-4b) m 

- 

5,37 m 

1,99 (H-7a) m; 1,56 (H-7b) m 

1,49 m 

0,97 m 

- 

1,56 (H-11a) m ; 1,52 (H-11b) m 

2,05 (H-12a) m ; 1,21 (H-11b) m 

- 

1,06 m 

1,89 (H-15a) m ; 1,32 (H-15b) m 

1,62 (H-16a) m ; 1,12 (H-16b) m 

1,17 m 

0,74 s 

1,03 s 

1,42 m 

0,98 d 6,4 

2,3 td (7,6 ; 2,3) 

1,61 m 

0,98 m 

1,7 m 

0,84 d 6,9 

0,86 d 6,8 

1,31 m 

0,87 t 6,8 

37,9 

30,3 

79,1 

39,3 

141,4 

121,9 

32,4 

32,4 

50,9 

37,2 

21,5 

40,4 

40,8 

57,4 

28,6 

24,6 

56,6 

11,9 

19,4 

36,6 

18,9 

34,5 

25 ,5 

46,4 

29,6 

19,0 

19,2 

23,2 

12,0 
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Glucose 

1' 

2' 

3' 

4' 

5' 

6' 

  

4,39 d 7,8 

3,15 t 8,4  

3,39 t 8,9  

3,26 t 9,1  

3,49 m 

4,37 (H-6'a) dd (11,7; 2,3) et 4,19 (H-6' b) dd, (11,6 ; 7,5) 

 

102,2 

74,5 

77,6 

71,4 

74,4 

64,1 

Ester oléoyle   

1'' - 173,3 

2'' 2,30 t  7,3  34,5 

3'' 1,60 m 24,6 

4''-7'' 1,20-2,08 m 29,2-30,0 

8'' 2,10 m 27,6 

9'' 5,37 m 128,5 

10'' 5,37 m 130,4 

11'' 2,84 m 25,9 

12''-15'' 1,20-2,08 m 29,2-30,0 

16'' 1,28 m 32,4 

17'' 1,31 m 22,8 

18'' 0,89 t 6,8 14,1 

 

III-1-4- Conclusion 

 L’étude phytochimique réalisée sur l’espèce Erinacea anthyllis Link de la famille 

Fabaceae a conduit à l’isolement de 15 flavonoïdes répartis en 12 isoflavones, 2 flavanones et 

1 flavanol, 1 polyphénol, 2 monoterpènes et 3 stéroïdes. Ces composés ont été obtenus à l’état 

pur à partir des extraits AcOEt et n-BuOH de la plante entière E. anthyllis par l’utilisation 

souvent combinée des différentes méthodes chromatographiques à savoir la chromatographie 

sur colonne de gel de silice normale et sur polyamide SC6, sur plaques préparatives de silice 

normale et greffée en C18 et la chromatographie d’exclusion stérique sur Sephadex. 

 L’élucidation structurale des composés isolés 1-21 a été réalisée par les méthodes 

d’analyse spectroscopiques modernes particulièrement la RMN 1D (1H et 13C J-modulé) et 
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2D (COSY H-H, HSQC J-modulé, HMBC et NOESY) et la spectrométrie de masse à haute 

résolution (HR-ESI-MS), l’UV, la mesure du pouvoir rotatoire [α]D
20 et par la comparaison 

avec les données de la littérature. 

 Les composés caractérisés se répartissent en quatre classes chimiques de métabolites 

secondaires incluant les flavonoïdes, les polyphénols, les terpènes et les stéroїdes. Ils se 

présentent comme suit : 

➢ Deux isoflavonoïdes prénylés nouveaux : Erinasone A (Ea1) et Erinasone B (Ea2). 

 

➢ Six isoflavonoïdes prénylés connus : Alpinumisoflavone (Ea3), Erysubine B (Ea4),  

Erysubine A (Ea5), Erythrinine D (Ea6), (±)-Erythrinine F (Ea7) et Ammopiptanine 

B (Ea8) 

OOH

O O

OH

H
H3C

H3C

Alpinumisoflavone

OOH

O O

OH

H
H3C

HOH2C

Erysubine B

O

OH

OHO

Erysubine A

O

CH3

H3C

HO

O

OH

OHO

O

CH3

H3C

H3CO

Erythrinine D

O

OH

OHO

O

CH3

H3C

HO

(±)-Erythrinine F

HO

O

OH

OHO

O

Ammopiptanine B  
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➢ Deux isoflavonoïdes aglycones connus : Daidzeine (Ea9) et Génistéine (Ea10) 

OHO

O

OH

Daidzeine

OOH

HO O

OH

Génistéine
 

➢ Deux isoflavonoïdes C-glucosylés connus : Génisteine-8-C-glucoside (Ea11) et Orobol-

8-C-β-D-glucopyranoside (Ea12). 

 

➢ Deux flavanones connues : (2S)-Liquiritigénine (Ea13) et 7,4'-dihydroxy-3'-méthoxy-

flavanone (Ea14). 

 

 

➢ Un flavonol, Isokaempferide (Ea15) et un polyphénol, 7-hydroxytremetone (Ea16). 
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➢ Deux monoterpènes à squelette ionone connus: Vomifoliol (Ea17) et (6S, 9R)-

Roseoside (Ea18).  

 

➢ Trois stéroïdes : β-sitostérol (Ea19), Daucostérol (Ea20) et Sitoindoside II (Ea21). 
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 III-2- Etude phytochimique de l’espèce Euphorbia atlantica Coss. 

III-2-1- Extraction 

 La plante entière Euphorbia atlantica Coss. séchée et broyée (1500 g) a subi une 

extraction hydro-alcoolique par le mélange de solvants EtOH-H2O (70 : 30) à température 

ambiante. Après filtration et évaporation non à sec à température 40 °C, l’extrait aqueux (800 

ml) est soumis à une extraction liquide-liquide en utilisant successivement des solvants à 

polarité croissante: éther de pétrole (3 x 200 ml), dichlorométhane (3 x 200 ml), acétate 

d’éthyle (3 x 200 ml) et enfin n-butanol (3 x 200 ml). Les quatre phases organiques obtenues 

(EP, CH2Cl2, AcOEt et n-BuOH) sont traitées par sulfate de sodium anhydre (Na2SO4), puis 

elles sont filtrées et évaporées à sec sous pression réduite, pour donner 13,96 g (EP),  15,17 g 

(CH2Cl2), 7,4 g (AcOEt) et 29,95 g (n-BuOH). Les différentes étapes d'extraction sont 

rassemblées dans le schéma ci-dessous (Figure III-174). 

 

Figure III-180: Schéma général d’extraction de la plante Euphorbia atlantica Coss. 
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III-2-2- Fractionnement et purification des extraits EP et AcOEt  

 La comparaison des CCM réalisées sur les quatre extraits (EP, CH2Cl2, AcOAt et n-

BuOH) dans différents systèmes d’élution met en évidence la richesse des deux extraits EP et 

AcOEt en métabolites secondaires, ce qui nous a orienté vers l’investigation phytochimique 

de ces deux extraits. 

 Extrait éther de pétrole 

 7 g de l’extrait éther de pétrole (EP) sont soumis à un fractionnement par 

chromatographie liquide sous vide (VLC) sur gel de silice normale en utilisant un gradient 

d’élution hexane/AcOEt (100 : 0 à 0 : 100). Les fractions révélant le même profil CCM sont 

regroupées pour donner 9 fractions majoritaires (Figure III-181). 

Figure 181: Schéma de purification de l’extrait EP de l’espèce Euphorbia atlantica 

 Extrait acétate d’éthyle 

 7,4 g de l’extrait AcOEt sont fractionnés sur gel de silice normale par chromatographie 

liquide sous vide (VLC), avec un gradient de solvants CHCl3/MeOH allant de 0 % à 100%.   

A l’issue de ce fractionnement, 11 fractions majoritaires ont été recueillies. Elles sont 
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purifiées par l’utilisation de différentes méthodes chromatographiques pour fournir 3 produits 

(Figure III-182).  

 

Figure III-182: Schéma de purification de l’extrait AcOEt de l’espèce Euphorbia atlantica 

III-2-3- Identification structurale des composés isolés 

III-3-3-1- Identification structurale du composé MS1 

 

 Le composé MS1 est obtenu sous forme d’une poudre blanche amorphe soluble dans 

le chloroforme. Il est invisible sous la lumière UV à 254 nm et se colore en bleu après 

pulvérisation de sa CCM par l’acide sulfurique et chauffage à 100 °C. 
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 Le spectre de masse ESI-MS enregistré en mode positif du composé MS1 (Figure    

III-183), révèle la présence d’un pic d’ion pseudomoléculaire à m/z 481,3 [M+Na]+, ceci 

correspond à une masse moléculaire de 458 uma et une formule brute en C30H50O3, traduisant 

la présence de 6 insaturations. 

 

Figure III-183: Spectre de masse ESI-MS du composé MS1 

 Le spectre RMN 1H (Figure III-184 et III-185) de ce composé montre la présence d’un 

triterpène cycloartanique. Ce type de produits omniprésent dans les plantes du genre 

Euphorbia [223-225] est caractérisé par la présence des signaux à champ fort de deux protons 

non équivalents repérés à δH 0,36 (1H, d, J = 4,0 Hz) et 0,58 (1H, d, J = 3,7 Hz) qui sont 

attribués aux protons H-19 exo et H-19 endo, respectivement d’un noyau cyclopropane tétra-

substitué. Aussi ce spectre exhibe l’existence de six groupements méthyles à δH 0,98 (3H, s, 

H3-18), 0,91 (3H, s, H3-30), 0,90 (3H, d, J = 6,1 Hz, H3-21), 1,76 (3H, s, H3-26), 0,99 (3H, s, 

H3-28) et 0,83 (3H, s, H3-29) et deux groupements oxyméthines à δH 3,32 (1H, dd, J = 11,0, 

4,1 Hz, H-3α) et 4,30 (1H, t, J = 6,8 Hz). 

 

Figure III-184 : Spectre RMN 1H du composé MS1 (CDCl3) 
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Figure III-185: Partie étalée du spectre RMN 1H du composé MS1 indiquant la présence de 

six groupements méthyles et les protons H-19endo et H-19exo 

 

 L’expérience HSQC J-modulé (Figure III-186) du composé MS1 permet la 

détermination de déplacements chimiques des carbones correspondant aux groupements cités 

précédemment à δC 29,9 (C-19), 78,8 (C-3), 29,9 (C-19), 18,0 (H3-18), 18,2 (H3-21), 17,1 

(H3-26), 25,4 (H3-28), 14,0 (H3-29) et 19,3 (H3-30). 

 

Figure III-186: Parties du spectre HSQC du composé MS1 

 L'analyse du spectre RMN13C J-modulé (Figure III-187) confirme la nature 

triterpénique de ce composé par la présence de 30 signaux se répartissant en six groupements 
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méthyles, cinq carbones quaternaires, onze méthylènes, six groupements CH dont deux 

oxygénés, un carbone quaternaire éthylénique et un CH2 oléfinique. 

 

Figure III-187: Spectre RMN13C J-modulé du composé MS1 

 L’élucidation structurale du squelette triterpénique (cycloartane) de ce composé est 

débutée par la localisation du groupement oxyméthine CHO-3 à δH 3,32 (1H, dd, J = 11,0, 4,1 

Hz, H-3)/δC 78,8 (C-3) caractéristique des composés de cette catégorie de métabolites 

secondaires. Ce proton (H-3) couple sur le spectre COSY H-H (Figure III-188) avec les 

protons H2-2. Ces derniers corrèlent avec les protons H2-1 pour former l’enchainement         

H-3/H2-2 (δH 1,60 et 1,79, m)/H2-1 (δH 1,26 et 1,58, m). Les carbones de ces groupements 

sont repérés à δC 31,9 (C-1) et 30,3 (C-2) par l’expérience HSQC J-modulé. 

Figure III-188: Spectre COSY H-H du composé MS1 
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 L’analyse du spectre HMBC (Figure III-189) de ce composé permet de visualiser des 

corrélations entre le proton oxyméthine H-3 et le carbone C-1, un carbone quaternaire à δC 

40,4 et deux signaux de groupements méthyles à δC 25,4 et 14,0, correspondant aux méthyles 

angulaires CH3-28 et CH3-29 respectivement [226]. On en déduit que le signal à δC 40,4 est 

attribué au carbone quaternaire C-4 du cycle A, porteur des deux groupements méthyles. Les 

protons des groupements méthyles sont assignés par analyse du spectre HSQC à δH 0,99 

(CH3-28, s) et 0,83 (CH3-29, s). 

 

Figure III-189 : Partie du spectre HMBC du composé MS1 

 Les deux groupements méthyles (CH3-28 et CH3-29) montrent des corrélations en 

HMBC (Figure III-190) entre eux et avec les carbones C-4 et CH à δC 47,1, ne pouvant être 

que le carbone C-5 du cycle A, son proton est détecté par HSQC à 1,32 ppm (m). 

 Les deux protons non équivalents H-19 exo et H-19 endo caractéristiques du noyau 

cyclopropane tétrasubstitué, couplent sur le spectre HMBC (Figure III-190) avec les carbones 

C-1 et C-5 déjà caractérisés, un carbone quaternaire à δC 19,9 attribuable au carbone C-9 du 

noyau cyclopropane et un signal sortant à δC 26,1 correspondant au groupement CH2-11 (δH 

1,08 et 1,35, m) du cycle C. Aussi, les deux protons H2-19 montrent des corrélations HMBC 

avec un groupement CH à 47,9 ppm correspondant au carbone C-8 du cycle B, son proton est 

déterminé par l’expérience HSQC à δH 1,53 (dd, J = 12,3 et 4,7 Hz, H-8). La valeur de 

déplacement chimique du carbone C-10 est détectée par la corrélation observée sur le spectre 

HMBC entre le proton H-2a et le carbone résonant à δC 26,0 (C-10). 

 A ce stade d’interprétation tous les déplacements chimiques des carbones et protons du 

cycle A sont déterminés. 
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Figure III-190 : Corrélations HMBC du cycle A du composé MS3 

 L’analyse du spectre COSY H-H (Figure III-191) de ce composé conduit à la 

localisation d’un système de spins à six protons, qui visualise les couplages entre les protons 

H-5/H2-6 (δH 0,81 et 1,62, m)/H2-7 (δH 1,14 et 2,01, m)/H-8. Leurs carbones sont attribués à 

δC 21,1 (C-6), 26,4 (C-7) et 47,8 (C-8) par l’expérience HSQC J-modulé. Ceci permet de 

former le cycle B du triterpène.  

 

Figure III-191 : Corrélations COSY H-H du cycle B du composé MS1 
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 A partir des protons H2-11 déjà assignés et selon le spectre COSY (Figure III-192), on 

peut déterminer la valeur de déplacement chimique des protons H2-12 à δH 1,64 (m), leur 

carbone est repéré par l’expérience HSQC J-modulé à δC 32,7. 

Figure III-192 : Corrélations COSY H-H du cycle C 

 Les corrélations des protons H2-12 et H-8 sur le spectre HMBC (Figure III-193) 

conduisent à finaliser la construction du cycle C du composé MS1. En effet, ces protons 

couplent avec deux carbones quaternaires localisés à δC 45,2 et 48,4 attribués respectivement 

aux carbones C-13 et C-14 du cycle C [227]. D’autres couplages sont visualisés entre le proton    

H2-12 et le carbone C-9, un carbone déblindé à δC 52,0 caractéristique d’un CH en position  

C-17 du cycle D et un groupement méthyle à δC 18,0 correspondant au carbone C-18 [227]. Le 

proton H-8 de ce composé révèle la présence des couplages avec les carbones C-19, C-6,      

C-10, un groupement méthyle à δC 19,3 ne pouvant être que le CH3-30 et un groupement 

méthylène à δC 35,5 attribuable au carbone C-15 du cycle D. Les protons portés par ces 

carbones sont détectés par analyse du spectre HSQC à δH 1,60 (H-17, m), 1,33 (H2-15, m) et 

0,91 (H3-30, s).  

 Toutes ces attributions sont confirmées par les corrélations observées sur le spectre 

HMBC (Figure III-194) entre les protons du groupement méthyle CH3-18 et les carbones      
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C-12, C-13, C-14 et C-17 et entre les protons du groupement CH3-30 et les carbones C-15,   

C-13, C-8 et C-14. A ce niveau d’analyse tous les protons et carbones du cycle C sont 

assignés. 

 

Figure III-193: Partie du spectre HMBC du composé MS1 

 

Figure III-194: Corrélations HMBC des groupements méthyles CH3-18 et CH3-30 
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 La construction du cycle D de ce cycloartane est aisément achevée par les corrélations 

remarquées sur le spectre COSY H-H (Figure III-195) entre les protons H2-15/H2-16 (δH 1,33, 

m)/H-17. Ces protons couplent sur le spectre HSQC avec leurs carbones à δC 35,5 (C-15), 

28,1 (C-16) et 52,0 (C-17). 

 

Figure III-195: Corrélations COSY H-H du cycle D du composé MS1 

 Toutes ces données spectroscopiques indiquent la présence d’un squelette de type 

9,19-cyclotriterpènoïde [228]. Donc, il reste à déterminer la chaine latérale liée au squelette 

triterpénique en position C-17. 

L’analyse du spectre COSY H-H (Figure III-196) de ce composé permet de visualiser 

les couplages entre les protons H-17 et H-20 (δH 1,41, m) et les protons CH3-21 (δH 0,90, d,    

J = 6,1 Hz)/H-20/H2-22 (δH 1,50, m)/H2-23 (δH 1,28-1,58, m)/H-24 (δH 4,30, t, J = 6,8) et 

entre les protons du groupement méthyle CH3-26 (1,76, s) et les protons éthyléniques H2-27 

(δH 5,06, s, H-27a et 5,04, s, H-27b) (Figure III-205). L’analyse du spectre HSQC J-modulé 

conduit à attribuer leurs carbones à δC 35,8 (C-20), 18,2 (Me-21), 32,0 (C-22), 27,5 (C-23), 

90,2 (C-24), 17,6  (C-26) et 114,7 (C-27). 

 Les résultats fournis par l’analyse des spectres COSY H-H et HSQC J-modulé sont 

confirmés par les corrélations observées sur le spectre HMBC (Figures III-197 et III-198) 

entre : 

- Les protons du groupement méthyle (CH3-26) et les carbones C-24, C-27 et un 

carbone quaternaire éthylénique à δC 143,6 ne pouvant être que le carbone C-25 de la 

chaine latérale. 

- Le proton oxyméthine H-24 et les carbones C-26, C-23 et C-22. 

- Les protons éthyléniques H2-27 et les carbones C-26 et C-24. 
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Figure III-196: Corrélations COSY H-H au niveau de la chaine latérale du composé MS1 

Figure III-197: Partie du spectre HMBC du composé MS1 
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Figure III-198 : Couplages HMBC de la chaine latérale 

 En se basant sur la formule brute de ce composé en C30H50O3, qui a été déterminée par 

l’analyse du spectre de masse ESI-MS (Figure III-183) et la valeur du déplacement chimique 

déblindé du carbone oxyméthine en position C-24 à δC 90,2, il reste a attribuer un atome 

d’oxygène (O) et un groupement OH. La valeur déblindée du carbone C-24 ne peut être 

induite que par un groupement fortement attracteur hydroperoxyde (OOH) [229-231]. Ceci, nous 

permet de proposer la structure plane suivante (Figure III-199). 

 

Figure III-199 : Structure du composé MS1 
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 Le dédoublement des signaux avec une intensité inégale sur le spectre RMN 13C 

(Figures III-200 et  III-201) des atomes de carbone de la chaine latérale C-20 (δC 35,8 et 

35,9), Me-21 (δC 18,2 et 18,5), C-22 (δC 32,0 et 32,7),  C-23 (δC 27,5 et 27,9), C-24 (δC 90,2 et 

90,4), C-25 (δC 143,5 et 143,8), Me-26 (δC 17,1 et 17,6) et C-27 (δC 114,2 et 114,7) indique 

qu’il s’agit d’un mélange de deux composés épimères en position C-24 (24R et 24S). 

 

Figure III-200 : Spectre RMN 13C J-modulé du composé MS1 

 

Figure III-201 : Partie du spectre RMN 13C J-modulé du composé MS1 

 La stéréochimie de ce composé est établie par analyse des constantes de couplage, les 

effets NOE et par des considérations de biogénèse [232]. Le groupement cyclopropane est β-

orienté tandis que le proton H-3 (dd, J = 11,0 et 4,1 Hz) à une orientation α-axial. Sur le 

spectre NOESY (Figures III-202 et III-203) de ce composé, on observe des effets NOE sur la 

face β entre les protons H-19 exo/H3-29, H-19 endo/H-8, H-19 endo/H3-18 et H3-18/H-20. Sur 

la face α, il est observé les effets NOE entre les protons suivants: H3-28/H-3/H-5/H-7/H3-
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30/H-17/H3-21. D’autres corrélations sont visualisées entre le proton hydroperoxyméthine   

H-24 et les protons oléfiniques H2-27, les protons H2-27 et les protons du groupement Me-26. 

Ces effets prouvent que les protons H-24 et H2-27 sont du même coté de la chaine (Figure III-

203). La valeur du pouvoir rotatoire [α]D
20 = +23,9°, (c 0,23 g/100 ml, MeOH), le 

déplacement chimique des protons H3-21 (0,90 ppm) ainsi que les effets NOE entre H-17α/ 

H3-21/H-12β indiquent une configuration 20R au niveau du carbone asymétrique C-20 [233]. 

La configuration absolue des autres carbones chiraux est déduite comme suit : 3S, 5R, 8R, 9S, 

10R, 13S, 14R et 17S. 

 

Figure III-202: Corrélations NOESY visualisées pour le composé MS1 

 

Figure III-203: Spectre NOESY du composé MS1 
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 Toutes ces données spectroscopiques, permettent d’identifier la structure du  composé 

MS1 au 3β-hydroxycycloart-25-èn-24-hydroperoxyde. Il a été identifié antérieurement de 

quelques espèces du genre Euphorbia : Euphorbia cyparissias [234] et Euphorbia bupleuroides 

[30]. Ce composé possède une activité cytotoxique [234].  

Tableau III-22: Déplacements chimiques en RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) du 

composé MS1 dans CDCl3. 

Position δH  J (Hz) Multiplicité δC 

1 1,26-1,58    - m 31,9 

2  1,60-1,79  - m 30,3 

3 3,32 H-3α 11,0, 4,1 dd 78,8 

4 - - - 40,4 

5 1,32 H-5β  - m 47,1 

6 0,81-1,62 - m 21,1 

7 1,14-2,01 - m 26,4 

8 1,53 H-8 β  12,3, 4,7  dd 47,9 

9 - - - 19,9 

10 - - - 26,0 

11 1,08-1,35  - m 26,1 

12 1,64  - m 32,7 

13 - - - 45,2 

14 - - - 48,4 

15 1,33  - m 35,5 

16 1,34-1,91 - m 28,1 

17 1,60 H-17α - m 52,0 

18 0,98  - s 18,0 

19 0,36 H-19 exo 

0,58 H-19 endo 

4,0 

3,7 

d 

d 

29,9 

20 1,41  - m 35,8 ; 35,9  

21 0,90  6,1 d 18,2 ; 18,5 

22 1,50  - m 32,0 ; 32,7 

23 1,28-1,58  - m 27,5 ; 27,9 

24 4,30 6,8 t 90,2 ; 90,4 

25 -  - - 143,5 ; 143,8 

26 1,76  - s 17,1 ; 17,6 

27 5,06 H-27a 

5,04 H-27b 

- 

- 

s 

s 

114,2 ; 114,7 

28 0,99 - s 25,4 

29 0,83  - s 14,0 

30 0,91 - s 19,3 
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III-3-3-2- Identification structurale du composé MS2 

 

 Le composé MS2 est purifié sous forme d’une poudre blanche amorphe soluble dans 

le chloroforme. Il est invisible sous la lumière UV à 254 nm et se révèle en marron après 

pulvérisation de sa CCM par une solution d’acide sulfurique et chauffage à 100 °C.  

 Le spectre de masse EI-MS (Figure III-204) du composé MS2 obtenu par impact 

électronique indique la présence d’un pic d’ion moléculaire à m/z = 440,4 [M]+. correspondant 

à une formule brute en C31H52O et une masse moléculaire de 440 uma. Par ailleurs, ce spectre 

présente des pics de fragmentation à m/z = 422 [M-18]+., 407 [M-15-18]+ et 297 [M-125-18]+ 

caractéristiques des triterpènes tétracycliques. Le fragment à m/z = 297 [M-125-18]+ 

correspond à la perte d’un groupement alkyle (C9H17) [235, 236]. 

 

Figure III-204 : Spectre de masse EI-MS du composé MS2 
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 Le spectre RMN 1H (Figure III-205) du composé MS2 montre la présence de signaux 

d’un squelette triterpénique cycloartanique incluant sept groupements méthyles à δH 1,01 (3H, 

s, CH3-18), 1,04 (3H, s, CH3-28), 0,85 (3H, s, CH3-29), 0,94 (3H, s, CH3-30), 0,93 (3H, d,      

J = 6,2 Hz, CH3-21), 1,08 (3H, d, J = 6,8 Hz, CH3-26) et 1,07 (3H, d, J = 6,8 Hz, CH3-27).  

 

Figure III-205: Spectre RMN 1H du composé MS2 (CDCl3) 

 Un proton oxyméthine à δH 3,30 (dd, J = 11,6 et 4,3 Hz) est attribué au proton H-3α, 

deux protons non équivalents d’un noyau cyclopropane tétrasubstitué à δH  0,38 (1H, d, J = 4,1 

Hz, H-19 exo) et 0,60 (1H, d, J = 4,0 Hz, H-19 endo) et deux signaux sous forme de singulet 

large chacun à δH 4,70 et 4,77, correspondant aux  protons H-31a et H-31b respectivement, 

d’un groupement méthylène exocyclique [237]. 

Figure III-206: Spectre RMN 13C J-modulé du composé MS2 
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 L’analyse du spectre RMN 13C J-modulé (Figure III-206) du composé MS2 confirme 

ainsi sa nature triterpénique par la présence de 31 signaux se répartissant en sept groupements 

méthyles (CH3), douze méthylènes (CH2), six méthines (CH) et six atomes de carbone 

quaternaires, soit au total 31 atomes de carbone. 

 L’analyse conjointe des spectres COSY (H-H), HMBC (Figure III-207) et HSQC J-

modulé (Figure III-208) permet l’identification de tous les déplacements chimiques des 

protons et carbones de ce composé. 

 

Figure III-207 : Corrélations HMBC du composé MS2 
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Figure III-208: Spectre HSQC du composé MS2 

 La stéréochimie du composé MS2 a été établie principalement par analyse des valeurs 

de constantes de couplage et des corrélations observées sur le spectre NOESY (Figure III-209 

et III-210). En effet, ce dernier présente des taches de corrélation entre le proton H-3 α-orienté 

et les protons H3-28, H-5, H-7, H3-30 et H-17, ce qui permet de positionner ces derniers sur la 

face α. D’autre corrélations sont remarquées sur la face β entre les protons H3-29/H2-19β /H-

8β/H3-18/H-20. 

 

Figure III-209 : Principales corrélations NOESY du composé MS2 
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Figure III-210: Spectre NOESY du composé MS2 

 Toutes ces données spectrales, la valeur du pouvoir rotatoire mesurée dans le 

chloroforme ([α]D
20 = + 40,2, C = 1,01 g/100 ml), ainsi que la comparaison avec les données 

de la littérature [238], permettent de proposer sans ambigüité pour ce composé la structure 24-

méthylènecycloartanol. Ce composé a été isolé antérieurement de plusieurs espèces du genre 

Euphorbia comme E. guyoniana [26], E. retusa [28], E. bupleuroides [30], E. pterococca [31] et E. 

heteradena [235]. Il est connu pour ses activités biologiques à savoir : anti-inflammatoire [239] et 

cytotoxique [240]. 

Tableau III-23: Déplacements chimiques en RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) du 

composé MS2 dans CDCl3. 

Position δH  J (Hz) Multiplicité δC 

1 1,29-1,61   - m 31,9 

2  1,60-1,80   - m 30,3 

3 3,33 H-3α 11,2, 4,3 dd 78,8 

4 - - - 40,4 
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5 1,35 H-5α  - m 47,1 

6 0,84-1,64 - m 21,1 

7 1,12 H-7α 

1,38 H-7β 

12,5, 2,6 

- 

dd 

m 

26,0 

8 1,55 H-8β 12,3, 4,7  dd 47,9 

9 - - - 19,9 

10 - - - 26,0 

11 1,16-2,05 - m 26,4 

12 1,67  6,3 t 32,8 

13 - - - 45,2 

14 - - - 48,7 

15 1,35  - m 35,5 

16 1,36-1,96  - m 28,1 

17 1,66  - t 52,2 

18 1,01 - s 18,0 

19 0,38 H-19 exo 

0,60 H-19 endo 

4,1 

4,0 

d 

d 

29,9 

20 1,45  - m 36,1 

21 0,93  6,2 d 18,3 

22 1,19-1,63 - m 34,9 

23 1,94 H-23b 

2,17 H-23a 

- 

15,5, 12,0, 4,4 

m 

ddd 

31,3 

24 - - - 156,8 

25 2,28 6,8 sept 33,7 

26 1,08  6,8 d 21,8 

27 1,07 6,8 d 21,9 

28 1,01 - s 25,4 

29 0,86  - s 13,9 

30 094 - s 19,3 

31 

 

4,76 H-31a 

4,71 H-31b  

- 

- 

sl 

sl 

105,9 

 

III-3-3-3- Identification structurale des composés MS3 et MS4 
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 Le mélange des composés MS3 et MS4, a été obtenu sous forme d’une poudre 

blanche soluble dans le chloroforme. Il représente une seule tache invisible sous la lumière 

UV à 254 nm et se colore en bleu après révélation de sa CCM en phase normale et inverse 

RP-18, par une solution d’acide sulfurique et chauffage à 100 °C. 

 Le spectre de masse ESI-MS de ce mélange enregistré en mode positif (Figure III-211) 

présente deux pics d'ions pseudomoléculaires à m/z = 449,4 [M+Na]+ et 465,3 [M+K]+. Ceci 

correspond à une masse moléculaire de 426 uma et une formule brute en C30H50O. Soit une 

différence de 14 uma par rapport au composé précédent MS2 (440 uma), indiquant la perte  

d’un groupement méthyle. 

 

Figure III-211: Spectre de masse ESI-MS (mode positif) des composés MS3 et MS4 

 La détermination structurale de ces composés (MS3 et MS4) est basée principalement 

sur l’analyse des spectres RMN 1H et 13C, ainsi que la comparaison avec les données de la 

littérature. La différence d’intégration observée sur le spectre RMN 1H entre les protons 

caractéristiques des cycloarténols: H2-19 (2H), H-3 (2H) et H2-30 (4H) atteste bien qu’il s’agit 

d’un mélange de deux composés. 

 

Figure III-212: Spectre RMN 1H des composés MS3 et MS4 (CDCl3) 
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 L’analyse du spectre RMN 1H (Figure III-212) de ce mélange permet ainsi de 

visualiser les signaux de deux protons sous forme de doublets chacun à δH 0,01 (d, J = 4,1 Hz, 

H-19 exo) et 0,23 (d, J = 4,0 Hz, H-19 endo) caractéristiques de deux protons non équivalents 

d’un noyau cyclopropane du dérivé de cycloartanol, deux protons hydroxyméthines à δH 2,96 

(td, J = 11,4, 5,3 Hz, H-3α) et 3,05 (td, J = 11,7, 5,2 Hz, H-3α) et deux protons éthyléniques 

résonant à 4,56 (sl, H-30a) et 4,51 ppm (sl, H-30b). Dans la région des champs forts de ce 

mélange, on observe une série de pics très dense entre 0,70 et 1,20 ppm. Ceci suggère la 

présence d’un nombre élevé de méthyles avec différentes multiplicités.  

 

Figure III-213: Spectre RMN 13C J-modulé des composés MS3 et MS4 

 Le spectre RMN 13C J-modulé (Figure III-213) de ce mélange confirme la présence de 

deux molécules en tenant compte du nombre de signaux présents dans le spectre dépassant 40 

atomes de carbone et donc l’existence de deux structures triterpéniques tétracycliques 

isomères. 

 L’analyse conjointe des spectres RMN 1H et 13C J-modulé ainsi que la comparaison 

avec les données de la littérature [241], permettent l’attribution des déplacements chimiques des 

protons et carbones de ces deux triterpénoїdes, isolés en mélange constitué par le 

cycloeucalénol (MS3) et l’obtusifoliol (MS4). Ils ont été isolés précédemment des espèces : 

E. guyoniana [26], E. bupleuroides [30] et E. pterococca [31]. 

Le composé cycloeucalénol (MS3) a montré des activités biologiques intéressantes 

telles que : cardiotonique [242], anti-inflammatoire [239] et antimycobactérienne, mais il n’a pas 

révélé d’activités cytotoxique envers les cellules KB, BC et NCI-H187 et  antiplasmodiale 

[243]. L’obtusifoliol (MS4) a présenté une activité antifongique contre Candida albicans [244]. 
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Tableau III-24: Déplacements chimiques en RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) du 

composé MS3 (Cycloeucalénol) dans CDCl3. 

Position δH  J (Hz) Multiplicité δC 

1 1,11-1,40   - m 30,9 

2  1,29-1,84  - m 34,8 

3 3,05 H-3α 11,7, 5,2 td 76,5 

4 1,03 H-4β  - m 44,4 

5 1,05 H-5 α - m 43,3 

6 0,40-1,50  - m 24,1 

7 1,13-1,77   - m 28,1 

8 1,40 H-8β - m 46,9 

9 - - - 23,4 

10 - - - 29,3 

11 1,86 - m 25,4 

12 1,15  - m 35,3 

13 - - - 45,2 

14 - - - 48,9 

15 1,46  - m 32,9 

16 1,04-1,84  - m 26,9 

17 1,43 H-17α - m 52,2 

18 0,82  - s 18,0 

19 0,01 H-19 exo 

0,23 H-19 endo 

4,0 

4,0 

d 

d 

27,4 

 

20 1,26  - m 36,1 

21 0,74  - d 18,6 

22 1,01-1,41  - m 35,0 

23 1,70-1,98  - m 31,3 

24 - - - 156,9 

25 2,08  6,8 sept 33,7 

26 0,88  6,8 d 21,8 

27 0,86 6,8 d 21,9 

28 0,84  6,5 d 14,3 

29 0,72 - s 19,3 

30 4,56 H-30a 

4,51 H-30b 

- 

- 

sl 

sl 

105,8 

 

Tableau III-25: Déplacements chimiques en RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) du 

composé MS4 (Obtusifoliol) dans CDCl3. 

Position δH  J (Hz) Multiplicité δC 

1 1,14   - m 35,3 

2  1,04-1,39  - m 30,7 
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3 2,96 H-3α 11,4, 5,3 td 76,5 

4 1,15 H-4β  - m 40,2 

5 0,81 H-5 α   - m 48,8 

6 1,08-1,60  - m 20,6 

7 1,11-1,78   - m 26,9 

8 - - - 133,5 

9 - - - 134,5 

10 - - - 36,5 

11 1,84-1,91 - m 21,7 

12 1,50  - m 24,6 

13 - - - 44,4 

14 - - - 48,8 

15 1,56-1,68   - m 30,7 

16 1,40-1,98 - m 31,1 

17 1,35 H-17α - m 51,8 

18 0,56  - s 15,7 

19 0,83 - s 18,7 

20 1,25  - m 36,2 

21 0,78 - d 18,2 

22 0,98-1,40  - m 34,7 

23 1,67-1,97 - m 31,1 

24 - - - 156,9 

25 2,08  6,8 sept 32,8 

26 0,88  6,8 d 21,9 

27 0,86 6,8 d 22,0 

28 0,84  6,5 d 14,3 

29 0,72 - s 19,3 

30 4,56 H-30a 

4,51 H-30b 

- 

- 

sl 

sl 

105,8 

III-3-3-4- Identification structurale du composé MS5  
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 Ce composé est isolé sous forme d’une poudre amorphe blanche soluble dans le 

méthanol, il présente une tache visible à lumière UV à 254 nm qui reste incolore après 

pulvérisation de sa CCM par une solution d’acide sulfurique et chauffage à 100 °C. 

 Le spectre de masse ESI-MS du composé MS5 enregistré en mode positif (Figure    

III-214) révèle un pic d'ion pseudomoléculaire à m/z = 207,1 [M+Na]+, soit une masse 

moléculaire égale à 184 uma correspondant à une formule brute en C8H8O5, suggérant 5 

degrés d’insaturation.  

 

Figure III-214: Spectre de masse ESI-MS (Mode positif) du composé MS5 

 L’analyse conjointe des spectres RMN 1H et 13C du composé MS5 montre une allure 

très différente par rapport aux composés identifiés MS1-MS4 et indique clairement sa nature 

phénolique. En effet, Le spectre RMN 1H (Figure III-215) du MS5 met en évidence la 

présence de deux signaux sous forme de singulet chacun. Le premier est apparu à δH 3,83 

d’intégration 3H correspondant à un groupement méthoxyle, son carbone est assigné par 

analyse du spectre HSQC à δC 50,9. Le deuxième signal est observé à δH 7,06 d’intégration 

2H, attribuable à deux protons aromatiques équivalents. Leur carbone est détecté à δC 108,6 

selon l’expérience HSQC J-modulé. 

 
Figure III-215 : Spectre RMN 1H du composé MS5 (CD3OD) 
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Figure III-216 : Spectre RMN 13C du composé MS5 

 

 Le spectre RMN 13C (Figure III-216) du composé MS5 montre l’existence de six 

signaux correspondant à 8 atomes de carbone: 

- Un méthoxyle à δC 50,9 

- Deux CH aromatiques à δC 108,6 

- Un carbonyle à δC 167,6 

- Un carbone aromatique quaternaire à δC 120,0 

- Trois carbones aromatiques oxygénés dont deux sont équivalents à δC 145,1 et le 

troisième à δC 138,3 

 La présence de 5 degrés d’insaturation selon la formule brute C8H8O5 et l’apparition 

des signaux dans la zones des carbones aromatiques entre 108 et 146 ppm laisse supposé qu’il 

s’agit d’un composé aromatique tétrasubstitué avec une symétrie de deux CH aromatiques soit 

en ortho ou en méta (Figure III-217).     
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Figure III-217 : Substitution du cycle aromatique 
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 Dans le cas des CH en position ortho, les quatre carbones substitués apparaissent sur 

le spectre RMN 13C sous forme de quatre signaux de carbones non équivalents, alors que dans 

le cas d’une substitution de type meta, on observe trois signaux de  carbones aromatiques, 

cette observation corrobore avec les donnés du spectre RMN 13C du composé MS5. 

 La substitution du cycle aromatique est basée principalement sur l’analyse du spectre 

HMBC (Figure III-218). A partir des protons aromatiques équivalents notés H-2 et H-6, il est 

repéré des taches de corrélation HMBC entre H-2 et H-6 et un carbone du carbonyle résonant 

à δC 167,6 (C-7) et un carbone aromatique quaternaire assigné à δC 120,0 (C-1), indiquant 

l’attachement de la fonction ester au carbone C-1. Le carbonyle ester C-7 présente aussi une 

corrélation en 3JH/C avec les protons du groupement méthyle à δH 3,83. Les autres corrélations 

observées entre les protons H-2 et H-6 et les deux carbones équivalents C-3/C-5 (δC 145,1) et 

le carbone oxygéné C-4 (δC 138,3) suggèrent l’existence d’un dérivé méthylé de l’acide 

gallique. Il est à noter que l’absence d’autres corrélations HMBC avec les carbones C-3, C-4 

et C-5 atteste que ces positions sont libres (porteurs de groupements hydroxyles). 

 

 

Figure III-218 : Corrélations HMBC du composé MS5 

 Toutes ces données spectrales et la comparaison avec celles de la littérature [245]  

permettent d’identifier le composé MS5 à un dérivé méthylé de l’acide gallique connu sous le 
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nom Méthyl gallate. Ce composé a été isolé antérieurement de plusieurs espèces du genre 

Euphorbia telles que : E. echinus [246], E. tibetica [247], E. teheranica [248] et E. supina [249]. Le 

méthyl gallate est connu principalement pour ses propriétés biologiques à savoir antitumorale 

[250], anti-oxydante et cytotoxique [251] et antivirale [252]. 

Tableau III-26 : Déplacements chimiques en RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) 

du composé MS5 dans CD3OD. 

Position δH  J (Hz) Multiplicité δC 

1 - - - 120,0 

2 

3 

7,06 

- 

- 

- 

s 

- 

108,6 

145,1 

4 - - - 138,3 

5 - - - 145,1 

6 7,06 - s 108,6 

7 - - - 167,2 

7-OCH3 3,83 - s 50,8 

III-3-3-5- Identification structurale du composé MS6  

 

              Le composé MS6 est obtenu sous forme d’une poudre blanche soluble dans le 

méthanol. Il montre une tache visible sous la lumière UV à 254 nm et se colore en marron 

après révélation de sa CCM par une solution d’acide sulfurique et chauffage à 100 °C. 

 Le spectre de masse à haute résolution HR-ESI-MS de ce composé enregistré en mode 

positif (Figure III-219) révèle un pic d'ion pseudomoléculaire à m/z  353,2765 [M+Na]+ (calc. 
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C14H18O9Na, 353,2684). Ceci correspond à une masse moléculaire de 330 uma et une formule 

brute en C14H18O9, indiquant 6 degrés d’insaturation. 

Figure III-219: Spectre de masse HR-ESI-MS (mode positif) du composé MS6 

 L’analyse combinée des spectres RMN 1H (Figure III-220) et HSQC J-modulé (Figure 

III-221) du composé MS6 montre l’existence de: 

 Deux protons aromatiques équivalents à δH 6,10, (s) couplant sur le spectre HSQC 

avec un carbone à δC 94,8.  

 Un groupement méthyle à δH 2,63 (s), sa valeur déblindée du déplacement chimique 

indique qu’il est lié à un groupement électro-attracteur. Son carbone correspondant est 

détecté par analyse du spectre HSQC à δC 31,6. 

 Six protons osidiques résonant entre 3,0 et 5,0 ppm.   

Figure III-220: Spectre RMN 1H du composé MS6 (CD3OD) 
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Figure III-221: Spectre HSQC J-modulé du composé MS6  

  

 Le spectre RMN 13C du composé MS6 (Figure III-222) révèle la présence des signaux 

de carbones osidiques entre 60,0 et 100,0 ppm, deux CH aromatiques à δC 94,8, trois carbones 

aromatiques oxygénés à δC 163,7 et 164,1, un carbone quaternaire aromatique à δC 105,7, une 

fonction carbonyle cétonique à δC 203,9 et un groupement méthyle à 31,6 ppm. 

 

Figure III-222: Spectre RMN 13C du composé MS6 
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 Les spectres RMN 1H et 13C de ce composé indiquent la présence d’un cycle 

aromatique tétrasubstitué, comme il a été démontré précédemment lors de l’analyse du 

composé MS5. Ceci est confirmé par les corrélations observées sur le spectre HMBC (Figure 

III-223) entre les protons aromatiques équivalents notés H-3 et H-5 (δH 6,10) et trois carbones 

aromatiques oxygénés à δC 164,1 (C-2 et C-6) et 163,7 (C-4), ainsi qu’avec un carbone 

quaternaire à δC 105,7 (C-1). 

 

Figure III-223: Partie du spectre HMBC du composé MS6 

 

 D’autres corrélations sont visualisées sur le spectre HMBC (Figure III-224) entre les 

protons du groupement méthyle à δH 2,63 et la fonction cétonique à δC 203,9 et le carbone C-1 

du cycle aromatique. On en déduit que le la partie acétyle [CH3-C=O] est attachée au carbone 

C-1.  

 

Figure III-224: Corrélations HMBC du groupement acétyle du composé MS6 
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 Les signaux non attribués sur le spectre RMN 1H entre 3,0 et 5,0 ppm ainsi que sur le 

spectre RMN 13C entre 60 et 100 ppm attestent de la présence d’un hexose dont le proton 

anomère est localisé à δH 4,95 (d, J = 7,4 Hz, H-1'). Son carbone est assigné par analyse du 

spectre HSQC à δC 99,7 (C-1'). 

 Comme pour tous les composés glycosylés élucidés précédemment, l’analyse du 

spectre COSY H-H de ce composé permet d’identifier les protons de cet hexose constituant 

l’enchainement H-1'/H-2' (δH 3,45, t, J = 7,4 Hz)/H-3' (δH 3,48, m)/H-4' (δH 3,42, t, J = 7,3 

Hz)/H-5' (δH 3,47, m)/H-6'a (δH 3,93, dd, J = 12,1-2,1 Hz) et H-6'b (δH 3,74, dd, J = 12,1-5,3 

Hz). Les grandes valeurs de constantes de couplage entre ces protons indiquent que cet hexose 

est de type β-D-glucose (Figure III-225). 

  

 

 

Figure III-225: Corrélations COSY H-H du β-D-glucose 

 Le branchement du cycle aromatique de ce composé au β-D-glucose est confirmé par 

la corrélation observée sur le spectre HMBC entre le proton anomérique H-1' et le carbone   

C-4 (δC 163,7) du cycle aromatique (Figures III-226 et III-227).  

 

Figure III-226: Corrélation HMBC entre le proton anomère H-1' et le carbone C-4 

D’autres corrélations sont observées sur le spectre HMBC (Figure III-227) entre : 

 Le proton anomérique H-1' et le carbone osidique C-3' 

 Le proton H-6'a et le carbone C-4'  
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 Le proton H-6'b et le carbone C-5' 

 Le proton H-5' et le carbone C-4' 

 Le proton H-4' et le carbone C-6' 

 Le proton H-2' et les carbones C-3' et C-1' 

 

Figure III-227 : Spectre HMBC du composé MS6 

 En tenant compte de la masse moléculaire du composé MS6 égale à 330 uma selon le 

spectre de masse ESI-MS et sa formule brute en C14H18O9, la partie qui a été identifiée 

correspond à une formule brute en C14H16O9, soit une différence de 2 uma, indiquant la 

présence de deux hydroxyles libres au niveau des carbones oxygénés C-2 et C-6 du cycle 

aromatique (Figure III-228). 

 

Figure III-228 : Structure du composé MS6  
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 Tous les déplacements chimiques des protons et carbones (Tableau III-27) assignés 

conjointement par les expériences COSY H-H, HSQC et HMBC, ainsi que la valeur du 

pouvoir rotatoire ([α]D
20 = + 23°, C= 1,2 dans MeOH) et par la comparaison avec les données 

de la littérature [252] permettent d’identifier le composé MS6 au Phloroacétophénone 4-O-β-D-

glucopyranoside isolé antérieurement des espèces E. aucherii [253] et E. pterococca [31]. Ce 

composé montre une activité biologique antihépatotoxique [254]. 

Tableau III-27: Déplacements chimiques en RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) du 

composé MS6 dans CD3OD. 

Position δH  J (Hz) Multiplicité δC 

1 - - - 105,7 

2 

3 

- 

6,10 

- 

- 

- 

s 

164,1 

94,8 

4 - - - 163,7 

5 6,10 - s 94,8 

6 - - - 164,1 

7 - - - 203,9 

8 2,63 - s 31,6 

1' 4,95 7,4 d   99,7 

2' 3,45 7,4 t 73,2 

3' 3,48 - m 76,8 

4' 3,42 7,3 t 69,7 

5' 3,47 - m 76,7 

6'a 

6'b 

3,93 

3,74 

12,1 ; 2,1 

12,1 ; 5,3 

dd 

dd 

60,9 

 

III-3-3-6- Identification structurale du composé MS7  
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 Le composé MS7 est obtenu à l’état pur par précipitation dans le chloroforme, il 

indique une tache invisible sous la lumière UV à 254 nm et se colore en rose après 

pulvérisation de sa CCM par une solution d’acide sulfurique et chauffage à 100 °C. Il a été 

identifié au β-sitostérol par comparaison avec un échantillon témoin.  

 Les données des spectres RMN 1H, 13C J-modulé et ESI-MS de ce composé 

confirment ainsi sa structure. Il a été isolé antérieurement de plusieurs espèces du genre 

Euphorbia telles que : E. guyoniana [26], E. bupleuroides [30], E. broterie [255] et E. pterococca 

[31]. 

III-3-3-7- Identification structurale du composé MS8 

 

              Ce composé est isolé sous forme d’une poudre blanche soluble dans le méthanol. Il 

est invisible sous UV à 254 nm et se colore en mauve après révélation de sa CCM par une 

solution d’acide sulfurique et chauffage à 100 °C. La comparaison des données spectrales de 

ce composé avec celles de la littérature, indique qu’il s’agit de Daucostérol. Ce composé a été 

déjà isolé des espèces du genre Euphorbia : E. retusa [28], E. guyoniania [26], E. altotibetic [256] 

et E. boetica [257]. 

III-2-4- Conclusion 

 Ce travail reporte l’investigation phytochimique de l’espèce Euphorbia atlantica Coss. 

appartenant à la famille Euphorbiaceae. Cette plante n’ayant pas fait l’objet d’étude 

phytochimique et d’évaluation biologique antérieures, est utilisée en médecine populaire 

locale pour extirper les épines et les verrues. 

 Cette étude est effectuée sur les deux extraits éther de pétrole et acétate d’éthyle de la 

plante entière E. atlantica aboutissant à l’isolement et l’identification de 8 métabolites 
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secondaires. Les composés caractérisés appartiennent à trois classes chimiques: les 

polyphénols, triterpènes et stéroїdes. Ils se présentent comme suit : 

 Quatre triterpènes cycloartaniques : 3β-hydroxycycloart-25-èn-24-hydroperoxyde 

(MS1), 24-méthylènecycloartanol (MS2), Cycloeucalénol (MS3) et Obtusifoliol (MS4). 

 

 

 Deux polyphénols : Méthyl gallate (MS5) et Phloroacétophénone-4-O-β-D-gluco-

pyranoside (MS6). 

 

 

 Deux stéroïdes : β-sitostérol (MS7) et Daucostérol (MS8). 
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IV-1- Stress oxydatif et anti-oxydants 

 Plusieurs réactions biologiques font impliquer l’oxygène moléculaire (O2) dans les 

réactions d’oxydation. Ces types de réactions sont catalysés par un groupe d’enzymes 

métalloprotéines appelé oxydase. Plus de 90% d'oxygène consommé par des cellules de 

mammifères est catalytiquement réduit par quatre électrons pour produire deux molécules 

d’eau, cependant l’O2 peut être réduit par moins de quatre électrons. En effet, en présence de 

certaines oxydases, la réduction d’O2 donne naissance à des espèces oxygénées partiellement 

réduites et hautement réactives appelées espèces réactives de l’oxygène (ERO) ou espèces 

oxygénées réactives (EOR) [258]. 

IV-1-1-Radicaux libres 

Les radicaux libres sont des espèces chimiques atomiques ou moléculaires, contenant 

un ou plusieurs électrons célibataires non appariés sur leurs couches externes [259]. Cet état 

leur confère une instabilité énergétique et cinétique. Ils apparaissent soit au cours de la rupture 

symétrique d’une liaison covalente pendant laquelle chaque atome conserve son électron soit 

au cours d’une réaction redox qui permet la perte ou le gain d’un ou plusieurs électrons à 

partir d’un composé non radicalaire [260]. 

Les radicaux libres sont dotés d’une forte réactivité, qui peut mener à un désordre dans 

les structures moléculaires, en oxydant les lipides membranaires, les protéines cellulaires et 

les acides nucléiques, provoquant ainsi la mort cellulaire [261, 262]. Il existe deux sources 

différentes de ces radicaux libres. 

 Sources endogènes  

Parmi les réactions enzymatiques, plusieurs sont considérées comme source principale 

des ERO comme le NADPH oxydase, le lipoxygénase et la xanthine oxydase (enzyme dans le 

foie). 

La mitochondrie est un élément fondamental pour le fonctionnement de la cellule, 

c’est au niveau de cet organite que s’effectue la respiration cellulaire. La consommation de 

l’oxygène et les différentes réactions du transfert des électrons produisent les espèces 

réactives d’oxygène. Les ions métalliques présents dans l’organisme (fer et cuivre) peuvent 

coopérer avec des espèces moins réactives pour produire des radicaux hydroxyles [262, 263].  
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 Sources exogènes  

Les ERO sont également générées sous l’effet de stress environnementaux comme la 

pollution, la consommation d’alcool ou médicaments (dont leurs structures peuvent jouer le 

rôle d’accepteurs et donneurs d’électrons), l’exposition prolongée au soleil, l’effort intense et 

prolongé ainsi que le tabagisme (les facteurs interagissant lors des inflammations). Toutes ces 

situations provoquent une surproduction des ERO dans l’organisme [264]. 

IV-1-2-Stress oxydant  

Le stress oxydatif est le déséquilibre entre la génération des espèces oxygénées 

réactives (ERO) et la capacité du corps à les neutraliser et à réparer les dommages oxydatifs 

[265]. 

Le stress oxydatif correspond donc à une perturbation du statut oxydatif intracellulaire 

[266]. Cette perturbation peut avoir diverses origines, citons la surproduction endogène 

d’agents pro-oxydants d’origine inflammatoire, un déficit nutritionnel en anti-oxydants ou 

même une exposition environnementale à des facteurs pro-oxydants (tabac, alcool, 

médicaments, rayons gamma, rayons ultraviolets, ozone, métaux toxiques)  [260, 267, 268]. 

IV-1-3-Maladies liées au stress oxydatif 

Le stress oxydant est la principale cause initiale de plusieurs maladies: cancer, 

cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, oedème 

pulmonaire, vieillissement accéléré, alzheimer, parkinson, infections intestinales, rhumatisme, 

athérosclérose et diabète [269, 270] 

IV-1-4-Anti-oxydants 

            Les anti-oxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les 

dommages causés par les radicaux libres dans l’organisme et permettent de maintenir au 

niveau de la cellule des concentrations non cytotoxiques de ERO [271]. 

            Les cellules utilisent de nombreuses stratégies anti-oxydantes et consomment 

beaucoup d’énergie pour contrôler leurs niveaux en espèces réactives de l’oxygène. La nature 

des systèmes anti-oxydants diffère selon les tissus et les types cellulaires et selon qu’on se 

trouve dans le milieu intracellulaire ou extracellulaire. Les défenses anti-oxydantes de notre 

organisme peuvent se diviser en systèmes enzymatiques et systèmes non enzymatiques [272].  
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IV-1-4-1-Systèmes enzymatiques  

Cette ligne de défense est constituée principalement de trois enzymes. Il s’agit de la 

superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPX). Ces  

enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau de l’O2 et du 

H2O2, conduisant finalement à la formation de l’eau et de l’oxygène moléculaire selon les 

réactions suivantes (Figure IV-1) [259]. 

 

Figure IV-1 : Réactions des systèmes enzymatiques 

IV-1-4-2-Systèmes non enzymatiques  

Les anti-oxydants sont des agents redox qui réagissent avec les oxydants pour arrêter, 

ou ralentir les processus d’oxydation. Pendant ces réactions, les anti-oxydants s’oxydent en 

dérivés stables, ou persistent pendant un certain temps sous forme radicalaire. Ces formes 

radicalaires peuvent devenir des pro-oxydants [273]. 

Les  principaux  anti-oxydants  non-enzymatiques  sont  le  glutathion,  la  vitamine  E,  

la vitamine C,  les caroténoïdes et  l’acide  urique. Ces molécules stoppent la chaîne de 

réactions radicalaires [274]. 

IV-2- Activité antibactérienne 

IV-2-1- Généralités sur la thérapeutique des infections bactériennes 

Dès la naissance, l'homme se trouve en contact avec des micro-organismes qui 

colonisent progressivement son revêtement cutanéo-muqueux. Pour résister à ces micro-

organismes de nombreux moyens sont mis en jeu, ces derniers peuvent être divisés en trois 

groupes : les barrières anatomiques, les mécanismes de résistance naturelle et l'immunité 

acquise [275]. 

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur l’usage des 

antibiotiques. La prescription à grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut 
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engendrer des souches multi-résistantes d’où l’importance d’orienter les recherches vers la 

découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux 

médicaments à base de plantes pouvant lutter  efficacement contre le phénomène de la multi-

résistance [276].   

IV-2-2- Types de bactéries infectives 

            On peut identifier deux grands types de bactéries (Gram positif et Gram négatif) selon 

la coloration de Gram, d’où dérivent leurs noms. Les bactéries à Gram positif ont une paroi de 

peptidoglycane plus épaisse et prennent une coloration pourpre, alors que les bactéries à Gram 

négatif sont plus communes, contiennent moins de peptidoglycanes colorées en rose foncé 

[277]. 

 Bactéries à Gram positif : le peptidoglycane forme un épais réseau complexe autour 

de la cellule. Ce réseau contient aussi de l’acide lipoteichoïque et teichoïque émergeant de la 

paroi cellulaire (Figure IV-2) [277, 278].  

 

Figure IV-2: Structure de la paroi des bactéries à Gram+    

 Bactéries à Gram négatif : une mince couche de peptidoglycane est prise en 

sandwich entre la membrane plasmique et une deuxième membrane externe. Cette membrane 

externe contient de grosses molécules de lipopolysaccharides, des lipides auxquels sont fixés 

des polysaccharides. Grâce à leur membrane externe, les bactéries à Gram- sont résistantes à 

beaucoup d’antibiotiques qui interfèrent avec la synthèse de la paroi cellulaire chez les 

bactéries à Gram+. Par exemple la pénicilline empêche les liaisons croisées des 
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peptidoglycanes dans la paroi des cellules à Gram+ et tue les populations bactériennes en 

croissance [279] (Figure IV-3). 

 

Figure IV-3: Structure de la paroi des bactéries à Gram-    

IV-2-3- Micro-organismes utilisés dans les tests antibactériens 

 Escherichia coli 

C'est une bactérie à Gram négatif, commensale du tube digestif de l’homme et de 

l’animal [280], de forme non sporulée et de type aérobie facultative, généralement mobile grâce 

aux flagelles. Sa longueur varie entre 2 à 6 µm alors que sa largeur est de 1,1 à 1,5 µm. 

L’espèce E. coli (Figure IV-4) représente la bactérie la plus impliquée dans les infections 

aigues d’appareil urinaire, elle provoque également les diarrhées d’été, la diarrhée infantile et 

les intoxications alimentaires [281]. 

 

Figure IV-4 : Escherichia coli 
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 Staphylococcus aureus 

Ce sont des cocci à Gram positif avec un diamètre de 0,5 à 1,5 µm, de forme non 

sporulée qui tendent à se grouper en paires à petites chaines. Elles sont habituellement non 

capsulée ou possédant des capsules limitées et sont anaérobies facultatives. Staphylococcus 

aureus représente l’agent commun des infections postopératoires de blessures, d’endocardites 

aigues et d’intoxications alimentaires [282] (Figure IV-5). 

 

Figure IV-5 : Staphylococcus aureus 

 Staphylococcus albus 

A la différence de Staphylococcus aureus, les Staphylocoques albus (Staphylococcus 

blanc), font naturellement partie des flores cutanéo-muqueuses de l'homme. Ce type de 

bactérie est invisible à l’œil nu et se présente sous forme de grappe de raisin (Figure IV-6).  

Ces staphylocoques sont potentiellement pathogènes dans certaines circonstances: 

implantation de corps étrangers (prothèses osseuses ou cardiaques, sondes, cathéters,...) et 

déficit immunitaire (SIDA, radiothérapie, chimiothérapie, prématurité). Le matériel implanté 

peut être contaminé par des souches de la flore cutanéo-muqueuse du patient ou du personnel 

soignant. De la même façon que les souches de Staphylococcus aureus, 50 à 70% des souches 

de staphylocoques albus isolées en milieu hospitalier sont fréquemment multi-résistantes aux 

antibiotiques [282-284].  

 

Figure IV-6 : Staphylococcus albus 
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 Enterobacter sp. 

Enterobacter sp. est un genre de bactéries appartenant à la classe des Gamma-

proteobacteria et à la famille des Enterobacteriaceae.  Il s'agit d'un bacille à Gram négatif de 2 

à 3 µm de longueur et 0,6 µm de largeur (Figure IV-7). Ce genre comporte plusieurs espèces : 

Enterobacter aerogene, Enterobacter gergoviae,  Enterobacter agglomerans et  Enterobacter 

sakazakii. Les espèces de ce genre sont aérobies-anaérobies, mobiles ou immobiles, 

facilement cultivables, fermentant le glucose et  réduisant les nitrates en nitrites [285]. 

Les espèces Enterobacter se trouvent dans l'environnement dans des habitats tels que 

l'eau, les eaux usées, les légumes et le sol. Ce sont des pathogènes opportunistes responsables 

en milieu hospitalier surtout d’infections urinaires, de bactériémies, de méningites ou de 

suppurations diverses [286]. 

 

Figure IV-7 : Enterobacter sp. 

IV-2-4- Principales substances antimicrobiennes 

 Antibiotiques 

            Les antibiotiques, au sens strict du mot, sont des produits élaborés par des micro-

organismes, mais on inclut généralement parmi eux les dérivés semi-synthétiques et les 

produits entièrement synthétiques. La thérapeutique des infections bactériennes se base 

principalement sur l’usage des antibiotiques qui inhibent sélectivement certaines voies 

métaboliques des bactéries, sans exercer des effets toxiques pour les organismes supérieurs 

[287]. 

 Composés phénoliques 

 Plusieurs études in vitro et in vivo sont focalisées sur l’évaluation des propriétés 

antimicrobiennes des polyphénols et elles ont démontré que de nombreux composés 
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flavoniques tels que l'apigenine, le kaempférol et d’autres sont dotés d’effet sur différentes 

souches bactériennes à Gram négatif (Escherichia coli) et à Gram positif (Staphylococcus 

aureus) [288]. D'autres études ont montré que les flavonoïdes ont un effet inhibiteur sur la 

croissance de la souche pathogène Candida albicans. Cette espèce est responsable de plus de 

80% des infections connues sous le terme de candidose, comme les infections superficielles 

cutanées et infections superficielles muco-cutanées [289]. 

 Les polyphénols (termilignane, thannilignane, 7-hydroxy-3',4'-méthylénedioxyflavane 

et anolignane B) isolés de la plante Terminalia bellerica ont présenté une activité antifongique 

contre les souches Penicillium expansum et Candida albicans [290]. 
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IV-3- RESULTATS ET DISCUSSION 

IV-3-1- Dosage des polyphénols totaux 

La teneur en polyphénols totaux des extraits EP, AcOEt et n-BuOH obtenus à partir  

des plantes Erinacea anthyllis et Euphorbia atlantica à été effectuée selon la courbe 

d'étalonnage établie avec l'acide gallique, ayant pour équation: Y = 0,006X + 0,033 et un 

coefficient de corrélation R² = 0,986 (Figure IV-8). La quantité des polyphénols a été 

rapportée en microgramme d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (µg 

EGA/mg d’extrait). Les résultats d’analyse sont présentés dans les tableaux ci-dessous 

(Tableaux IV-1 et IV-2) : 

 

Figure IV-8: Droite d’étalonnage de l’acide gallique (moyenne ± de trois essais SD) 

Tableau IV-1 : Teneur en polyphénols totaux de la plante Erinacea anthyllis 

Extrait de la plante E. anthyllis AcOEt n-BuOH 

Teneur (µg EGA/mg d’extrait) 26,133 ± 0,02 25,422± 0,004 

Tableau IV-2 : Teneur en polyphénols totaux de la plante Euphorbia atlantica 

Extrait de la plante E. atlantica EP AcOEt 

Teneur (µg EGA/mg d’extrait) 16,8 ± 0,007 12,53 ± 0,01 

IV-3-2- Dosage des flavonoïdes 

La teneur en flavonoïdes des extraits AcOEt et n-BuOH de la plante Erinacea 

anthyllis et EP et AcOEt de l’espèce Euphorbia atlantica a été déduite à partir de la droite 
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d’étalonnage établie par la quercétine (Figure IV-9).  Les résultats du dosage sont représentés 

dans les tableaux IV-3 et IV-4. 

 

Figure IV-9: Droite d’étalonnage de la quercétine (moyenne ± de trois essais SD) 

Tableau IV-3 : Teneur en flavonoïdes de la plante Erinacea anthyllis 

Extrait de la plante E. anthyllis AcOEt n-BuOH 

Teneur (µg EQ/mg d’extrait) 6,635 ± 0,073 0,292 ± 0,006 

Tableau IV-4 : Teneur en flavonoïdes de la plante Euphorbia atlantica 

Extrait de la plante E. atlantica AcOEt EP 

Teneur (µg EQ/mg d’extrait) 0,002 ± 0,023 0,0006 ± 0,054 

L’étude quantitative des extraits bruts obtenus à partir des deux plantes Erinacea 

anthyllis et Euphorbia atlantica a été faite au moyen des dosages spectrophotométriques et a 

pour objectif  la détermination de la teneur totale en polyphénols et flavonoïdes. 

Les résultats du dosage des polyphénols totaux et flavonoïdes révèlent que l’extrait 

acétate d’éthyle de la plante Erinacea anthyllis est le plus riche en polyphénols totaux (26,133 

± 0,025μg EGA/mg d’Ex) et en flavonoïdes (6,635 ± 0,073 µg EQ/mg d’Ex), suivi par 

l’extrait n-BuOH de la même plante qui présente des teneurs en polyphénols (25,422 ± 

0,004μg EGA/mg d’Ex) et en flavonoïdes (0,292 ± 0,006 EQ/mg d’Ex), ensuite l’extrait 

AcOEt de la plante Euphorbia atlantica qui montre des teneurs en polyphénols et flavonoïdes 

(17,867 ± 0,009 μg EGA/mg d’Ex) et (0,002 ± 0,023 EQ/mg d’Ex) respectivement, et enfin 

l’extrait EP avec des teneurs respectifs en polyphénols et flavonoïdes (12,233 ± 0,042 μg 
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EGA/mg d’Ex) et (0,0006 ± 0,054 EQ/mg d’Ex) pour E. atlantica. Ce dernier (extrait EP) a 

montré la plus faible teneur en polyphénols totaux et flavonoïdes. Cette analyse fait ressortir 

que les teneurs en polyphénols totaux et flavonoïdes des extraits obtenus à partir de la plante 

Erinacea anthyllis sont plus élevées que celles d’Euphorbia atlantica. Ces résultats 

confirment bien la partie analyse phytochimique qui a montré la richesse de l’extrait acétate 

d’éthyle de la plante E. anthyllis en polyphénols et flavonoïdes en conduisant particulièrement 

à l’isolement 14 métabolites secondaires (10 isoflavonoïdes, 2 flavanones, 1 flavanol et 1 

polyphénol).    

Plusieurs facteurs peuvent affecter la teneur en composés phénoliques. De nombreuses 

études ont montré que les facteurs géographiques, climatiques, génétiques, niveau de maturité 

à la récolte, la période de stockage et la technique d’extraction employée ont une forte 

influence sur le contenu en polyphénols [291, 292]. 

Les polyphenols sont des composés fortement hydroxylés que l'on retrouve dans 

diverses fractions d’extraits végétaux. Leurs principales caractéristiques sont la précipitation 

des protéines et des polyamides [293], ainsi que l’absorption des radicaux libres dans les 

systèmes biologiques. Ce qui fait de ces composés de puissants agents antioxydants [294].  

IV-3-3- Evaluation de l’activité anti-oxydante 

IV-3-3-1- Test de piégeage du radical libre DPPH 

L'activité anti-oxydante des extraits, fractions, composés isolés à partir des plantes 

Erinacea anthyllis et Euphorbia atlantica et antioxydants standards (Acide ascorbique et 

BHT) contre le radical libre DPPH a été évaluée à l’aide d’un spectrophotomètre en suivant la 

réduction de ce radical, qui s’accompagne par son passage de la couleur violette à la couleur 

jaune à 517 nm. 

Les résultats sont exprimés en IC50, ce dernier est défini comme étant la concentration 

efficace de l’extrait capable de piéger 50 % des radicaux DPPH dans le mélange réactionnel 

dont l’activité la plus forte correspond à l’IC50 la plus faible [295]. 

Pour mieux caractériser le pouvoir anti-radicalaire, deux autres paramètres ont été 

introduits l’EC50 et le APR [296] : 

 Concentration effective à 50 % (EC50) qui prend en considération la concentration de 

DPPH dans le milieu réactionnel. 

EC50 = (IC50/mg de DPPH/ml) 
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 Le pouvoir anti-radicalaire relatif (APR) qui est inversement proportionnel à l’EC50 

(APR = 1/EC50) 

IV-3-3-1-a-Résultats de l’activité anti-oxydante  

Les résultats obtenus montrent que les deux extraits (AcOEt et n-BuOH) de la plante 

Erinacea anthyllis et les isoflavonoïdes (±)-Erythrinine F (Ea7), Daidzeine (Ea9) et 

Génistéine (Ea10) (Figure IV-11) isolés à partir de l’extrait AcOEt et Génisteine-8-C-glucoside 

(Ea11) purifié de l’extrait n-BuOH, ainsi que les antioxydants standards, agissent tous sur le 

radical DPPH d’une manière dépendante de la concentration (Figure IV-10).  

 

 

Figure IV-10: Activité anti-oxydante des extraits (AcOEt, n-BuOH) de la plante E. anthyllis 

et des antioxydants standards vis-à-vis du radical DPPH en fonction de la concentration. 

 

La comparaison de l'activité anti-oxydante entre les extraits et les composés isolés a 

montré que les extraits AcOEt et n-BuOH ont présenté une activité de piégeage du radical 

DPPH plus élevée que celle des isoflavonoïdes Ea7, Ea9 et Ea10 isolés de l’extrait AcOEt et 

Ea11 obtenu de l’extrait n-BuOH pour une concentration de 0,0125 mg/ml  (Figure IV-11). 
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Figure IV-11 : Comparaison de l’activité anti-oxydante des extraits, isoflavonoïdes isolés et 

antioxydants standards vis-à-vis du radical DPPH 

Les valeurs d’IC50, EC50 et APR calculées pour chaque extrait et standard sont 

représentées dans le tableau suivant : 

Tableau IV-5: Activité antiradicalaire des extraits et antioxydants standards 

Extrait/Standard IC50 (mg/ml) EC50 (mg/ml) APR 

AcOEt 0,04 ± 0,003 1,684 ± 0,01 0,59 ± 0,005 

n-BuOH 0,037 ± 0,001 1,50 ± 0,047 0,66 ± 0,02 

BHT 0,005 ± 0,67 0,24 ± 0,001 4,20 ± 0,025 

Acide ascorbique 0,003 ± 0,002 0,13 ± 0,001 7,95 ± 0,05 

Les profils d'activité anti-oxydante révèlent que les extraits AcOEt et n-BuOH de la 

plante E. anthyllis ont manifesté un pouvoir anti-oxydant modéré, leurs IC50 sont 0,04 et 

0,037 µg/ml respectivement (Tableau IV-5), mais relativement plus faible par rapport à l'acide 

ascorbique et le BHT dont les valeurs d'IC50 sont de l'ordre de 0,003 et 0,005 mg/ml 

respectivement (Figure IV-11 et Tableau IV-5). En général, les résultats obtenus ont permis 

de classer les extraits et les standards en fonction de leur IC50 comme suit: Acide ascorbique > 

BHT > Ext: n-BuOH > Ext: AcOEt. 

Les résultats de l'activité antiradicalaire de l’espèce Euphorbia atlantica (Figure IV-

12) ont révélé que l’extrait éther de pétrole (EP), les fractions F-7, F-12 et F-14 obtenues à 
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partir de l’extrait AcOEt et les deux polyphénols Méthyl gallate (MS5) et 

Phloroacétophénone-4-O-β-D-gluco-pyranoside (MS6) isolés de l’extrait AcOEt agissent 

positivement au DPPH. Il est à noter que l’extrait AcOEt et le triterpène cycloartanique : 3β-

hydroxycycloart-25-èn-24-hydroperoxyde (MS1) purifié de l’extrait éther de pétrole n’ont 

présenté aucun effet sur le radical DPPH. 

Les valeurs d’IC50, EC50 et APR calculées pour chaque extrait, produits et fractions 

sont représentées dans le tableau IV-6. 

 

 

 

Figure IV-12: Activités anti-oxydantes des extraits (AcOEt et EP) et des polyphénols isolés 

(MS5 et MS6) de l’espèce E. atlantica vis-à-vis du radical DPPH en fonction de la 

concentration. 
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Tableau IV-6 : Activité anti-radicalaire des extraits,  fractions et polyphénols isolés 

Extrait/Produit/Fraction IC50 EC50 APR 

Ext : EP 0,066 ± 0.004 2,66 ± 0,160 0,37 ± 0,021 

MS5 0,0019 ± 0,0004 0,075 ± 1,66 13,28 ± 0,003 

MS6 0,0026 ± 0,001 0,105 ± 0,0002 9,487 ± 0,019 

Ext : AcOEt (F-7) 0,0032 ± 0,0001 0,126 ± 0,0004 7,931 ± 0,025 

Ext : AcOEt (F-12) 0,003 ± 0,001 0,125 ± 0,0017 8,0289 ± 0,107 

Ext : AcOEt (F-14) 0,0028 ± 0,0003 0,112 ± 0,0005 8,899 ± 0,041 

 

Les résultats obtenus ont montré que toutes les fractions (F-7, F-12 et F-14) et les 

deux polyphénols Méthyl gallate (MS5) et Phloroacétophénone-4-O-β-D-gluco-pyranoside 

(MS6) ont une activité anti-oxydante supérieure à celle du BHT et de l'acide ascorbique 

comme standards. L’extrait éther de pétrole a révélé un pouvoir anti-oxydant inférieur que les 

contrôles positifs.  

Les valeurs d'IC50 nous permettent de classer le pouvoir anti-oxydant des fractions, 

polyphénols et extraits par rapport aux standards comme suit: MS5 > MS6> F-14 > F-12 > F-

7 = Acide ascorbique > BHT > Ext: EP. 

 

 

Figure IV-13 : Comparaison des pouvoirs anti-radicalaires relatifs aux extraits, fractions, 

polyphénols et antioxydants standards vis-à-vis du radical DPPH 

La comparaison des valeurs d’APR (Figure IV-13 et Tableau IV-5) de tous les extraits, 

fractions et produits obtenus à partir des plantes Erinacea anthyllis et Euphorbia atlantica et 
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aussi des standards (Acide ascorbique et BHT) a permis de conclure que les fractions de 

l’extrait AcOEt de la plante E. atlantica (F-7, F-12, F-14) et les polyphénols MS5 et MS6 ont 

un pouvoir antiradicalaire plus élevé que celui des standards (Acide ascorbique et BHT). En 

outre, les deux extraits AcOEt et n-BuOH de la plante E. anthyllis ainsi que l’extrait EP 

d’Euphorbia atlantica ont présenté un pouvoir antiradicalaire moins efficace que les 

standards.  

IV-3-3-1-b-Discussion de l’activité anti-oxydante par DPPH 

L’activité anti-oxydante des plantes est notamment due à leur richesse en composés 

phénoliques, qui sont capables de donner des atomes d’hydrogènes pour inhiber la 

péroxydation lipidique. La présence et le nombre de groupements hydroxyles sont des 

facteurs déterminants de l’activité anti-oxydante des polyphénols [297]. 

Plusieurs études ont montré que les molécules anti-oxydantes telles que l'acide 

ascorbique, le tocophérol, les flavonoïdes et les tanins réduisent le radical DPPH pour donner 

une molécule diamagnétique stable, en raison de leur capacité à transférer un atome 

d'hydrogène [298, 299]. 

 En plus, des travaux réalisés sur la relation structure-activité des flavonoïdes en 

général ont montré que les isoflavonoïdes les plus actifs contre le radical DPPH portent deux 

groupements hydroxyles en positions C-5 du cycle A et C-2' du cycle B et que la présence 

d’un OH en position C-4' n'a aucune influence sur le pouvoir anti-oxydant [300]. Il en résulte 

que la faible activité anti-oxydante des isoflavonoïdes testés (±)-Erythrinine F (Ea7), 

Daidzeine (Ea9) et Génistéine (Ea10) et Génisteine-8-C-glucoside (Ea11) isolés de la plante 

Erinacea anthyllis est probablement due à l’absence de groupements OH en position  C-2'. 

L'absence de l'activité anti-oxydante dans l'extrait AcOEt de l'espèce Euphorbia 

atlantica peut être expliquée par l’effet antagoniste des composés présents dans cet extrait. 

Ceci a été confirmé par l’activité remarquable des fractions F-7, F-12 et F-14 obtenues à 

partir du même extrait (AcOEt), qui ont manifesté un pouvoir anti-oxydant supérieur à celui 

des anti-oxydants standards (BHT et Acide ascorbique) 

Les extraits AcOEt et n-BuOH de l’espèce E. anthyllis, ainsi que l’extrait EP de la 

plante E. atlantica possèdent une activité anti-oxydante modérée, et elle est moins efficace 

que les standards utilisés (Acide ascorbique et BHT). Ce résultat peut être expliqué par l'effet 

de synergie de métabolites secondaires présents dans les extraits en question [301] comme les 



Chapitre IV                                                                                      

                                                                                                                Résultats et discussion 

244 
 

polyphénols en particulier les flavonoïdes, les isoflavonoïdes et même les stéroïdes et les 

triterpènes. 

Il est important de signaler que les deux polyphénols Méthyl gallate (MS5) et Phloro-

acétophénone-4-O-β-D-gluco-pyranoside (MS6) isolés à partir de l’extrait AcOEt de la plante 

Euphorbia atlantica ont montré un pouvoir anti-oxydant plus élevé que les anti-oxydants 

standards (Acide ascorbique et BHT). A notre avis ce résultat est très significatif du fait que 

les anti-oxydants ont une importance croissante notamment grâce à leurs effets bénéfiques sur 

la santé à savoir leur intérêt pour la prévention et le traitement du cancer, les maladies 

inflammatoires et cardiovasculaires et le diabète [302-304]. 

On constate également que la plante Euphorbia atlantica a montrée une activité anti-

oxydante plus élevée que l’espèce Erinacea anthyllis. 

 

IV-3-3-2- Test de pouvoir réducteur du fer (FRAP)  

IV-3-3-2-a- Résultats du test FRAP 

Le pouvoir réducteur des extraits AcOEt et n-BuOH de la plante Erinacea anthyllis a 

été évalué en utilisant la méthode de FRAP. Cette dernière est un essai simple, rapide et peu 

coûteuse [305]. Elle est basée sur la capacité des extraits à réduire le fer ferrique Fe3+ en fer 

ferreux Fe2+. Ce test est universel et peut être appliqué dans le cas de plantes et  plasmas ainsi 

que pour les extraits organiques et aqueux [306]. Le pouvoir réducteur des extraits AcOEt et n-

BuOH comparé à celui de l’acide ascorbique comme standard est dose-dépendante (Figure 

IV-14).  

 

Figure IV-14: Activité anti-oxydante des extraits AcOEt et n-BuOH  

et l’acide ascorbique comme standard 
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Le pouvoir réducteur (PR) est calculé à partir de l’équation de régression de la droite 

établie par l’acide ascorbique (Figure IV-15). Les valeurs obtenues sont exprimées en 

microgrammes d’équivalents d’acide ascorbique par milligramme d’extrait et elles sont 

données dans le tableau IV-7. 

 

Figure IV-15 : Droite d’étalonnages de l’acide ascorbique (moyenne ± SD de trois essais). 

Tableau IV-7 : Pouvoir réducteur des extraits AcOEt et n-BuOH d’E. anthyllis 

Extrait AcOEt n-BuOH 

Pouvoir réducteur (PR) (a) 59,56 ±  13,37 209,65 ± 25,09 

 

(a) : μg d’équivalents d’acide ascorbique /mg d’extrait 

Les valeurs sont représentés par la moyenne de 3 essais ± SD 

IV-3-3-2-b- Discussion du test FRAP  

L’activité anti-oxydante des extraits de l’espèce Erinacea anthyllis a été évaluée en 

utilisant la méthode de FRAP. Les résultats obtenus montrent que tous les extraits ont une 

activité dose dépendante et une capacité de réduire le fer, mais elle est inferieure à l’acide 

ascorbique comme standard (Figure IV-14).  

Le pouvoir réducteur de l’extrait n-BuOH (209,65 ± 25,09 µg EAA/mg d’extrait) est 

plus important que celui de l’extrait AcOEt (59,56 ± 13,37 µg EAA/mg d’extrait). La forte 

activité de l’extrait n-BuOH serait due à sa forte teneur en composés polyphénoliques.  

Le pouvoir réducteur des deux extraits est probablement expliqué par la présence de 

groupements hydroxyles dans les composés phénoliques contenus dans ces extraits qui 

peuvent servir comme donneur d'électrons. Par conséquent, les anti-oxydants peuvent être 
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considérés comme des réducteurs et inactivateurs des oxydants [307]. Quelques études 

antérieures ont également montré que le pouvoir réducteur d'un composé peut être utilisé 

comme indicateur significatif de son activité anti-oxydante potentielle [308]. 

IV-3-3-3- Test de phosphomolybdate (PPM) 

Le test de phosphomolybdate des extraits bruts a été évalué par la transformation de 

Mo (VI) en Mo (V) pour obtenir un complexe de phosphomolybdène, cette formation peut 

être suivie par spectrophotométrie à 695 nm. Dans notre étude, le pouvoir anti-oxydant des 

extraits AcOEt et n-BuOH obtenus à partir de l'espèce Erinacea anthyllis est calculé à partir 

de la droite d’étalonnage établie par l’acide ascorbique (Figure IV-16). Les valeurs obtenues 

sont exprimées en microgrammes d’équivalents d’acide ascorbique par milligramme d’extrait 

et sont représentées dans le tableau IV-8. 

Tableau IV-8 : Pouvoir anti-oxydant des extraits AcOEt et n-BuOH d’E. anthyllis 

Extrait AcOEt n-BuOH 

Pouvoir anti-oxydant (a) 0,11 ± 0,006 0,089 ± 0,01 

 

(a) : μg d’équivalents d’acide ascorbique /mg d’extrait 

Les valeurs sont représentées par la moyenne de 3 essais ± SD 

 

Figure IV-16: Droite d’étalonnages de l’acide ascorbique (moyenne ± SD de trois essais). 
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 Les résultats obtenus montrent que l’extrait AcOEt possède le pouvoir antioxydant le 

plus important avec une valeur de 0,11 ± 0,006 μg EAA/mg d’extrait, suivi par l’extrait n-

BuOH avec un pouvoir anti-oxydant de l’ordre de 0,089 ± 0,01 μg EAA/mg d’extrait. 

L'activité anti-oxydante des extraits de la plante Erinacea anthyllis peut être attribuée 

à la présence des isoflavonoïdes et des composés polyphénoliques [309]. 

IV-3-4- Résultats de l’activité antibactérienne 

IV-3-4-a- Activité antibactérienne de la plante Erinacea anthyllis 

Les résultats de l’activité antibactérienne de l’extrait AcOEt de la plante E. anthyllis 

ont montré que les deux souches à Gram négatif Enterobacter. Sp et Escherichia coli ne 

présentent aucune zone d’inhibition de croissance. Ceci après les tests effectués sur des 

disques imprégnés par l’extrait à différentes concentrations. La pénicilline est utilisée comme 

contrôle positif  (Figure IV-17). 

  

Figure IV-17: Activité antibactérienne de l’extrait AcOEt contre les souches  

Enterobacter sp et Escherichia coli 

La souche à Gram positif Staphylococcus aureus révèle des zones d’inhibition à 

différentes concentrations pour l’extrait AcOEt et la pénicilline. La souche à Gram positif 

Staphylococcus albus n'a pas montré de zones d’inhibition à l’égard de l’extrait AcOEt, mais 

elle est sensible à la pénicilline (Figure IV-18 et Tableau IV-9). 

  

Figure IV-18 : Activité antibactérienne de l’extrait AcOEt contre les souches Staphylococcus 

aureus (Stapha) et Staphylococcus albus (Staph b = Staphylococcus blanc) 
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L'activité antibactérienne réalisée sur la plante E. anthyllis révèle que l'extrait n-BuOH 

ne montre aucun effet inhibiteur ni contre les deux souches à Gram négatif E. coli et 

Enterobacter sp, ni contre la bactérie à Gram positif Staphylococcus albus, mais cet extrait 

exerce un effet inhibiteur sur la croissance de la bactérie Staphylococcus aureus (Figure      

IV-19). 

  

   

Figure IV-19: Activité antibactérienne de l’extrait n-BuOH de la plante Erinacea anthyllis 

 

Les résultats de l’activité antibactérienne de la plante Erinacea anthyllis sont récapitulés 

dans le tableau IV-9 suivant : 

Tableau IV-9: Diamètre de la zone d’inhibition (mm) des extraits AcOEt et n-BuOH 

de l’espèce Erinacea anthyllis. 

Souches bactériennes 

Extraits /ATB Dilutions 

(g/ml) 

S. blanc S. aureus E. coli Enterobacter sp 

 

 

AcOEt 

1 

1/2 

1/4 

1/8 

1/16 

- 

- 

- 

- 

- 

12 

10 

8 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

 

 

n-BuOH 

1 

1/2 

1/4 

1/8 

1/16 

- 

- 

- 

- 

- 

10 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Pénicilline (Control positif) 15 12 - - 

ATB : antibiotique  
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IV-3-4-b-Activité antibactérienne de la plante Euphorbia atlantica 

Les trois souches Staphylococcus aureus (staph a), Staphylococcus albus (staph b) et 

E. coli sont sensibles vis-à-vis de l’extrait butanolique de la plante Euphorbia atlantica à 

différentes concentrations. Par contre, la bactérie à Gram négatif Enterobacter sp est 

résistante aux différentes concentrations de l’extrait n-BuOH (Figure IV-20). 

 
 

 
 

Figure IV-20: Activité antibactérienne de l’extrait n-BuOH  de la plante Euphorbia atlantica 

Le test de l’activité antibactérienne des extraits EP et AcOEt de la plante Euphorbia 

atlantica a montré que ces deux extraits n’ont aucun effet inhibiteur sur la croissance de 

toutes les souches bactériennes testées (Figures IV-21 et IV-22). 

.   

  

Figure IV-21: Activité antibactérienne de l’extrait AcOEt de la plante Euphorbia atlantica 
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Figure IV-22: Activité antibactérienne de l’extrait EP de la plante Euphorbia atlantica 

Les tests réalisés sur l'extrait CH2Cl2 ont montré la sensibilité des deux souches à 

Gram positif Staphylococcus aureus et Staphylococcus albus à différentes concentrations et la 

résistance des souches à Gram négatif Enterobacter sp et E. coli (Figure IV-23). 

  

  

Figure IV-23 : Activité antibactérienne de l’extrait CH2Cl2 de la plante Euphorbia atlantica 

Les résultats de l’activité antibactérienne de la plante Euphorbia atlantica sont 

regroupés dans le tableau IV-10 ci-dessous : 
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Tableau IV-10: Diamètre de la zone d’inhibition (mm) des extraits EP, CH2Cl2, 

AcOEt et n-BuOH d’Euphorbia atlantica. 

Souches bactériennes 

Extraits /ATB Dilutions 

(g/ml) 

S. blanc S. aureus E. coli Enterobacter sp 

 

EP 

1 

1/2 

1/4 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

 

 

CH2Cl2 

1 

1/2 

1/4 

1/8 

1/16 

12 

9,5 

- 

- 

- 

13 

10 

8 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

 

 

AcOEt 

1 

1/2 

1/4 

1/8 

1/16 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

 

 

n-BuOH 

1 

1/2 

1/4 

1/8 

1/16 

20 

16 

13 

11 

- 

15 

13 

12 

10 

8 

15 

12 

10 

8 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Pénicilline (Control positif)  

 

15 12 - - 

 
ATB : Antibiotique 

IV-3-5-Discussion de l’activité antibactérienne 

 L’effet des extraits des plantes Erinacea anthyllis et Euphorbia atlantica vis-à-vis des 

bactéries testées est variable entre négligeable et important selon chaque type d’extrait et 

selon la bactérie utilisée. 

 Absence de l’activité antibactérienne 

Les deux extraits éther de pétrole et acétate d’éthyle de la plante Euphorbia atlantica 

n’ont montré aucun effet inhibiteur envers la croissance de toutes les souches bactériennes 

testées. L’extrait CH2Cl2 de la même plante n’a pas exercé d’effet inhibiteur contre les 

souches à Gram négatif Enterobacter sp et E. Coli, aussi la bactérie Enterobacter sp a 
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présenté une résistance contre l’extrait n-BuOH de la même plante. Les trois souches 

bactériennes Enterobacter sp, E. Coli et Staphylococcus albus sont résistantes aux deux 

extraits AcOEt et n-BuOH de la plante Erinacea anthyllis. 

L’absence de l’activité antibactérienne vis-à-vis des extraits obtenus des plantes 

étudiées E. atlantica et E. anthyllis pourrait être expliquée par beaucoup de facteurs qui sont 

liés soit à la nature de la plante, soit aux mauvaises choix des techniques, des conditions et des 

outils utilisés au cour des manipulations, soit à d’autres facteurs variés. En effet, l’absence de 

l’activité antibactérienne est interprétée comme suit :  

L’absence de molécules possédant une activité antimicrobienne dans les extraits de 

plantes. Egalement leur présence en quantité très faible dans les extraits, ne favorise pas ainsi, 

la mise en évidence de l’activité antibactérienne.  

La mauvaise  méthode adoptée ou/et des solvants organiques utilisés dans l’extraction 

des molécules actives. En effet, l’étude  de Hayouni et al (2007) [310] a montré que la méthode 

d’extraction et la nature des solvants utilisés peuvent influencer sur l'activité antibactérienne 

des composés phénoliques. Toutefois, il est toujours possible que l'ajout de DMSO à un 

extrait végétal diminue son activité antibactérienne [311].   

  La méthode utilisée pour l’évaluation de l’activité antibactérienne serait un autre 

facteur qui influe aussi sur les résultats obtenus. Natarajan et al. (2005) [312] et Fazeli et al 

(2007) [313] ont constaté que la méthode de diffusion à partir des puits sur gélose est plus 

adaptée pour étudier l’activité des extraits aqueux et organiques des plantes que la méthode de 

diffusion en milieu gélosé. Dans notre cas, c’est la méthode de disque qui a été adoptée et il se 

pourrait qu’elle a influencé négativement sur les résultats notamment pour ceux correspondant 

aux extraits éther de pétrole et acétate d’éthyle de la plante Euphorbia atlantica. 

L’absence de l’activité antibactérienne dans ces extraits pourrait être liée à la date de 

récolte de la plante. De nombreuses études ont montré que la composition chimique des 

plantes et donc leurs activités biologiques varient  en fonction de la date de leur récolte. Par 

exemple le latex obtenu par incision du tronc d'Alafia multiflora et qui est utilisé pour le 

traitement des plaies en Afrique tropicale, contient des taux en acide vanillique qui varient 

entre 5 % à 16 % selon la période de récolte du latex [311]. Dans notre cas, la récolte est 

réalisée à la fin du mois de Mai pour la plante Erinacea anthyllis et au début du mois de 
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Juillet pour l’espèce Euphorbia atlantica, il se pourrait qu’en ces périodes, certains 

métabolites actifs seraient transformés, décomposés en d’autres molécules inactives ou bien 

totalement dégénérés. Ainsi, ces métabolites seraient soit absents dans les extraits 

correspondant soit, ils se retrouvent inactivés. 

D’un autre coté, on peut envisager la probable existence d’une certaine activité 

antibactérienne des molécules présentes dans les extraits testés. Cependant, cette activité 

serait probablement visée contre d’autres types de bactéries que celles examinées dans ce 

présent travail, d’où l’impossibilité de détecter aucune activité dans nos tests à l’égard de ces 

extraits.  

Finalement, la plante peut avoir une activité antibactérienne in vivo même si elle ne 

possède pas une activité in vitro. Certains métabolites de la plante peuvent être actifs sans être 

métabolisés et dans ce cas leur activité in vitro et in vivo sera détectable. Toutefois, plusieurs 

composés ne sont actifs qu’après leur métabolisation et dans ce cas ils seront  inactifs in vitro 

alors qu’ils sont actifs in vivo [314-316]. 

 

 Présence de l’activité antibactérienne dans la plante Erinacea anthyllis 

Les extraits AcOEt et n-BuOH de la plante Erinacea anthyllis manifestent une activité 

antibactérienne à l’égard de la bactérie Staphylococcus aureus avec des valeurs de CMI de 

l’ordre de 0,25 g/ml et 1 g/ml respectivement. La souche Staphylococcus aureus s’est montré 

la bactérie la plus sensible par rapport aux autres souches à Gram négatif (E. Coli et 

Enterobacter sp). Ceci pourrait être attribué à la différence de la structure entre les bactéries à 

Gram positif et les bactéries à Gram négatif sachant que la paroi cellulaire des bactéries à 

Gram positif est constituée par une seule couche alors que celle des Gram négatif a une 

structure multicouche liée par une membrane cellulaire externe [317]. 

 En effet, les bactéries à Gram négatif, possèdent une membrane présentant une 

perméabilité sélective, la surface des lipopolysacharides contient des charges négatives, qui 

empêchent la diffusion des molécules hydrophobes et des porines qui bloquent le passage des 

biomolécules à haut poids moléculaire [318]. Ces causes pourraient expliquer même 

partiellement la résistance des souches à Gram négatif aux extraits testés AcOEt et n-BuOH.  
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Les deux extraits AcOEt et n-BuOH ont inhibé la croissance de la souche S. aureus et 

non pas S. albus, appartenant au même Gram et au même genre. Ceci laisse supposé que la 

sensibilité de S. aureus pour les extraits en question est due plutôt à une cause génétique 

s’exprimant par un récepteur bactérien spécifique aux métabolites antibactériens présents dans 

cet extrait.  

Par ailleurs, la présence de l’activité antibactérienne dans les extraits AcOEt et             

n-BuOH de la plante Erinacea anthyllis est due principalement à la présence de certains 

flavonoïdes qui sont connus par leurs activités antibactériennes comme les flavanones  et les 

isoflavonoides [319, 130]. 

 Présence de l’activité antibactérienne dans la plante Euphorbia atlantica 

 L’extrait CH2Cl2 de l’espèce Euphorbia atlantica montre une activité antibactérienne 

envers les deux bactéries à Gram positif S. aureus et S. albus avec des CMI égale à 0,25 et 0,5 

g/ml respectivement, tandis que l’extrait n-BuOH présente une activité vis-à-vis des trois 

souches S. aureus, S. albus et E. Coli avec des valeurs de CMI : 0,0625, 0,125 et 0,125 g/ml 

respectivement. 

Ces résultats révèlent que l’activité antibactérienne de l’extrait butanolique est très 

intéressante que celle de l’extrait CH2Cl2, indiquant la grande importance des solvants 

polaires dans l’extraction des biomolécules antibactériennes dans le cas de l’espèce 

Euphorbia atlantica.  

Ces résultats sont en accord avec plusieurs travaux réalisés sur des espèces du même 

genre Euphorbia, dans lesquels ils ont montré que les solvants organiques polaires sont les 

meilleurs solvants pour l'extraction de molécules douées d'activité antibactérienne. A titre 

d’exemple, les deux extraits méthanolique et aqueux de la plante Euphorbia hirta ont révélé 

une activité antibactérienne vis-à-vis des souches Escherichia coli, Proteus mirabilis, Shigella 

dysentriae, Salmonella typhi et Klebsiella pneumoniae [320]. Cependant, les extraits 

méthanolique et acétonique des feuilles d'Euphorbia fusiformis ont montré une inhibition de 

la croissance des bactéries S. aureus, E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella 

pneumoniae [312]. Aussi, l’espèce Euphorbia australis a révélé une activité contre Bacillus 

cereus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa et Salmonella 
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typhimurium [321]. De même, les extraits d’Euphorbia macroclada [322] ont présenté des effets 

inhibiteurs contre Staphylococcus aureus.  

Les résultats de notre travail de recherche peuvent soutenir l’utilisation populaire des 

deux plantes Euphorbia atlantica et Erinacea anthyllis dans la médecine traditionnelle pour le 

traitement des infections de plaies et les maladies rhumatismales et mettre en évidence 

l’importance de ces plantes comme sources pour la recherche de nouveaux antibiotiques pour 

le traitement de diverses maladies. 

IV-4- Conclusion 

De nombreuse plantes aromatiques et médicinales possèdent des propriétés 

biologiques très importantes, ces plantes sont utilisées dans divers domaines à savoir: la 

médecine, la pharmacie, la cosmétologie et l’agriculture. Ce regain d’intérêt vient d’une part 

du fait que les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances 

bioactives et d’autre part, les effets secondaires induits par les médicaments de synthèse 

inquiètent les utilisateurs qui se retournent constamment vers des soins moins agressifs pour 

l’organisme. Pour cela, cette partie du travail est consacrée à l’estimation de la teneur en 

polyphénols totaux et flavonoïdes et l’évaluation des activités biologiques : anti-oxydante et 

antibactérienne des deux espèces Erinacea anthyllis Link et Euphorbia atlantica Coss. 

Quantitativement, l’évaluation du contenu des polyphénols totaux en adoptant la 

méthode de Folin-Ciocalteu indique la présence des quantités moyennement importantes en 

polyphénols dans les extraits des deux plantes Erinacea anthyllis (Fabaceae) et Euphorbia 

atlantica (Euphorbiaceae). L’estimation de la teneur en flavonoïdes est faite par la méthode 

du trichlorure d’aluminium, qui montre la présence des quantités très faible en flavonoïdes 

dans les extraits éther de pétrole et acétate d’éthyle de la plante E. atlantica et l’extrait n-

BuOH d’Erinacea anthyllis. L’extrait AcOEt de l’espèce E. anthyllis met en évidence 

l’existence d’une quantité  moyennement importante en composés flavonoïdiques.   

Le pouvoir anti-oxydant des extraits, fractions, standards ainsi que des produits isolés 

(isoflavonoïdes, polyphénols et triterpènes) à partir des espèces E. anthyllis et E. atlantica a 

été déterminé par trois méthodes différentes incluant: le piégeage du radical libre DPPH, le 

test de pouvoir réducteur du fer FRAP et le test de phosphomolybdate PPM. Les résultats 

montrent que ces espèces possèdent une bonne activité, indiquant que ces plantes contiennent 
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des molécules considérées comme des agents anti-oxydants susceptibles d’être utilisés à des 

fins thérapeutiques.    

L'activité antibactérienne des extraits AcOEt et n-BuOH de la plante E. anthyllis,  EP, 

CH2Cl2, AcOEt et n-BuOH de l’espèce E. atlantica et de la pénicilline comme control positif 

a été estimée par la méthode de diffusion sur milieu gélosé contre quatre souches à Gram 

positif (Staphylococcus aureus et Staphylococcus albus) et à Gram négatif (Enterobacter sp et 

Escherichia coli).  

Les résultats de l'activité antibactérienne révèlent que les deux extraits EP et AcOEt de 

la plante E. atlantica n’ont aucun effet inhibiteur envers la croissance de toutes les souches 

bactériennes testées. Les extraits AcOEt et n-BuOH de la plante E. anthyllis manifestent une 

activité antibactérienne seulement contre la souche Staphylococcus aureus. L’extrait CH2Cl2 

issu de l’espèce E. atlantica montre une activité antibactérienne contre les deux bactéries à 

Gram positif S. aureus et S. albus, tandis que l’extrait n-BuOH de la même plante présente 

une activité vis-à-vis des trois souches S. aureus, S. albus et E. Coli.  

L'activité antibactérienne des extraits est difficile à mettre en corrélation à un composé 

spécifique, en raison de la complexité et la variabilité des quantités de métabolites secondaires 

dans les extraits végétaux. 
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CONCLUSION GENERALE 

 Ce travail est consacré à l’investigation phytochimique et l’évaluation des activités 

biologiques (anti-oxydante et antibactérienne) de deux plantes médicinales Erinacea anthyllis 

Link et Euphorbia atlantica Coss. appartenant aux familles Fabaceae et Euphorbiaceae 

respectivement. Ces deux familles sont connues par leur richesse en métabolites secondaires 

tels que : les triterpénoïdes, les ditepénoïdes, les flavonoïdes, les polyphénols, les alcaloïdes et 

les saponines, doués d’activités biologiques prometteuses. Ces deux espèces utilisées en 

médecine traditionnelle locale n’ont pas fait l’objet d’étude phytochimique et d’évaluation 

biologique antérieures. 

Les investigations phytochimiques réalisées sur les extraits acétate d’éthyle et n-

butanol de l’espèce Erinacea anthyllis Link ainsi que sur les extraits éther de pétrole et AcOEt 

de la plante Euphorbia atlantica Coss. ont permis d’isoler 29 métabolites secondaires dont 2 

structures moléculaires de type isoflavone sont nouvelles et 2 composés steroïdiques 

communs aux deux plantes. Les composés isolés appartiennent à cinq classes de métabolites 

secondaires incluant les flavonoïdes, les polyphénols, les terpènes, les stéroїdes et les 

triterpènes. Ils se repartissent comme suit : 

 Quinze flavonoïdes comportant huit isoflavonoïdes prénylés dont deux sont nouveaux, 

deux isoflavonoïdes aglycones, deux isoflavonoïdes glucosylés, deux flavonoïdes de 

type flavanone et un flavonol. 

 Trois polyphénols. 

 Deux monoterpènes à squelette ionone. 

 Trois stéroïdes de type phytostérol.  

 Quatre triterpènes cycloartaniques.  

Le fractionnement, la séparation et la purification des métabolites secondaires obtenus 

de 1 à 29 est rendu possible grâce à l’utilisation conjointe des différentes techniques 

chromatographiques (VLC, CC, CCE, CCM) utilisant divers supports (Silice normale, Silice 

greffée RP-18, Polyamide et Sephadex LH-20). 

La détermination structurale des composés isolés de 1 à 29 à été réalisée par les 

méthodes d’analyse spectroscopiques, RMN 1D (1H et 13C J-modulé) et RMN 2D (COSY   

H-H, HSQC J-modulé, TOCSY, HMBC et NOESY), la spectrométrie de masse à haute 



                                                                                                    CONCLUSION GENERALE 

 

258 

 

résolution HR-ESI-MS, ESI-MS et EI-MS, l’UV,  la mesure du pouvoir rotatoire [α]D et par la 

comparaison avec les données de la littérature. 

Il est important de mentionner que les composés identifiés à partir de l’espèce 

Erinacea anthyllis sont entièrement isolés pour la première fois dans le genre Erinacea. La 

présence des isoflavonoïdes comme génistéine et daidzeine dans cette plante est confortée par 

les travaux de chimie antérieurs effectués sur la sous-famille Papilionoideae de la famille des 

Fabaceae, attestant que cette classe de métabolites secondaires est un marqueur 

chimiotaxonomique pour cette famille. En outre, l'identification de huit isoflavonoïdes 

prénylés dont deux sont nouveaux dans l'espèce Erinacea anthyllis a confirmé les résultats 

des études phytochimiques réalisées sur la sous-famille Papilionoideae, indiquant que ce type 

de composés est commun dans cette sous-famille. 

L’étude chimique réalisée sur l’espèce Euphorbia atlantica met en évidence la 

présence des triterpènes tétracycliques à squelette cycloartanique comme composés 

majoritaires. Ils sont considérés comme des marqueurs chimiotaxonomiques du genre 

Euphorbia.  

Il convient de noter que le composé cycloartanique possédant un groupement 

hydroperoxyde nommé 3β-hydroxycycloart-25-èn-24-hydroperoxyde (MS1) a été précéde-

mment identifié dans deux espèces du genre Euphorbia : E. cyparissias [234] et Euphorbia 

bupleuroides [30]. Ce qui conforte la présence de ce type de composés dans ce genre et 

particulièrement dans les espèces poussant en Algérie. Cette constatation pourrait être utile 

pour des investigations de profils chimiotaxonomiques. 

Dans la partie biologique de ce travail, nous avons déterminé la teneur en polyphénols 

totaux  et en flavonoïdes des extraits EP, AcOEt et n-BuOH obtenus à partir des plantes 

Erinacea anthyllis et Euphorbia atlantica par la méthode de Folin-Ciocalteu et trichlorure 

d’aluminium respectivement.  

Les résultats du dosage des polyphénols totaux et des flavonoïdes révèlent que l’extrait 

AcOEt de l’espèce E. anthyllis est le plus riche en polyphénols totaux (26,133 ± 0,025 μg 

EAG/mg d’Ex) et en flavonoïdes (6,635 ± 0,073 µg EQ/mg d’Ex), suivi par l’extrait n-BuOH 

de la même plante (25,422 ± 0,004 μg EAG/mg d’Ex) et (0,292 ± 0,006 EQ/mg d’Ex) 

respectivement, ensuite l’extrait AcOEt de la plante E. atlantica qui montre des teneurs en 
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polyphénols et flavonoïdes à 17,867 ± 0,009 μg EAG/mg d’Ex et 0,002 ± 0,023 EQ/mg d’Ex 

respectivement et enfin l’extrait EP avec des teneurs en polyphénols et flavonoïdes estimées à 

12,233 ± 0,042 μg EAG/mg d’Ex et 0,0006 ± 0,054 EQ/mg d’Ex respectivement pour E. 

atlantica. Ceci témoigne de la richesse de la plante E. anthyllis en polyphénols et flavonoïdes 

par rapport à l’espèce E. atlantica. 

L’évaluation de l’activité anti-oxydante in vitro des extraits, fractions, standards et 

quelques produits isolés à partir des deux plantes E. anthyllis et E. atlantica a été réalisée par 

trois méthodes à savoir: le piégeage du radical libre DPPH, le test du pouvoir réducteur du fer 

FRAP et le test du phosphomolybdate PPM. 

Les résultats de l’activité anti-oxydante par piégeage du radical DPPH montrent que 

les fractions de l’extrait AcOEt (F-7, F-12 et F-14) et les deux polyphénols Méthyl gallate 

(MS5) et Phloroacétophénone 4-O-β-D-glucopyranoside (MS6) isolés de la plante Euphorbia 

atlantica ont un pouvoir antiradicalaire plus élevé que celui des standards (Acide ascorbique 

et BHT). En outre, les deux extraits AcOEt et n-BuOH de la plante Erinacea anthyllis et les 

quatre isoflavonoïdes (±)-Erythrinine F (Ea7), Daidzeine (Ea9), Génistéine (Ea10) et 

Génisteine-8-C-glucoside (Ea11), ainsi que l’extrait EP de l’espèce Euphorbia atlantica ont 

présenté un pouvoir antiradicalaire moins efficace que les standards. Il est à noter que malgré 

la richesse de l’espèce Erinacea anthyllis  en composés phénoliques particulièrement les 

isoflavonoïdes, la plante Euphorbia atlantica a montré une activité anti-oxydante plus élevée 

que la plante Erinacea anthyllis.  

L’activité réductrice du fer (FRAP) testée sur les extraits AcOEt et n-BuOH de 

l’espèce Erinacea anthyllis révèle que ces deux extraits ont montré un pouvoir réducteur 

estimé à 59,56 ± 13,37 µg EAA/mg d’extrait et 209,65 ± 25,09 µg EAA/mg d’extrait 

respectivement. Ces résultats sont dus à la richesse de la plante E. anthyllis en métabolites 

secondaires, particulièrement les flavonoïdes qui sont connus par leurs propriétés oxydo-

réductrices. 

Le test de phosphomolybdate des extraits bruts AcOEt et n-BuOH de la plante            

Erinacea anthyllis montre que l’extrait AcOEt possède un pouvoir antioxydant légèrement 

plus fort (0,11 ± 0,006 μg EAA/mg d’extrait) que celui de l’extrait n-BuOH (0,089 ± 0,01 μg 

EAA/mg d’extrait). Ceci peut être expliqué par la teneur un peu élevée en polyphénols 

présents dans l’extrait AcOEt par rapport à l’extrait n-BuOH.  
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L'activité antibactérienne des extrait AcOEt et n-BuOH de la plante Erinacea anthyllis 

et EP, CH2Cl2, AcOEt et n-BuOH de l’espèce Euphorbia atlantica, ainsi que de la pénicilline 

comme control positif, a été estimée par la méthode de diffusion sur milieu gélosé contre 

quatre souches bactériennes, deux à Gram positif Staphylococcus albus et Staphylococcus 

aureus  ATCC 25923 et deux à Gram négatif  Escherichia coli  ATCC 35218 et  Enterobacter 

sp.  

Les résultats de l'activité antibactérienne révèlent que les deux extraits EP et AcOEt de 

la plante Euphorbia atlantica n’ont montré aucun effet inhibiteur envers la croissance de 

toutes les souches bactériennes testées. Les extraits AcOEt et n-BuOH de la plante Erinacea 

anthyllis manifestent une activité antibactérienne contre la souche Staphylococcus aureus avec 

des valeurs de CMI égale à 0,25 et 1 g/ml respectivement. L’extrait CH2Cl2 issu de l’espèce 

Euphorbia atlantica exhibe une activité antibactérienne contre les deux bactéries à Gram 

positif S. aureus et S. albus avec des CMI de l’ordre de 0,25 et 0,5 g/ml respectivement, 

tandis que l’extrait n-BuOH présente une activité vis-à-vis des trois souches bactériennes S. 

aureus, S. albus et E. Coli avec des valeurs de CMI: 0,0625, 0,125 et 0,125 g/ml 

respectivement.  

A l’issu de cette étude, il est important de signaler que les deux plantes médicinales 

Erinacea anthyllis et Euphorbia atlantica, objet de ce travail de recherche, présentent des 

activités anti-oxydantes et antibactériennes modérées. La présence d’isoflavonoïdes dans E. 

anthyllis connus pour leur activité inflammatoire conforterait l’utilisation de cette plante 

contre les maladies de rhumatisme. Ceci justifierait dans une certaine mesure l’utilisation en 

médecine traditionnelle de ces deux espèces par les populations locales. 

L’ensemble de ces résultats obtenus (phytochimique et biologique) in vitro ne 

constitue en réalité qu’une première étape dans la recherche de substances d'origine naturelle 

biologiquement actives. Au terme de cette investigation, il serait souhaitable d’une part de 

continuer les testes sur les autres composés isolés à l’état pur particulièrement les nouvels 

isoflavonoïdes Erinasone A (Ea1) et Erinasone B (Ea2) et d’autre part, d’envisager d’autres 

activités biologiques à savoir : anti-inflammatoire, anti-cholinesterase, antifongique, 

antidiabétique, anti-pyrétique, anti-analgésique et anti-cancéreuse,….etc. Une étude 

biologique in vivo est  également souhaitable, pour avoir une vue plus approfondie sur les 

activités anti-oxydante et  antibactérienne des extraits et des produits purs de ces deux plantes. 



 

Chapitre V 

 Partie expérimentale 
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V-1- Matériel et appareillage 
V-1-1- Récolte des plantes étudiées    

 La plante Erinacea anthyllis Link a été récoltée dans la région de Bellezma (hautes 

montagnes des Aurès) au mois de Mai 2013.  

 La récolte de l’espèce Euphorbia atlantica Coss. a été effectuée dans la région de 

Chélia au cours du mois de Juillet 2014.  

 Les deux plantes sont identifiées par le professeur Bachir Oudjehih du département 

d’Agronomie de l’institut des Sciences Vétérinaires et Agronomiques de l’Université de 

Batna-1. 

V-1-2- Chimie extractive 
V-1-2-1- Chromatographie sur couche mince (CCM) 

 Les CCM sont utilisées à chaque étape chromatographique pour le suivi et le contrôle 

des purifications. Les chromatogrammes sur couche mince permettent de vérifier la présence 

et l’état de pureté des produits suivis. Ces analyses sont réalisées en phase normale sur des 

plaques d’aluminium Kieselgel 60 F254 Merck, 250 μm (20 x 20 cm) et en phase inverse sur 

des plaques d’aluminium RP-18 (20 x 20 cm). Le développement des plaques s’effectue dans 

des cuves en verre saturées avec l’éluant approprié. La phase mobile est constituée d’un 

mélange binaire ou tertiaire de solvants selon le type de séparation souhaitée. Le révélateur 

utilisé est 10 % de H2SO4, 10 % acide acétique et 80 % eau.  

V -1-2-2- Chromatographie liquide sous vide (VLC) 

 Cette technique est utilisée pour obtenir un fractionnement grossier de l’extrait brut. 

Elle est rapide et a l’avantage de consommer moins de solvants que les méthodes de 

chromatographies classiques. La silice Kieselgel Merck (70-230 mesh, 63-200 μm) ou la 

silice greffée en C-18 Merck Lobar Lichroprep RP-18 (40_63 mm) sont mises dans un 

entonnoir cylindrique filtrant sur verre fritté n° 4. 

V -1-2-3 Chromatographie sur colonne ouverte (CC) 

 La taille et le diamètre de la colonne sont choisis en fonction de la quantité 

d’échantillon à purifier et de la résolution souhaitée. La quantité de la silice utilisée est 

généralement 30 à 40 fois supérieure à la quantité d’échantillon déposée. 
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 La chromatographie d’exclusion stérique est réalisée sur Sephadex® LH-20, en 

employant 30 fois le poids de l’échantillon à purifier. L’élution est effectuée à pression 

atmosphérique. Les fractions recueillies sont regroupées selon les résultats de l’analyse par 

CCM. 

V -1-3- Chimie structurale 

V -1-3-1- Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN) 

         Les spectres RMN sont enregistrés dans des solvants deutérés : acétone-d6, CDCl3, 

CD3OD et DMSO-d6 sur un appareil Varian/Agilent Inova spectrometer à 500 MHz pour 

RMN 1H et 125 MHz pour les spectres RMN 13C. Les solvants de solubilisation des produits 

pour la réalisation des spectres sont précisés à chaque fois. Le TMS est utilisé comme 

substance de référence. 

V-1-3-2- Spectrométrie de masse en haute résolution (HR-ESI-MS) 

 Les spectres de masse en haute résolution HR-ESI-MS des composés isolés ont été 

enregistrés sur un spectromètre de masse de type Micromass-LCT Premier Time of Flight 

mass spectrometer. Les spectres EI-MS et ESI-MS sont réalisés sur des appareils GCT 

Micromass et MSQ Thermofinnigan respectivement. 

 
V-1-3-3- Spectrométrie UV-Visible 

 Les techniques de spectroscopie UV-Visible sont des méthodes simples et rapides qui 

fournissent des informations sur la nature chimique, les propriétés physico structurales et les 

caractéristiques optiques des composés. Les spectres UV-Visible des composés isolés sont 

enregistrés dans le MeOH sur un spectrophotomètre de type Beckman DU-600 

spectrophotometer. Les mesures sont effectuées dans des cuves en quartz contenant 2 ml de 

solution. 

V-1-3-4- Pouvoir rotatoire 

          Les pouvoirs rotatoires spécifiques sont mesurés sur un polarimètre électronique 

Perkin-Elmer 241 polarimeter à 20 °C. Le solvant de solubilisation et la concentration sont 

indiqués dans chaque cas. 
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V -1-4- Etude de l’espèce Erinacea anthyllis Link  

V -1-4-1- Extraction de l’espèce E. anthyllis Link 

          Les parties aériennes et racines de la plante (1500 g) sont séchées et broyées finement 

puis mises à macérer dans un mélange (EtOH/H2O:70/30). Cette macération est répétée 2 fois 

avec renouvellement du solvant et dure dans chaque cas 48 heures. Après filtration et 

concentration non à sec à température 40 °C, la phase aqueuse obtenue (500 ml) est extraite  

par l’éther de pétrole (5 x 150 ml), acétate d’éthyle (5 x 150 ml) et en dernier par le n-butanol 

(5 x 150 ml).  

          Les trois phases organiques ainsi obtenues (EP, AcOEt et n-BuOH) sont séchées sur 

sulfate de sodium (Na2SO4) anhydre puis filtrées et concentrées à sec sous pression réduite, ce 

qui a donné 1 g de l’extrait éther de pétrole, 10,7 g de l’extrait acétate d’éthyle et 50 g de 

l’extrait n-butanol.  

V-1-4-2-Etude de l’extrait AcOEt de l’espèce Erinacea anthyllis Link 

          10,7 g de l’extrait AcOEt sont soumis à une chromatographie liquide sous vide (VLC) 

en utilisant le gel de silice comme phase stationnaire. L’élution est effectuée par le mélange 

EP/AcOEt (100-0 à 0-100), puis par un gradient de méthanol dans l’acétate d’éthyle (0-100 à 

100-0) pour donner plusieurs fractions. Ces fractions subissent une chromatographie sur 

couche mince (CCM) avec le système d’élution (EP/AcOEt : 1/1). Les CCM obtenues sont 

visualisées sous la lumière UV à 254 nm puis révélées à l’acide sulfurique et chauffage à 100 

°C. Les factions présentant le même profil CCM sont réunies pour donner 8 fractions 

majoritaires (Tableau V-1 et Figure V-1). 

Tableau V-1 : Fractionnement de l’extrait AcOEt de l’espèce E. anthyllis Link  

Eluant (EP/AcOEt) Fractions collectées Masse (mg) 

100-0 à 80-20 F-1 103,6 

70-30 F-2 97,1 

60-40 F-3 735,2 

50-50 à 40-60 F-4 1826,3 

30-70 à 20-80 F-5 2260 

10-90 à 0-100 F-6 1560,7 
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AcOEt/MeOH Fractions collectées Masse (mg) 

99-1 à 80-20 F-7 1650 

70-30 à 0-100 F-8 1752,2 

 

 
Figure V-1 : CCM récapitulative de l’extrait AcOEt 

V-1-4-2-1- Purification 

 Etude de la fraction F-5 

 La fraction F-5 (2260 mg) est soumise à une chromatographie sur colonne de 

polyamide. L’élution est réalisée par un mélange de toluène-méthanol (100:0 à 0:100). Les 

fractions collectées sont réunies selon leur profil en CCM en phase normale effectuée dans le 

mélange (EP/AcOEt : 1/1) pour donner 13 sous-fractions (F-5-1 à F-5-13). 

La sous-fraction F-5-10 (373 mg) a été purifiée par une chromatographie sur colonne 

de gel de silice normale en utilisant comme éluant EP/AcOEt pour fournir neuf sous-fractions 

(F-5-10-1 à F-5-10-9).  

La précipitation des sous-fractions (F-5-10-2, F-5-10-4 et F-5-10-7) dans le mélange 

EP/AcOEt et les solvants purs AcOEt et MeOH respectivement a conduit à l'isolement des 

composés Ea9 (7,8 mg), Ea10 (2,5 mg) et Ea7 (5,8 mg) (Figure V-2). 
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Figure V-2: CCM des composés Ea7, Ea9 et Ea10 

Les deux sous-fractions F-5-2 et F-5-3 (415,6 mg) rassemblées sont purifiées sur une 

colonne de gel de silice. L’élution est effectuée par le mélange EP/AcOEt pour donner 12 

sous-fractions (F-5-A à F-5-L). La sous fraction F-5-K (61,4 mg) a subi une purification par 

précipitation dans le méthanol pour isoler le composé Ea21 (2 mg). Sa CCM révèle l’existence 

d’une tache invisible à 254 nm se colorant en rose à l’acide sulfurique et chauffage à 100 °C. 

Après précipitation de la sous-fraction F-5-K, la phase liquide (filtrat) a été traitée sur une 

plaque préparative en phase inverse (RP-18) dans le mélange (MeOH/H2O : 7/3). Cette 

purification a donné le composé Ea17 (4,9 mg) (Figure V-3). 

              
             Figure V-3 : CCM des composés  Ea17 et Ea21 

          La purification de la sous-fraction F-5-F (69,1 mg) par précipitation dans le MeOH a 

abouti à l’isolement du produit Ea6 (3,1 mg). La sous fraction F-5-J (16,9 mg) contient un 

produit majoritaire qui se précipite dans l’hexane pour donner le composé Ea2 (4,6 mg). Leur 

CCM montre la présence de deux taches visibles à 254 nm se révélant en jaune à l’acide 

sulfurique et chauffage à 100 °C (Figure V-4). 



Chapitre V                                                                                                           Partie expérimentale   
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                               
                                                                                                                             (Partie phytochimique)                                                                                                                                                                                
                                                                                                                              

266 
 

              
Figure V-4: CCM des composés  Ea2 et Ea6 

          La fraction F-5-4 (250,8 mg) est chromatographiée sur une colonne de gel de silice 

normale avec l’éluant éther de pétrole-acétate d’éthyle : 100-0 à 50-50. Des fractions de 10 ml 

sont collectées et réunies selon leur profil en CCM en phase normale réalisée dans les solvants 

éther de pétrole-acétate d’éthyle : 1-1 pour donner 9 sous-fractions.  

          La sous fraction F-5-4-7 (35,9 mg) a subi une purification par précipitation dans le 

CHCl3 avec quelques gouttes de méthanol. Après lavage plusieurs fois par CHCl3, le composé 

Ea5 (3 mg) a été isolé à l’état pur. Sa CCM  permet de visualiser une tache visible à 254 nm 

qui se colore en jaune à l’acide sulfurique et chauffage à 100 °C (Figure V-5). 

 
Figure V-5 : CCM du composé  Ea5 

Les trois sous-fractions F-5-5, F-5-6 et F-5-7 sont réunies en F-5' (301,7 mg) puis 

purifiées par chromatographie sur colonne de gel de silice en phase normale, avec un gradient 

d’élution CHCl3/AcOEt:100-0 à 40-60. Des fractions de 18 ml ont été récupérées et 

regroupées en fonction de leur profil en CCM réalisée dans le mélange de solvants EP/AcOEt 

: 1-1, pour donner 8 fractions (F-5'-1 à F-5'-8).  
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Les deux sous-fractions F-5'-1 et F-5'-2 rassemblées en F-5'' (61,7 mg) sont séparées 

sur une colonne de gel de silice SiO2 et éluée avec le mélange de solvants EP/CHCl3 : 100-0 à 

20-80 pour fournir 6 sous-fractions (F-5''-1 à F-5''-6). La sous-fraction F-5''-6 (25,6 mg) est 

purifiée sur plaque préparative en phase inverse (RP18) dans le mélange de solvants: MeOH-

H2O (3/7) pour conduire au composé Ea14 (4 mg) (Figure V-6). 

       
 Figure V-6: CCM du composé  Ea14 

Les deux sous-fractions F-5'-3 et F-5'-4 sont regroupées (182,4 mg) puis soumises à 

une purification par chromatographie sur colonne de gel de silice en phase normale. L’élution 

est effectuée par un mélange de solvants EP-AcOEt (100:0 à 30:70) pour fournir 5 sous-

fractions (F-5a-1 à F-5a-5). La sous-fraction F-5a-3 (27,8 mg) est purifiée par précipitation 

dans l’éther diéthylique  pour donner le composé Ea1 (2 mg). Sa CCM montre une tache 

visible sous la lumière UV à 254 nm et se colore en marron après révélation de sa CCM par 

une solution d’acide sulfurique et chauffage à 100 °C (Figure V-7).  

 
Figure V-7: CCM du composé  Ea1 
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 Etude de la fraction F-3 

La fraction F-3 (740,4 mg) est appliquée à une chromatographie sur colonne de gel de 

silice normale. L’élution est réalisée au moyen d’un mélange EP/AcOEt (100:0, 99:1, 97:3, 

95:5: 90:10, 85 :15, 80:20, 70:30 et 50:50) pour fournir 16 sous fractions (F-3-1 à F-3-16). 

La sous fraction F-3-6 (57,40 mg) a subi une purification par précipitation dans l’éther 

de pétrole. Cette précipitation a permis d’obtenir le composé Ea3 à l’état pur. Sa CCM révèle 

l’existence d’une tache visible à 254 nm se colorant en jaune à l’acide sulfurique et chauffage 

à 100 °C.  

La sous-fraction F-3-8 (45,3 mg) est purifiée sur une plaque préparative en phase 

normale dans le mélange (EP/AcOEt : 7/3). Cette purification a conduit à l’isolement du 

composé Ea8 (2,9 mg). 

Le composé Ea19 (3,2 mg) est obtenu à l’état pur à partir de la fraction F-3-9 par 

précipitation dans l’acétone. La CCM de ce composé présente une tache invisible sous la 

lumière UV à 254 nm et se colore en violet après pulvérisation par l’acide sulfurique  et 

chauffage à 100 °C (Figure V-8). 

           

Figure V-8 : CCM des composés Ea3, Ea8 et Ea19 

 Etude de la fraction F-4 

La fraction F-4 (1826,3 mg) est soumise à une chromatographie sur colonne de gel de 

silice. L’élution est réalisée par un mélange EP/AcOEt (100:0, 90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 

50:50 et 30:70) pour donner 15 sous-fractions (F-4-1 à F-4-15). 

La sous-fraction F-4-12 (91,2 mg) contient un produit majoritaire qui se précipite dans 

le CHCI3. Après récupération du produit précipité, sa CCM RP18 montre la présence de 



Chapitre V                                                                                                           Partie expérimentale   
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                               
                                                                                                                             (Partie phytochimique)                                                                                                                                                                                
                                                                                                                              

269 
 

plusieurs taches. La séparation de 31,5 mg du précipité obtenu sur une plaque préparative 

RP18 éluée par un mélange de solvants MeOH/H2O (8/2) a conduit à l'isolement de deux 

produits Ea15 (8,3 mg) et Ea13 (8,5 mg) (Figure V-9). 

  
Figure V-9: CCM du F-4-12 (phase normale) et des composés Ea15 et Ea13 (phase inverse) 

La sous-fraction F-4-14 (182,3 mg) est fractionnée sur une colonne de gel de silice 

normale. L’élution est effectuée par un mélange de solvants CHCl3/MeOH : 100-0 à 95-5 

pour conduire à 6 sous-fractions. La  sous-fraction F-4-14-4 (35,7 mg) a subi une purification 

par précipitation dans le mélange Acétone/MeOH. Après lavage répété par l’acétone, le 

composé Ea4 (6,2 mg) a été isolé à l’état pur (Figure V-10).  

 

       Figure V-10: CCM du composé Ea4 

La sous-fraction F-4-6 (66,5 mg) est chromatographiée sur une colonne de gel de silice 

normale. L’élution est réalisée par un mélange de solvants éther de pétrole/AcOEt (100:0, 

95:5, 93:7, 90:10 et 80 :20), pour fournir 7 sous-fractions (F-4-6-1 à F-4-6-7). 
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 La sous-fraction F-4-6-3 est purifiée sur une plaque préparative en phase inverse (RP-

18) dans le mélange (MeOH/H2O: 8/2). Cette purification a permis d’obtenir le composé Ea16 

(6,1 mg) (Figure V-11). 

 
Figure V-11: CCM du composé Ea16 

V-1-4-3-Etude de l’extrait n-butanolique de la plante E. anthyllis Link 

7 g de l’extrait n-BuOH sont soumis à une chromatographie liquide sous vide (VLC) 

sur gel de silice en phase inverse (C-18) comme phase stationnaire. L’élution est menée en 

premier lieu par le mélange de solvants (H2O/MeOH : 80/20) puis on ajoute du MeOH 

jusqu’a  100%. A l’issu de ce fractionnement primaire, 11 fractions sont recueillies (Figure V-

12 et Tableau V-2).  

 
Figure V-12 : CCM récapitulative de l’extrait n-BuOH 
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Tableau V-2 : Fractionnement de l’extrait n-BuOH de l’espèce E. anthyllis Link.  
 

Eluant  
(H2O/MeOH) 

Fractions collectées Masse (mg) 

80-20  F-1 188,9 

80-20 F-2 694,9 

60-40 F-3 1152,3 

60-40 F-4 692,5 

40-60 F-5 611,4 

40-60 F-6 529,6 

 20-80 F-7 309,8 

20-80 F-8 173,2 

0-100 F-9 40,7 

0-100 F-10 27,2 

0-100 F-11 11,7 

 

V-1-4-3-1- Purification 

 Etude de la fraction F-3' = (F-3+F-4+F-5) 

La fraction F-3' (2456,2 mg) est chromatographiée sur une colonne ouverte en utilisant 

le polyamide SC-6 comme phase stationnaire. L’élution est réalisée par le mélange 

H2O/MeOH allant de 100-0 à 0-100 pour fournir 11 sous-fractions (F-3'-1 à F-3'-11). 

La sous-fraction F-3'-6 (1922,5 mg) est fractionnée sur une colonne de gel de silice 

normale avec un gradient de solvants (CHCl3/MeOH : 100:0 à 50:50) pour obtenir 8          

sous-fractions (F-3'-6A à F-3'-6H). 

La sous-fraction F-3'-6F (259,2 mg) est filtrée sur une colonne de Sephadex LH-20 en 

utilisant CHCl3–MeOH (1:1) comme éluant. A l’issu de cette filtration, 4 sous-fractions (F-3'-

6F1 à F-3'-6F4) ont été obtenues.  

La dernière sous-fraction F-3'-6F4 (30,7 mg) contenant seulement deux produits 

majoritaires est purifiée sur plaques préparatives de gel silice normale dans le mélange de 

solvants CHCl3/MeOH/H2O : 7/3/0,5, donnant ainsi deux composés purs Ea11 (5,6 mg) et 

Ea12 (8,5 mg) (Figure V-13). 
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Figure V-13: CCM des composés Ea11 et Ea12 

La sous-fraction F-3'-1 (382,7 mg) est purifiée sur une colonne de gel de silice 

normale. L’élution est effectuée par un mélange CH2Cl2/Acétone (100-0 à 0-100), puis par un 

gradient de méthanol dans l’acétone (0-100 à 100-0). Des sous-fractions sont recueillies et 

rassemblées selon leur profil en CCM en phase normale pour donner 10 sous-fractions (F-3'-

1-1 à F-3'-1-10).  

La sous-fraction F-3'-1-5 (28,9 mg) a été filtrée sur une colonne de Sephadex LH-20 

pour éliminer la trainée puis purifiée sur une plaque préparative de silice normale dans le 

mélange de solvants CHCl3/MeOH/H2O : 8/2/0,2 pour conduire au composé Ea18 (5,2 mg) 

(Figure V-14). 

 
Figure V-14: CCM du composé Ea18 

 Etude de la fraction F-2 

 La fraction F-2 (694,9 mg) est fractionnée sur une colonne de gel de silice en phase 

normale éluée par le mélange de solvants CHCl3/MeOH (100-0, 95-5, 90-10, 88-12, 85-15, 

80-20, 70-30, 60-40, 50-50) pour obtenir 12 sous fractions (F-2-1 à F-2-12). 

La première sous-fraction F-2-1 (22,3 mg) est soumise à une purification par 

précipitation dans le méthanol. Après lavage plusieurs fois par le même solvant, le composé 
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Ea20 (3,2 mg) est obtenu à l’état pur. La CCM de ce composé indique une tache invisible à 

254 nm se révélant en mauve à l’acide sulfurique et chauffage à 100 °C (Figure V-15). 

 
Figure V-15: CCM du composé Ea20 

V -1-5- Composés isolés de l’espèce Erinacea anthyllis 

V-1-5-1-Composé Ea1  

 Nom : Erinasone A 

 Formule brute : C20H16O7  

 [α]D : -24,6 (c 0,015, MeOH).   

 HR-ESI-MS: 

Mode négatif : 

 m/z = 367,0785 [M-H]-  

 m/z = 368,0804 [M-2H]- 

 m/z = 735,1729 [2M-H]- .   

Mode positif :  

m/z = 369,1005 [M+H]+  

 RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C 

(125 MHz) dans l’acétone-d6 

 UV : 

(MeOH) λmax (log ε): 214 (3,84), 262 

(3,93), 332 (2,55) nm. 

 Données spectrales : 

       Tableau III-1, page 59. 
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V-1-5-2-Composé Ea2  

 Nom : Erinasone B 
 Formule brute : C23H20O6 
 [α]D : +30,5 (c  0,292, MeOH 
 HR-ESI-MS: 

Mode négatif : 
 m/z = 391,1208 [M-H]-  
Mode positif :  
m/z = 393,1343 [M+H]+  

 RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C 
(125 MHz) dans le DMSO-d6 

 UV : (MeOH) λmax  (log ε): 226 (3,55), 
285 (3,75) and 340 (2,64) nm.  

 Données spectrales :  
Tableau III-2, page 69 

 

 

 

OOH

O O

OH

H3C-C-H2C-H2C

H3C

O

 

 

V-1-5-3-Composé Ea3  

 Nom : Alpinumisoflavone  
 Formule brute : C20H16O5  
 HR-ESI-MS: 

Mode négatif : 
 m/z  = 335,0889 [M-H]- 
Mode positif :  
m/z  = 337,1098 [M+H]+  

 RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C 
(125 MHz) dans le DMSO-d6 

 Données spectrales :  
Tableau III-3, page 75 

 

 

OOH

O O

OH

H3C

H3C

 

V-1-5-4-Composé Ea4  

 Nom : Erysubine B  
 Formule brute : C20H16O6 
 [α]D : + 39,9 (c 0,158, DMSO) 
 HR-ESI-MS: 

Mode négatif : 
 m/z  = m/z  351,0858 [M-H]-  
Mode positif :  
m/z  = 353,1033 [M+H]+   

 RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C  
(125 MHz) dans le DMSO-d6 

 Données spectrales :  
Tableau III-4, page 81 
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V-1-5-5-Composé Ea5  

 Nom : Erysubine A  
 Formule brute : C20H16O6 
 HR-ESI-MS: 

Mode négatif : 
 m/z  = 351,0866  [M-H]-  
Mode positif :  
m/z  = 353,1031 [M+H]+    

 RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C 
(125 MHz) dans le DMSO-d6 

 Données spectrales :  
Tableau III-5, page 87 

 

 

 

V-1-5-6-Composé Ea6  

 Nom : Erythrinine D  
 Formule brute : C21H18O6 
 HR-ESI-MS: 

Mode négatif : 
 m/z  = 365,0991 [M-H]-   
Mode positif :  
m/z  = 367,1177 [M+H]+     

 RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C 
(125 MHz) dans le DMSO-d6 

 Données spectrales : 
 Tableau III-6, page 93 
 

 

 

 

 

V-1-5-7-Composé Ea7  

 Nom : (±)-erythrinine F  
 Formule brute : C20H18O7 
 [α]D : 0 (c 0,05, MeOH)   
 HR-ESI-MS: 

Mode négatif : 
 m/z  = 369,0966 [M-H]-  
Mode positif :  
m/z  = 371,1139 [M+H]+ 

 RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C 
(125 MHz) dans le DMSO 

 Données spectrales :  
Tableau III-7, page 101 
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V-1-5-8-Composé Ea8  

 Nom : Ammopiptanine B  
 Formule brute : C17H10O5 
 HR-ESI-MS: 

Mode positif :  
             m/z  =  295,0586 [M+H]+  

 RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C 
(125 MHz) dans le DMSO-d6 

 Données spectrales : 
Tableau III-8, page 106 

 

 

 

V-1-5-9-Composé Ea9  

 Nom : Daidzeine 
 Formule brute : C15H10O4 
 HR-ESI-MS: 

Mode négatif : 
 m/z  = 253,0491 [M-H]-  
Mode positif :  
m/z  = 255,0636 [M+H]+ 

 RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C 
(125 MHz) dans le DMSO-d6 

 Donnés spectrales :  
Tableau III-9, page 112 

 

 

 

V-1-5-10-Composé Ea10  

 Nom : Génistéine. 
 Formule brute : C15H10O5. 
 HR-ESI-MS: 

Mode négatif : 
 m/z  = 269,0452 [M-H]-  
Mode positif :  
m/z  = 271,0578 [M+H]+ 

 RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C 
(125 MHz) dans l’acétone 

 Données spectrales : 
      Tableau III-10, page 118  

 

 

 

 



Chapitre V                                                                                                           Partie expérimentale   
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                               
                                                                                                                             (Partie phytochimique)                                                                                                                                                                                
                                                                                                                              

277 
 

V-1-5-11-Composé Ea11  

 Nom : Génistéine-8-C-glucoside 
 Formule brute : C21H20O10. 
 HR-ESI-MS: 

Mode négatif : 
 m/z  = 431,0997 [M-H]-  
Mode positif :  
m/z  = 433,1145 [M+H]+ 

 RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C 
(125 MHz) dans DMSO-d6 

 Données spectrales :  
      Tableau III-11, page 128.  

V-1-5-12-Composé Ea12  

 Nom : Orobol-8-C-β-D-
glucopyranoside 

 Formule brute : C21H20O11 
 HR-ESI-MS: 

Mode négatif : 
 m/z  = 447,0889 [M-H]-  
Mode positif :  
m/z  = 449,1084 [M+H]+ 

 RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C 
(125 MHz) dans CD3OD  

 Données spectrales :  
Tableau III-12 , page 134 . 

 

V-1-5-13-Composé Ea13  

 Nom : (2S)-Liquiritigénine 
 Formule brute : C15H12O4. 
 HR-ESI-MS: 

Mode négatif : 
 m/z  = 255,0624 [M-H]-  
Mode positif :  
m/z  = 257,0779  [M+H]+ 

 RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C 
(125 MHz) dans DMSO-d6 

 Données spectrales :  
Tableau III-13, page 141. 
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V-1-5-14-Composé Ea14  

 Nom : 7,4'-dihydroxy-3'-méthoxy-
flavanone  

 Formule brute : C16H14O5 
 HR-ESI-MS: 

Mode négatif : 
 m/z  = 285,0739 [M-H]-  
Mode positif :  
m/z  = 287,0907 [M+H]+ 

 RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C 
(125 MHz) dans l’acétone-d6 

 Données spectrales :  
Tableau III-14, page 148 

 

 

V-1-5-15-Composé Ea15  

 Nom : Isokaempferide  
 Formule brute : C16H12O6 
 HR-ESI-MS: 

Mode négatif : 
 m/z  = 299,0565 [M-H]-  
Mode positif :  
m/z  = 301,0724 [M+H]+ 

 RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C 
(125 MHz) dans le DMSO-d6 

 Données spectrales : 
Tableau III-15, page 152 

 

 

 

V-1-5-16-Composé Ea16  

 Nom : 7-hydroxytremetone  
 Formule brute : C13H14O3 
 HR-ESI-MS: 

Mode négatif : 
 m/z  = 217,0842 [M-H]-  
Mode positif :  
m/z  = 219,1028 [M+H]+ 

 RMN 1H (600 MHz) et RMN 13C 
(150 MHz) dans l’acétone-d6 

 Données spectrales : 
Tableau III-16, page 159 
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V-1-5-17-Composé Ea17  

 Nom : Vomifoliol  
 Formule brute : C13H20O3 
 [α]D : +231 (c 0,97, CHCl3)   
 HR-ESI-MS: 

Mode positif :  
m/z  = 225,1501 [M+H]+ 

 RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C 
(125 MHz) dans DMSO-d6 

 Données spectrales :  
Tableau III-17, page 167 

 

 

V-1-5-18-Composé Ea18  

 Nom : (6S, 9R)-roseoside  
 Formule brute : C19H30O8  
 [α]D : + 109,4 (c 0,96, MeOH) 
 HR-ESI-MS: 

Mode positif :  
m/z  = 387,2019 [M+H]+ 
m/z  = 409,2019 [M+Na]+ 

 RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C 
(125 MHz) dans CD3OD 

 Données spectrales : 
Tableau III-18, page 175 

 

 

 

 

V-1-5-19-Composé Ea19 

 Nom : β-sitostérol 
 Formule brute : C29H50O  
 [α]D =  -30 (C= 0,8, CHCl3) 
 ESI-MS :  

Mode négatif   
 m/z = 413 [M-H]-  

 RMN1H (600 MHz) et RMN 13C 
(150 MHz) dans CDCl3  

 Données spectrales : 
Tableau III-19, page 176 
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V-1-5-20-Composé Ea20 

 Nom : Daucostérol 
 Formule brute : C35H60O6  
 [α]D =  -41,5 (C= 0,4, MeOH) 
 ESI-MS :  

Mode négatif   
 m/z = 575 [M-H]-  

m/z = 1151 [2M-H]- 

 RMN1H (600 MHz) et RMN 13C 
(150 MHz) dans CDCl3   

 Données spectrales :  
Tableau III-20, page 178 

 

 

 

V-1-5-21-Composé Ea21 

 Nom : Sitoindoside II 
 Formule brute : C53H92O7  
 [α]D = -9.3 (C =  0,25 g/100 ml) 
 HR-ESI-MS: 

Mode positif :  
m/z  = 841 [M+H]+ 

 RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C 
(125 MHz) dans CD3OD 

 Données spectrales : 
Tableau III-21, page 184 

 

 

V -1-6- Etude de l’espèce Euphorbia atlantica Coss.  

V -1-6-1- Extraction de l’espèce E. atlantica Coss.  

         1500 g de la plante entière Euphorbia atlantica Coss. séchés et broyés, ont été soumis à 

une extraction hydro-alcoolique par le mélange de solvants EtOH-H2O (70:30) à température 

ambiante. Après filtration et évaporation non à sec à température 40 °C, l’extrait aqueux (800 

ml) a subi une extraction liquide-liquide en utilisant des solvants à polarité croissante: EP, 

CH2Cl2, AcOEt et n-BuOH. Les quatre phases organiques obtenues sont traitées par sulfate de 

sodium anhydre (Na2SO4), puis elles sont filtrées et concentrées à sec sous pression réduite, 

pour donner les extraits suivants : 13,96 g (EP),  15,17 g (CH2Cl2), 7,4 g (AcOEt) et 29,95 g 

(n-BuOH).  
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V-1-6-2- Etude de l’extrait EP de l’espèce Euphorbia atlantica Coss.  

 7 g de l’extrait éther de pétrole sont soumis à une chromatographie liquide sous vide 

(VLC) sur gel de silice en phase normale. L’élution se fait par le mélange hexane/AcOEt 

allant de 100 : 0 à 0 : 100 (Tableau V-3). Les fractions révélant le même profil en CCM sont 

regroupées pour donner 8 fractions majoritaires (Figure V-16). 

Tableau V-3 : Fractionnement de l’extrait EP de l’espèce Euphorbia atlantica Coss.  
Eluant (Hexane/AcOEt) Fractions collectées Masse (mg) 

100-0 à 90-10 F-1 160,1 

90-10 F-2 302,9 

80-20 F-3 581,3 

80-20 F-4 953,6 

80-20 F-5 277,0 

80-20 F-6 179,3 

20-80 F-7 361,52 

30-70 à 50-50 F-8 744,7 

50-50 à 0-100 F-9 356,1 

 

 
Figure V-16: CCM récapitulatives de l’extrait éther pétrole  
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V-1-6-2-1- Purification 

 Etude de la fraction F-2 

La fraction F-2 (302,9 mg) est chromatographiée sur une colonne ouverte en utilisant 

le gel de silice SiO2 comme phase stationnaire (Figure V-17). L’élution est réalisée par un 

mélange de solvants hexane/AcOEt (100-0, 99,5-0,5, 99-1, 98,5-1,5, 98-2, 97-3, 96-4, 95-5, 

94-6, 93-7, 90-10, 80-20) pour fournir 9 sous-fractions (F-2-1 à F-2-9).  

 
Figure V-17 : CCM récapitulative de la fraction F-2 

La sous fraction F-2-7 (30 mg) a subi une purification sur plaque préparative en phase 

normale en utilisant le système d’élution (EP-AcOEt : 97-3). Cette purification a conduit à 

l’isolement des composés MS2 (9 mg) et le mélange de MS3 et MS4 (6,5 mg) (Figure V-18). 

 
Figure V-18: CCM des composés MS2, MS3 et MS4 
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 La fraction F-4 (953,6 mg) est soumise à un fractionnement sur une colonne de gel de 

silice en phase normale. L’élution a été effectuée par le système EP/acétone à divers gradients 

(100-0)/ (90-10), pour fournir 13 sous fractions (F-4-1 à F-4-13) (Figure V-19). 

 
Figure V-19 : CCM récapitulative de la fraction F-4 

La sous-fraction F-4-9 (64,8 mg) est purifiée par précipitation dans l’acétone pour 

donner le composé MS1 (42,7 mg). Ce dernier est invisible sous UV à 254 nm et se révèle en 

bleu après pulvérisation de sa CCM par l’acide sulfurique et chauffage à 100 °C (Figure        

V-20). 

 
   Figure V-18: CCM du composé MS1  

 La fraction F-5 (277,0 mg) contient un composé majoritaire qui se précipite dans 

l’acétone. Cette précipitation conduit à l’isolement du composé MS7 (7,8 mg) qui présente 
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une tache invisible sous la lumière UV à 254 nm et se colore en rose après révélation de sa 

CCM par une solution d’acide sulfurique et chauffage à 100 °C (Figure V-21). 

 
Figure V-21: CCM du composé MS7 

V-1-6-3- Etude de l’extrait AcOEt de l’espèce Euphorbia atlantica Coss.  

 7,4 g de l’extrait AcOEt sont séparés par une chromatographie liquide sous vide 

(VLC) en utilisant le gel de silice normale comme phase stationnaire. L’élution est effectuée 

par le mélange chloroforme/méthanol (100% CHCl3, 1%, 3%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 

60%, 70%, 80%, 90% et 100% MeOH). A l’issue de ce fractionnement primaire, 11 fractions 

sont recueillies (Tableau V-4 et Figure V-22). 

Tableau V-4: Fractionnement de l’extrait AcOEt de l’espèce Euphorbia atlantica Coss.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Eluant (CHCl3/MeOH) Fractions collectées Masse (mg) 

100-0  F-1 6,2 

99-1 F-2 4,6 

97-3 F-3 3,5 

95-5 F-4 22,6 

90-10 F-5 152,0 

80-20 F-6 433,2 

80-20 F-7 811,6 

80-20 à 70-30 F-8 3272,2 

70-30 à 60-40 F-9 1085,7 

60-40 à 20-80 F-10 789,6 

20-80 à 0-100 F-11 85,7 
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Figure V-22 : CCM récapitulatives des différentes fractions de l’extrait AcOEt  

V-1-6-2-2- Purification 

 Etude de la fraction F-5 

 La fraction F-5 (152,0 mg) est séparée sur une colonne de gel de silice SiO2 éluée avec 

le mélange de solvants (EP/AcOEt). Des fractions de 20 ml ont été collectées et réunies selon 

leur profil en CCM en phase normale (Figure V-23) effectuée dans le mélange 

(CHCl3/MeOH : 9/1) pour donner 10 sous-fractions (F-5-1 à F-5-10). 

 
Figure V-23 : CCM récapitulative de la fraction F-5 
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 La sous-fraction F-5-8 (39,8 mg) a subi une purification par précipitation dans le 

CHCl3 avec quelques gouttes d’acétone. Après lavage plusieurs fois par CHCl3, le composé 

MS5 (24 mg) a été isolé à l’état pur. Sa CCM montre une tache visible à 254 nm se colorant 

en bleu après pulvérisation par une solution d’acide sulfurique et chauffage à   100 °C (Figure 

V-24). 

 
Figure V-24: CCM du composé MS5 

 Etude de la fraction F-8 

        La fraction F-8 (3727,2 mg) est chromatographieé sur une colonne de gel de silice en 

phase normale. L’élution est réalisée par le mélange de solvants (dichlorométhane/méthanol) 

(100% CH2Cl2, 1%, 3%, 5%, 7%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 

90% et 100% MeOH) pour donner 18 sous-fractions (F-8-1 à F-8-18) (Figure V-25).  

 
Figure V-25 : CCM récapitulatives de la fraction F-5 
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La sous-fraction F-8-9 (91,5) est purifiée par précipitation dans l’acétone pour donner 

le composé MS8 (18,5 mg). La CCM de ce dernier révèle la présence d’une tache invisible à 

254 nm se colorant en rose à l’acide sulfurique et chauffage à 100 °C (Figure V-26). 

 
Figure V-26: CCM du composé MS8 

 La sous fraction F-8-14 (419,4 mg), a fait l’objet d’une chromatographie sur une 

colonne de SiO2 par le mélange de solvants CHCl3/MeOH (100-0, 99-1, 97-3, 95-5, 93-7, 90-

10, 85-15, 80-20, 70-30 et 50-50) pour récupérer 9 sous-fractions (Figure V-27). 

 
Figure V-27 : CCM récapitulative de la fraction F-8-14 

  Les deux sous-fractions F-8-14-8 et F-8-14-9 contiennent le composé MS6 (12 mg) à 

l’état pur. Ce composé (Figure V-28) est obtenu sous forme d’une poudre blanche soluble 

dans le méthanol, il montre une tache visible sous la lumière UV à 254 nm et se colore en 

marron après révélation de sa CCM par une solution d’acide sulfurique et chauffage à 100 °C. 
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Figure V-28: CCM du composé MS6 

V -1-7- Composés isolés de l’espèce Euphorbia atlantica 

V-1-7-1-Composé MS1 

 Nom : 3β-hydroxycycloart-25-èn-24-
hydroperoxyde 

 Formule brute : C30H50O3 
 [α]D= +23,9, (c 0,23, MeOH) 
 ESI-MS (Mode positif) 

           m/z = 481,3 [M+Na]+ 
 RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 

MHz) dans CDCl3 
 Données spectrales :  

Tableau III-22, page 204 
 

 
 

 

V-1-7-2-Composé MS2 

 Nom : 24-méthylènecycloartanol 
 Formule brute : C31H52O 
 [α]D= +40,2 (c 1,01, CHCl3). 
 EI-MS :  
 m/z = 440 [M]+.  
 RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 

MHz) dans CDCl3 
 Données spectrales :  

Tableau III-23, page 209 
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V-1-7-3-Composés MS3 et MS4 

 Nom : Obtusifoliol                          
           Cycloeucalénol  

 Formule brute : C30H50O 
 ESI-MS : (mode positif)  

            m/z = 449 [M+Na]+ 
            m/z = 465,3 [M+K]+ 

 RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 
MHz) dans CDCl3 

 Données spectrales :  
Tableau III-24, page 213  
 Tableau III-25, page 214 

 
V-1-7-4-Composé MS5  

 Nom : Méthyl gallate 
 Formule brute : C8H8O5  
 ESI-MS: 

Mode positif :   
m/z = 207,5 [M+Na]+  

 RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 
MHz) dans CD3OD 

 Données spectrales :  
Tableau III-26, page 218 

 

 

V-1-7-5-Composé MS6  

 Nom : Phloroacétophénone 4-O-β-D-
glucopyranoside  

 Formule brute : C14H18O9  
 [α]D= + 23, (c 1,2, MeOH)  
 ESI-MS: 

Mode positif :   
m/z = 353,2 [M+Na]+  

 RMN 1H (500 MHz) et RMN 13C (125 
MHz) dans CD3OD  

 Données spectrales :  
Tableau III-27, page 224 
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V-1-7-6-Composé MS7 

 Nom : β-sitostérol 
 Formule brute : C29H50O  
 [α]D =  -30 (C 0,8, CHCl3) 
 ESI-MS :  

Mode positif : 
 m/z = 437 [M+Na]+

   
 RMN1H (500 MHz) et RMN 13C (125 

MHz) dans CDCl3   
 Données spectrales :  

Tableau III-19, page 163   

 

 

V-1-7-7-Composé MS8 

 Nom : Daucostérol 
 Formule brute : C35H60O6  
 [α]D =  -41,5 (C 0,4, MeOH) 
 ESI-MS :  

Mode positif : 
 m/z = 599   [M+Na]+ 

m/z =  1175 [2M+Na]+ 

 RMN1H (500 MHz) et RMN 13C (125 
MHz) dans CD3OD + CDCl3   

 Données spectrales : 
Tableau III-20, page 165  
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V-2- MATERIEL ET METHODES 

V-2-1- Matériel végétal 

 Le matériel végétal utilisé est constitué de deux plantes entières Erinacea anthyllis 

Link et Euphorbia atlantica Coss. 

V-2-1-2- Préparation des extraits végétaux 

 Pulvérisation 

 Les deux plantes Erinacea anthyllis et Euphorbia atlantica sont récoltées et séchées à 

l'ombre dans un endroit bien aérée, ensuite découpées en petits morceaux et broyées à l’aide 

d’un broyeur pour obtenir de poudres fines. 

 Préparation des extraits organiques  

 La méthode d’extraction de ces plantes a été évoquée dans le troisième chapitre 

(Figures III-1 et III-174). Les extraits obtenus sont solubilisés dans différents solvants pour la 

réalisation des tests biologiques. 

V-2-2- Dosage des polyphénols totaux 

 Principe   

            Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique et 

d’acide phosphomolybdique. Lors de l’oxydation, il est réduit en un mélange d’oxyde bleu. 

La coloration produite est proportionnelle à la quantité de polyphénols présents dans l’extrait 

analysé [323]. 

 Protocol 

La teneur en polyphénols totaux des extraits obtenus à partir des deux plantes 

Erinacea anthyllis et Euphorbia atlantica a été estimée par la méthode de Folin-Ciocalteu 

décrite par Li et ses collaborateurs (2007) [324]. Un volume de 200 μl de solutions des extraits à 

différentes concentrations est ajouté à 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu dilué (1/10). Après    

4 min, 800 µl de carbonate de sodium saturée (75 g/l) ont été ajoutés. Après 2 h d'incubation à 

température ambiante, l'absorbance à 765 nm a été mesurée par un spectrophotomètre (vis-

7220G) UV-Vis. L'acide gallique (0 à 175 µg/ml) a été utilisé pour la courbe d'étalonnage 
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comme standard. Les résultats sont exprimés en microgrammes d’équivalent d'acide gallique 

par mg d’extrait (µg EAG/mg d'extrait) et calculés comme valeur moyenne ± écart-type         

(n = 3). 

V-2-3- Dosage des flavonoïdes  

Le taux des flavonoïdes dans les extraits (EP, AcOEt et n-BuOH) des plantes Erinacea 

anthyllis et Euphorbia atlantica, à été quantifié par la méthode de trichlorure d’aluminium 

décrite par Bahorun et ses collaborateurs (1996) [325]. 1 ml de la solution d’AlCl3 (2%) est 

ajouté à 1 ml de la solution de l’échantillon (extraits ou quercétine) à différentes 

concentrations. Le mélange est laissé réagir pendant 10 min à température ambiante puis la 

lecture spectrophotométrique est faite à 430 nm. La concentration des flavonoïdes dans les 

extraits est calculée à partir de la gamme d’étalonnage établie par la quercétine (1-25 μg/ml), 

et exprimée en microgrammes d’équivalents de quercétine par milligramme d’extrait (μg 

EQ/mg d’extrait). 

V-2-4- Evaluation de l’activité anti-oxydante 

La mise en évidence de l’activité anti-oxydante in vitro des extraits et fractions ainsi 

que des produits purs obtenus à partir des deux plantes Erinacea anthyllis et Euphorbia 

atlantica a été réalisée par trois différentes méthodes à savoir: le piégeage du radical libre 

DPPH, le test de phosphomolybdate PPM et le test de pouvoir réducteur du fer FRAP. 

V-2-4-1- Test de piégeage du radical libre DPPH 

 Principe 

Dans ce test, les anti-oxydants présents dans les extraits et fractions et les métabolites 

isolés réduisent le 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl ayant une couleur violette en un composé 

jaune (1,1-diphényl-2-picrylhydrazine), dont l'intensité de la coloration est inversement 

proportionnelle à la capacité des anti-oxydants présents dans le milieu à donner des protons 
[326].  

 Protocol 

Pour réaliser l’activité anti-oxydante par piégeage du radical libre DPPH, nous avons 

suivi le protocole décrit par Menaceur et al. (2014) [327]. La solution de DPPH est préparée par 
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solubilisation de 2,5 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol. 25 μl de différentes dilutions des 

extraits, fractions et composés isolés ainsi que les standards (Acide ascorbique et BHT) sont 

ajoutés à 975 μl de DPPH. Le mélange est laissé à l’obscurité pendant 30 min et la 

décoloration par rapport au contrôle négatif contenant uniquement la solution de DPPH est 

mesurée à 517 nm.   

L’activité anti-oxydante est estimée selon l’équation ci-dessous : 

I% = [(Acontrole - A échantillon)/Acontrole] x 100 

Acontrole : l'absorbance du contrôle (contenant tous les réactifs à l'exception de l'échantillon de 

test). 

Aéchantillon : l’absorbance d’extraits, fractions et composés isolés ou des références. 

Les expériences ont été réalisées en triple et les résultats ont été exprimés comme 

valeurs moyennes avec SD (standard déviation). 

Les concentrations des extraits dans le milieu réactionnel sont comprises entre 0 et 0,5 

mg/ml pour les extraits AcOEt et n-BuOH de la plante Erinacea anthyllis, et entre 0 et 10 

mg/ml pour l’extrait EP et les fractions F-7, F-12 et F-14 de l’extrait AcOEt de la plante 

Euphorbia atlantica, alors que celles de l’acide ascorbique et BHT sont comprises entre 0 et 

0,0375 et 0 et 0,125 mg/ml respectivement. Les concentrations des produits isolés à partir des 

plantes Erinacea anthyllis et Euphorbia atlantica varient de 0 à 0,06 mg/ml. 

V-2-4-2- Teste de phosphomolybdate (PPM) 

 Principe 

Cette méthode est basée sur la réduction du molybdate Mo VI en molybdate Mo V par 

les composés anti-oxydants, avec la formation d’un complexe vert de phosphomolybdate     

Mo V qui présente un maximum d’absorption à 695 nm. Cette méthode s’est avérée très 

efficace dans la quantification de l’activité anti-oxydante de la vitamine E [328], mais elle a été 

appliquée plus tard pour les polyphénols [329]. 

 Protocol 

Ce teste est réalisé selon la méthode décrite par Prieto et al. (1999) [328] qui consiste à 

introduire dans un tube Epindorff 100 µl de solution d’extraits et 900 µl d’un réactif composé 

de H2SO4 (0,6 M), de NaH2PO4 (28 mM) et du molybdate d’ammonium (4 mM). Le tube bien 

fermé, est ensuite incubé à 95°C pendant 90 minutes. Après refroidissement, l’absorbance est 
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mesurée à 695 nm. Un contrôle négatif est préparé en parallèle dans les mêmes conditions en 

remplaçant l’échantillon par 100 µl de méthanol. La vitamine C est utilisée comme témoin 

pour calculer la capacité anti-oxydante des extraits et elle est exprimée en mg d’équivalents 

de vitamine C par milligramme d’extrait (mg EVC/mg d’extrait). 

V-2-4-3- Pouvoir réducteur du fer (FRAP) 

 Principe 

L’activité réductrice du fer des extraits est déterminée selon la méthode décrite par 

Oyaizu en 1986 [330], basée sur la réduction du Fe3+ présent dans le complexe K3Fe(CN)6 en 

fer ferreux (Fe2+). Par conséquent, Fe2+ peut être évalué en mesurant et en surveillant 

l’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu réactionnel à 700 nm [331]. 

 Protocol 

Un millilitre de l’extrait à différentes concentrations est mélangé avec 2,5 ml d’une 

solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5 ml d’une solution de ferricyanure de 

potassium K3Fe(CN)6 à 1%. L’ensemble est incubé au bain à 50 °C pendant 20 minutes. 2,5 

ml d’acide trichloroacétique à 10% sont ensuite ajoutés pour arrêter la réaction et le tout est 

centrifugé à 3000 rpm pendant 10 minutes. A l’issue de cette centrifugation, 2,5 ml du 

surnageant sont mélangés à 2,5 ml d’eau distillée et 0,5 ml d’une solution aqueuse de chlorure 

ferrique (FeCl3) fraîchement préparé à 0,1%. La lecture de l’absorbance du milieu réactionnel 

est faite à 700 nm contre un blanc préparé dans les mêmes conditions, où l’extrait est 

remplacé par l’eau distillée. Une augmentation de l’absorbance correspond à une 

augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés [332]. 

L’activité anti-oxydante estimée par rapport à la vitamine C (dont l’absorbance a été 

mesurée dans les mêmes conditions que les échantillons). Elle est exprimée en mg 

d’équivalents de vitamine C par milligramme d’extrait (mg EVC/mg d’extrait). 

V-2-5- Analyse statistique  

Les données expérimentales du dosage et de l’évaluation des activités anti-oxydantes 

ont été exprimées par la moyenne ± l’écart type. Le coefficient de corrélation des propriétés 

anti-oxydantes a été déterminé en utilisant les programmes: Origine 6 et Excel 2010.  
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V-2-6- Mise en évidence de l’activité antibactérienne 

V-2-6-1- Principe 

Le principe repose sur une confrontation entre un microorganisme et les extraits d’une 

plante. L’inhibition de la croissance microbienne permet de conclure sur l’activité anti-

bactérienne des extraits testés.  

V-2-6-2- Technique utilisée 

Dans cette partie, nous avons opté pour la  méthode de diffusion en milieu gélosé 

(aromatogramme). Cette dernière consiste à utiliser des disques de papier imprégnés par des 

différents échantillons à tester, puis les déposer à la surface d’un milieu nutritif uniformément 

ensemencée avec une suspension du microorganisme à étudier. La lecture des antibiogrammes 

est faite par la mesure des diamètres des halos d’inhibition autour des disques.  

V-2-6-3- Matériel microbien utilisé 

L’activité antibactérienne des deux plantes Erinacea anthyllis et Euphorbia atlantica a 

été évaluée par la technique de diffusion en milieu solide (méthode des disques), décrite par 

Falleh et ses collaborateurs (2008) [333] vis-à-vis de quatre souches bactériennes appartenant à 

différents genres et à différents Gram. Deux bactéries à Gram positif (Sataphylococcus 

aureus et Sataphylococcus albus) et deux bactéries à Gram négatif   (Enterobacter sp et 

Escherichia coli). Parmi ces bactéries, deux sont des souches référentielles de l'American 

Type Culture Collection (ATCC), il s’agit de: Staphylococcus aureus ATCC 25923 et 

Escherichia coli ATCC 25922. Toutes ces souches sont aimablement fournies par le 

Laboratoire de Bactériologie, Centre Hospitalier Universitaire de Batna (CHU), conservées 

sur une gélose nutritive.  

V-2-6-4- Vérification de la pureté des bactéries 

Les bactéries utilisées sont  purifiées sur le milieu nutritif Mueller, par striation des 

quatre quadrants dans des conditions stériles et à des températures optimales selon la souche, 

considérée pendant 24 h de temps.  
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Figure V-24 : Isolement des bactéries par striation des quatre quadrants 

V-2-6-5- Préparation de l’inoculum  

Les souches bactériennes sont ensemencées sur la gélose Mueller et incubées à 37 °C 

pendant 24 h, pour optimiser leur croissance. On racle à l’aide d’une anse de platine quelques 

colonies bien isolées et identiques de chacune des souches bactériennes à tester puis on 

décharge l’anse dans 5 ml de bouillon nutritif, ensuite on homogénéise la suspension 

bactérienne. Cette dernière est mise à incuber pendant 10-24 h à 37 °C. 

Une lecture de la densité optique (DO) de 1 ml d’inoculum est faite par un 

spectrophotomètre à 625 nm. Son opacité doit être équivalente à 0,5 Mc Farland ou à une DO 

de (0,08-0,10) à 625 nm. L’inoculum peut être ajusté en ajoutant, soit de la culture cellulaire 

s’il est trop faible, ou bien de l’eau physiologique stérile s’il est trop fort [334].  

V-2-6-6- Réalisation des tests antibactériens 

Protocol 

Selon la méthode de diffusion en milieu solide [332], le contacte entre une bactérie et la 

solution à tester doit être sur un milieu gélosé. Dans notre cas le milieu solide est représenté 

par le milieu de Muller-Hinton stérilisé par autoclavage à 120 °C pendant 20 min. 

 L’ensemencement de chaque bactérie utilisée dans ce test est réalisé par 

écouvillonnage sur boites de Pétri. Un écouvillon est trempé dans la suspension bactérienne, 

puis l’essorer en pressant fermement sur la paroi interne du tube. L’écouvillon est frotté sur la 

totalité de la surface gélosée, de haut en bas en stries serrées. Cette opération est répétée deux 

fois en tournant la boite de 60° à chaque fois. L’ensemencement est fini en passant 
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l’écouvillon une dernière fois sur toute la surface gélosée. L’écouvillon est rechargé à chaque 

fois qu’on ensemence plusieurs boites de Pétri avec la même souche.  

Les disques imprégnés de 10 µl de la solution à tester sont déposés délicatement sur la 

surface de la gélose inoculée à l’aide d’une pince stérile. De même les antibiogrammes  

réalisés avec des disques contenant des antibiotiques appropriés prêts à l’emploi (témoin 

positif) et des  disques de DMSO (témoin négatif) sont utilisés pour  la comparaison  avec  les 

résultats des extraits testés. Les boites de Pétri sont incubées à 37 °C. Les tests sont effectués 

en triple (trois boites pour chaque concentration d’extrait et pour chaque souche). 

 

Figure V-25: Principe de la méthode de diffusion en milieu solide 

V-2-6-7- Estimation de l’activité antibactérienne des extraits 

Les différents extraits organiques des plantes étudiées sont solubilisés dans le DMSO à 

raison de 1 g/ml. Ces solutions nous ont permis la préparation de différentes concentrations 

avec des dilutions successives au demi, afin d’en déduire les paramètres d’activités 

antibactériennes pour chaque extrait. 

V-2-6-8- Détermination des CMI 

Pour déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI), il suffit de 

déterminer les plus petites concentrations auxquelles les extraits présentent encore une activité 

antibactérienne visible à l’œil nu. Des dilutions successives au demi  des extraits obtenus ont 

permis de préparer une gamme de dilution allant de 1 à 0,032 g/ml. Pour chaque concentration 

et pour chaque extrait, 10 µl de solutions ont servi pour imbiber les disques. 
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                                                                                                                                      RESUME 

RESUME 

Ce travail de recherche a porté sur l'investigation phytochimique de deux plantes 

médicinales Erinacea anthyllis Link et Euphorbia atlantica Coss. appartenant aux familles 

Fabaceae et Euphorbiaceae respectivement, ainsi que l’évaluation des activités biologiques : 

antibactérienne et anti-oxydante des extraits végétaux, fractions et biomolécules isolées. Ces 

deux espèces n’ont pas fait l’objet d’étude phytochimique et d’évaluation biologique 

antérieures. 

         L’étude chimique réalisée sur les deux plantes entières Erinacea anthyllis et Euphorbia 

atlantica a abouti à l’isolement de 29 métabolites secondaires. Ces composés ont été obtenus 

à l’état pur par l’utilisation en alternance des différentes méthodes chromatographiques à 

savoir : la chromatographie sur colonne de gel de silice normale et sur plaques préparatives de 

silice normale et greffée en C18 et la chromatographie d’exclusion stérique sur Sephadex.  

L’élucidation structurale des composés isolés est rendue possible grâce à l’utilisation 

combinée des différentes méthodes d’analyse spectroscopiques modernes particulièrement la 

RMN 1D et 2D, la spectrométrie de masse à haute résolution HR-ESI-MS, UV-Vis, la mesure 

du pouvoir rotatoire [α]D
20 et  par la comparaison avec les données de la littérature. 

21 composés ont été isolés à partir des extraits AcOEt et n-BuOH de la plante 

Erinacea anthyllis dont 2 isoflavonoïdes prénylés ont de nouvelles structures Erinasone A 

(Ea1) et Erinasone B (Ea2). Les autres composés connus se répartissent en 10 isoflavonoïdes, 

3 flavonoïdes, 1 polyphénol, 2 monoterpènes à squelette ionone et 3 stéroïdes.  

A partir des extraits éther de pétrole et AcOEt de la plante Euphorbia atlantica 8 

métabolites secondaires ont été identifiés. Il s’agit de 4 triterpènes cycloartaniques, 2 

polyphénols et 2 stéroïdes de type phytostérol. 

           Les résultats du dosage des polyphénols totaux et flavonoïdes des extraits EP, AcOEt 

et n-BuOH des plantes E. anthyllis et E. atlantica, obtenus par les méthodes de Folin-

Ciocalteu et de trichlorure d’aluminium (AlCl3) respectivement, révèlent que les extraits 

AcOEt et n-BuOH de l’espèce E. anthyllis sont les plus riches en polyphénols totaux et 

flavonoïdes par rapport aux extraits EP et AcOEt issus de l’espèce Euphorbia atlantica.  

L’évaluation de l’activité anti-oxydante in vitro des extraits, et  de certains fractions et 

composés isolés à partir des deux plantes est réalisée par trois méthodes incluant: le piégeage 

du radical libre DPPH, le test de pouvoir réducteur du fer FRAP et le test de 

phosphomolybdate PPM. Les résultats des différents tests de l'activité anti-oxydante montrent 

que tous les extraits issus des deux espèces, les fractions (F-7, F-12 et F-14) ainsi que les 

produits isolés méthyl gallate (MS1), phloroacétophénone 4-O-β-D-glucopyranoside (MS2), 

(±)-erythrinine F (Ea7), Daidzeine (Ea9), Génistéine (Ea10) et Génisteine-8-C-glucoside 

(Ea11) ont réagi comme des anti-oxydants. 

L’activité antibactérienne des extraits AcOEt et n-BuOH de la plante Erinacea 

anthyllis et les extraits EP, CH2Cl2, AcOEt et n-BuOH de l’espèce Euphorbia atlantica a été 

évaluée contre quatre souches bactériennes à savoir Staphylococcus albus, Staphylococcus 

aureus, Escherichia coli et  enterobacter sp par la méthode de diffusion en milieu gélosé. La 

pénicilline est utilisée comme control positif. Les résultats révèlent que les extraits AcOEt et 

n-BuOH de la plante Erinacea anthyllis et les l’extraits CH2Cl2 et n-BuOH de l’espèce 

Euphorbia atlantica manifestent une activité antibactérienne modérée contre la plupart des 

souches testées.  

               Mots clés : Erinacea anthyllis,  Euphorbia  atlantica,  Isoflavonoides,  Triterpènes,  

Polyphénols, RMN 1D et 2D, Spectrométrie de masse HR-ESI-MS, Activité anti-oxydante et 

Activité antibactérienne.



                                                                                                                                 ABSTRACT 

ABSTRACT 

 

This research is focused on the phytochemical investigation of two medicinal plants 

Erinacea anthyllis Link and Euphorbia atlantica Coss. belonging to the families Fabaceae 

and Euphorbiaceae respectively, and the evaluation of the antibacterial and anti-oxidant 

activities of crude extracts, fractions and isolated compounds. These two species have not 

been the subject of any previous phytochemical and biological investigations. 

The chemical study of the whole plants Erinacea anthyllis and  Euphorbia atlantica 

led to the isolation of 29 secondary metabolites. These compounds were obtained in the pure 

state by the alternating use of different chromatographic methods such us VLC, CC and TLC.  

Structural elucidation of the isolated compounds was done on the basis of the 

combined use of different spectroscopic methods particularly 1D and 2D NMR, high 

resolution mass spectrometry HR-ESI MS, UV-Vis, measurement of the optical rotation 

[α]D
20 and by comparison with the literature data. 

21 compounds have been isolated from the EtOAc and n-BuOH extracts of the plant 

Erinacea anthyllis including 2 new prenylated isoflavonoids Erinasone A (Ea1) and 

Erinasone B (Ea2), the other known compounds are divided into 10 isoflavonoids, 3 

flavonoids, 1 polyphenol, 2 monoterpenes with ionone skeleton and 3 steroids. 

8 secondary metabolites have been identified from the petroleum ether and EtOAc 

extracts of the species Euphorbia atlantica. These compounds consisted of four cycloartane 

triterpenes, two polyphenols and two steroids. 

The results of total phenolic and flavonoid contents of the EtOAc and n-BuOH 

extracts from Erinacea anthyllis and PE and EtOAc extracts from the species Euphorbia 

atlantica obtained by the Folin-Ciocalteu and AlCl3 methods revealed that EtOAc and n-

BuOH extracts of E. anthyllis contain a great amount of polyphenols and flavonoids 

compared to the PE and EtOAc extracts of Euphorbia atlantica. 

The evaluation of anti-oxidant activity of the extracts, fractions as well as isolated 

compounds from both plants was carried out by three methods including DPPH free radical-

scavenging assay, ferric reducing anti-oxidant power (FRAP) and total anti-oxidant capacity 

by phosphomolybdate assay (PPM). The results of the anti-oxidant activity show that all 

extracts of both species, fractions (F-7, F-12 and F-14) and isolated products methyl gallate 

(MS1), phloroacetophenone 4-O-β-D-glucopyranoside (MS2), (±)-erythrinin F (Ea7), 

Daidzein (Ea9), Genistein (Ea10) et Genistein-8-C-glucoside (Ea11), act as anti-oxidants. 

The antibacterial activity of the EtOAc and n-BuOH extracts of the plant Erinacea 

anthyllis and PE, CH2Cl2, EtOAc and n-BuOH extracts of Euphorbia atlantica was estimated 

by the agar disk diffusion assay against four bacterial strains, including two Gram-positive 

(Staphylococcus albus and Staphylococcus aureus) and two Gram-negative (Escherichia coli 

and Enterobacter sp).  Penicillin was used as a positive control. The results indicate that 

EtOAc and n-BuOH extracts of E. anthyllis and CH2Cl2 and n-BuOH extracts of E. atlantica 

exhibit a moderate antibacterial activity against the most tested strains. 

Keywords: Erinacea anthyllis, Euphorbia atlantica, Isoflavonoids, Triterpenes, 

Polyphenols, 1D and 2D NMR, mass spectrometry HR-ESI-MS, Anti-oxidant activity and 

Antibacterial activity. 



 ملخص                                                                                                                                        

 ملخص

 Euphorbiaو  Erinacea anthyllis الطبيتين للنبتتين ةكيميائي هذا العمل يعتمد على الدراسة الفيتو 

atlantica  على التوالي، وكذلك تقييم النشاط المضاد للبكتيريا ومضادات  اتالبقوليات والفربيونعائلتي  إلىاللتان تنتميان

ن هذين النوعين لم من المهم الذكر أ هذين النوعين.خلال الأكسدة في المستخلصات، الكسور والمركبات المعزولة من 

  .يخضعا لأي دراسة فيتوكيميائية أو بيولوجية سابقة

تم الحصول عليها من  و التيطبيعي مركب  29أدت الدراسة الكيميائية لهاتين النبتتين إلى عزل و تحديد بنية 

بواسطة استخدام طرق التحليل و كذلك   ( VLC, TLC, LH-20و CCاستعمال مختلف الطرق الكروماتوغرافية )خلال 

  Vis-UVمطيافية الأشعة فوق البنفسجية  ،مطيافية الكتلة ،المغناطسيسي بجميع أنواعها النووي الطيفي كمطيافية الرنين

20 حساب زاوية التدوير النوعي
D[α]  . و المقارنة مع الدراسات السابقة 

مركب و التي  21عزل تم   Erinacea anthyllisت و البوتانول لنباالاستات الايثيلي انطلاقا من مستخلصي 

،  Erinasone B (Ea2) و Erinasone A (Ea1) تشمل اثنان من الايزوفلافونويدات البرينيلية التي لديها هياكل جديدة

من مركبات أحادية  2، لفينومتعددات ال  1، فلافونويدات 3 فلافونويد،ايزو 01وتنقسم المركبات الأخرى المعروفة إلى 

فقد تم  Euphorbia atlanticaلنبات الاستات الايثيلي و  يبالنسبة لمستخلصي الأثير البترول .ستيرويدات 3التربينات و 

من نوع  ستيرويداتالن من اواثن لفينومتعددات ال ، اثنان منمركبات ثانوية منها اربعة ثلاثية التربينات 8فصل 

 .فيتوستيرولات

و البوتانول لنبات الاستات الايثيلي لمستخلصي  ل و الفلافونويداتفينولمتعددات ال المحتوى الإجماليتكشف نتائج 

Erinacea anthyllis لنبات الاستات الايثيلي و  يو مستخلصات الأثير البترولEuphorbia atlantica  بواسطة

هي  E. anthyllis أن مستخلصات نباتعلى التوالي  AlCl)3(و ثلاثي كلور الألمنيوم   Folin- Ciocalteuتي طريق

 E. atlanticaمقارنة مع نبات  و الفلافونويدية أغنى بالمواد البوليفينولية

ا النبتتين باستعمال ثلاث تكللتم تقييم النشاط المضاد للأكسدة للمستخلصات، الكسور وكذلك المركبات المعزولة 

وإجمالي القدرة المضادة  (FRAP) الحديد ، القوة المضادة لأكسدة DPPHحر: النشاط الازاحي للجذر ال طرق مختلفة

. تظهر نتائج النشاط المضاد للأكسدة أن جميع المستخلصات لكلا النوعين،  (PPM)للأكسدة عن طريق الفوسفوموليبدات

كمضادات ( قد تفاعلت كلها Ea11و  MS1 ،MS2 ،Ea7 ،Ea9،Ea10( والمركبات )F-7 ،F-12 ،F-14الكسور )

 .للأكسدة

و البوتانول  ، ثنائي كلور الميثاني، اثير البترولالاستات الايثيليقدير النشاط المضاد للبكتيريا لمستخلصات لقد تم ت

من البكتريا، من بينهم اثنان من الجرام  أنواعضد أربعة  Euphorbia atlantica و  Erinacea anthyllisلنباتي 

اء والمكورات العنقودية الذهبية( واثنين سالبة الجرام )الاشريكية القولونية والبكتيريا المعوية(. يجابية )العنقودية البيضالإ

ثنائي كلور مستخلصات  و كذا Erinacea anthyllisو البوتانول لنبات  الاستات الايثيلي وأظهرت النتائج أن مستخلصات

 فعالية ضد معظم السلالات التي تم اختبارها.لها  Euphorbia atlanticaو البوتانول لنبات  الميثان

 

متعددات التربينات، ثلاثية فلافونويدات، يزو، الاErinacea anthyllis ،Euphorbia atlantica : الكلمات المفتاحية

 .، النشاط المضاد للأكسدة ونشاط مضاد للبكتيريامطيافية الكتلة ،الرنين المغناطيسي، الفينول
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Two new prenylated isoflavonoids, namely Erinasone A and Erinasone B along with 19 known secondary metabolites, including twelve isoflavonoids, three 

polyphenols, one flavonol, two flavanones and three steroids, were isolated from the whole plant (roots and aerial parts) of Erinacea anthyllis. Structures of all 
isolated compounds were elucidated by spectroscopic analysis, including 1D and 2D NMR (1H, 13C, COSY, HSQC, TOCSY, HMBC and NOESY), mass 

spectrometry (ESI-MS), UV-Vis, measurement of optical rotation [α]D and by comparison with the literature data. The total phenolic and flavonoid contents 

were determined in this study. Furthermore, the antioxidant and antibacterial activities of the EtOAc and n-BuOH extracts of E. anthyllis were evaluated. 
These extracts exhibited moderate antibacterial and antioxidant activities. Their IC50 values were approximately 0.04 mg/mL (n-BuOH) and 0.037 mg/mL 

(EtOAc). Consequently, Erinacea anthyllis is a rich source of polyphenolic compounds particularly isoflavonoids used as chemotaxonomic markers for the 

subfamily Papilionoideae of the family Fabaceae. 
 

Keywords: Erinacea anthyllis, Fabaceae, Prenylated isoflavonoids, Antioxidant activity, Antimicrobial activity, NMR. 

 

 

The genus Erinacea belonging to the subfamily Papilionoideae of 

the family Fabaceae and the tribe Genisteae, is represented by a 

single species named Erinacea anthyllis Link or Erinacea pungen 

[1]. E. anthyllis is a shrub with purplish blue flowers that is found 

mainly in the Pyrenees Orientales in France, Spain, Algeria, Tunisia 

and Corsica [2]. In Algeria, this species is used in traditional 

medicine to treat rheumatic diseases [3] while in the Siroua region 

of Morocco it is utilized as honey source [4]. The present work 

describes the isolation and structural determination of two new 

prenylated isoflavonoids 1 and 2 (Figure 1), together with 19 known 

compounds from the EtOAc and n-BuOH extracts of E. anthyllis. 

Structures of all the isolated metabolites 1-21 were established 

mainly by 1D and 2D NMR and mass spectrometry ESI-MS 

experiments, and by comparison with the literature data. Moreover, 

the total phenolic and flavonoid contents were established. In 

addition, the antioxidant and the antimicrobial activities of the crude 

extracts (EtOAc and n-BuOH) were determined. 

 

All the isolated compounds 1-21 (Figure S1) were obtained from 

the EtOAc and n-BuOH extracts of E. anthyllis by the use of 

different chromatographic methods including vacuum liquid 

chromatography (VLC), column chromatography (CC) and TLC. 

The known compounds were identified as β-sitosterol (3) [5], 

erythrinin D (4) and (±)-erythrinin F (9) [6], sitoindoside II (5) [7], 

vomifoliol (6) [8], diadzein (7) [9], genistein (8) [10], 

alpinumisoflavone (10) [11], ammopiptanine B (11) [12], 

liquiritigenin (12) [13], erysubin-A (13) and erysubin-B (14) [14], 

7-hydroxytremetone (15) [15], 7,4'-dihydroxy-3'-methoxyflavanone 

(16) [16], genistein-8-C-glucoside (17) [17], daucosterol (18) [18], 

orobol-8-C-β-D-glucopyranoside (19) [19], (6S, 9R)-roseoside (20) 

[20] and isokaempferide (21) [21]. 

 

 
 

Figure 1: Structures of new compounds 1 and 2. 

 

Compound 1 was obtained as an amorphous white powder soluble 

in acetone. The molecular formula was determined as C20H16O7 by 

HRESIMS (m/z 367.0785 [M‒H]‒; calcd for C20H15O7, 367.0818), 

which indicated 13 degrees of unsaturation.  

 

The UV spectrum of 1 displayed the characteristic absorption 

maxima of an isoflavone chromophore at 262 and 332 nm [6,14]. 

The analysis of 1H NMR, HSQC and COSY spectra (Table 1) of 

compound 1 indicated the presence of one proton singlet at δH/δC 

8.22/154.2 assignable to the proton H-2 of an isoflavone skeleton 

[22], four aromatic protons (A2X2-System) at δH 6.91 (2H, d, J = 8.4 

Hz) and 7.47 (2H, d, J = 8.4 Hz) which were attributed to the 

protons H-3'/H-5' and H-2'/H-6' of a p-disubstituted ring B [23], a 

singlet aromatic proton at δH 6.44 potentially positioned on ring A, 

two doublets of oxymethine protons (δH/δC 5.82/79.3 and 4.84/92.2 

for H-1"/C-1'' and H-2"/C-2'', respectively), two non-equivalent 

protons of an oxymethylene (δH/δC 3.31, 3.52/73.3, CH2-4''), a 

methyl singlet (δH/δC 1.42/24.3, CH3-5'') and three hydroxyl protons 

(δH 4.23, 8.55 and 13.58 for OH-3'', -4' and -5, respectively). The 

singlet aromatic proton was located at C-8 position of ring A based 

on HMBC correlations from H-8 to carbons C-6 (δC 106.9), C-10 

(δC 109.3), C-7 (δC 167.7) and C-9 (δC 159.9), from H-2 to C-9 and 

from the characteristic chelated phenolic hydroxyl group at the C-5 

position (δH 13.58) to C-5 (δC 160.0), C-6 and C-10. The chemical 
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shift at δH 8.55 was assigned to the hydroxyl proton OH-4' as this 

proton correlated with the carbons C-3'/5' in its HMBC spectrum. 

The presence of 13 degrees of unsaturation according to molecular 

formula, the fact that an isoflavone skeleton account for 11 degrees 

of unsaturation and the lack of additional NMR signals 

characteristic of double bonds in 1 suggested that it remained two 

degrees of unsaturation corresponding to two supplementary cycles. 

Based on the HMBC correlations (Figure 2) from H-1'' to C-5 and 

C-7, from H-2'' to C-7, from the methyl H-5'' to C-2'', C-3'' (C 77.7) 

and C-4'' and from H-4'' to C-1'' and C-2'', the presence of two furan 

rings for 1 was suggested.  

 

 

 
 

Figure 2: Pertinent HMBC and NOESY correlations for 1. 

 
Table 1: 13C and 1H NMR data of compounds 1 (in Acetone-d6) and 2 (in DMSO-d6). 

Atom  1 Atom 2 

 δC δH (m, J in Hz)  δC δH (m, J in Hz) 

2 154.2 8.22 (s) 2 153.9 8.36 (s) 

3 123.7 - 3 120.6 - 

4 181.8 - 4 180.1 - 

5-OH 160.0 13.58 (s) 5-OH 155.6 13.38 (s) 

6 106.9 - 6 104.0 - 

7 167.7 - 7 157.7 - 

8 89.3 6.44 8 94.1 6.47 (s) 

9 159.9 - 9 156.4 - 

10 109.3 - 10 105.1 - 

1' 122.3 - 1' 122.1 - 

2' 130.9 7.47 (d, 8.4) 2' 129.8 7.38 (d, 8.6) 

3' 115.6 6.91 (d, 8.4) 3' 114.7 6.82 (d, 8.6) 

4'-OH 158.1 8.55 (s) 4'-OH 157.1 9.58 (s) 

5' 115.6 6.91 (d, 8.4) 5' 114.8 6.82 (d, 8.6) 

6' 130.9 7.47 (d, 8.4) 6' 129.8 7.38 (d, 8.6) 

1'' 79.3 5.82 (d, 5.7) 1'' 114.9 6.67 (d, 10.1) 

2'' 92.2 4.84 (d, 5.7) 2'' 127.2 5.73 (d, 10.1) 

3''-OH 77.7 4.23 (s) 3'' 79.7 - 

4''a 

4''b 

73.3 3.52 (d, 8.5) 1''' 34.2 1.92 (t, 8.0) 

 3.31 (d, 8.5)  2''' 37.2 2.54 (t, 8.0) 

5'' 24.3 1.42 (s) 3''' 207.2 - 

   4''' 29.4 2.08 (s) 

   5''' 26.2 1.40 (s) 

 

The first one being fused to C-6 and C-7 of ring A and the second 

one fused to C-1'' and C-2'' of the first furan moiety (Figure 2). 

Complete assignment of protons and carbons of 1 (Table 1) was 

achieved with COSY, HSQC, HMBC and NOESY experiments. 

The NOESY correlations (Figure 2) from methyl H-5'' to both H-1'' 

and H-2'' indicated the relative configuration of 1 (all these protons 

were in the same side of the molecule whereas the hydroxyl was in 

the opposite side). Thus, compound 1 was elucidated to be 

Erinasone A. 

 

Compound 2 was obtained as a brown oil. The ESI+ mass spectrum 

of 2 gave pseudomolecular ion peaks at m/z 393 [M + H]+ and 785 

[2M + H]+, indicating a molecular mass M = 392. The molecular 

formula was confirmed as C23H20O6 by HRESIMS (m/z 393.1343; 

calcd for C23H21O6, 393.1338). 2 also displayed typical UV 

absorption bands of an isoflavone at 226, 285 and 340 nm [6,14]. 

The 1H NMR of 2 (Table 1) was similar to that of 1 for the aglycone 

moiety with signals of aromatic rings at δH 8.36 (s, H-2) for the ring 

C, 6.82 (2H, d, J = 8.6 Hz, H-3'/H-5') and 7.38 (2H, d, J = 8.6 Hz, 

H-2'/H-6') for the ring B and 6.47 (s, H-8) for the ring A, and two 

downfield protons at δH 9.58 and 13.71 attributed to the protons of 

hydroxyl groups OH-4' and OH-5, respectively. The main 

differences between 1 and 2 were the lack of oxymethine and 

oxymethylene signals and the appearance of two coupled olefinic 

protons signals at δH/C 5.73/127.2 and 6.67/114.9 (H-1'' and H-2'', 

respectively), two coupled methylene signals at δH/C 1.92/34.2 and 

2.54/37.2 (H-1''' and H-2''', respectively), a methyl signal at δH/C 

1.40/26.2 (H-5''') and an acetyl signal at δH/C 2.08/29.4 (H-4'''). 

The double bond was located at C-6 based on the HMBC 

correlations between H-1'' and carbons at δC 104.0 (C-6), 155.6    

(C-5) and 157.7 (C-7).  
 

 

 

 

 
 

Figure 3: Key HMBC correlations for 2. 

 

Furthermore, the HMBC spectrum revealed correlations (Figure 3) 

fromH-1'' and H-2'' to methylene C-1''', the methyl C-5''' and a 

quaternary carbon at δC 79.7 (C-3''). The acetyl was linked to the 

methylene H-2''' as it correlated with the carbonyl ketone at C 

207.2. Analyses of COSY, HSQC, and HMBC experiments allowed 

assignments of all protons and carbons of compound 2 (Table 1). 

These structural features confirmed that 2 was a derivative of 

alpinumisoflavone [11]. Moreover, the configuration at chiral 

carbon C-3'' remained unclarified. Based on the above data, the 

structure of 2 was characterized as Erinasone B. 

 

The total phenolic and flavonoid contents of the EtOAc and n-

BuOH extracts were carried out according the calibration curve 

established with gallic acid and quercetin, respectively. The total 

phenolic and flavonoid contents of the ethyl acetate extract (26.13 ± 

0.02 µg GAE/mg extract and 16.80 ± 0.007 µg QE/mg extract, 

respectively), were higher than the n-butanol extract (25.42 ± 0.004 

µg GAE/mg extract and 12.53 ± 0.01 µg QE/mg extract, 

respectively). 
 

The antioxidant activity of the EtOAc and n-BuOH extracts as well 

as the standard antioxidants (ascorbic acid and BHT) against the 

free radical DPPH indicated that EtOAc and n-BuOH extracts 

reacted positively with the DPPH radical as antioxidant. Both 

extracts possessed a moderate antioxidant activity. Their inhibitory 

concentrations at 50% (IC50) were approximately 0.04 mg/mL (n-

BuOH) and 0.037 mg/mL (EtOAc), but relatively low compared to 

ascorbic acid and BHT which exhibiting values of 0.0031 and 

0.0059 mg/mL, respectively (Figure S2 and Table S1). 

 

The FRAP assay was used to evaluate the reduction of iron in the 

presence of an antioxidant. The power reducing ability was 

calculated from the curve of the regression equation determined by 

the ascorbic acid. The obtained values were expressed in microgram 

of ascorbic acid equivalents per mg of extract (Table S1). The data 

indicated that the n-BuOH extract was more active than the EtOAc 

extract. The phosphomolybdate assay of the crude extracts was 

evaluated by the transformation of Mo (VI) to Mo (V) to obtain a 

phosphomolybdenum complex, which can be followed spectro-

photometrically. In this study, the antioxidant power of EtOAc and 

n-BuOH extracts was expressed as µg of ascorbic acid equivalents 

per mg of the dried extract (µg AAE/mg extract). The results 

displayed that the antioxidant power of the EtOAc extract was 

higher than the n-BuOH extract (Table S1). The antioxidant activity 

of this plant evaluated by different methods can be attributed to the 

presence of flavonoids and polyphenolic compounds, which explain 

their ability to capture free radicals and metal complex [24].  

 

The antibacterial activity of EtOAc and n-BuOH extracts was 

determined against four strains of microorganisms. The mean of the 
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zones of inhibition were calculated and the results were presented in 

(Table S2). The results of the antibacterial activity revealed a 

sensibility only against Gram positive strain Staphylococcus aureus 

and penicillin as a positive control with MIC values at 0.25 and 1 

g/mL, respectively. The antibacterial activity of the EtOAc was 

higher than n-BuOH extracts. These findings can be explained by 

the presence of isoflavonoids which are known for their 

antibacterial activity [25]. 

 

Phytochemical investigation of Erinacea anthyllis allowed the 

isolation and characterization of two new prenylated isoflavonoids 1 

and 2 and nineteen known compounds 3-21, including twelve 

isoflavonoids, three polyphenols, one flavonol, two flavanones and 

three steroids. It is very important to indicate that all these 

compounds were isolated for the first time from the Erinacea genus. 

In this study, the total phenolic and flavonoid contents of EtOAc 

and n-BuOH extracts were determined. Furthermore, the 

antioxidant activity was evaluated by three different methods: 

DPPH radical scavenging, ferric reducing power and phospho-

molybdate assay, and the antibacterial activity was also carried out 

against four strains. The obtained results indicated that both extracts 

(EtOAc and n-BuOH) showed moderate antibacterial and 

antioxidant activities. Moreover, this investigation revealed that 

isoflavonoids are major constituents of E. anthyllis which could be 

used as specific chemotaxonomic markers for the subfamily 

Papilionoideae. In addition, the occurrence of isoflavonoids in E. 

anthyllis known for their anti-inflammatory activity could explain 

the traditional use of this plant against the rheumatism disease 

[26,27]. 

 

Experimental 
 

General: UV-Vis measurements were obtained on Beckman DU-

600 spectrophotometer (Beckman, California, USA). IR spectra 

were recorded using a Shimadzu model IR-470 spectrometer 

(Shimadzu, Ontario, Canada) and FT-IR Bruker Tensor 27 

spectrophotometer (Bruker, Wissembourg, France). The HR-ESI-

MS analyses were performed on a Micromass-LCT Premier Time of 

Flight mass spectrometer (Waters, Milford, MA, USA). 1H and 13C 

spectra were measured in acetone-d6, CDCl3, CD3OD or DMSO-d6 

using a Varian/Agilent Inova spectrometer at 500 MHz for 1H and 

125 MHz for 13C (Varian, Palo Alto, CA, USA). Optical rotations 

were measured in methanol solution on a Perkin-Elmer 241 

polarimeter (Perkin-Elmer, California, USA). Column chromato-

graphies were carried out using Merck Kieselgel 60 (320–400 

mesh), Merck Lobar Lichroprep RP-18 (40 × 63 μm), Polyamide 

SC6, and Sephadex LH-20. Analytical and preparative (1 mm 

thickness) TLCs were carried on Silica gel (Kieselgel 60 F254, 

Merck), RP-18 (Kieselgel 60 F254s) plates (Merck, Darmstadt, 

Germany), and developed by spraying with 50 % sulfuric acid 

reagent followed by heating. 

 

Plant material: The plant material of E. anthyllis was collected in 

May 2013 in the Aures region (high mountains of Bellezma, 

Algeria) and was identified by Prof. Bachir Oudjehih, Agronomic 

Insitute of the University of Batna-1. A voucher specimen is kept 

under the number 690/LCCE. 

 

Extraction and isolation: The powder of the whole plant Erinacea 

anthyllis (1500 g) was macerated twice (15 L × 2, each 48 h) with 

EtOH/H2O (70:30) at room temperature. After filtration, the filtrate 

was concentrated and submitted to liquid–liquid fractioning using 

solvents successively petroleum ether, EtOAc and n-BuOH (each 

solvent, 125 mL × 5) to give 1 g of  petroleum ether, 10.7 g of 

EtOAc and 50 g of n-BuOH extracts. 

The EtOAc extract (10.7 g) was separated over a VLC carried on 

silica gel eluting with PE/EtOAc (100:0 to 0:100) and 

EtOAc/MeOH (100:0 to 0:100) to give nine fractions (F1–F9).  

 

Fraction F5 (2260 mg) was subjected to polyamide column 

chromatography with the solvent system toluene/MeOH (100:0 to 

0:100) to yield 13 sub-fractions (F5-1 to F5-13). The grouped three 

sub-fractions F5-5,6,7 (301.7 mg) were applied to purification on a 

silica gel CC using CHCl3/EtOAc (100:0 to 30:70) to give 1 (2 mg). 

Sub-fractions F5-2,3 (415.6 mg) were combined and purified on a 

silica gel CC eluting with PE/EtOAc to afford 12 sub-fractions   

(F5-A to F5-L). Sub-frations F5-J (16.9 mg), F5-D (21.9 mg) and 

F5-F (69.1 mg) were purified by precipitation using hexane, acetone 

and MeOH respectively, to provide 2 (4.6 mg), 3 (6 mg) and 4     

(3.1 mg). Sub-fraction F5-K (61.4 mg) was precipitated in MeOH to 

isolate 5 (2 mg) and the filtrate was submitted on a preparative TLC 

RP-18 in MeOH/H2O (7:3) to afford 6 (4.9 mg). Sub-fraction F5-4 

(250.8 mg) was separated over silica gel CC eluting with PE/EtOAc 

to yield 7 (3.0 mg). Sub-fraction F5-10 (373 mg) was applied to 

silica gel CC using PE/EtOAc to allow the isolation of 8 (7.8 mg), 9 

(2.5 mg) and 10 (5.8 mg). 

 

Fraction F3 (740.4 mg) of the VLC was applied to silica gel CC 

using PE/EtOAc (100:0 to 50:50) to obtain 16 sub-fractions (F3-1 to 

F3-16). Sub-fraction F3-6 (57.4 mg) was precipitated in petroleum 

ether to give 11 (52.7 mg). Preparative TLC of sub-fraction F3-8 

(45.3 mg), developed with PE/EtOAc (7:3), afforded 12 (2.9 mg).  

 

Fraction F4 (1826.3 mg) of the VLC was submitted to CC over 

silica gel, eluted with a gradient of solvents PE/EtOAc (100:0 to 

30:70) to provide 15 sub-fractions (F4-1 to F4-15). Sub-fraction    

F4-12 (31.5 mg) was separated on TLC RP-18, to allow the isolation 

of 13 (8.3 mg) and 14 (8.5 mg). Sub-fraction F4-14 (182.3 mg) was 

purified on silica gel CC using CHCl3/MeOH to give 15 (6.2 mg). 

Sub-fraction F4-6 (66.5 mg) was chromatographed on silica gel CC 

eluting with PE/EtOAc, and followed by TLC RP-18 in MeOH/H2O 

(8:2) to yield 16 (6.1 mg) and 17 (4 mg). 

 

The n-BuOH extract (14 g) was separated over a VLC (RP-18). 

Elution was performed with H2O/MeOH (100:0 to 0:100) to give 

eleven fractions (F1–F11).  

 

Fraction F2 (694.9 mg) of the VLC was fractionated on silica gel 

CC eluting with CHCl3/MeOH to obtain 7 sub-fractions (F2-1 to  

F2-7). Sub-fraction F2-1 (22.3 mg) was precipitated in MeOH to 

provide 18 (7.2 mg).  

 

Fraction F3 (2456.2 mg) was separated on CC of polyamide using 

H2O/MeOH (100:0 to 0:100) to provide 11 sub-fractions (F3-1 to 

F3-11). Sub-fraction F3-5 (214.7 mg) was separated on silica gel CC 

with CHCl3/MeOH (100:0 to 50:50) to give 19 (7.5 mg) and 20   

(5.3 mg). Sub-fraction F3-1 (382.7 mg) was purified on silica gel 

CC using CH2Cl2/acetone (100:0 to 0:100) and MeOH/acetone       

(0-100 to 100-0) to afford 21 (3.4 mg). 

Erinasone A (1) 

Amorphous white powder. 

[α]D
20 ‒24.6 (c 0.142, MeOH).  

UV-Vis (MeOH) λmax nm (log ε): 214 (3.84), 262 (3.93), 332 (2.55). 
1H NMR (500 MHz, Acetone-d6): (Table 1). 
13C NMR (125 MHz, Acetone-d6): (Table 1).  

(‒) HR-ESI-MS m/z: 367.0785 [M ‒ H]‒ (calcd C20H15O7, 

367.0818), and 735.1729 [2M ‒ H]‒; (+) HR-ESI-MS m/z: 369.1005 

[M + H]+ (calcd C20H17O7, 369.0974).  
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Erinasone B (2)  

Brown oil. 

[α]D
20 +30.5 (c 0.292, MeOH). 

UV-Vis (MeOH) λmax nm (log ε): 226 (3.55), 285 (3.75), 340 (2.64). 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6): (Table 1). 
13C NMR (125 MHz, DMSO-d6): (Table 1).  

(‒) HR-ESI-MS m/z: 391.1208 [M ‒ H]‒ (calcd C23H19O6, 

391.1182); (+) HR-ESI-MS m/z: 393.1343 [M+H]+ (calcd for 

C23H21O6, 393.1338). 

 

Determination of the total phenolic content (more details in the 

supplementary data): The total phenolic content of the extracts 

obtained from E. anthyllis was estimated by the Folin-Ciocalteu 

method.  

 

Determination of the total flavonoid content (more details in the 

supplementary data): The total flavonoid content of the extracts (n-

BuOH and EtOAc) was evaluated by the method of the aluminum 

trichloride.  

 

Antioxidant activity (more details in the supplementary data): The 

evaluation of the antioxidant activity of the crude extracts (EtOAc 

and n-BuOH) was carried out by three different methods including 

DPPH radical scavenging, iron reduction power test (FRAP) and 

phosphomolybdate assay (PPM). 

 

Antibacterial activity (more details in the supplementary data): The 

antibacterial activity of the EtOAc and n-BuOH extracts was 

estimated by the agar disk diffusion assay against four bacterial 

strains. 

 

Supplementary data: Details on determination of the total phenolic 

and flavonoid contents, antioxidant and antibacterial assays,          
1H NMR, HSQC, HMBC, NOESY and ESI-MS spectra for 

compounds 1 and 2, and structures of isolated compounds (1-21) are 

available online. 
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