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Cette thèse est adossée au projet « Ressources Naturelles » de l’UMR 6134                      

« Sciences Pour l’Environnement » dont l’un des axes concerne la caractérisation et la 

valorisation des ressources naturelles issues de la biomasse végétale. Elle s’inscrit dans 

une démarche globale de valorisation du patrimoine naturel de la Corse. En effet, depuis 

de nombreuses années, la biomasse suscite un grand intérêt, aussi bien dans les pays 

industrialisés que dans les pays en voie de développement, du fait de son utilisation : elle 

peut être utilisée comme vecteur énergétique (biocombustibles et biocarburants) ou 

encore comme source de produits industriels à forte valeur ajoutée (extraits de végétaux, 

résines et huiles essentielles). De plus, les produits naturels issus de la biomasse 

connaissent aujourd’hui un réel succès dans des secteurs tels que la parfumerie, la 

cosmétique, la pharmacie, l’aromathérapie ou bien encore l’agro-alimentaire.  

Un produit naturel est en général un mélange complexe parfois constitué de 

plusieurs centaines de molécules dans des proportions variables appartenant ou non à 

une même famille chimique. La valorisation de ces produits naturels nécessite 

généralement une connaissance précise de leur composition chimique dans le but de les 

caractériser, d’en contrôler la qualité ou bien encore de mettre en évidence une éventuelle 

spécificité. Dans le cas de produits naturels originaires d’une région insulaire comme la 

Corse, l’accent doit être mis beaucoup plus sur la qualité du produit et/ou sur l’existence 

d’un particularisme, ce qui peut constituer un atout en vue d’une éventuelle 

commercialisation, que sur la production en grande quantité. La caractérisation de ces 

mélanges complexes nécessite donc une étape préalable d’analyse pour identifier et 

quantifier leurs différents constituants. 

Dans ce cadre, de nombreuses techniques analytiques sont aujourd’hui utilisées, 

chacune d’elles devant être fiable et adaptée aux produits considérés tout en répondant 

au mieux aux objectifs de l’analyste. Schématiquement, l’identification des constituants 

d’un mélange naturel peut s’effectuer selon deux voies en fonction de l’objectif fixé 

(analyse de routine ou étude approfondie), de la complexité du mélange et de la nature 

des constituants : 

- la première consiste à utiliser un couplage « en ligne » qui associe une ou 

plusieurs techniques chromatographiques, permettant d’individualiser les 

constituants, avec une ou plusieurs techniques spectroscopiques, dans le but 
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d’identifier ces constituants par comparaison de leurs données spectrales avec 

celles de produits de référence contenues dans des bibliothèques de spectres. 

Le couplage de la chromatographie en phase liquide à haute performance avec 

la spectrométrie de masse (CLHP-SM) est le plus utilisé pour l’analyse des 

extraits constitués principalement de molécules non volatiles. Cependant, afin 

d’obtenir d’avantage d’informations sur les structures des composés et garantir 

leur identification, il est souvent nécessaire de combiner les techniques 

d’analyse ; 

- la seconde voie, privilégiée dans le cas de mélanges beaucoup plus complexes 

ou pour décrire des molécules nouvelles, consiste à purifier les constituants par 

différentes techniques chromatographiques en vue de les identifier avec des 

méthodes spectroscopiques. Cette méthode, plus longue, présente l’avantage 

d’être plus fiable grâce à l’utilisation de la RMN (1H et 13C) qui apporte 

notamment des informations extrêmement précieuses sur les structures des 

molécules. 

Dans ce contexte, l’équipe « Chimie et Biomasse » de l’Université de Corse a mis au 

point et développé depuis une trentaine d’années une méthode d’identification originale 

des constituants des mélanges complexes naturels par RMN 13C sans séparation préalable. 

Elle a pour principe de comparer, grâce à un logiciel d’aide à l’identification, les raies de 

résonance du spectre d’un mélange avec celles de composés identifiés au laboratoire ou 

commerciaux contenus dans des bibliothèques de spectres de référence. Bien que moins 

sensible que d’autres techniques spectroscopiques, la RMN permet de prendre en compte 

des informations intrinsèques du squelette carboné des molécules (déplacement 

chimique des carbones). Cette technique est donc complémentaire des méthodes 

conventionnelles et permet l’identification sans ambiguité des molécules, incluant les 

composés thermosensibles et les stéréoisomères difficilement différentiables par les 

techniques usuelles. La méthode d’analyse développée au laboratoire a été appliquée avec 

succès à divers produits naturels comme les huiles essentielles, les extraits de végétaux, 

les liquides de pyrolyse de la biomasse ou bien encore les huiles végétales.  

A cet égard, l’objectif de cette thèse de doctorat était double : d’un point de vue 

académique, il s’agissait de contribuer au développement des méthodes d’analyse 

qualitative et quantitative par RMN 1H et 13C des constituants d’extraits de végétaux. D’un 
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point de vue appliqué, nous nous sommes attachés à déterminer la composition chimique 

d’extraits de plantes médicinales ou toxiques de Corse encore peu ou pas étudiées et 

susceptibles d’avoir des activités thérapeutiques valorisables. Ainsi, nous avons choisi 

d’étudier la composition chimique d’extraits de feuilles et de baies d’Ilex aquifolium Linné 

(houx commun) ainsi que de fleurs et de racines de Calicotome villosa (Poiret) Link, en 

mettant en œuvre la méthodologie d’analyse par RMN 13C développée au laboratoire. Ce 

travail visait à identifier les constituants majoritaires contenus dans ces extraits, en les 

isolant pour les soumettre à des analyses structurales approfondies si nécessaire, et à 

contribuer à l’enrichissement des bibliothèques de spectres du laboratoire.  

Ainsi, dans un premier chapitre, nous présenterons les principales techniques 

conventionnelles utilisées pour l’analyse des extraits. Nous présenterons également la 

méthode d’analyse par RMN 13C développée au laboratoire, en soulignant son rôle pour 

l’identification de composés contenus dans les mélanges naturels. 

 Dans le deuxième chapitre, nous nous consacrerons à l’étude de la composition 

chimique d’extraits de feuilles et de baies d’I. aquifolium L., certains de ces produits 

pouvant avoir des propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes et antibactériennes. 

Nous décrirons ainsi les fractionnements et l’analyse détaillée par RMN 13C des extraits 

bruts et des fractions de chromatographie qui en sont issues. Nous présenterons 

également la mise au point et la validation d’une méthode de quantification de deux 

triterpènes acides d’intérêt, l’acide ursolique et l’acide oléanolique. Nous évaluerons aussi 

les activités antibactériennes des extraits et des fractions de chromatographie obtenus.  

  Enfin, le troisième et dernier chapitre concernera l’étude de la composition 

chimique d’extraits de fleurs et de racines de C. villosa (Poir.) Link. Les propriétés 

diurétiques, cytotoxiques et antioxydantes d’extraits des parties aériennes de cette plante 

ont été reportées. Comme précédemment, dans ce chapitre nous étudierons la 

composition chimique des extraits bruts ainsi que des fractions de chromatographie puis, 

nous mettrons en évidence leurs activités antibactériennes. 

 

 

 



Chapitre I. Identification des constituants d’un extrait 

27 

 

 

CHAPITRE I 

IDENTIFICATION DES CONSTITUANTS D’UN EXTRAIT 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre I. Identification des constituants d’un extrait 

28 

Les produits naturels d’origine végétale (huiles essentielles, extraits aux solvants, 

résines, etc.) sont généralement des mélanges complexes (volatils ou non volatils) parfois 

constitués de plusieurs centaines de molécules dans des proportions différentes. Les 

huiles essentielles obtenues par hydrodistillation et les essences obtenues par expression 

à froid sont principalement composées de monoterpènes, de sesquiterpènes, parfois de 

diterpènes et de phénylpropanoïdes. Les extraits aux solvants peuvent être constitués, 

quant à eux, en plus des familles chimiques précédemment citées, de triterpènes, de 

flavonoïdes, de glycérides, de phytostérols, d’alcaloïdes ainsi que de molécules 

appartenant à d’autres familles chimiques moins courantes. Selon leur composition 

chimique, certains produits naturels trouveront un intérêt dans les domaines de la 

cosmétique, de la parfumerie, de la pharmaceutique ou encore de l’agro-alimentaire.  

La valorisation des mélanges naturels nécessite qu’ils soient caractérisés 

chimiquement par le biais d’une évaluation qualitative (identification des constituants) et 

quantitative (proportion des divers constituants). Les techniques et méthodes 

analytiques utilisées afin de déterminer la composition chimique d’un extrait et quantifier 

ses constituants diffèrent en fonction de sa complexité (nature et nombre des 

constituants) et doivent avant tout être fiables et rapides. Classiquement, l’identification 

des constituants d’un extrait peut s’effectuer selon deux voies : 

- l’analyse par  couplages  « en ligne » dont les principales techniques utilisées  

sont la CLHP-SM et la CLHP-RMN 1H (voie A);  

-  l’analyse après purification des constituants qui comprend des techniques 

chromatographiques (CC, CCM, CCMHP et CLHP préparative) et des techniques 

spectroscopiques (SM, IR, UV, RMN 1D et 2D) (voie B).  

 Toutefois, l’analyse d’un mélange naturel peut également être menée selon une 

troisième voie plus originale, qui met en œuvre la RMN 13C en mélange sans séparation 

préalable des constituants ou avec un nombre réduit d’étapes de fractionnement (voie C) 

(Figure 1).  
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Figure 1. Méthodes d’analyse d’un extrait au solvant 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Notes: CLHP, Chromatographie Liquide à Haute Performance ; RMN, Résonance Magnétique Nucléaire ; SM, 
Spectrométrie de Masse ; IRTF, Infra-Rouge à Transformée de Fourier ; CCM, Chromatographie sur Couche 
Mince ; CCMHP, Chromatographie sur Couche Mince Haute Performance ; CC, Chromatographie sur Colonne. 

 

 

I.1. VOIE A : ANALYSE PAR COUPLAGE « EN LIGNE »  

 

L’analyse des constituants par couplage « en ligne » consiste à associer une ou 

plusieurs techniques chromatographiques (individualisation et quantification des 

constituants) avec une ou plusieurs techniques spectroscopiques (identification des 

constituants par comparaison de leurs données spectrales avec celles de produits de 

référence). Cette méthode convient à l’analyse des extraits aux solvants dont les 

constituants ne présentent pas de difficulté d’identification ou de séparation. 
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I.1.1. LES COUPLAGES CLHP-SM ET CLHP-SM/SM 

La CLHP permet de séparer les composés d’un mélange complexe en fonction de 

leurs diverses propriétés physico-chimiques (la taille, la charge électrique, le degré 

d’hydrophobicité, etc.). Un détecteur (UV, fluorescence, etc.) couplé à un enregistreur 

(permettant d’obtenir le chromatogramme, où le signal est fonction de la concentration 

de l’analyte) est placé à la sortie de la colonne. Ainsi, le temps de rétention, correspondant 

au temps d’élution et de détection d’un composé, permet la caractérisation qualitative 

d’une molécule. Cependant, l’identification des composés contenus dans un extrait sur la 

seule base de leur séparation chromatographique, n’est pas suffisante car la présence 

d’autres molécules possédant des propriétés physico-chimiques proches peuvent induire 

des erreurs. Le couplage CLHP-SM permet d’obtenir la masse de chaque composé ainsi 

séparé et fournit une information supplémentaire conduisant à une identification plus 

fiable. Le couplage CLHP-SM/SM quant à lui, a pour principe de fragmenter les ions 

parents et de séparer les ions fils pour leur identification. Les fragments caractéristiques 

de chaque ion parent sont identifiés par comparaison avec ceux de composés de référence 

contenus dans des bases de données.  

 A titre d’exemple, l’application du couplage CLHP-SM a permis d’identifier des 

alcaloïdes tels que la lycopsamine, la symviridine, l’échimidine et la lasiocarpine, dans des 

extraits de Symphytum officinale (Liu et al., 2009). Concernant le couplage CLHP-SM/SM, 

son utilisation a permis d’identifier des flavonoïdes et des polyphénols contenus dans 

trois types de thés différents : la gallocatéchine, la catéchine et la théaflavine, notamment 

(Tao et al., 2016). L’emploi de ce couplage a également permis l’identification de 

composés phénoliques comme le pyrogallol, l’acide p-hydroxybenzoïque et l’acide 

férulique contenus dans des extraits à l’eau et à l’éthanol de Zingiber offcinale (Tohma et 

al., 2017). 

 

I.1.2. LE COUPLAGE CLHP-RMN 1H 

 Bien que la RMN soit une technique spectroscopique moins sensible que l’IR ou 

encore que la SM, elle présente l’avantage de donner des informations extrêmement 

précieuses sur la structure des molécules. Cette technique nécessite toutefois que l’extrait 



Chapitre I. Identification des constituants d’un extrait 

31 

analysé soit relativement peu complexe. Le couplage CLHP-RMN 1H apparaît vers la fin 

des années 70 et permet d’effectuer les analyses selon deux modes différents (Marston et 

Hostettmann, 2009) :  

- le « flux continu » (continuous-flow) selon lequel l’acquisition des données est 

effectuée simultanément au passage du flux chromatographique. Toutefois, le 

temps de séjour limité de l’analyte dans la sonde RMN 1H, conduit à une 

quantité de composé détectable faible ; 

- le « flux stoppé » (stopped-flow) selon lequel l’élution est arrêtée lorsqu’un 

constituant est présent dans la sonde du spectromètre. Ce mode présente 

l’avantage de réaliser des spectres RMN 2D (1H - 1H) car le temps de séjour de 

l’analyte est prolongé dans la sonde (Schefer et al., 2006). 

A titre d’exemple, l’utilisation du couplage CLHP-RMN 1H s’est révélée efficace pour 

l’identification des stéréoisomères Z et E de la lutéine et du β-carotène (caroténoïdes) 

dans les épinards (Glaser et al., 2003). Ce couplage a également permis d’identifier les 

produits de dégradation du PRASUGREL, un antiplaquettaire (Singh et al., 2015) ainsi que 

9 dérivés glucosylés de la delphinidine et de la cyanidine (anthocyanes) issus d’extraits 

de fruits de Pistacia lentiscus (Aissat et al., 2022). 

  

I.1.3. LE COUPLAGE CLHP-RMN 1H-SM 

 Le couplage CLHP-RMN 1H-SM a été utilisé pour la détection et l’identification de 

composés présents dans des échantillons biologiques complexes ou encore dans des 

extraits de plantes (Corcoran et Spraul, 2003 ; Yang, 2006). Même si le couplage présente 

quelques inconvénients (utilisation de solvants deutérés comme D2O, CD3CN, CD3OD par 

exemple), l’utilisation conjointe des deux techniques spectroscopiques permet une 

identification sans ambiguïté des composés. A titre d’exemple, Wilson et al. (1999) ont 

identifié des phytoecdystéroides, qui participent à la défense des plantes contre les 

insectes, dans un extrait de Silene otites. Le couplage CLHP-RMN 1H-SM a également 

permis d’identifier deux dérivés de lignanes glucosylés diastéréoisomères, contenus dans 

un extrait de graines de Linum usitatissimum (Fritsche et al., 2002). 
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 L’utilisation des couplages précédemment cités est efficace pour l’identification de 

composés contenus dans des extraits, aussi bien pour des analyses de routine que pour 

des analyses fines. Cependant, devant la complexité de certains mélanges, il est nécessaire 

d’utiliser une méthode d’analyse en deux étapes, basée sur la purification des constituants 

avant leur identification.  

 

I.2. VOIE B : IDENTIFICATION DES CONSTITUANTS APRES SEPARATION 

 

La méthode d’analyse selon la voie B s’apparente à celle mise en œuvre lors de 

l’identification de nouvelles molécules et se décompose en deux étapes. Elle consiste, dans 

un premier temps, à individualiser les constituants du mélange complexe puis, dans un 

second temps, à les identifier. L’isolation des composés est effectuée par différentes 

techniques chromatographiques telles que la CC, la CCM ou la CLHP préparative. Cette 

étape peut, dans certains cas, être précédée d’une partition acido-basique ou d’une 

cristallisation. Les différents constituants isolés ou présents dans des fractions enrichies, 

sont ensuite analysés avec des techniques spectroscopiques (SM, IR, UV, RMN 1D et RMN 

2D) puis identifiés par comparaison de leurs données spectrales avec celles de composés 

de référence.  

Cette méthode est fiable et adaptée à l’étude de la composition chimique des 

mélanges complexes. Elle a notamment été utilisée pour l’analyse de divers extraits de 

végétaux. A titre d’exemple, Barrero et al. (2004) ont réalisé une partition acido-basique 

d’un extrait de feuilles de Juniperus phoenicea et de Juniperus thurifera var. africana, puis 

des fractionnements successifs et une cristallisation pour identifier trente-huit composés 

par RMN, dont huit nouveaux. 

Après avoir fractionné par CC et CCM un extrait de feuilles de Desmodium 

adscendens, Muanda et al. (2011) ont purifié par CLHP puis identifié par SM et RMN : deux 

dérivés phénoliques (les acides caféique et p-coumarique), deux flavonoïdes (la 

quercétine et l’épicatéchine) et un dérivé glucosylé de flavonoïde (la rutine). 
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Nous pouvons également citer les travaux récents de Zhou et al. (2018) menés sur 

un extrait à l’éthanol de graines de Cannabis sativa. Cet extrait a subi des fractionnements 

successifs et dix-huit composés ont été isolés et identifiés par SM et RMN, parmi lesquels 

un nouveau lignanamide et un nouveau dérivé glucosylé de coumaroylamine.  

Un extrait au méthanol de feuilles de Persea americana a été soumis à des 

partitions dans trois solvants de polarité croissante (hexane, dichlorométhane, acétate 

d’éthyle). Après fractionnements successifs sur colonne de silice et CLHP puis analyse par 

SM et RMN 1D et 2D, les auteurs ont identifié seize composés connus (dix flavonoïdes, 

quatre mégastigmanes et deux lignanes) et un nouveau composé, le 3-O-β-D-

fucopyranosylkaempférol (flavonol glucosylé) (Park et al., 2020). 

Plusieurs constituants d’un extrait au méthanol de feuilles de Morus alba ont été 

prépurifiés par extraction en phase solide (EPS) puis isolés par CCM préparative avant 

d’être identifiés par SM et RMN. Il s’agit d’un polyphénol (l’acide ellagique) et de 

flavonoïdes (la rutine, la lutéoline et ses dérivés glucosylés, la quercétine et le kaempférol) 

(Arraki et al., 2020). 

 

I.3.  VOIE C : IDENTIFICATION PAR RMN 13C SANS SEPARATION PREALABLE 

 

La méthode d’analyse selon la voie C garantit l’identification et accessoirement la 

quantification des composés. Cette méthode a été développée avec pour objectif de tirer 

profit des informations fournies par la RMN 13C en évitant, ou tout du moins en limitant, 

les fastidieuses étapes de séparation et de purification des constituants, favorisant ainsi 

un gain de temps considérable. 

Ainsi, Formácek et Kubeczka (1982, 1984, 1988) ont réalisé des travaux 

précurseurs relatifs à l’utilisation de la RMN 13C en tant qu’outil analytique des mélanges 

naturels. Les auteurs ont utilisé la RMN 13C dans le but de confirmer l’identification de 

composés suggérés par une autre technique analytique (généralement le couplage CPG-

SM). Dès le début des années 90, l’objectif de l’équipe « Chimie et Biomasse » de 

l’Université de Corse était d’utiliser la RMN 13C comme outil d’analyse des mélanges 
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naturels et d’en faire une véritable méthode analytique pour identifier (et éventuellement 

quantifier) directement les constituants et non plus pour confirmer la présence de ces 

constituants préalablement identifiés par une autre technique (Tomi et al., 1995 ; Bradesi 

et al., 1996 ; Bighelli et Casanova, 2009). 

 

I.3.1. INTERET DE LA RMN 13C 

Malgré une abondance isotopique faible (environ 1,1 %) et un moment 

gyromagnétique environ 5700 fois moins sensible que le noyau 1H (Günther, 1994), le 

noyau 13C est souvent privilégié, pour les raisons suivantes :  

-  le carbone constitue le squelette de toutes les molécules organiques. En 

général, le spectre de RMN 13C présente autant de raies de résonance que de 

carbones dans la molécule. De plus, les carbones ayant une fréquence de 

résonance très sensible aux environnements électronique et stérique, la 

moindre modification structurale se traduit par des variations plus ou moins 

importantes des déplacements chimiques des carbones de la molécule, 

permettant l’identification de molécules structuralement proches ;  

- les spectres de RMN 13C peuvent être simplifiés par irradiation totale des 

noyaux d’hydrogène (on observe une seule raie de résonance par carbone) ;  

- le temps de relaxation transversal T2 est plus important pour le carbone que 

pour le proton. Il en résulte des pics plus fins et mieux résolus (la largeur du 

signal de résonance à mi-hauteur étant inversement proportionnelle à T2) ;  

- la largeur spectrale du carbone est plus importante que celle du proton           

(250 ppm vs. 12 ppm), ce qui diminue le nombre de superpositions des    

signaux ;  

- les spectres peuvent être enregistrés à température ambiante, ce qui évite la 

dégradation ou la transformation éventuelle des molécules thermosensibles ;  

- la RMN étant une technique non destructive, l’échantillon peut être récupéré 

pour être éventuellement soumis à d’autres analyses. 
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I.3.2. IDENTIFICATION DES CONSTITUANTS EN MELANGE  

L’identification des constituants d’un mélange par RMN 13C est réalisée par 

comparaison des déplacements chimiques des carbones relevés sur le spectre du mélange 

avec ceux de composés de référence contenus dans des bibliothèques de spectres. Pour 

identifier un composé au sein d'un mélange complexe, il faut que ses signaux soient 

observables, individualisés et que les déplacements chimiques correspondant soient 

attribués. Afin de permettre une reproductibilité des résultats obtenus, les conditions 

expérimentales d’enregistrement des spectres doivent être optimisées et standardisées.  

 

I.3.2.1. Observation et individualisation des signaux  

L’observation des raies de résonance des carbones d’une molécule dépend de la 

quantité de produit, de sa viscosité, de sa solubilité dans le solvant choisi, de la sensibilité 

du spectromètre (rapport signal/bruit (S/B)). Le manque de produit ou de sensibilité 

peut être pallié par :  

- l’augmentation du nombre d’acquisitions car le rapport S/B est proportionnel 

à la racine carrée du nombre d’acquisitions ; 

- l’utilisation d’une cryosonde qui permet de réduire considérablement le temps 

d’analyse et multiplier par 4 la sensibilité ; 

- l’utilisation d’aimants supraconducteurs à haut champ (jusqu’à 28,2 Tesla) ; 

Par ailleurs, l’individualisation des signaux dépend du spectromètre lui-même et 

donc, de la puissance de l’aimant et des caractéristiques du système informatique 

permettant l’acquisition du signal. La résolution digitale peut aussi être améliorée par 

l’utilisation de fenêtres spectrales réduites qui permettent d’enregistrer le spectre sur une 

largeur correspondant uniquement à la zone d’intérêt ou en plusieurs portions.  

 

I.3.2.2. Attribution des signaux  

Contrairement à la majorité des autres techniques spectroscopiques, il est très peu 

probable que deux composés de structures différentes présentent des spectres de RMN 
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13C superposables, chaque molécule étant définie par une série de déplacements 

chimiques qui lui est propre et qui constitue son spectre. Les valeurs des déplacements 

chimiques étant indépendantes de l’intensité du champ magnétique B0 du spectromètre 

utilisé, des séquences impulsionnelles, des paramètres d’acquisition des spectres et de 

traitement du signal, l’utilisation des spectres issus de la littérature comme données de 

référence pour l’identification des composés en mélange apparaît donc possible. 

Néanmoins, afin d’obtenir une excellente reproductibilité des valeurs des déplacements 

chimiques, il est primordial que les conditions d’analyse (dilution et nature du solvant, 

essentiellement) soient rigoureusement identiques. 

 

I.3.2.3. Exemples d’analyse en mélange par RMN 13C 

 La RMN 13C a été mise en œuvre pour l’identification des constituants de différents 

mélanges par la reconnaissance de leurs déplacements chimiques. Concernant les extraits 

de végétaux, nous pouvons mentionner à titre d’exemple l’identification de deux 

triterpènes (l’acide oléanolique et le β-sitostérol) dans un extrait de feuilles de Cybistax 

antisyphilitica (Ramos et al., 2005). Lors d’une étude menée sur un extrait aqueux de café 

Wei et al. (2010) ont identifié différents composés en mélange, notamment la caféine, la 

trigonelline (alcaloïdes), l’acide quinique, des isomères de l’acide chlorogénique (dérivés 

phénoliques) et le saccharose (disaccharide). 

 

I.3.3. LA METHODE D’ANALYSE DEVELOPPEE AU LABORATOIRE  

Au début des années 90, l’équipe « Chimie et Biomasse » de l’Université de Corse a 

mis au point puis développé une méthode d’analyse des mélanges complexes naturels par 

RMN 13C sans séparation préalable des constituants. La particularité de cette méthode 

réside dans l’informatisation du traitement des données spectroscopiques, grâce à un 

logiciel d’aide à l’identification spécialement élaboré au laboratoire. Ce logiciel compare 

les déplacements chimiques de chacun des carbones du spectre du mélange avec ceux des 

composés de référence contenus dans les bibliothèques de spectres (Figure 2). 
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L'identification des composés présents dans le mélange est rendue possible par la prise 

en compte de trois paramètres directement accessibles par le logiciel :  

- le nombre de pics observés par rapport au nombre de pics attendus pour 

chaque molécule ;  

- le nombre de superpositions des signaux qui peuvent se produire quand les 

différents effets stériques et/ou électroniques font que deux carbones 

appartenant à deux molécules différentes ont fortuitement le même 

déplacement chimique ou quand les composés présents ont une partie de leur 

squelette et de leur fonctionnalisation très proche ;  

- les variations des déplacements chimiques des carbones du spectre du mélange 

par rapport aux valeurs de référence (∆δ).  

 

 

Figure 2. Identification des constituants d’un mélange complexe par RMN 13C 
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Parallèlement, différentes bibliothèques de spectres de composés de référence ont 

été élaborées et sont constamment enrichies avec des données RMN 13C de composés 

isolés au laboratoire à partir de mélanges naturels ou encore de composés commerciaux. 

De plus, pour chaque famille de composés, une deuxième bibliothèque contenant les 

données spectrales publiées dans la littérature récente est disponible. Par ailleurs, le 

protocole expérimental (choix du solvant, dilution) est adapté et optimisé en fonction de 

la famille chimique analysée. Quand il s’agit de composés volatils, cette méthode est 

associée à une analyse par CPG-SM et CPG(Ir) permettant de confirmer leur identification 

et de les quantifier. 

Après une trentaine d’années d’utilisation de cette méthode pour l’analyse de 

différents mélanges naturels (huiles essentielles, extraits de végétaux, résines), le bilan 

suivant peut être établi :  

- la teneur minimale des composés identifiables avec le spectromètre disponible 

au laboratoire (9,4 T) est de l’ordre de 0,3 % - 0,4 % ;  

- en général, tous les carbones des molécules identifiées sont observés, à 

l’exception de certains carbones quaternaires appartenant aux composés 

minoritaires ;  

- le nombre de superpositions est généralement limité et n’empêche pas 

l’identification d’un composé ;  

- les variations des déplacements chimiques entre les signaux des carbones des 

composés du mélange et ceux des composés de référence (∆δ) sont inférieures 

à 0,05 ppm dans la très grande majorité des cas. Toutefois, il demeure quelques 

exceptions, en particulier avec les composés phénoliques ou les composés 

carbonylés α,β-insaturés dont certains carbones sp² présentent des variations 

de déplacements chimiques plus importantes selon la polarité, la dilution, la 

présence d’autres constituants dans le mélange ou d’éventuelles liaisons 

hydrogènes.  

La méthode d’analyse par RMN 13C développée au laboratoire a été appliquée avec 

succès pour déterminer la composition chimique de nombreuses huiles essentielles. A 

titre d’exemple, nous pouvons citer parmi les travaux récents, l’étude sur les huiles 

essentielles de Citrus paradisi (Paoli et al., 2016), de Pinus halepensis (Nam et al., 2016), 

d’Origanum elongatum (Bakha et al., 2019), d’Elionurus tristis (Garcia et al., 2019), 
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d’Isolona dewevrei (Kambiré et al., 2020), de différentes espèces d’Helichrysum (Rabehaja 

et al., 2020), de Cladanthus eriolepis (El Hafidi et al., 2021), de Neuropeltis acuminata 

(Kambiré et al., 2022), de Keteleeria evelyniana (Thai et al., 2022a) et d’Illigera trifoliata 

ssp. cucullata (Thai et al., 2022b).  

Cette méthode a également été appliquée à l’identification des composés peu 

volatils présents dans différents mélanges naturels, comme :  

- les triterpènes contenus dans des extraits de liège (Castola et al., 1999, 2002, 

2005), un extrait de Santolina corsica (Ferrari et al., 2005a) ou encore un extrait 

industriel de feuilles d’olivier (Duquesnoy et al., 2007) ;  

- les diterpènes acides et neutres présents dans les résines de pin laricio (Rezzi 

et al., 2002, 2005 ; Cannac et al., 2009 ; et de pin maritime (Ottavioli et al.,  

2019) ;  

- les sucres dans des miels de Corse (Mazzoni et al., 1997) et des extraits de pin 

laricio et de sapin (Duquesnoy et al., 2008) ;  

- les lactones sesquiterpéniques présentes dans l’huile végétale de Laurus 

novacanariensis de Madère (Ferrari et al., 2005b) ; 

- les taxanes dans des extraits de feuilles de Taxus baccata (Duquesnoy et al., 

2009) ; 

- les stérols et les diterpènes dans un extrait d’algue verte Chaetomorpha linum 

(Sutour et al., 2015) 

- les sesquiterpènes halogénés dans un extrait à l’acétate d’éthyle de l’algue 

rouge Laurencia obtusa (Esselin et al., 2017). 
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II.1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE : ILEX AQUIFOLIUM 

 

II.1.1. LE GENRE ILEX  

Le genre Ilex (Aquifoliaceae) comprend plus de 500 espèces d’arbres et arbustes 

dioïques distribuées à travers le monde dans les régions tropicales et tempérées. Les 

principales zones de répartition et de diversification sont les régions d’Asie de l’Est, 

d’Afrique, méditerranéennes, ainsi que l’Amérique, l’Allemagne, le Royaume-Uni et 

l’Autriche (Choi et al., 2005 ; Nahar et al., 2005). Les espèces les plus connues du genre 

Ilex sont : I. cornuta (houx Chinois, provenant de Corée du Sud et de Chine), I. pubescens 

(présent également en Chine), I. crenata (houx Japonais, originaire d’Extrême Orient), I. 

paraguariensis (Maté ou thé des Jésuites, cultivé au Paraguay et au Brésil notamment), I. 

opaca (houx Américain, natif du centre et de l’Est des Etats-Unis) et I. aquifolium (houx 

commun, houx anglais ou européen très répandu en Europe) (Alikaridis, 1987). Seules 

quatre espèces persistent en Europe : le houx commun (I. aquifolium) répandu à travers 

tout le continent, le houx de la Mer Noire (I. colchica) retrouvé à la frontière entre l’Europe 

et l’Asie et deux espèces endémiques des îles de Macaronésie (I. perado et I. canariensis). 

 

II.1.2. CARACTERISTIQUES BOTANIQUES D’ILEX AQUIFOLIUM  

Le houx commun (Ilex aquifolium appellation signifiant « feuilles épineuses ») sert 

traditionnellement d’ornement pour les fêtes de Noël. Il s’agit d’un arbre mesurant jusqu’à 

20 mètres de haut. Son feuillage est persistant et rigide, à bords piquants et ondulés, d'un 

magnifique vert foncé et luisant (Figure 3). Les fleurs de cet arbuste sont petites, blanches 

ou roses, odorantes, situées à la base des feuilles et apparaissent d’Avril à Juillet (Figure 

4). Les baies du houx sont rouge vif et sphériques, d’environ 8 mm de diamètre et sont 

visibles d’Août à Décembre (Jaeger, 2012). 
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Figure 3. Feuilles et baies d’Ilex aquifolium 

 

 

 

 

Figure 4. Fleurs d’Ilex aquifolium 
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II.1.3. USAGES THERAPEUTIQUES TRADITIONNELS ET TOXICITE  

Les feuilles d’I. aquifolium sont utilisées en médecine traditionnelle à des fins 

thérapeutiques pour leurs propriétés antipyrétiques, astringentes et diurétiques, pour 

soigner les fièvres intermittentes et les rhumatismes ou encore comme agents 

expectorants (Alikaridis, 1987 ; Erdemoglu et al., 2009). Les feuilles et les fruits d’I. 

aquifolium sont employés pour traiter les cancers du foie, de l’estomac et des intestins 

mais aussi pour soigner l’hydropisie, la jaunisse ou encore le paludisme, la goutte et les 

œdèmes (Nahar et al., 2005 ; Jalali et al., 2009).  

I. aquifolium est également connu pour sa toxicité. A titre d’exemple, beaucoup 

d’enfants ont été empoisonnés suite à l’ingestion de fruits de houx. Les symptômes 

associés aux divers empoisonnements sont des désordres gastro-intestinaux, des 

vomissements et des diarrhées (Habermehl et Fliegner, 1998). Ils sont causés par la 

présence d’un glucoside cyanogénique (le 2-β-D-glucopyranosyloxy-p-hydroxy-6,7-

dihydromandelonitrile) à l’origine du caractère toxique de la plante, ce composé étant 

présent aussi bien dans les baies que dans les feuilles et les tiges du houx commun 

(Willems, 1988). 

 

II.1.4. COMPOSITION CHIMIQUE  

Du fait de ses propriétés thérapeutiques et toxiques, de nombreuses études ont été 

menées sur la composition chimique et/ou la détermination des molécules responsables 

des activités des extraits d’I. aquifolium. Ces travaux ont porté sur la détermination de la 

composition chimique de chaque organe de la plante, sur la variation de la composition 

chimique en fonction du type du pied (mâle ou femelle), du type de feuillage (albinos ou 

vert), de l’âge du pied et des saisons (Nichols, 1965 ; Knights et Smith, 1977 ; Catalano et 

al., 1978 ; Niemann et Baas, 1985a ; Niemann et Baas, 1985b ; Alikaridis, 1987 ; Willems, 

1988 ; Van Genderen et Jaarsma, 1990 ; Nahar et al., 2005). D’une manière générale, les 

principales familles chimiques reportées dans la plante sont :  

-  Des composés phénoliques : des acides phénylacétiques (comme l’acide 2,4-

dihydroxyphénylacétique et son ester méthylique) peuvent être contenus dans les 
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graines du houx commun (Nahar et al., 2005 ; Hao et al., 2013). Par ailleurs, l’acide 

vanillique et l’acide p-hydroxybenzoïque ont été isolés dans les fruits d’I. 

aquifolium alors que l’acide caféique a été identifié dans les feuilles (Alikaridis, 

1987). Les composés phénoliques sont reconnus pour diverses propriétés parmi 

lesquelles leur activité antioxydante. Ainsi, Nahar et al. en 2005, ont montré que 

l’acide 2,4-dihydroxyphénylacétique et son ester méthylique, isolés dans les 

graines du houx commun, possèdent une activité antioxydante modérée (1,50 × 

10–3 et 2,55 × 10–3 mg.mL–1, respectivement) par rapport à la quercétine (2,88 × 

10–5 mg.mL–1) utilisée comme référence dans l’étude ; 

- Des flavonoïdes : plusieurs études renseignent sur les caractères antioxydant, 

anti-tumoral, antidiabétique, antimicrobien, cardio-protecteur et neuro-

protecteur des flavonoïdes (Amer 2018). Parmi les plus connus, le kaempférol, la 

quercétine et la rutine ont été identifiés dans les feuilles d’I. aquifolium (Schindler 

et Herb, 1955 ; Bate-Smith, 1962) ;  

-  Des acides aminés : l’acide aspartique, la cystéine, l’acide glutamique, la sérine, 

le tryptophane et la valine ont notamment été isolés à partir des feuilles du houx 

commun (Alikaridis, 1987) ;  

- La théobromine (un alcaloïde), dont la structure s’apparente à celle de la caféine, 

a par exemple été identifiée dans I. aquifolium (partie du végétal non spécifiée) 

(Alikaridis, 1987). Cette molécule agit comme un relaxant musculaire, diurétique, 

hypotenseur, protecteur cardiovasculaire et réducteur de risque de maladie 

coronarienne (Septianti et al., 2020) ;  

-  Des acides gras saturés (l’acide palmitique [C16:0], l’acide stéarique [C18:0]), et 

des acides gras insaturés (l’acide oléique [C18:1], l’acide linoléique [C18:2] et 

l’acide linolénique [C18:3]) ont été identifiés dans les feuilles du houx commun et 

reportés par Catalano et al. (1978) et Alikaridis (1987). Dans d’une étude menée 

par Zafaryab et al. en 2019, l’acide palmitique (présent à 55,4 % dans les feuilles 

de houx selon Catalano et al. (1978)) a montré sa capacité à sensibiliser les cellules 

cancéreuses du sein ;  

-  Des sucres : Les monosaccharides (molécules non précisées) et le sucrose sont 

prédominants dans les jeunes feuilles d’I. aquifolium alors que la teneur en maltose 

a tendance à diminuer avec l’âge des feuilles (Alikaridis, 1987) ;  



Chapitre II. Etude de la composition chimique d’extraits de feuilles et de baies d’Ilex aquifolium par RMN 13C 

45 

-  Des pigments : des caroténoïdes (40 carbones) comme les isomères α- et β-

carotène ont été identifiés dans les fruits d’I. aquifolium (Alikaridis, 1987). D’autres 

travaux ont montré que la couleur rouge des épicarpes des baies d’I. aquifolium 

provenant du Japon était attribuable à la présence d’anthocyanes comme le 

pélargonidine 3-xylosylglucoside (couleur orange) et le cyanidine 3-

xylosylglucoside (couleur rouge violacé) (Ishikura, 1971). Outre le fait de conférer 

aux baies de houx leur couleur, ces anthocyanes présentent entre autres des 

propriétés antioxydantes, antibactériennes, antivirales et vermifuges (Lazalde-

Cruz et al., 2021) ;  

-  Des stérols : selon Knights et Smith (1977), le β-sitostérol était contenu dans les 

fleurs mâles et femelles mais aussi dans les feuilles du houx commun. A ce jour, 

diverses propriétés ont été mises en évidence pour le β-sitostérol. On peut citer 

par exemple ses activités antimicrobienne, immunomodulatrice, antidiabétique 

anti-inflammatoire et anticancereuse (Rashed, 2020) ;  

-  Un nor-monoterpène : l’ilex lactone, une molécule bicyclique, a été identifiée 

dans les fruits d’I. aquifolium (Alikaridis, 1987).  

-  Des triterpènes : l’α-amyrine est le premier triterpène à avoir été isolé à partir 

des écorces d’I. aquifolium et a été retrouvé par la suite dans les feuilles et les fruits 

du végétal (Alikaridis, 1987). D’autres triterpènes ont été identifiés dans diverses 

parties du houx commun comme la β-amyrine (feuilles), l’acide oléanolique 

(feuilles), le baurénol (feuilles), l’érythrodiol (feuilles), l’acide ursolique (feuilles 

et fruits) l’uvaol (feuilles et fruits), l’acide 27-p-coumaroxyursolique (fruits) 

(Fischer et Linser, 1930 ; Schindler et Herb, 1955 ; Alikaridis, 1987). Plusieurs 

études ont mis en évidence les bienfaits thérapeutiques et les mécanismes d’action 

des triterpènes. Par exemple, Cháirez-Ramírez et al. (2016) ont démontré les 

bénéfices des lupanes tels que la bétuline, l’acide bétulinique et le lupéol dans la 

prévention et le traitement des tumeurs malignes les plus communes à savoir les 

cancers des poumons, du foie, de l’estomac, colorectal et du sein. Les triterpènes 

de type oléanane (acide oléanolique et isomères) et ursane (acide ursolique et 

isomères) possèdent également des propriétés pharmacologiques (Salvador et al., 

2012) parmi lesquelles, les activités hépatoprotectrice, anti-inflammatoire et 

antiulcéreuse. 
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Figure 5. Exemples de molécules identifiées dans des extraits d’Ilex aquifolium 

                                     

acide caféique                               acide                               acide  
2,4-dihydroxyphénylacétique                    p-hydroxybenzoïque 

      

kaempférol    quercétine         baurénol 

      

cyanidine 3-xylosylglucoside              théobromine 

                   

pélargonidine 3-xylosylglucoside           rutine 
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    En outre, les propriétés antibactériennes et antifongiques des extraits de feuilles 

de houx ont été décrites dans la littérature. En effet, dans l’étude menée par Erdemoglu et 

al. (2009), quatre extraits aux solvants (hexane, chloroforme, acétate d’éthyle et éthanol) 

de feuilles d’I. aquifolium, ont notamment été testés sur des souches bactériennes à Gram 

positif (Staphylococcus aureus), à Gram négatif (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, 

Enterobacter aerogenes, Proteus vulgaris, Salmonella typhimurium) et sur une levure 

(Candida albicans). Tous les extraits sauf celui à l’hexane ont présenté une activité 

antibactérienne et antifongique modérée (Concentration Minimale Inhibitrice comprise 

entre 62,5 et 250µg.mL-1) par rapport aux standards utilisés pour l’étude (Concentration 

Minimale Inhibitrice comprise entre 3,9 et 62,5 µg.mL-1).  

Il ressort de cette étude bibliographique que les extraits de feuilles d’I. aquifolium 

présentent un intérêt thérapeutique valorisable notamment dans les domaines de la 

microbiologie, de la cosmétique et de l’oncologie. C’est pourquoi nous nous sommes 

intéressés, dans notre étude, à la composition chimique d’extraits de feuilles et de baies 

de houx commun ainsi qu’à l’activité antimicrobienne de certaines molécules. 

 

 

II.2. DETERMINATION DE LA COMPOSITION CHIMIQUE D’EXTRAITS DE 

FEUILLES D’ILEX AQUIFOLIUM DE CORSE 

 

Les feuilles de houx commun (Ilex aquifolium L.) utilisées dans cette étude ont été 

récoltées en décembre 2017 dans la forêt communale d’Isolacciu di Fium’Orbu puis 

stockées à -60°C. Dans la suite de notre travail, nous avons choisi d’étudier la composition 

chimique d’un extrait à l’hexane et d’un extrait au dichlorométhane. 
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II.2.1. EXTRAIT A L’HEXANE DE FEUILLES DE HOUX 

Dans la première partie de ce travail, nous avons réalisé une extraction à chaud 

(Soxhlet) de feuilles d’I. aquifolium (98 g) en utilisant l’hexane comme solvant (600 mL, 

17 h). Le matériel végétal a préalablement été broyé après refroidissement dans l’azote 

liquide. Ce cryobroyage permet de diminuer la granulométrie du broyat ainsi que 

d’augmenter le rendement d’extraction. Après évaporation de la solution hexanique 

(évaporateur rotatif), 1,836 g d’extrait brut a été obtenu, soit un rendement de 1,9 % par 

rapport à la masse sèche de végétal.  

L’extrait brut à l’hexane ainsi obtenu a été soumis dans un premier temps à une 

analyse par RMN 13C (Annexe 1), selon la méthode développée au laboratoire. 

L’interrogation des bibliothèques de spectres propres au laboratoire nous a permis 

d’identifier directement 4 triterpènes possédant une ou deux fonction(s) hydroxyle(s) : 

l’α-amyrine, la β-amyrine, le lupéol et l’uvaol (Figure 6). Malgré la similitude de structure 

de ces molécules, leur identification a été réalisée sans ambiguïté puisque, pour chacune 

d’entre elles, plus des deux-tiers des signaux en propre ont été observés. La plupart de ces 

composés triterpéniques avaient déjà été identifiés dans des feuilles d’I. aquifolium 

provenant d’Italie (Catalano et al., 1978) hormis le lupéol qui n’est présent, à notre 

connaissance, que dans les feuilles de houx commun de Corse.  

Par ailleurs, sur le spectre RMN 13C de l’extrait hexanique, plusieurs des raies de 

résonance ayant des intensités importantes sont restées non attribuées : i) deux signaux 

à 173,73 ppm et 173,68 ppm, ii) une série de signaux compris entre 128,02 ppm et 131,93 

ppm, iii) deux signaux à 80,61 ppm et 80,82 ppm ainsi que iv) une série de signaux 

classiques des chaînes linéaires (14,11 ppm ; 22,69 ppm ; 29,70 ppm ; 31,92 ppm).  

L’ensemble de ces déplacements chimiques correspond manifestement à des 

chaînes grasses saturées et/ou insaturées. Ces données, associées à l’identification des 

triterpènes cités précédemment, indiquent que nous sommes vraisemblablement en 

présence, dans des proportions majoritaires, de dérivés d’α- et de β-amyrine présentant 

une fonction ester au niveau du carbone C3 (Figure 8). Par ailleurs, parmi les composés 

non identifiés, nous pouvons noter la présence d’un déplacement chimique non encore 

attribué à 207,48 ppm. L’enregistrement de la séquence DEPT de l’extrait à l’hexane nous 

oriente vers un composé possédant une fonction aldéhyde et présent en plus faible 
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proportion. Afin d’aller plus avant dans la détermination de la composition chimique de 

l’extrait à l’hexane, nous avons soumis ce dernier à deux chromatographies successives 

sur colonne ouverte de silice de granulométries différentes. 

 

Figure 6. Molécules identifiées par RMN dans l’extrait brut à l’hexane de feuilles d’I. 

aquifolium 

                        

  α-amyrine               uvaol   

              

  β-amyrine              lupéol 

 

II.2.1.1. Chromatographie sur colonne de silice de type « flash » de l’extrait à l’hexane 

Un échantillon de 0,997 g d’extrait à l’hexane de feuilles d’I. aquifolium a été 

chromatographié sur colonne de silice de type « flash » (63 - 200 μm ; 60 Å ; 25 g). A l’issue 

de cette chromatographie, douze fractions ont été obtenues (H1 à H12), avec un gradient 

pentane/oxyde de diéthyle (Figure 7). Dans la suite du manuscrit, nous décrirons plus 
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particulièrement les fractions de chromatographie apportant de nouvelles informations 

et dont les signaux des spectres ont été en majeure partie attribués, c'est-à-dire pour 

lesquels les raies de résonance restantes sont d’intensités négligeables. 

 

Figure 7. Schéma de l’extraction et du fractionnement de l’extrait à l’hexane de feuilles 
d’I. aquifolium 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les résultats obtenus à l’issue de ce fractionnement confirment les propositions 

d’identification réalisées à partir de l’extrait brut. En effet, sur le spectre de RMN 13C des 

fractions H2, H3 et H4, nous relevons : i) des signaux correspondant aux squelettes de l’α-

amyrine et de la β-amyrine à l’exception du signal du C3 (Annexe 2), ii) deux signaux à 

173,73 ppm et 173,68 ppm associés à iii) deux signaux de résonance intenses à 80,61 et 

Feuilles d’Ilex aquifolium (98 g) 

1. Cryobroyage  
2. Extraction Soxhlet hexane, 17 h, 600 mL 
3. Evaporation 

Feuilles 

résiduelles Extrait 

Hexane  
(1,836 g) 

H1 
24,2 mg 

H2 
239,5 mg 

H3 
17,4 mg 

H4  
55,2 mg 

H5  
209,2 mg 

H6  
95,5 mg 

H7 
113,0 mg 

H12 
70,6 mg 

H8 
46,2 mg 

H9 
17,5 mg 

H10 
6,1 mg 

H11 
8,5 mg 

H6.1  

13,6 mg 
H6.2 

14,8 mg 

Chromatographie sur colonne de silice  

type « flash » ;  

gradient pentane/oxyde de diéthyle                

(0,997 g d’extrait à l’hexane) 

100/0 100/0 75/25 75/25 75/25 50/50 50/50 25/75  25/75  0/100 0/100 

Chromatographie sur colonne de silice type « fine » ;  
gradient pentane/oxyde de diéthyle  
(83,9 mg de la fraction H6) 

H6.4 

5,6 mg 
H6.7 

4,4 mg 

60/40 60/40 60/40 60/40 50/50 25/75  0/100  

H6.3  
13,5 mg 

H6.6 

5,9 mg 
H6.5 

8,3 mg 

0/100 
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80,82 ppm, iv) une série de signaux caractéristiques des chaînes linéaires (14,11 ppm ; 

22,69 ppm ; 29,70 ppm ; 31,92 ppm) ainsi que v) des signaux entre 128,01 ppm et      

131,95 ppm appartenant manifestement à des chaînes grasses saturées et insaturées 

constituant la chaîne carbonée de la fonction « ester » liée aux amyrines sur le C3 

(R(CO)OC3). 

Les fractions H2 à H4 contiennent donc des esters de l’α-amyrine et de la β-amyrine. 

Afin d’identifier et de quantifier les chaînes grasses de ces esters, nous avons décidé de 

soumettre la fraction H2 (dont le pourcentage relatif en esters d’amyrines est le plus 

important) à une analyse par CPG et CPG-SM après une étape classique d’hydrolyse de 

l’ester suivie d’une étape de méthylation de la fonction acide ainsi obtenue (Metcalfe et 

al., 1966). Cette étape permet d’atteindre un triple objectif :  

i) Eviter l’agression de la colonne analytique de CPG par des acides gras,  

ii) Détecter un maximum de composés semi-volatils grâce à la diminution de 

leur point d’ébullition et  

iii) Améliorer la sensibilité du détecteur.  

Ainsi, l’analyse par CPG (associée à l’utilisation des indices de rétention) et par 

CPG-SM (bibliothèques de spectres de masse propres au laboratoire et commerciales), 

après hydrolyse et dérivatisation, nous a permis d’identifier cinq esters méthyliques 

d’acides gras : l’acide palmitique (C16:0 ; 54,1 %), l’acide linolénique (C18:3 ; 13,2 %), 

l’acide oléique (C18:1 ; 11,3 %), l’acide linoléique (C18:2 ; 10,0 %), et l’acide stéarique 

(C18:0 ; 3,0 %). Nous pouvons donc conclure que, au sein de la fraction H2, nous sommes 

en présence d’esters d’α-amyrine et de β-amyrine possédant les chaînes grasses saturées 

ou insaturées dans les proportions sus-citées. Niemann et Baas (1985a), avaient déjà 

reporté la présence d’esters d’amyrines dans I. aquifolium et avaient identifié 3 chaînes 

grasses, l’acide palmitique, l’acide linoléique et l’acide linolénique.  
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Figure 8. Esters d’amyrines identifiés dans l’extrait à l’hexane de feuilles d’I. aquifolium 

 

                                
    
   Esters d’α-amyrine                                       Esters de β-amyrine 
 
 
R =  
C16:0 Palmitate d’amyrine 
C18:3 Linolénate d’amyrine 
C18:2 Linoléate d’amyrine 
C18:1 Oléate d’amyrine 
C18:0 Stéarate d’amyrine 

 

 

Concernant les autres fractions de chromatographie, l’interrogation de la 

bibliothèque de spectres « Triterpènes » du laboratoire, nous a permis d’identifier :  

- sur le spectre de RMN 13C de la fraction H5, le pseudotaraxastérol, présent en 

faible teneur dans la fraction, à côté du lupéol, de l’α-amyrine et de la β-amyrine 

préalablement identifiés dans l’extrait brut ;  

- la bétuline, l’érythrodiol et l’uvaol dans la fraction H7 (Figure 9);  

- l’uvaol ultra-majoritaire au sein de la fraction H8 qui avait précédemment été 

identifié dans l’extrait.  

Sur le spectre RMN 13C de la fraction H6, l’α-amyrine, la β-amyrine et le lupéol ainsi 

que le β-sitostérol ont été identifiés après interrogation des banques spectrales du 

laboratoire. Cependant, une série de raies de résonance d’intensités homogènes et 

importantes restait non attribuée. Le déplacement chimique relevé à 207,50 ppm indique 

que nous sommes en présence d’un aldéhyde triterpénique préalablement suspecté 
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minoritaire dans l’extrait brut. La fraction H6 a donc fait l’objet d’une chromatographie 

sur colonne ouverte dite « fine ». 

Le β-sitostérol avait déjà été identifié dans des extraits de feuilles de houx du 

Royaume-Uni (Knights et Smith, 1977). L’érythrodiol et le β-sitostérol ont déjà été tous 

les deux identifiés dans des extraits de feuilles récoltées en Italie (Catalano et al., 1978) et 

aux Pays-Bas (Van Genderen et Jaarsman, 1990). En revanche, le pseudotaraxastérol et la 

bétuline ne sont identifiés, à notre connaissance, que dans les feuilles du houx de Corse. 

 

Figure 9. Exemples de molécules identifiées après fractionnement de l’extrait à l’hexane 

de feuilles d’I. aquifolium 

 

       

   érythrodiol      bétuline 

 

      β-sitostérol 
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II.2.1.2. Chromatographie sur colonne de silice de type « fine » de la fraction H6  

La fraction H6 (83,9 mg) a été chromatographiée sur colonne de silice (4,0 g) de 

granulométrie fine (35 - 70 μm). A l’issue de cette séparation, nous avons obtenu 7 sous-

fractions avec un gradient pentane/oxyde de diéthyle. Ces sous-fractions ont toutes été 

analysées par RMN 13C. L’analyse par RMN 13C des fractions H6.1 à H6.4 nous a permis de 

confirmer l’identification de l’α-amyrine, de la β-amyrine, du lupéol, et du β-sitostérol. Sur 

le spectre RMN 13C de la fraction H6.3, sur lequel seul le β-sitostérol a été identifié dans des 

proportions minoritaires, nous repérons une série de 30 signaux d’intensités très 

importantes restant non attribuée. Cette série comprend notamment un signal déblindé à 

207,49 ppm correspondant selon le spectre DEPT à une fonction aldéhyde déjà 

mentionnée avant chromatographie « fine ». Par ailleurs, la grande majorité des signaux 

de la molécule recherchée nous oriente vers un triterpène présentant globalement le 

squelette de l’α-amyrine (δC13 = 137,80 ppm ; δC12 = 126,21 ppm ; δC3 = 79,03 ppm ; δC5 = 

55,22 ppm) et possédant une fonction aldéhyde. L’interrogation des bibliothèques de 

spectres issues de la littérature à notre disposition n’ayant donné aucun résultat, nous 

avons donc recherché dans la littérature un composé ayant le squelette de l’α-amyrine 

avec une fonction aldéhyde. Ainsi, nous avons identifié l’ursolaldéhyde (diffère de l’α-

amyrine par une fonction aldéhyde à la place du méthyle en position C28) comme étant la 

molécule majoritaire dans la sous-fraction H6.3 (Tableau 1). Pour ce composé :  

- Tous les signaux attendus ont été observés ;  
- Les variations de déplacement chimique (Δδ) entre le spectre du mélange et 

celui du composé de référence (Kim et al., 2005) sont acceptables puisqu’elles 

sont toutes inférieures à 0,12 ppm. Seule une variation de déplacement 

chimique plus importante est observée pour le carbone de la fonction aldéhyde 

(i.e. 0,19 ppm). Cela n’est pas surprenant puisque ce type de groupement, tout 

comme le groupement hydroxyle, est susceptible d’établir des liaisons 

hydrogènes à l’origine de variations de déplacement chimique plus 

importantes.  

L’examen du spectre de RMN 13C de la sous fraction H6.2 nous a permis de confirmer 

l’identification de l’α-amyrine, du lupéol et de l’ursolaldéhyde. Sur ce spectre, nous 

observons une nouvelle série de trente raies de résonance non encore identifiée (voisine 
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de celle de l’ursolaldéhyde). Suite à de nouvelles recherches bibliographiques, nous 

identifions un isomère de l’ursolaldéhyde, à savoir l’oléanaldéhyde (Tableau 1). Pour 

cette molécule :  

- Tous les signaux attendus ont été observés ; 

- Les variations des déplacements chimiques entre le spectre de l’échantillon et 

celui du composé de référence (Zhang et al., 2004) sont faibles puisqu’elles sont 

inférieures ou égales à 0,09 ppm pour les deux-tiers des signaux et comprises 

entre 0,11 et 0,21 ppm pour le tiers restant. Il s’agit notamment des carbones 

C2 et C17 qui sont en position α de la fonction hydroxyle et en position α de la 

fonction aldéhyde respectivement. Comme énoncé précédemment, ces 

variations ne sont pas surprenantes ;  

- Seules quatre superpositions de signaux ont été relevées entre l’ursolaldéhyde 

et l’oléanaldéhyde malgré la similitude de structure entre les deux isomères. 

L’identification par RMN 13C à partir des données de la littérature est donc 

effectuée sans aucune ambiguïté.  

L’extraction à l’hexane de feuilles d’I. aquifolium poussant en Corse suivie de deux 

chromatographies sur colonne ouverte de silice successives a donc permis d’identifier 

plusieurs triterpènes dont deux supplémentaires à partir des données spectrales issues 

de la littérature. Il s’agit d’esters d’α-amyrine, d’esters de β-amyrine, de l’α-amyrine, de la 

β-amyrine, du lupéol, du β-sitostérol, de la bétuline, de l’érythrodiol, de l’uvaol, de 

l’ursolaldéhyde et de l’oléanaldéhyde. Les déplacements chimiques de ces deux dernières 

molécules en mélange, enregistrés sur notre appareil, ont été référencés dans la 

bibliothèque de spectres « Triterpènes » du laboratoire contribuant ainsi à son 

enrichissement. La présence de ces deux aldéhydes triterpéniques dans des extraits de 

feuilles d’I. aquifolium avait déjà été reportée dans des feuilles de houx commun 

provenant des Pays-Bas (Van Genderen et Jaarsma, 1990). 
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Tableau 1. Structure et déplacements chimiques de l’ursolaldéhyde (UAl) et de 
l’oléanaldéhyde (OAl) 

                    
Ursolaldéhyde (UAl)     Oléanaldéhyde (OAl) 

 
δ UAl 

(ppm) 
δlitt UAl 
(ppm) 

 
│Δδ│ 

δ OAl 
(ppm) 

δlitt OAl 
(ppm) 

 
│Δδ│ 

C1 38,70 38,7 0,00 39,39 39,4 0,01 
C2 27,23 27,3 0,07 26,89 27,1 0,21 
C3 79,03 79,0 0,03 79,03 79,0 0,03 
C4 38,75 38,8 0,05 38,70 38,7 0,00 
C5 55,22 55,2 0,02 55,22 55,1 0,12 
C6 18,28 18,4 0,12 18,28 18,2 0,08 
C7 31,88 32,0 0,12 33,17 33,1 0,07 
C8 39,82 39,9 0,08 40,42 40,3 0,12 
C9 47,57 47,6 0,03 49,10 49,1 0,00 

C10 36,95 37,0 0,05 37,01 36,9 0,11 
C11 23,24 23,3 0,06 23,43 23,4 0,03 
C12 126,21 126,1 0,11 123,26 123,2 0,06 
C13 137,80 137,7 0,10 142,99 142,9 0,09 
C14 42,17 42,2 0,03 41,71 41,6 0,11 
C15 28,15 28,2 0,05 27,75 27,7 0,05 
C16 23,31 23,4 0,09 22,12 22,0 0,12 
C17 50,16 50,2 0,04 47,57 47,4 0,17 
C18 52,63 52,6 0,03 45,61 45,5 0,11 
C19 39,00 39,0 0,00 45,85 46,0 0,15 
C20 38,82 38,9 0,08 30,65 30,6 0,05 
C21 30,19 30,2 0,01 33,12 33,1 0,02 
C22 33,11 33,2 0,09 28,10 28,1 0,00 
C23 29,71 29,8 0,09 32,76 32,7 0,06 
C24 15,63 15,7 0,07 16,93 17,0 0,07 
C25 15,52 15,6 0,08 15,35 15,3 0,05 
C26 17,22 17,3 0,08 17,03 17,2 0,17 
C27 23,24 23,3 0,06 26,75 26,7 0,05 
C28 207,49 207,3 0,19 207,56 207,7 0,14 
C29 16,67 16,7 0,03 32,78 32,7 0,08 
C30 21,08 21,2 0,12 23,55 23,6 0,05 

Notes: δ UAl et δ OAl, déplacements chimiques observés respectivement pour l’ursolaldéhyde sur le spectre de 
la sous-fraction H6.3 et pour l’oléanaldéhyde sur le spectre de la sous-fraction H6.2 ; δlitt UAl et δlitt OAl, 
déplacements chimiques décrits dans la littérature respectivement pour l’ursolaldéhyde (Kim et al., 2005) et 
l’oléanaldéhyde (Zhang et al., 2004). Nous avons comparé les chiffres au dixième de ppm près et au centième 
de ppm bien que ce ne soit pas mathématiquement correct pour donner un ordre de grandeur. 
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II.2.2. EXTRAIT AU DICHLOROMETHANE DE FEUILLES DE HOUX 

Les feuilles résiduelles ont été extraites à nouveau à l’aide d’un appareil Soxhlet 

avec 600 mL de dichlorométhane pendant 5 h. Suite à l’évaporation du solvant, un extrait 

de 2,281 g a été obtenu (rendement de 2,3 % par rapport à la masse sèche initiale de 

végétal). 

  

Figure 10. Schéma de la chromatographie de l’extrait au dichlorométhane de feuilles d’I. 

aquifolium 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Feuilles d’Ilex aquifolium (98 g) 

1. Cryobroyage  
2. Extraction Soxhlet hexane, 17 h, 600 mL 
3. Evaporation 

Extrait Hexane  
1,836 g 

H1 à H12  

Feuilles 

résiduelles 

1. Extraction Soxhlet DCM, 5 h, 600 mL 
2. Evaporation 

Extrait DCM  
2,281 g 

Chromatographie sur colonne de silice  

type « fine » ;  
gradient pentane/oxyde de diéthyle  
(83,9 mg de la fraction H6) 

H6.1 à H6.7 

D1  
215,0 mg 

D2  
50,0 mg 

D3  
16,0 mg 

D4 
69,1 mg 

D5 
36,0 mg 

D6  
132,7 mg 

D7 
129,3 mg 

D8 
107,9 mg 

D9 
61,9 mg 

Chromatographie sur colonne de silice type « flash » ;  

gradient pentane/oxyde de diéthyle 

(1,076 g d’extrait au DCM) 

98/2 92/8  80/20 50/50  50/50 0/100 0/100 0/100 0/100 

Chromatographie sur colonne de silice type « fine » ;  

gradient pentane/oxyde de diéthyle 
(78,4 mg de la fraction D6) 

Chromatographie sur colonne de silice type « flash » ;  

gradient pentane/oxyde de diéthyle                           

(0,997 g d’extrait à l’hexane) 

D6.1 
4,3 mg 

D6.2 
6,2 mg 

D6.3  
15,7 mg 

D6.4  
9,6 mg 

D6.5 
9,4 mg 

D6.6 
0,8 mg 

75/25 75/25 75/25 20/80 20/80 0/100 

Feuilles 

résiduelles 
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II.2.2.1. Analyse qualitative de l’extrait  

Dans un premier temps, nous avons enregistré le spectre de RMN 13C de l’extrait 

au dichlorométhane dans le CDCl3 (Annexe 3). L’interrogation de la bibliothèque de 

spectres « Triterpènes » du laboratoire a permis d’identifier les esters d’amyrines 

(isomères α et β) et l’acide oléanolique (Figure 11). Malgré la similitude de structure 

entre ces molécules, le nombre de superpositions de signaux sur le spectre RMN 13C de 

l’extrait reste limité et permet donc une identification sans ambiguïté. 

 

Figure 11. Structure de l’acide oléanolique 

 

Acide oléanolique 

 

Cependant, le CDCl3 ne permettant pas de dissoudre la totalité de l’extrait au 

dichlorométhane, nous avons donc enregistré le spectre de RMN 13C de ce même extrait 

en utilisant un solvant plus polaire : le diméthylsulfoxyde deutéré (DMSO-d6) (Annexe 4). 

Afin de confirmer l’identification de l’acide oléanolique dans le DMSO-d6, nous nous 

sommes procurés un échantillon commercial de ce composé et nous avons enregistré son 

spectre dans le même solvant. Les données spectrales du produit pur et celles relevées 

sur le spectre de l’extrait coïncident parfaitement, confirmant ainsi l’identification de 

cette molécule. Les déplacements chimiques de l’acide oléanolique dans le DMSO-d6 

enregistrés sur notre spectromètre ont alors été référencés dans la bibliothèque de 

spectres « Triterpènes » du laboratoire.  
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Parallèlement, sur le spectre de RMN 13C de l’extrait dichlorométhanique 

enregistré dans le DMSO-d6, nous observons une série de 30 raies de résonance de fortes 

intensités (nettement supérieures à celles de l’acide oléanolique) qui n’avait pas été 

repérée sur le spectre obtenu dans le CDCl3. Il s’agit du composé majoritaire de l’extrait. 

Ce dernier est absent des bibliothèques de spectres issues de la littérature et propres au 

laboratoire. Cependant, un tiers de ses signaux sont superposés à ceux de l’acide 

oléanolique. Cette observation, associée à l’examen du spectre de la séquence DEPT, nous 

oriente vers un triterpène présentant une fonction acide (178,11 ppm) et de structure 

similaire à celle de l’α-amyrine (raies de résonance caractéristiques : C, 139,62 ppm / CH, 

124,46 ppm / CH, 79,08 ppm / CH, 59,11 ppm / CH, 55,23 ppm/ CH3, 21,41 ppm / CH3, 

17,49 ppm).  

Afin d’identifier cette molécule, nous avons cherché à la concentrer, voire à la 

purifier. Nous avons donc mis en œuvre une chromatographie sur colonne ouverte de 

silice de type « flash » (silice 63 - 200 μm ; 60 Å ; 25 g) à partir de 1,076 g d’extrait au 

dichlorométhane de feuilles d’I. aquifolium. Neuf fractions ont été éluées (D1 à D9), avec 

un gradient pentane/oxyde de diéthyle (Figure 10). L’examen des spectres RMN 13C 

(enregistrés dans le CDCl3) des fractions les moins polaires D1 à D3, nous a permis de 

confirmer l’identification des esters d’α- et β-amyrine précédemment décrits. Par ailleurs, 

au sein des fractions D4 et D5, l’interrogation de la bibliothèque de spectres « Triterpènes » 

du laboratoire nous a permis d’identifier, à côté de l’acide oléanolique, le β-sitostérol, dont 

les signaux n’avaient pas été repérés sur le spectre de l’extrait brut. 

Les quatre fractions suivantes (i.e. D6 - D9) n’étant pas solubles dans le CDCl3, nous 

avons utilisé une nouvelle fois le DMSO-d6 pour l’enregistrement des spectres RMN 13C 

respectifs. Ainsi, sur les spectres des fractions D6 et D7, nous repérons tous les signaux de 

l’acide oléanolique à côté de ceux du second triterpène acide, les deux composés étant 

manifestement présents dans des proportions voisines. L’examen des spectres des 

fractions D8 et D9, dans lesquels les signaux de l’acide oléanolique sont soit absents soit 

très peu intenses, nous permet d’identifier le second triterpène acide à partir notamment 

des données spectrales issues de la littérature enregistrées dans le DMSO-d6 (Silva et al., 

2008). Il s’agit d’un isomère de l’acide oléanolique : l’acide ursolique (Tableau 2). Pour 

ce dernier, qui a donc été quasiment purifié, tous les signaux attendus ont été observés. 

Les variations des déplacements chimiques entre le spectre du mélange et celui du 
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composé de référence issu de la littérature sont acceptables puisqu’elles sont globalement 

comprises entre 0,07 et 0,18 ppm. Des variations de déplacements chimiques plus 

importantes sont observées uniquement pour les carbones C7 et C9 bien que ces derniers 

ne soient pas proches d’une fonction (groupement hydroxyle ou acide). Ainsi, afin de lever 

toute ambiguïté et de repérer avec certitude l’ensemble des déplacements chimiques de 

l’acide ursolique dans le DMSO-d6, nous nous sommes procurés un échantillon 

commercial de ce composé et nous avons enregistré son spectre RMN 13C. Les valeurs des 

déplacements chimiques du produit pur correspondent parfaitement à celles observées 

dans la fraction D9 (Tableau 2). L’identification de l’acide ursolique et de l’acide 

oléanolique dans des extraits de feuilles de houx (I. aquifolium) avait déjà été 

préalablement reportée dans la littérature (Schindler et Herb, 1955 ; Catalano et al., 1978; 

Alikaridis, 1987 ; Van Genderen et Jaarsma, 1990). 

L’acide ursolique et l’acide oléanolique font partie des triterpènes les plus 

fréquemment rencontrés dans les plantes et ont fait l’objet de nombreux travaux. Des 

études réalisées sur l’acide oléanolique ont mis en évidence ses activités antioxydante, 

anti-inflammatoire, anticancéreuse, anti-hépatotoxique, antibactérienne, antifongique, 

hépatoprotectrice, antitumorale et anti-hyperglycémiante (Liu, 1995 ; Ikeda et al., 2008 ; 

Fontanay et al., 2008). 
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Tableau 2. Structure et déplacements chimiques de l’acide ursolique (UA) 

 

 

 

 δ UA (ppm) δ UAc (ppm) │Δδ│ 
C1 38,10 38,11 0,01 
C2 26,86 26,86 0,00 
C3 76,70 76,70 0,00 
C4 38,25 38,24 0,01 
C5 54,64 54,65 0,01 
C6 17,87 17,87 0,00 
C7 30,05 30,06 0,01 
C8 39,01 38,97 0,04 
C9 46,70 46,69 0,01 

C10 36,40 36,39 0,01 
C11 23,67 23,68 0,01 
C12 124,45 124,44 0,01 
C13 138,07 138,05 0,02 
C14 41,52 41,51 0,01 
C15 32,57 32,57 0,00 
C16 22,72 22,72 0,00 
C17 46,88 46,89 0,01 
C18 52,25 52,24 0,01 
C19 38,37 38,37 0,00 
C20 38,30 38,31 0,01 
C21 27,41 27,41 0,00 
C22 36,19 36,18 0,01 
C23 28,13 28,13 0,00 
C24 16,80 16,78 0,02 
C25 15,96 15,94 0,02 
C26 15,10 15,09 0,01 
C27 23,14 23,14 0,00 
C28 178,16 178,14 0,02 
C29 16,89 16,88 0,01 
C30 20,95 20,94 0,01 

Notes: δUA, déplacements chimiques de l’acide ursolique observés dans la sous-fraction D9 (DMSO-d6); δUAC, 
déplacements chimiques de l’acide ursolique dans l’échantillon commercial. 
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L’acide ursolique, pour sa part, est connu pour présenter des propriétés 

intéressantes et tout à fait valorisables dans des domaines variés et notamment ceux de 

l’oncologie, de la microbiologie et de la cosmétique. Par exemple, ce composé possède une 

activité antirides similaire aux rétinoïdes (Both et al., 2002). Il possède également des 

activités anti-inflammatoire, antibactérienne, anti-tumorale, hépatoprotectrice, 

anticancéreuse, antileucémique, antimutagène, antioxydante, antipyrétique, 

antidiabétique, anti-hypertension et antivirale (Liu, 1995 ; Shen et al., 2003 ; Fontanay et 

al., 2008 ; Ikeda et al., 2008 ; Sultana, 2011 ; Checker et al., 2012). Ainsi, compte-tenu du 

large spectre d’activités biologiques de l’acide ursolique, plusieurs méthodes de 

quantification de cet acide dans diverses matrices végétales ont été décrites dans la 

littérature. A titre d’exemple, l’acide ursolique peut être quantifié en utilisant des 

techniques analytiques souvent coûteuses en temps : Chromatographie Liquide Haute 

Performance (CLHP) en phase inverse, CLHP couplée à la spectrométrie de masse, CPG-

SM après dérivatisation (Sultana, 2011). Nous nous sommes donc proposés de mettre au 

point une séquence de quantification très rapide et fiable de l’acide ursolique en mélange 

par RMN 1H, cette méthode étant également extrapolable à l’acide oléanolique. 

 

II.2.2.2. Analyse quantitative de l’extrait  

D’une manière générale, quelle que soit la technique utilisée, la quantification d’un 

composé au sein d’un mélange nécessite la comparaison des signaux de ce composé avec 

ceux d’une référence interne (étalonnage interne) ou l’utilisation de droites d’étalonnage 

(étalonnage externe). L’utilisation de la méthode par étalonnage interne par RMN 

nécessite d’obtenir une réponse homogène des noyaux des composés et de la référence 

interne. Il est alors possible de quantifier chacun des constituants identifiés dans un 

mélange par intégration de leurs signaux, puisque la valeur de l’aire est directement 

proportionnelle au nombre de noyaux qui résonnent (Günther, 1994). Deux facteurs sont 

responsables de la réponse (uniforme ou non) des noyaux. Il s’agit des temps de relaxation 

longitudinale (T1) des carbones ou protons et des variations d’Effet Overhauser Nucléaire 

(effet NOE) entre les carbones ou protons des composés à doser et ceux de la référence 

interne. Diverses méthodes ont été développées pour quantifier les constituants de 

mélanges par RMN :  
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- Un angle d’impulsion de 90° combiné à un délai d’attente entre deux impulsions 

successives d’au moins cinq fois le T1 le plus long permet d’obtenir un rapport 

Signal/Bruit (S/B) maximum et la relaxation totale de tous les noyaux. 

L’application simultanée de ces paramètres est reconnue comme étant la 

séquence standard de quantification par RMN (Günther, 1994) ; 

- La quantification par RMN peut également être réalisée en mettant en œuvre 

une série rapide d’impulsions courtes dans la mesure où la diminution de 

l’angle d’impulsion diminue les différences d’aimantation restaurée entre des 

noyaux dont les T1 sont différents (Kalinowski et al., 1991). L’utilisation de 

petits angles d’impulsion présente l’avantage de pouvoir diminuer le délai 

entre deux impulsions successives et donc le temps d’analyse. Cependant, la 

diminution de l’angle d’impulsion s’accompagne systématiquement d’une 

baisse du rapport S/B ; 

- L’utilisation d’une méthode intermédiaire aux deux précédentes, constitue une 

bonne approche de l’analyse quantitative d’un mélange complexe contenant 

des noyaux de T1 différents (Brekke et Kvalheim, 1996). Cette approche a été 

privilégiée au sein du laboratoire de l’équipe « Chimie et Biomasse » depuis 

plusieurs années, notamment pour le dosage par RMN 13C des diterpènes 

(Rezzi et al., 2002), des triterpènes (Nam et al., 2017) et des taxanes (Paoli et 

al., 2013). Cette méthodologie a également été utilisée en RMN 1H pour 

quantifier des mono et sesquiterpènes d’intérêt dans des huiles essentielles 

(Paoli, 2011). 

Afin de quantifier de la manière la plus rapide et la plus juste possible l’acide 

ursolique et l’acide oléanolique dans l’extrait dichlorométhanique de feuilles d’I. 

aquifolium, nous avons privilégié la troisième approche en utilisant la RMN 1H et en 

utilisant l’acide ursolique comme molécule modèle et le DMSO-d6 comme solvant. Dans le 

but de déterminer les paramètres de la séquence impulsionnelle, lors de l’enregistrement 

d’un spectre RMN 1H, nous avons d’abord mesuré les valeurs de T1 des protons de l’acide 

ursolique (produit commercial) par la technique d’inversion-récupération. Nous avons 

sélectionné le proton éthylénique porté par le carbone C12 (triplet,  = 5,12 ppm,                

T1= 0,1 s) (Figure 13). Comme nous l’avons expliqué précédemment, la quantification 

nécessite en général l’utilisation d’une référence interne. Nous avons choisi l’anisole 
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(méthoxybenzène) car le signal des protons de la fonction méthoxy notamment (singulet 

à 3,73 ppm) et ceux des protons aromatiques (6,87 ppm ; 6,91 ppm ; 7,27 ppm), ne 

présentent pas de superpositions ni de chevauchements avec les triplets du proton 

éthylénique des deux acides. De plus, la valeur du T1 des protons de l’anisole (0,7 s dans 

le DMSO-d6), est comparable à celle du proton éthylénique de l’acide ursolique. Cette 

référence interne avait déjà été utilisée au laboratoire dans les travaux de doctorat de 

Paoli (2011). Ainsi, nous avons mis au point une séquence classique de quantification dont 

l’angle d’impulsion α était 30°, un délai de relaxation d’1,0 s et un temps d’acquisition de 

2,56 s (32 K).  

Afin de valider la méthode, nous avons d’abord testé la justesse de notre procédure 

quantitative (Tableau 3) en comparant les quantités pesées d'acide ursolique pur, dilué 

dans 0,5 mL de DMSO-d6, de (1,4 à 30,9 mg) avec celles déterminées par RMN 1H (mC). 

Pour réaliser le calcul quantitatif (formule [1]), nous avons pris en compte l’aire du signal 

correspondant au proton sélectionné (AC, triplet  = 5,12 ppm), non superposé et 

parfaitement résolu et l’aire du signal (AA ; singulet ; 3,73 ppm) des trois protons de la 

fonction méthoxy de l’anisole. Les erreurs relatives entre les masses pesées et les masses 

calculées sont comprises entre -1,0 % et 1,7 % indiquant une très bonne justesse des 

mesures. 

 

 

𝑚𝐶 =
3 × 𝐴𝐶 × 𝑀𝐶 × 𝑚𝐴 × 𝑃𝐴

𝑛 × 𝐴𝐴 × 𝑀𝐴 × 𝑃𝐶
 formule [1] 

Notes : L’aire du signal de l’anisole (AA) est fixée et égale à 1,0000 dans toutes les expériences ; le facteur 3 est 
dû à l’intégration des 3 protons de la fonction méthoxy de l’anisole nécessaire pour quantifier le composé 
sélectionné; mC : masse calculée (en mg) ; AC :aire du signal correspondant au proton sélectionné ; MC : masse 
molaire (en g.mol-1) du composé sélectionné ; mA : quantité d’anisole soit 11,0 mg ; n : nombre de proton(s) 
intégré(s) du composé sélectionné ; MA : masse molaire de l’anisole (108 g.mol-1) ; PA et PC : pureté de l’anisole 
(0,99) et du composé (0,95 pour l’UA). 
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Tableau 3. Justesse des mesures d’acide ursolique (UA) par RMN 

Essai  

 
Aire UA  

Masse 

pesée (mg) 

Masse 

calculée 

(mg) 

ER % 

1 0,0857 1,4 1,4 0,0 

2 0,3782 5,9 6,0 1,7 

3 0,6187 9,8 9,8 0,0 

4 1,3006 20,8 20,6 -1,0 

5 1,9297 30,9 30,6 -1,0 

Notes : L’aire du signal de l’anisole (AA) est fixée et égale à 1,0000 ; masse d’anisole (mA) = 1,2 mg ; Aire UA : 
Aire du signal sélectionné de l’UA à 5,12 ppm ; masse calculée, selon la Formule (1) ; ER : erreur relative dans 
toutes les expériences.  

 

 

Nous avons ensuite tracé la droite d’étalonnage de l’acide ursolique (Figure 12) 

en exprimant la masse calculée (mC) en fonction de la quantité pesée. Nous avons observé 

une très bonne linéarité des mesures puisque R² = 0,99998.  

 

Figure 12. Linéarité de la méthode de quantification de l'acide ursolique par RMN 1H 
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Enfin, dans le but de déterminer la précision de la méthode, nous avons enregistré 

3 fois le spectre de l’échantillon contenant 20,8 mg de produit et calculé la répétabilité. 

Nous avons ensuite calculé les erreurs relatives entre les masses calculées et la quantité 

pesée. Une moyenne de 20,7 mg associée à un écart-type de 0,1 mg (soit 0,5 %) atteste 

d’une bonne précision des mesures (Tableau 4).  

 

Tableau 4. Précision des mesures d’acide ursolique (UA) par RMN 
 Test 1 Test 2 Test 3 

Masse d’UA pesée (mg) 20,8 20,8 20,8 

Aire UA 1,3006 1,3151 1,3077 

Masse calculée d’UA (mg) 20,6 20,8 20,7 

ER (%) -1,0 0,0 -0,5 

Notes : Aire UA, l’aire du signal du proton éthylénique de l’UA par rapport à celle des protons méthoxy de 
l’anisole fixée à 1,0000 dans tous les essais ; ER, erreur relative. 

 

 

La méthode de quantification directe par RMN 1H décrite précédemment étant 

validée, nous avons calculé, au sein des spectres enregistrés, les limites de détection 

(LOD) et de quantification (LOQ). Les valeurs mesurées (i.e. LOD = 0,14 mg ; LOQ =          

2,37 mg) nous permettent d’appliquer notre séquence de quantification pour doser l’acide 

ursolique et l’acide oléanolique au sein de l’extrait non fractionné au dichlorométhane de 

feuilles d’I. aquifolium. Sur le spectre RMN 1H de l’extrait enregistré dans les conditions 

quantitatives, les signaux correspondant aux protons éthyléniques respectifs des deux 

molécules sont parfaitement résolus et ne sont pas superposés malgré la similitude des 

structures (Figure 13). 
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L’acide ursolique est le composé largement majoritaire de l’extrait (55,3 %) suivi 

de l’acide oléanolique (20,8 %) (Tableau 5). Par extrapolation, les feuilles de houx 

étudiées sont composées notamment de 1,3 % d’acide ursolique et de 0,5 % d’acide 

oléanolique. 

 

Tableau 5. Quantification de l’acide ursolique et de l’acide oléanolique dans 
l’extrait de feuilles au dichlorométhane 

Acide ursolique Acide oléanolique Anisole 

AUA 0,4380 AOA 0,1658 AA 1,0000 

mUA (mg) 8,7 mOA (mg) 3,3 mA (mg) 1,5  

MUA (g.mol−1) 456  MOA (g.mol−1) 456 MA (g.mol−1) 108  

Teneur UA (%) 55,3 Teneur OA (%) 20,8 - - 
Notes : Masse de l’extrait= 15,9 mg ; AA : aire du signal du groupe méthoxy de l’anisole ; mA : masse d’anisole ; 
pureté de l’anisole : 0,99 ; MUA : masse moléculaire de l’UA et de l’OA, respectivement ; MA : masse moléculaire 
de l’anisole ; AUA et AOA : aire du signal appartenant au groupe éthylénique de l’UA (5,12 ppm) et de l’OA                 
(5,15 ppm), respectivement ; mUA et mOA : masse calculée (mg) d’UA et OA, respectivement, selon la formule (1). 
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Figure 13. Spectre RMN 1H de l'extrait de feuilles d'Ilex aquifolium au dichlorométhane  
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A titre de comparaison, l’acide ursolique est notamment présent jusqu’à 0,11 % 

dans les cranberries (Kondo, 2006), 0,19 % dans les baies sèches d’argousier (Grey et al., 

2010), 0,26 % dans le fleurs sèches du néflier du Japon (Zhou et al., 2007), de 0,15 % à 

0,70 % dans les pelures de pommes (équivalent à 0,01 % à 0,02 % environ dans le fruit) 

(Ma et al., 2005a ; He et Liu, 2007 ; Yamaguchi et al., 2008 ; Frighetto et al., 2008), 0,26 % 

dans les feuilles d’I. paraguariensis (Gnoatto et al., 2008). L’acide ursolique avait déjà été 

quantifié dans les feuilles d’I. aquifolium à des teneurs de 3,34 % mais il s’agit d’une 

quantification relative réalisée par chromatographie en phase gazeuse et dont le 

protocole est peu détaillé par les auteurs (Catalano et al., 1978). Nous pouvons donc 

conclure que, les feuilles de houx de Corse sont une source importante d’acide ursolique.  

Cette étude portant sur l’identification et la quantification des constituants des 

extraits à l’hexane et au dichlorométhane de feuilles d’I. aquifolium a fait l’objet d’une 

publication en 2019 parue dans le journal Molecules (Palu et al., 2019). 

L’extraction au Soxhlet, au dichlorométhane, de feuilles d’I. aquifolium, suivie d’une 

chromatographie sur colonne ouverte de silice, nous a permis d’identifier l’acide 

ursolique à partir des données spectrales de la littérature et l’acide oléanolique grâce aux 

données du laboratoire. Au vu des applications potentielles de ces deux acides 

triterpéniques, nous avons mis au point et validé une méthode de quantification par RMN 

1H en mélange très rapide et fiable. Cette méthode a été appliquée avec succès à l’extrait 

au dichlorométhane de feuilles de houx. 

 Compte-tenu des données de la littérature (paragraphe II.I), certains des 

triterpènes présents dans les extraits de feuilles du houx commun étudié présentent un 

potentiel valorisable dans le domaine de la microbiologie. Nous avons déterminé l’activité 

antibactérienne des extraits et de leurs composés majoritaires.  

 

II.2.3. ACTIVITES ANTIBACTERIENNES  

La partie suivante de notre travail avait pour but d’évaluer l’activité 

antibactérienne des extraits de feuilles d’I. aquifolium, de produits purifiés (fractions de 

chromatographie) et celle de composés purs commerciaux afin d’évaluer une éventuelle 
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relation structure-activité. Ce travail a été réalisé en collaboration avec le laboratoire de 

« Biochimie et Biologie Moléculaire du Végétal » de l’Université de Corse.  

En plus des deux extraits à l’hexane et au dichlorométhane (échantillons 1 et 2 

respectivement), nous avons sélectionné six fractions de chromatographie (échantillons 

3 à 8), en fonction de leur composition chimique, afin de mesurer une éventuelle activité 

antibactérienne (Figure 42). Nous avons également testé 4 triterpènes purs 

commerciaux (échantillons 10 à 12) préalablement identifiés dans les extraits et fractions 

(Tableau 6). Parallèlement, nous avons mis en œuvre une chromatographie sur colonne 

ouverte de silice (5 g de granulométrie 35 – 70 μm) dite « fine » en utilisant un gradient 

pentane/oxyde de diéthyle sur la fraction de chromatographie D6 (Figure 10). Cette 

séparation a notamment permis la purification de l’acide ursolique dans la fraction D6.3 

qui constitue l’échantillon 8 dans les tests réalisés. 

Nous avons alors déterminé le potentiel de ces 12 échantillons à inhiber des 

souches bactériennes. Pour y parvenir, nous avons sélectionné trois bactéries à Gram 

négatif (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter aerogenes) ainsi que trois 

bactéries à Gram positif (Staphyloccocus aureus, Staphyloccocus epidermidis et Bacillus 

cereus). Les résultats obtenus ont été comparés avec ceux mesurés avec un antibiotique 

de référence (chloramphénicol). Afin de mesurer le potentiel d’inhibition des 12 

échantillons sélectionnés, nous avons procédé à des tests de détermination de la 

Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) sur la sélection des souches bactériennes citées 

ci-dessus (Tableau 6). Ces tests ont été réalisés par la technique de micro-dilution. 
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Tableau 6. Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) en mg.L-1 des douze échantillons 

sélectionnés sur des bactéries à Gram+ et à Gram- 

 Gram négatif Gram positif 

 E. coli P. aeruginosa E. aerogenes S. aureus S. epidermidis B. cereus 

1 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 

2 > 1024 > 1024 > 1024 8 32 4 

3 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 

4 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 1024 

5 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 256 

6 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 

7 > 1024 > 1024 > 1024 32 32 32 

8 > 1024 > 1024 > 1024 32 32 32 

9 > 1024 > 1024 > 1024 4 4 4 

10 > 1024 > 1024 > 1024 8 8 4 

11 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 

12 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 

Chloramphénicol 0,25 64 2 4 2 2 

Notes : Correspondance des échantillons, 1=extrait de feuilles d’I. aquifolium à l’hexane ; 2= extrait de feuilles 
d’I. aquifolium au dichlorométhane ; 3=Fraction H4 ; 4=Fraction H5 ; 5= Fraction H7 ; 6=Sous-fraction H6.3 ; 
7=Fraction D8 ; 8=Sous-fraction D6.3 ; 9=Acide ursolique commercial ; 10=Acide oléanolique commercial ; 11=α-
amyrine commercial ; 12=Uvaol commercial. 

 

Les résultats obtenus montrent que les bactéries à Gram négatif ne sont pas 

sensibles aux divers échantillons testés (extraits, fractions de chromatographie et 

molécules pures). En effet, les CMI calculées pour l’ensemble des douze échantillons sont 

toutes supérieures à 1024 mg.L-1. Ce type de bactéries est connu pour être relativement 

peu sensible aux produits toxiques naturels à cause de la structure de leur paroi 

constituée d’une double membrane plus difficile à traverser que celle des bactéries à Gram 

positif qui ne possèdent qu’une seule membrane biologique (bicouche lipidique) entourée 

par un peptidoglycane épais.  

En ce qui concerne les tests réalisés sur les bactéries à Gram positif, sept 

échantillons sur douze n’ont montré aucune activité (CMI supérieures ou égales à          

1024 mg.L-1) (Tableau 6). Il s’agit des échantillons 1 (extrait à l’hexane), 3, 4, 6 (fraction 

de chromatographie H4, H5, H6.3 respectivement), 11 et 12 (produits purs : α-amyrine et 

uvaol). On note toutefois une activité modérée de l’échantillon 5 (H7) vis-à-vis de la 
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bactérie B. cereus (256 mg.L-1). En revanche, une activité antibactérienne a été mesurée 

pour les échantillons 2 et 7 à 10 concernant les trois bactéries à Gram positif (4 -                     

32 mg.L-1). La souche la plus sensible, c’est-à-dire celle sur laquelle les produits 

présentent la CMI la plus faible, est B. cereus. En effet, sur les 5 échantillons, trois CMI sont 

égales à 4 mg.L-1 et deux à 32 mg.L-1. Quant à la souche la plus résistante, S. epidermidis, 

trois CMI sont égales à 32 mg.L-1, une à 8 mg.L-1 et une à 4 mg.L-1. Nous avons vu 

précédemment (paragraphe II.2.2.2.) que les composés majoritaires de l’extrait au 

dichlorométhane (échantillon 2) étaient l’acide ursolique (55,3 %) et l’acide oléanolique 

(20,8 %). Les fractions de chromatographie D8 (échantillon 7, acide ursolique / acide 

oléanolique 50/50) et D6.3 (échantillon 8, acide ursolique quasiment pur) montrent une 

activité similaire à celle de l’extrait au dichlorométhane (échantillon 2). Nous pouvons 

donc conclure que ces deux triterpènes acides sont responsables de l’activité 

antimicrobienne de l’extrait, ceci étant confirmé par les résultats positifs obtenus pour les 

échantillons 9 et 10 (tests réalisés sur les molécules commerciales pures). Les 

échantillons 9 et 10 ont une activité semblable à celle du chloramphénicol. La structure 

chimique d’une molécule est connue pour avoir un impact sur son activité biologique de 

par les interactions qu’elle peut générer avec sa cible d’action. Dans le but de mettre en 

évidence une éventuelle relation structure-activité, nous avons donc comparé, en utilisant 

les mêmes bactéries que précédemment, les activités de l’acide ursolique (échantillon 9), 

de l’acide oléanolique (échantillon 10) et de trois molécules structuralement proches : 

ursolaldéhyde, α-amyrine et uvaol, (échantillons 6, 11 et 12) (Figure 14). 
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Figure 14. Squelettes de triterpènes : relation structure-activité 

 
 

 
 

      acide oléanolique 

 

 

 

        

 

 

Pour commencer, nous constatons que l’acide ursolique (échantillon 9) et l’acide 

oléanolique (échantillon 10) ont des activités antimicrobiennes semblables, ce qui 

indique que la position des méthyles en C29 et C30 (respectivement portés par deux 

carbones voisins ou géminés) (Figure 14 ; Tableau 6) n’a pas d’influence. En revanche, 

pour l’α-amyrine (échantillon 11), l’uvaol (échantillon 12) et l’ursolaldéhyde (échantillon 

6), nous notons une perte d’activité. En conséquence, le remplacement de la fonction acide 

en position C28 (acides ursolique et oléanolique) respectivement par un groupement 

méthyle, un alcool primaire (-CH2-OH) ou encore un aldéhyde est responsable de la perte 

d’activité.  

Ainsi, il ressort de ces résultats que les amyrines et leurs esters d’acides gras 

présents dans l’extrait brut à l’hexane et les fractions H4, H5 et H7, ne sont pas actifs sur 

les souches bactériennes. Ce résultat est en accord avec ceux reportés par Diaz-Ruiz et al. 

 

acide ursolique  

 

R1 R2 Molécule CMI 

OH CH3 α-amyrine > 1024 

OH CH2OH uvaol > 1024 

OH COOH acide ursolique 4 

OH CHO ursolaldéhyde > 1024 

Chaîne 

carbonée 
CH3 ester d’α-amyrine > 1024 
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(2012), selon lesquels, les molécules sus-citées ne sont pas actives sur Streptococcus 

mutans, S. salivarius, S. sanguinis et S. oralis (CMI > 1 g/L). Par ailleurs, les acides ursolique 

et oléanolique sont les deux triterpènes responsables de l’activité antibactérienne sur les 

3 bactéries à Gram positif sélectionnées. Ces résultats vont dans le même sens que ceux 

décrits dans la littérature. En effet, à titre d’exemple, selon Catteau et al. (2017), les acides 

ursolique et oléanolique sont actifs sur la souche S. aureus (résistante à la méthicilline) à 

des CMI de 8 - 16 mg.L-1 et 32 - 128 mg.L-1 respectivement. 

Parallèlement, la composition chimique des baies d’I. aquifolium de Corse a fait 

l’objet d’une étude détaillée dans la partie suivante de ce chapitre (paragraphe II.3.).  

 

 

II.3. DETERMINATION DE LA COMPOSITION CHIMIQUE D’EXTRAITS 

DE BAIES D’ILEX AQUIFOLIUM DE CORSE 

 

II.3.1. EXTRAIT AU DICHLOROMETHANE DE BAIES DE HOUX 

Les baies d’Ilex aquifolium ont été récoltées en novembre 2017 dans la forêt 

communale d’Isolacciu di Fium’Orbu et stockées à -60 °C. Le végétal (734 g) a été broyé 

dans l’azote liquide. Dans le but d’éliminer d’éventuels composés à chaînes grasses, les 

fruits ont été, dans un premier temps, extraits à chaud à l’aide d’un appareil Soxhlet avec 

600 mL d’hexane pendant 48 h. Après évaporation de la solution hexanique, 2,018 g 

d’extrait ont été obtenus, soit un rendement de 0,3 % par rapport à la masse sèche de 

végétal.  

Le marc a été extrait suivant le même procédé avec 600 mL de dichlorométhane 

pendant 24 h. Suite à l’évaporation du solvant, un extrait de 1,078 g a été obtenu 

(rendement de 0,15 % par rapport à la masse sèche de végétal). L’extrait brut au 

dichlorométhane ainsi obtenu a été soumis à une analyse par RMN 13C (spectre enregistré 

dans le CDCl3 puis dans le DMSO-d6. L’interrogation des bibliothèques de spectres propres 

au laboratoire nous a permis d’identifier l’α-amyrine, l’acide oléanolique et l’acide 
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ursolique (également présents dans les feuilles). L’α-amyrine et l’acide ursolique avaient 

déjà été identifiés dans les baies d’Ilex aquifolium d’Allemagne (Thomas et Budzikiewicz, 

1980). En revanche, à notre connaissance, l’acide oléanolique n’est donc décrit que dans 

les baies de houx commun de Corse. 

Par ailleurs, sur le spectre RMN 13C de l’extrait au dichlorométhane, deux séries de 

raies de résonance ayant des intensités relativement importantes et des valeurs voisines 

sont restées non attribuées. La première série correspondant à la molécule majoritaire 

comprends les signaux suivants :  39,97 ppm, 66,79 ppm, 78,02 ppm, 111,60 ppm,     

120,03 ppm, 143,42 ppm, 162,84 ppm et un signal à 173,34 ppm indiquant la présence 

d’une fonction ester. La seconde série comprend les signaux : 37,24 ppm, 64,46 

ppm, 76,29 ppm, 112,66 ppm, 122,12 ppm, 137,24 ppm, 162,59 ppm et 173,38 ppm. 

L’ensemble de ces déplacements chimiques correspond manifestement à deux 

molécules isomères possédant une fonction ester. Afin d’aller plus avant dans la 

détermination de la composition chimique de l’extrait au dichlorométhane, nous avons 

soumis ce dernier à une chromatographie sur colonne ouverte de silice. 

Dans la suite de ce travail, nous décrirons uniquement les fractions de 

chromatographie qui ont permis l’identification de molécules supplémentaires. 

 

II.3.1.1. Chromatographie sur colonne de silice de type « flash » de l’extrait de baies 

au dichlorométhane  

Un échantillon de 871,5 mg d’extrait au dichlorométhane de baies d’I. aquifolium a 

été chromatographié sur colonne de silice de type « flash » (200-500 µm ; 60 Å ; 30 g) à 

l’aide de cinq solvants de polarité croissante (hexane, oxyde de diéthyle, dichlorométhane, 

acétate d’éthyle et méthanol). A l’issue de cette chromatographie, cinq fractions ont été 

obtenues (Figure 15).  
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Figure 15. Schéma de l’extraction et du fractionnement de l’extrait de baies d’Ilex 

aquifolium 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Notes : DCM, dichlorométhane ; EtOAc, acétate d’éthyle ; MeOH, méthanol ; Et2O, oxyde de diéthyle. 

  

Le spectre RMN 13C de la fraction obtenue au dichlorométhane (Figure 16), 

comporte essentiellement deux séries de huit signaux homogènes entre eux (proportions 

2:1) appartenant manifestement aux deux molécules isomères recherchées. Les signaux 

de la molécule majoritaire ont été différenciés à partir de la séquence DEPT135 (Annexe 

6) comme suit :  

- deux carbones sp2 quaternaires suggérant une fonction ester (δC = 162,77 ppm et 

δC = 173,28 ppm) ; 

- trois groupes méthines dont les carbones sont hybridés sp2 (δC = 143,34 ppm, δC = 

120,07 ppm, et δC = 111,65 ppm) ;  

- Deux groupes méthines reliés à un oxygène (δC = 66,82 ppm et δC = 77,97 ppm) ;  

- un méthylène (δC = 40,01 ppm). 

  L’interrogation des bibliothèques de spectres du laboratoire et de la littérature 

n’ayant fourni aucun résultat, la fraction au dichlorométhane a, par conséquent, été 

Extrait à l’hexane 

(2,018 g) 

Hexane 

16,7 mg 
Et2O  

593,9 mg 

DCM  

12,7 mg 

EtOAc  

83,7 mg 

MeOH 

135,9 mg 

E6  

19,3 mg 
E7  

60,2 mg 

E4  

47,5 mg 

E1  

6,3 mg 

E3  

20,4 mg 

E2  

18,8 mg 

E8  

74,8 mg 

E5  

67,7 mg 

E9  

69,3 mg 

E10  

81,8 mg 

Baies d’Ilex aquifolium (734,0 g ; N2 liq.)  

100/0 90/10 

E11  

8,1 mg 

75/25 50/50 65/35 25/75 0/100 

Extraction Soxhlet (hexane ; 600 mL ; 48h) 

Evaporation 

Extraction Soxhlet (DCM ; 600 mL ; 24h) 

Evaporation 

Chromatographie sur colonne de silice type « flash » 

30 g de silice 200-500 µm ; 871,5 mg d’extrait 

Chromatographie sur colonne de silice type « fine » 

16 g de silice 35-70  µm ; 520,8 mg de la fraction Et2O ; Gradient Pentane/ Et2O 

75/25 90/10 90/10 65/35 

Marc restant 

Extrait au DCM 

(1,078 g) 
Marc restant 



Chapitre II. Etude de la composition chimique d’extraits de feuilles et de baies d’Ilex aquifolium par RMN 13C 

77 
 

soumise à une série d’analyses supplémentaires par RMN 1D (1H), RMN 2D (HSQC, HMBC, 

COSY et NOESY) (Annexes 5-10) et CPG-SM (Figure 16 ; Tableau 7). Les données 

obtenues en SM (masse molaire : 152 g.mol-1) associées aux données RMN précédentes 

indiquent que la formule brute de la molécule recherchée est C8H8O3. Ce composé contient 

donc cinq centres d’insaturation. 

La corrélation relevée sur le spectre COSY entre le doublet à δH = 6,32 ppm (3Jcis = 

9,8 Hz ; δC = 143,34 ppm ; C3) et le doublet de doublets à δH = 6,58 ppm (3Jcis = 9,8 Hz et 

4J= 2,4 Hz ; δC = 120,07 ppm ; C2) indique la présence d’un système éthylénique (Tableau 

7). De plus, les valeurs des déplacements chimiques associées aux corrélations HMBC 

entre le singulet à δH = 5,83 ppm (δC = 111,65 ppm ; C7) et le signal du carbone quaternaire 

C1 (δC = 162,77 ppm) indiquent la présence d’un second système éthylénique, 

(trisubstitué) et vraisemblablement conjugué au groupe ester. Sur les cinq centres 

d’insaturation que possède le composé, trois correspondent à des doubles liaisons (deux 

liaisons C=C et une C=O), les deux restants se rapportent, par conséquent, à deux cycles. 

Ces données suggèrent donc la présence d’un ester bicyclique de type γ-lactone α,β-

insaturée. La structure partielle γ-lactone est confirmée par les corrélations HMBC entre 

le signal du proton à δH = 5,83 ppm (δC = 111,65 ppm ; C7) et ceux des carbones C8 (δC = 

173,28 ppm) et C1 (δC = 162,77 ppm) ainsi que la corrélation HMBC entre le signal du 

proton à δH = 4,88 ppm (δC = 77,97 ppm ; C6) et celui du carbone C1 (δC =162,77 ppm).  

Les corrélations observées sur le spectre COSY (Annexe 9) entre les protons 

portés par les carbones à δC2 = 120,07 ppm, δC3 = 143,34 ppm, δC4 = 66,82 ppm, δC5 =   

40,01 ppm et δC6 = 77,97 ppm indiquent l’enchaînement -HC=HC-(HO)HC-H2C-HC- qui 

forme un cycle cyclohexénique relié au cycle γ-lactone par les carbones C1 et C6 (Tableau 

7). Cette sous structure est d’ailleurs confirmée par les corrélations observées sur le 

spectre HMBC (Annexe 8) entre les protons du méthylène (H5) et les carbones C4 et C6, 

et entre le signal du proton H7 et celui du carbone C2.  

L’ensemble des données spectrales décrites précédemment conduisent à une 

molécule possédant un cycle γ-lactone α,β-insaturée et un second cycle à six carbones 

comportant une fonction alcool en position β d’une double liaison conjuguée à celle du 

premier cycle. Des recherches bibliographiques nous conduisent à l’identification de la 

ménisdaurilide, dont les valeurs en RMN 13C reportées par Otsuka et al. 
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(1993), correspondent globalement à celles relevées sur le spectre de la fraction au 

dichlorométhane (Tableau 7). D’après les auteurs, cette molécule possède une 

stéréochimie cis entre le groupement alcool et l’oxygène sp3 de la fonction ester du cycle 

lactone, ce qui est confirmé dans nos analyses RMN 2D par la corrélation entre les protons 

H4 et H6 sur le spectre NOESY (Annexe 10). 

 

Tableau 7. Structure et déplacements chimiques de la ménisdaurilide 

 

Ménisdaurilide 

n°C 
δC 

(ppm) 

δClitt 

(ppm) 

δH 

(multiplicité ; J (Hz)) 

HMBC 

(H→C) 
COSY NOESY 

1 162,77 163,3 - - - - 

2 120,07 119,8 
6,58 

(dd ; 9,8 ; 2,4) 

4 ; 6 3 ; 4 3 ; 4 ; 6 ; 7 

3 143,34 144,0 
6,32 

(large d ; 9,8) 

1 ; 2 ; 5 2 ; 4 ; 5 2 ; 4 ; 5 

4 66,82 66,7 
4,65 

(large m) 

2 2 ; 3 ; 5 2 ; 3 ; 5 ; 6 

5 40,01 39,9 

2,95 

(large dt ; 10,9 ; 5,1)  

 

1,68 

(dt ; 13,2 ; 10,9) 

1 ; 3 ; 4 ; 

6 

 

4 ; 6 

3 ; 4 ; 5 ; 

6 ; 7 

 

4 ; 5 ; 6 

3 ; 4 ; 5 ; 6 

 

 

3 ; 4 ; 5 ; 6 

6 77,97 78,3 
4,88 

(ddd ; 13,2 ; 5,1 ; 1,6) 

1 ; 5 5 ; 7 2 ; 4 ; 5 ; 7 

7 111,65 111,3 
5,83 

(large s) 

1 ; 2 ; 6 ; 

8  

- 2 ; 6 

8 173,28 173,7 - - - - 
Notes : δC, déplacements chimiques expérimentaux ; δClitt, numérotation des carbones et déplacements 
chimiques selon Otsuka et al. (1993) ; s, singulet ; d, doublet ; t, triplet ; m, multiplet ;  = principales 

corrélations COSY ;  = principales corrélations HMBC ;   = principale corrélation NOESY.
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Par ailleurs, sur le spectre RMN 13C de la fraction de chromatographie au 

dichlorométhane, nous observons une seconde série de huit signaux d’intensités 

homogènes : 

- deux carbones quaternaires suggérant une fonction ester (δC = 162,54 ppm et δC = 

173,34 ppm) ; 

- trois groupes méthines dont les carbones sont hybridés sp2 (δC = 137,19 ppm, δC = 

122,17 ppm, et δC = 112,71 ppm) ; 

- deux groupes méthines  reliés à un oxygène (δC = 64,50 ppm et δC = 76,24 ppm); 

- un méthylène (δC = 37,26 ppm). 

Les données issues des spectres RMN 1D (1H, 13C, DEPT) et de la SM (masse molaire :      

152 g.mol-1), nous orientent une nouvelle fois vers un composé de formule brute C8H8O3 

vraisemblablement diastéréoisomère de la ménisdaurilide. Les informations relevées sur 

les spectres RMN 2D (Annexes 7-10) permettant de confirmer la structure du composé. 

En effet, la structure partielle γ-lactone α,β-insaturée est attestée par les corrélations 

HMBC entre le signal du proton H7 et ceux des carbones C8 et C1 ainsi que par la 

corrélation entre le signal du proton H6 et celui du carbone C1 (Tableau 8). Le motif 

cyclohexénique est quant à lui confirmé par les corrélations observées sur le spectre COSY 

(Annexe 9) entre les protons portés par les carbones C2, C3, C4, C5 et C6. Des recherches 

bibliographiques nous permettent d’identifier l’aquilégiolide, diastéréoisomère de la 

ménisdaurilide (stéréochimie trans vs. cis), dont les valeurs RMN 13C décrites par Audran 

et Mori (1998), sont en accord avec celles du spectre de la fraction étudiée (Tableau 8 ; 

Figure 16).
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Tableau 8. Structure et déplacements chimiques de l’aquilégiolide 

 
 

Aquilégiolide 

n°C 
δC 

(ppm) 

δClitt  

(ppm) 

δH (ppm)  

(multiplicité ; J (Hz)) 

HMBC 

(H→C) 
COSY NOESY 

1 162,54 163,1 - - - - 

2 122,17 121,7 
6,62 

(d ; 9,7 ) 

1 ; 4 ; 7 ; 

6 

3 3 ; 4 ; 6 ; 7 

3 137,19 137,8 
6,32 

(nd) 

4 ; 5 2 ; 4 4 ; 5 

4 64,50 64,2 
4,66 

(m) 

- 3 ; 5 2 ; 3 ; 5 

5 37,26 37,1 

2,64 

(large dd ; 12,8 ; 5,1) 

 

1,81 

(td ; 12,8 ; 4,12) 

1 ; 3 ; 4 ; 

6  

 

1 ; 6 

4 ; 5 ; 6 

 

 

4 ; 5 ; 6 

3 ; 4 ; 5 ; 6  

 

 

3 ; 4 ; 5 ; 6  

6 76,24 76,5 
5,30 

(ddd ; 12,6 ; 5,1 ; 1,7) 

1 5 2 ; 5 ; 5 ; 7 

7 112,71 112,1 
5,83 

(large s) 

1 ; 2 ; 6 ; 

8 

5 ; 6 2 ; 6 

8 173,34 173,8 - - - - 
Notes : numérotation des carbones selon Otsuka et al. (1993) ; δC , déplacements chimiques expérimentaux ;  

δClitt , déplacements chimiques selon Audran et Mori (1998) ; s , singulet ; d , doublet ; t , triplet ; m , multiplet ; 

nd, non déterminé.  = principales corrélations COSY ;  = principales corrélations HMBC.
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Figure 16. Spectre RMN 13C de la fraction obtenue au dichlorométhane 

 
Notes : M, raies de résonance de la ménisdaurilide ; A, raies de résonance de l’aquilégiolide. 
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M 
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Les déplacements chimiques de la ménisdaurilide et de l’aquilégiolide enregistrés 

sur notre spectromètre ont alors été référencés dans la bibliothèque de spectres                       

« Lactones » du laboratoire. 

La ménisdaurilide et l’aquilégiolide ont été identifiées pour la première fois, il y a 

près de 40 ans, dans des racines d’Aquilegia atrata (Guerriero et Pietra, 1984). Par la suite, 

ces composés ont été isolés dans plusieurs végétaux des genres Phyllanthus et Securinega 

(Bardají et al., 2008). Ils ont été récemment identifiés pour la première fois dans le genre 

Ilex dans un extrait de feuilles d’I. kaushue (Kakumu et al., 2022). Cependant, aucune étude 

ne fait mention de ces lactones dans des extraits aux solvants d’Ilex aquifolium.  

Concernant les activités biologiques, Yi et al. (2015) ont montré que la ménisdaurilide 

possèdait une activité anti-hépatite B modérée (80,7 µg/mL) par rapport à la lamivudine 

(0,1 µg/mL) utilisée comme référence dans l’étude. De plus, ces deux lactones ont la 

capacité d’induire l’apoptose des cellules tumorales humaines (McNulty et al., 2007). 

Par ailleurs, en dehors de l’étude de la fraction obtenue au dichlorométhane, 

l’étude de la fraction obtenue à l’oxyde de diéthyle (de masse plus importante i.e.           

593,9 mg), a permis l’identification de l’α-amyrine, l’acide oléanolique et l’acide ursolique 

à l’aide de la bibliothèque de spectres « Triterpènes » du laboratoire. Néanmoins, sur le 

spectre RMN 13C de cette fraction, plusieurs séries de signaux restaient non attribuées. 

Afin d’aller plus avant dans la détermination de la composition chimique de cette fraction, 

nous avons mis en œuvre une nouvelle chromatographie sur colonne ouverte de silice de 

type plus « fine ».  

 

II.3.1.2. Chromatographie sur colonne de type « fine » de la fraction à l’oxyde de 

diéthyle 

La fraction à l’oxyde de diéthyle (520,8 mg) a été re-chromatographiée sur colonne 

de silice (16,0 g) de granulométrie fine (35-70 μm). A l’issue de cette séparation, onze 

sous-fractions (E1 à E11) ont été obtenues avec un gradient pentane/oxyde de diéthyle 

(Figure 15). Ces fractions ont toutes été analysées par RMN 1H, 13C et DEPT135. 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0031942200805671#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0031942200805671#!
https://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/14786419.2021.1939334
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L’interrogation des différentes bibliothèques de spectres propres au laboratoire a 

permis d’identifier : 

- Des triglycérides, dans la sous-fraction E4 ; 

- l’α-amyrine, la β-amyrine, l’ursolaldéhyde, l’oléanaldéhyde ainsi que le lupéol et le 

pseudotaraxastérol présents en faibles teneur, dans la sous-fraction E5 ; 

- l’acide oléanolique, l’acide ursolique et l’uvaol, dans la sous-fraction E7 ; 

- l’acide oléanolique et l’acide ursolique, dans les sous-fractions E8 et E9 ; 

- la ménisdaurilide et l’aquilégiolide, dans les sous-fractions E10 et E11. 

 
Les sous-fractions E2 et E3 contiennent des esters d’α-amyrine et de β-amyrine. 

Afin d’identifier et de quantifier les chaînes grasses de ces esters, nous avons décidé de 

rassembler ces deux sous-fractions et de soumettre le mélange à une analyse par CPG 

(associée à l’utilisation des indices de rétention) et CPG-SM (bibliothèques de spectres de 

masse propres au laboratoire et commerciales) après une étape classique d’hydrolyse de 

l’ester suivie d’une étape de méthylation de la fonction acide ainsi obtenue (Metcalfe et 

al., 1966). L’ensemble des résultats nous a permis d’identifier cinq esters méthyliques 

d’acides gras également présents dans les feuilles de houx : l’acide palmitique (C16:0 ; 

43,3 %), l’acide linoléique (C18:2 ; 17,14 %), l’acide oléique (C18:1 ; 15,7 %), l’acide 

stéarique (C18:0 ; 7,2 %) et l’acide linolénique (C18:3 ; 3,6 %).  

Sur le spectre de la sous-fraction E6 nous relevons deux séries de signaux 

homogènes entre eux. L’interrogation des bibliothèques de spectres propres au 

laboratoire et issues de la littérature ne nous permettent pas d’identifier ces deux 

composés. La première série compte cinq signaux différenciés comme suit à partir de la 

séquence DEPT135 :  

- un méthine (δC = 191,32 ppm : fonction aldéhyde) ; 

- deux autres méthines d’intensité double (δC = 132,51 ppm et δC = 116,03 ppm) ; 

- deux carbones quaternaires (δC = 162,04 ppm et δC = 129,56 ppm). 

Le spectre RMN 1H indique la présence de quatre protons aromatiques (δH =        

6,95 ppm et deux à δH = 7,79 ppm), d’un proton d’une fonction aldéhyde (δH = 9,84 ppm) 

et d’un dernier proton appartenant vraisemblablement à une fonction alcool. Ces données 

RMN 1H et 13C nous orientent vers un composé aromatique symétrique comportant un 

alcool et un aldéhyde : le p-hydroxybenzaldéhyde, un aldéhyde phénolique. Le 
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déplacement chimique du méthine le plus blindé (δC = 116,03 ppm) est caractéristique de 

la position β dans les dérivés phénoliques, le carbone quaternaire déblindé à δC =       

162,04 ppm étant lié à l’alcool du phénol. L’analyse par CPG-SM de la fraction E6 nous 

permet de confirmer l’identification du p-hydroxybenzaldéhyde par interrogation de 

bibliothèques de masse commerciales à notre disposition (notamment NIST). Enfin, une 

recherche bibliographique en RMN 13C certifie également l’identification du                                

p-hydroxybenzaldéhyde, par comparaison des valeurs des déplacements chimiques 

(Tableau 9). En effet, pour ce composé : 

- tous les signaux attendus ont été observés ; 

- les variations des déplacements chimiques entre le spectre de la sous-fraction 

E6 et celui du composé de référence (Jang et al., 2004) sont faibles puisqu’elles 

sont inférieures ou égales à 0,12 ppm pour les carbones aldéhydique, C2, C3, 

C5 et C6. Des variations de déplacements chimiques plus importantes sont 

observées pour les carbones C1 (0,34 ppm) et C4 (0,44 ppm) situés en position 

α de la fonction aldéhyde et en position α de la fonction hydroxyle, 

respectivement. Ces variations ne sont pas surprenantes car ce type de 

groupements est susceptible d’établir des liaisons hydrogènes à l’origine de 

variations de déplacements chimiques plus importantes. 

Les signaux de la seconde molécule encore non identifiée (six raies de résonance) 

relevés sur le spectre de la sous-fraction E6 ont également été différenciés comme suit à 

partir de la séquence DEPT135 (Annexes 12, 13):  

- Deux méthines d’intensité double (δC = 129,26 ppm et δC = 116,06 ppm) ; 

- Trois carbones quaternaires (δC = 155,73 ppm, δC = 121,54 ppm et δC =               

118,28 ppm) ; 

- Un méthylène (δC = 22,83 ppm). 

Comme précédemment, la présence de déplacements chimiques de carbones sp2 

(dont deux méthines d’intensité double ; Annexe 11) et de protons aromatiques (deux à 

δH = 6,84 ppm et deux autres à δH = 7,17 ppm) nous oriente vers un dérivé phénolique 

symétrique (molécule à huit carbones). Le carbone quaternaire déblindé à δC = 155,73 

ppm est lié à l’alcool du phénol ainsi qu’au méthine le plus blindé (δC = 116,06 ppm, en 

position β du groupe -OH). Afin d’élucider complètement la structure de cette molécule 

dans la sous-fraction E6, cette dernière a été soumise à un ensemble d’analyses par RMN 
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2D (HSQC, HMBC et COSY). Les corrélations HSQC, HMBC et COSY (Annexes 14-16) 

confirment la structure partielle phénol.  Par ailleurs, les corrélations HMBC indiquent 

également que le méthylène (δH = 3,67 ppm ; δC = 22,83 ppm) est situé entre les carbones 

quaternaires qui résonnent à δC = 121,54 ppm (position para du phénol) et à δC = 118,28 

ppm qui est manifestement relié à un azote par une triple liaison (enchaînement C-CH2-

C≡N). Nous en concluons que la molécule recherchée est le (p-

hydroxyphényl)acétonitrile. De nouveau, l’analyse par CPG-SM de la fraction E6 nous 

permet de confirmer l’identification de ce composé à l’aide des bibliothèques 

commerciales à notre disposition. Par ailleurs, les données RMN relevées dans la 

bibliographie pour cette molécule sont en accord avec celles que nous décrivons (Tableau 

9 ; AIST, 1999). Les déplacements chimiques du p-hydroxybenzaldéhyde et du p-

(hydroxyphényl)acétonitrile enregistrés sur notre spectromètre et dans nos conditions 

opératoires, ont alors été référencés dans la bibliothèque de spectres « Phénols » du 

laboratoire.  

Le p-hydroxybenzaldéhyde a déjà été identifié dans le genre Ilex, notamment dans 

les feuilles du houx d’Amérique Ilex opaca (Hedges et Parker, 1976). Ce composé possède 

une activité anti-inflammatoire modérée (IC50 = 62,4 µM) par rapport à la référence 

utilisée (IC50 = 44,5 µM) (Quang et al., 2021). Une autre étude a mis en évidence les 

propriétés anti-angiogénique et anti-nociceptive du p-hydroxybenzaldéhyde suggérant 

ainsi sa possible utilisation dans le traitement de maladies cancéreuses et inflammatoires 

(Lim et al., 2008).  

Pour sa part, le (p-hydroxyphényl)acétonitrile a été identifié au préalable dans 

divers extraits : racines et graines torréfiées de Moringa oleifera (Hafizur et al., 2018 ; 

Villasenor, 1989), bois de Drypetes gossweileri (Ata et al., 2011), dans un extrait du 

tourteau de colza (Nagatsu et al., 2004), fleurs d’Angelica furcijuga (Matsuda et al., 2005) 

ou encore dans l’huile essentielle de graines de Brassica hirta (Miyazawa et Kawata, 

2006). Concernant les activités biologiques, ce composé a montré une meilleure activité 

antioxydante que la vitamine E et une activité comparable à l’antioxydant de synthèse, le 

BHA (4-tert-butyl-3-hydroxyanisole), pris comme références dans l’étude (Nagatsu et al., 

2004). Par ailleurs, Ata et al. (2011) ont mis en évidence les propriétés antimicrobienne 

et antifongique modérées du (p-hydroxyphényl)acétonitrile (CMI = 48 µM et 16 µM, 

respectivement) par rapport aux références utilisées dans ce travail (CMI = 0,6 µM et        

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/drypetes
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<8 µM, respectivement). Une autre étude menée par et Hafizur al. (2018), a mis en 

évidence le potentiel du (p-hydroxyphényl)acétonitrile à inhiber le taux de glucose 

sanguin chez le rat et donc sa capacité à traiter le diabète de type-2. 

 

Tableau 9. Structure et déplacements chimiques du p-hydroxybenzaldéhyde et du (p-

hydroxyphényl)acétonitrile 

 
 

p-hydroxybenzaldéhyde 

 
 

 
(p-hydroxyphényl)acétonitrile 

n°C 
δC 

(ppm) 
δClitt (ppm) 

δC 

(ppm) 
δClitt 

(ppm) 

δH (ppm) 
(multiplicité ; 

J (Hz)) 

HMBC 
(H→C) 

COSY 

1 129,56 129,9 121,54 121,37 - - - 

2 et 6 132,51 132,5 129,26 129,28 
7,17 

(large d) 

2; 3; 4; 5; 

6; CH2 

3; 5; CH2 

3 et 5 116,03 116,0 116,06 116,19 
6,84 

(large d) 

1; 2; 3; 4; 

5; 6 

2; 6 

4 162,04 161,6 155,73 155,83 - - - 

CHO 191,32 191,2 - - - - - 

CH2 - - 22,83 22,69 
3,67 

(s) 

1; 2; 4; 6; 

C≡N 

2; 6 

C≡N - - 118,28 118,56 - - - 

Notes: δC , déplacements chimiques expérimentaux; J , constantes de couplage ; n°C, δClitt , numérotation des 
carbones et déplacements chimiques du p-hydroxybenzaldéhyde selon Jang et al. (2004) ; déplacements 
chimiques du (p-hydroxyphényl)acétonitrile selon le National Institute of Advanced Industrial Science and 
Technology (AIST), 1999. 
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L’extraction au dichlorométhane de baies d’I. aquifolium poussant en Corse suivi 

de deux chromatographies sur colonne ouverte de silice successives a donc permis 

d’identifier plusieurs triterpènes préalablement identifiés dans les feuilles, à partir des 

données spectrales RMN 13C du laboratoire. Il s’agit d’esters d’α- et de β-amyrine, de         

l’α-amyrine, de la β-amyrine, de l’acide oléanolique, de l’acide ursolique, de 

l’ursolaldéhyde, de l’oléanaldéhyde, du pseudotaraxastérol, du lupéol et de l’uvaol. De 

plus, deux lactones, la ménisdaurilide, l’aquilégiolide, et deux dérivés phénoliques, le p-

hydroxybenzaldéhyde et le (p-hydroxyphényl)acétonitrile ont été identifiés à l’aide des 

données spectrales issues de la littérature. 

 

II.3.2. EXTRAIT DE BAIES DE HOUX AVEC UN MELANGE DICHLOROMETHANE/ACETATE 

D’ETHYLE (50/50)  

Le marc de baies restant a été extrait à nouveau avec un mélange 

dichlorométhane/acétate d’éthyle (50/50, v/v) pendant 48h. Après évaporation du 

solvant, 933,4 mg d’extrait ont été obtenus, soit un rendement de 0,14 % par rapport à la 

masse sèche de végétal.  

L’extrait brut a été soumis, en premier lieu, à une analyse par RMN 13C. 

L’interrogation des bibliothèques de spectres propres au laboratoire nous a permis 

d’identifier à nouveau l’acide oléanolique, l’acide ursolique, la ménisdaurilide et 

l’aquilégiolide (paragraphe II.3.1.1). Par ailleurs, un monosaccharide, le β-D-

fructopyranose, a été identifié avec la bibliothèque « Sucres » du laboratoire. Cependant, 

sur le spectre RMN 13C de l’extrait brut, plusieurs raies de résonance sont restées non 

attribuées. Afin d’identifier ces molécules, l’extrait brut a été soumis à une 

chromatographie sur colonne ouverte de silice.  

Un échantillon de 774,4 mg d’extrait a été chromatographié sur colonne de silice 

de type « flash » (200-500 µm ; 60 Å ; 30 g) à l’aide de quatre solvants de polarité 

croissante (oxyde de diéthyle, dichlorométhane, acétate d’éthyle et méthanol). A l’issue 

de cette chromatographie, huit fractions (DE1 à DE8) ont été obtenues (Figure 17). Ces 

fractions ont toutes été analysées par RMN 13C. 
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Figure 17. Schéma du fractionnement de l’extrait de baies d’Ilex aquifolium obtenu au 

mélange dichlorométhane/acétate d’éthyle 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Notes : DCM, dichlorométhane ; EtOAc, acétate d’éthyle ; MeOH, méthanol ; Et2O, oxyde de diéthyle 

 

Les diverses bibliothèques de spectres du laboratoire ont permis d’identifier à 

nouveau: 

- l’acide oléanolique et l’acide ursolique aux côtés de l’α-amyrine et de la β-amyrine 

en faibles quantités, dans la fraction DE2 ; 

- l’acide oléanolique et l’acide ursolique, dans la fraction DE3 ; 

- la ménisdaurilide et l’aquilégiolide, dans les fractions DE4, DE5 et DE6. 

Par ailleurs, à l’aide des données spectrales du laboratoire, nous identifions trois 

dérivés phénoliques : l’acide vanillique et l’acide p-hydroxybenzoïque dans la fraction DE2 
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ainsi que l’acide 2-hydroxyphénylacétique dans la fraction DE3 (Figure 18). De plus, 

quatre monosaccharides ont été identifiés dans les fractions DE7 et DE8 à l’aide de la 

bibliothèque « Sucres » du laboratoire. Il s’agit de l’α-D-glucopyranose, du β-D-

glucopyranose, de l’α-D-fructopyranose et du β-D-fructopyranose identifié 

précédemment dans l’extrait brut (Figure 18). Deux autres monosaccharides, l’α-D-

fructofuranose et le β-D-fructofuranose, ont été identifiés à l’aide des données issues de 

la littérature. En 1980, Thomas et Budzikiewicz avaient déjà décrit la présence, dans des 

extraits de baies d’I. aquifolium, du glucose et du fructose (anomères non précisés) ainsi 

que de l’acide vanillique et de l’acide p-hydroxybenzoïque. Ce dernier possède des 

propriétés antioxydantes (Velika et Kron, 2012) et antimicrobiennes (Cho et al., 1998). 

Pour sa part, l’acide vanillique présente des propriétés antioxydantes, anti-

inflammatoires, immunostimulantes, neuroprotectrices, hépato-protectrices, 

cardioprotectrices et anti-apoptotiques (Sharma et al., 2020). 

Le spectre de la fraction DE1 présente des déplacements chimiques 

caractéristiques des triglycérides : 

- 172,85 ppm, 173,26 ppm et 173,30 ppm (carbones des fonctions esters) ; 

- compris entre 127,92 ppm et 130,24 ppm (carbones éthyléniques) ; 

- 62,13 ppm, 65,07 ppm, 68,44 ppm et 68,92 ppm (carbones du glycérol) ; 

- compris entre 14,08 ppm et 34,21 ppm (carbones aliphatiques). 

Afin d’identifier et de quantifier les chaînes grasses de ces triglycérides, la fraction 

DE1 a été soumise à une analyse par CPG (associée à l’utilisation des indices de rétention) 

et CPG-SM (bibliothèques de spectres de masse propres au laboratoire et commerciales) 

après une étape d’hydrolyse suivie d’une étape de méthylation de la fonction acide ainsi 

obtenue (Metcalfe et al., 1966). L’ensemble des résultats nous a permis d’identifier quatre 

esters méthyliques d’acides gras : l’acide linoléique (C18:2 ; 37,3 %), l’acide oléique 

(C18:1 ; 30,0%), l’acide palmitique (C16:0 ; 9,5%), l’acide stéarique (C18:0 ; 2,9%).  
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Figure 18. Exemples de dérivés phénoliques et de monosaccharides identifiés dans 

l’extrait brut dichlorométhane/acétate d’éthyle (50/50) 

                    

Acide p-hydroxybenzoïque      Acide 2-hydroxyphénylacétique   Acide vanillique 

                

(α et β)-D-fructofuranose           (α et β)-D-fructopyranose        (α et β)-D-glucopyranose 

 

Par ailleurs, le spectre RMN 13C de la fraction DE6 comporte deux séries de huit 

raies de résonance d’intensités importantes qui restent non attribuées (Figure 19). 

D’après les valeurs des déplacements chimiques, ces deux molécules possèdent 

manifestement une structure semblable à la ménisdaurilide et à l’aquilégiolide, les deux 

lactones bicycliques identifiées précédemment dans l’extrait au dichlorométhane 

(paragraphe II.3.1.1). Selon le spectre DEPT, la molécule majoritaire de la fraction DE6 

possède :   

- un carbone quaternaire dont le déplacement chimique suggère une fonction ester 

(δC = 176,68 ppm) et un second carbone quaternaire hybridé sp2                             

(δC = 163,28 ppm) ; 

- trois groupes méthines dont les carbones sont hybridés sp² (δC = 143,02 ppm ; 

121,00 ppm et 113,26 ppm) ; 

- trois groupes méthines liés à un oxygène (δC = 83,47 ppm, 72,74 ppm et         

70,06 ppm). 

Comparativement à la ménisdaurilide, nous notons l’absence d’un groupe 

méthylène, qui est ici remplacé par un groupe méthine CH-OH (δC = 72,74 ppm ; C7) 
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(Tableau 10). L’enregistrement du spectre de masse de la fraction DE6 ne permet pas 

l’identification de la molécule recherchée. Cependant, les données obtenues confirment la 

présence d’un second groupe hydroxyle (masse molaire : 168 g.mol-1 vs. 152 g.mol-1 pour 

la ménisdaurilide). Par conséquent, la molécule recherchée possède la structure de la 

ménisdaurilide avec un groupe hydroxyle supplémentaire lié au carbone C7. Des 

recherches bibliographiques nous orientent vers la 7-épi-griffonilide décrite par De 

Almeida et al. (2017) et dont les valeurs en RMN 13C concordent avec celles relevées sur 

le spectre de la fraction DE6 (Tableau 10). 

 

Tableau 10. Structure et déplacements chimiques de la 7-épi-griffonilide 

 

7-épi-griffonilide 

n°C δC (ppm) δClitt (ppm) 

1 176,68 176,7 

2 113,26 113,3 

3 163,28 163,3 

4 121,00 121,0 

5 143,02 143,0 

6 70,06 70,1 

7 72,74 72,8 

8 83,47 83,5 
Notes: δC, déplacements chimiques expérimentaux; δClitt , Numérotation et déplacements chimiques selon De 
Almeida et al. (2017). 

 

Pour la seconde molécule (minoritaire) contenue dans la fraction DE6, l’ensemble 

des données RMN (13C et DEPT) indique qu’il s’agit vraisemblablement d’un 

diastéréoisomère de la 7-épi-griffonilide (Figure 19). En effet, cette molécule possède : 

- un carbone quaternaire dont le déplacement chimique suggère une fonction ester 

(δC = 176,11 ppm) et un second carbone quaternaire hybridé sp2                             

(δC =164,45 ppm) ; 
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- trois groupes méthines dont les carbones sont hybridés sp² (δC = 139,75 ppm ; 

123,37 ppm et 113,40 ppm) ; 

- trois groupes méthines liés à un oxygène (δC = 83,45 ppm, 74,46 ppm et                 

68,71 ppm). 

Des recherches bibliographiques conduisent à l’identification de la 

dasycarponilide, diastéréoisomère de la 7-épi-griffonilide, dont les données RMN 13C 

reportées dans la littérature par De Almeida et al. (2017), concordent avec celles relevées 

sur le spectre de la fraction DE6 (Tableau 11). 

 

Tableau 11. Structure et déplacements chimiques de la dasycarponilide 

 

Dasycarponilide 

n°C δC (ppm) δClitt (ppm) 

1 176,11 176,7 

2 113,40 113,4 

3 164,45 164,5 

4 123,37 123,4 

5 139,75 139,8 

6 68,71 68,7 

7 74,46 74,5 

8 83,45 83,5 
Notes: δC, déplacements chimiques expérimentaux; δClitt , Numérotation et déplacements chimiques selon De 
Almeida et al. (2017). 

 

Les déplacements chimiques de la 7-épi-griffonilide et de la dasycarponilide 

enregistrés sur notre spectromètre ont alors été référencés dans la bibliothèque de 

spectres « Lactones » du laboratoire. La 7-épi-griffonilide et la dasycarponilide ont été 

identifiées ensemble dans les feuilles de Bauhinia pentandra (De Almeida et al., 2017) 

cependant, aucune étude ne fait mention de ces lactones dans des extraits de végétaux du 

genre Ilex.  
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Figure 19. Spectre de la fraction DE6

  

Notes :7-EG , raies de résonance de la 7-épi-griffonilide ; D , raies de résonance de la dasycarponilide.  
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L’extraction avec un mélange dichlorométhane/acétate d’éthyle (50/50) de baies 

d’I. aquifolium poussant en Corse suivie d’une chromatographie sur colonne ouverte de 

silice a donc permis d’identifier : 

- quatre triterpènes déjà identifiés dans les travaux menés sur les extraits de feuilles 

d’I. aquifolium : l’acide oléanolique, l’acide ursolique, l’α-amyrine et la β-amyrine ;  

- trois phénols : l’acide vanillique, l’acide p-hydroxybenzoïque et l’acide 2-

phénylacétique (identifications réalisées à l’aide de la bibliothèque « Phénols » du 

laboratoire ; 

- six monosaccharides : l’α-D-glucopyranose, le β-D-glucopyranose, l’α-D-

fructopyranose et le β-D-fructopyranose à l’aide de la bibliothèque « Sucres » du 

laboratoire ainsi que l’α-D-fructofuranose et le β-D-fructofuranose, à partir des 

données de la littérature.  

- deux lactones bicycliques, la 7-épi-griffonilide et la dasycarponilide, pour la 

première fois dans le genre Ilex, avec les données spectrales issues de la littérature. 
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III.1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE : CALICOTOME VILLOSA 

 

III.1.1. CARACTERISTIQUES BOTANIQUES DE CALICOTOME VILLOSA 

Le genre Calicotome (ou Calycotome) appartient à la famille des Fabaceae. Parmi 

les espèces appartenant à ce genre, cinq sont distribuées dans le bassin Méditerranéen : 

C. villosa (Poir.) Link, C. spinosa (L.) Link, C. infesta (C. Presl) Guss., C. rigida (Viv.) Rothm. 

et C. fontanesii Rothm. (Alhage et al., 2018). Le mot Calicotome vient du grec ancien 

« calyx » et signifie « qui a le calice coupé » en référence au calice qui se fend en deux à la 

floraison. Le terme villosa provient du mot latin « villosus » qui signifie « velu » (Servais 

et Seba, 2018).  

Calicotome villosa (Poiret) Link [synonyme : Cytisus laniger (Desf.) DC.], est un 

arbuste épineux qui pousse dans les lieux pierreux où les températures sont relativement 

douces (Pistelli et al., 2003). Très répandu en Méditerranée, il peut mesurer jusqu’à 2 m 

de haut (Alhage et al., 2018 ; Loy et al., 2001). Ses branches anguleuses et pubescentes 

sont vertes quand elles sont jeunes et grisâtres quand elles sont âgées. Ses feuilles alternes 

sont allongées, ovales, trifoliées et couvertes de duvet. Ses fleurs jaunes, groupées et 

papilionacées, sont visibles au printemps et possèdent un calice en forme de cloche 

(Figure 20). Ses gousses subquadrangulaires sont densément duveteuses, épaisses, 

roussâtres lorsqu’elles sont mûres (Figure 21) et renferment des graines olivacées 

sombres et rondes (Loy et al., 2001). 

Il existe une sous-espèce considérée comme intermédiaire entre C. villosa et C. 

spinosa (C. villosa ssp. intermedia), qui pousse au Maroc, en Algérie et en Espagne (Alhage 

et al., 2018). Elle diffère de C. villosa par ses gousses plates (non subquadrangulaires) à 

villosité apprimée et une suture ventrale épaissie (faiblement ailée) (Figure 22) (Maire, 

1987 ; Guaâdaoui et al., 2016). Toutefois, cette sous-espèce n’est pas présente en Corse. 

En revanche, des travaux de chimiotaxonomie montrent des similitudes de composition 

chimique entre C. villosa et C. villosa ssp. intermedia (Guaâdaoui et al., 2016). 
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          Figure 20. Fleurs, feuilles et épines de Calicotome villosa 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figure 21. Gousses et feuilles de Calicotome villosa 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22. Fleurs, feuilles, épines et gousses de Calicotome villosa ssp. intermedia 
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III.1.2. COMPOSITION CHIMIQUE ET PROPRIETES THERAPEUTIQUES DES EXTRAITS 

Plusieurs études ont été réalisées dans le but de déterminer la composition 

chimique d’extraits aux solvants de C. villosa, et plus ponctuellement de son huile 

essentielle. Parallèlement, des travaux ont cherché à mettre en évidence les propriétés 

thérapeutiques de ces extraits bruts et molécules isolées. Les principales familles 

chimiques reportées sont : 

- Des flavones telles que la chrysine, l’apigénine, la lutéoline et la 6,8-

diméthoxylutéoline qui ont été identifiées dans des extraits au méthanol de 

parties aériennes (Dessì et al., 2001 ; Pistelli et al., 2003 ; Loy et al., 2001) ; 

- Des isoflavones parmi lesquelles, la génistéine, retrouvée dans la fraction 

phénolique d’un extrait au méthanol de feuilles (Dessì et al., 2001 ; Loy et al., 

2001) ainsi que la calycosine et la 6,8-diisoprényl-3’,4’,5,7-

tétrahydroxyisoflavone dans les parties aériennes (Pistelli et al., 2003). La 

daidzéine et l’isoprunétine ont, quant à elles, été identifiées dans un extrait 

aqueux de feuilles (Guaâdaoui et al., 2016) ; 

- Des dérivés glucosylés de flavones et d’isoflavones comme la 7-O-β-D-

glucopyranosylchrysine, la 6”-O-acétyl-7-O-β-D-glucopyranosylchrysine 

(Alhage et al., 2018), la 7-O-β-D-glucopyranosylgénistéine, la 6’’-O-acétyl-7-O-

β-D-glucopyranosyllutéoline et l’orientine (Pistelli et al., 2003) ont été 

identifiées dans un extrait au méthanol des parties aériennes. Par ailleurs, la 7-

O-β-D-glucopyranosylchrysine et la 6”-O-acétyl-7-O-β-D-

glucopyranosylchrysine ont également été identifiées dans un extrait au 

méthanol des parties aériennes de C. villosa ssp. intermedia (El Antri et al., 

2004a ; Cherkaoui-Tangi et al., 2008). La 7-O-β-D-glucopyranosylchrysine 

favorise la prolifération cellulaire, possède un potentiel antidiabétique (Alhage 

et al., 2018) et des propriétés vasodilatatrices, diurétiques et hypotensives 

(Cherkaoui-Tangi et al., 2008) ;  

- Une flavanone, l’ériodyctiol, a été identifiée dans les parties aériennes (Pistelli 

et al., 2003) ; 

- Deux flavonols (i.e. la 3,5,7,4’-tétrahydroxy-3’-méthoxyflavone et la 3,5,7,4’-

tétrahydroxy-8-méthoxyflavone) ont été identifiés dans un extrait au méthanol 

de graines de C. villosa ssp. intermedia (El Antri et al., 2010) et le kaempférol a 
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été identifié dans les parties aériennes de C. villosa (Pistelli et al., 2003). 

Parallèlement, l’activité vasodilatatrice de la 3,5,7,4’-tétrahydroxy-8-

méthoxyflavone a été démontrée sur le rat (El Antri et al., 2010) ; 

- Des chalcones telles que la butéine, la calythropsine et la 2’-

méthoxyisoliquiritigénine ont été isolées des parties aériennes (Pistelli et al., 

2003 ; Alhage et al., 2018). L’étude de Alhage et al. (2018) a démontré les 

propriétés cytotoxiques et antidiabétiques de la calythropsine ; 

- Des anthraquinones comme la 1,8-diacétyloxy-3-méthyl-9,10-

anthracènedione et la 1,8-dihydroxy-3-méthylène-(O-glucopyranosyl)-9,10-

anthracènedione par exemple, ont été identifiées dans l’extrait au méthanol de 

feuilles (Loy et al., 2001) ;  

- Des dérivés phénoliques comme le 4-hydroxybenzoate ou le basaléthanoïde 

ont été retrouvés dans des extraits au méthanol et à l’acétate d’éthyle de 

graines et de cosses de C. villosa ssp. intermedia (Elkhamlichi et al., 2017a) ainsi 

que dans un extrait au dichlorométhane de tiges de C. villosa. Parallèlement, le 

basaléthanoïde présente une activité cytotoxique (Alhage et al., 2018) ; 

- Des terpènes : des monoterpènes et des sesquiterpènes comme le 1,8-cinéole, 

le camphre, l’eugénol et le β-eudesmol ont été identifiés dans l’huile essentielle 

des parties aériennes (Loy et al., 2001 ; Dessì et al., 2001). Un triterpène, le 

lupéol, a été isolé des parties aériennes (Pistelli et al., 2003). 

- Des stérols, comme le β-sitostérol et le stigmastérol, ont été retrouvés dans un 

extrait au dichlorométhane de tiges (Alhage et al., 2018). Cette étude a 

également mis en évidence le caractère cytotoxique du β-sitostérol ; 

- Un alcool gras, le falcarinol, a été identifié dans l’extrait au méthanol de feuilles 

et l’huile essentielle. Cette molécule possède également des propriétés 

cytotoxiques (Loy et al., 2001) ; 

- Des alcaloïdes parmi lesquels la lupinine, la calycotomine et la spartéine ont 

été isolés à partir d’un extrait au méthanol de feuilles (Loy et al., 2001 ; Dessì 

et al., 2001). D’autres alcaloïdes comme la 1-hydroxyméthyl-6,7-diméthoxy-

3,4-dihydroisoquinoline ont été identifiés dans les graines de C. villosa ssp. 

intermedia (Elkhamlichi et al., 2017 a ; El Antri et al., 2004 b, c). 
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Figure 23. Exemples de molécules identifiées dans les extraits de Calicotome villosa 

 

   

 basaléthanoïde    1-hydroxyméthyl-6,7- 
   diméthoxy-3,4-dihydroisoquinoline 

 

                        

                       calycotomine                                                               spartéine   
 

 

         

               β-stigmastérol                          orientine     

 

 

  
  calythropsine          kaempférol 
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Calicotome villosa est utilisé en médecine traditionnelle Sicilienne pour traiter les 

furoncles, les abcès cutanés et les engelures (Pistelli et al., 2003). En Palestine, les 

infusions de fleurs aident à soigner les hémodilutions, les problèmes cardiovasculaires et 

nerveux (Said et al., 2002). Les racines sont employées pour soigner les cors aux pieds 

(Loi et al., 2004). Enfin, les infusions de C. villosa ssp. intermedia sont utilisées au Maroc 

pour soigner diverses maladies, les rhumatismes et les cicatrices (Lyoussi et al., 2018). 

Ainsi, malgré le nombre relativement important d’études décrivant les constituants des 

parties aériennes de C. villosa, aucune ne concerne la composition des racines. 

Parallèlement, les extraits aux solvants et/ou huiles essentielles de C. villosa et de C. villosa 

ssp. intermedia ont fait l’objet d’études mettant en évidence diverses propriétés 

thérapeutiques ou biologiques.  

L’huile essentielle issue des parties aériennes de C. villosa possède des propriétés 

antioxydantes (protège l’acide linoléique des attaques des radicaux libres) (Dessì et al., 

2001). Les auteurs ont également montré qu’un extrait de feuilles au méthanol, contenant 

de la chrysine et de la génistéine, présente une activité antioxydante modérée par rapport 

au BHT mais comparable à l’EDTA et au tocophérol (antioxydants de référence) dans les 

proportions 1 : 20 et 1 : 10 (extrait : acide linoléique). Une activité antioxydante a 

également été mise en évidence pour un extrait à l’acétate d’éthyle (IC50 = 0,20 mg/mL) et 

un extrait au méthanol (IC50 = 0,34 mg/mL) de graines de C. villosa ssp. intermedia, 

comparable au BHT (IC50 = 0,19 mg/mL) pris comme référence (Elkhamlichi et al., 2017b). 

Un extrait à l’éthanol des parties aériennes de C. villosa ssp. intermedia et un extrait au 

méthanol de tiges de C. villosa ont montré une activité antioxydante comparable à la 

vitamine C (0,20 mg/mL) (Chikhi et al., 2014 ; Alhage et al., 2018). Ce caractère 

antioxydant est dû à la composition riche en flavonoïdes et en composés phénoliques de 

ces extraits et notamment à la présence de la calythropsine isolée des tiges de C. villosa et 

dont l’activité antioxydante était totale (100 % des radicaux libres DPPH piégés) pour une 

concentration de 0,1 mg/mL (Alhage et al., 2018). 
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Par ailleurs, l’extrait au méthanol de feuilles de C. villosa présente une forte 

cytotoxicité (Dose Toxique Minimale (DTM) = 0,04 µl/mL) attribuable au falcarinol (Loy 

et al., 2001). De même, les travaux réalisés par Alhage et al. (2018) ont mis en évidence le 

caractère cytotoxique d’un extrait au dichlorométhane de tiges de C. villosa (inhibition 

totale à 2 mg/mL). 

Par ailleurs, un extrait au méthanol de tiges de C. villosa inhibe la croissance de C. 

albicans de manière comparable à la nystatine (antifongique pris pour référence) (Alhage 

et al., 2018). L’activité antimicrobienne modérée (diamètre d’inhibition compris entre 8 

et 11 mm ; CMI = 500 µg/mL) d’un extrait au méthanol de feuilles de C. villosa a été 

démontrée sur des souches bactériennes à Gram-positif (S. aureus, Bacillus lentus) et des 

souches bactériennes à Gram-négatif (E. coli, P. aeruginosa, Providencia rettgeri et 

Morganella morganii) (Dessì et al., 2001 ; Loy et al., 2001). L’huile essentielle des parties 

aériennes possède une activité antifongique modérée (500 µg/mL) sur Cryptococcus 

neoformans. L’activité antibactérienne modérée d’un extrait éthanolique des parties 

aériennes de C. villosa ssp. intermedia (CMI comprises entre 21,2 et 42,5 mg/mL) a été 

mise en évidence sur S. aureus et Enterococcus faecalis (bactéries à Gram-positif) et 

Klebsiella pneumoniae et S. typhimurium (bactéries à Gram-négatif) (Chikhi et al., 2014). 

Des extraits à l’acétate d’éthyle et au méthanol réalisés sur les cosses et les graines de C. 

villosa ssp. intermedia ont totalement inhibé la croissance de E. coli (Elkhamlichi et al., 

2017b). 

Bien que les fleurs et les racines de C. villosa présentent un intérêt thérapeutique 

valorisable, peu d’études décrivent la composition chimique de leurs extraits. C’est 

pourquoi nous nous sommes intéressés, dans ce travail, à la composition chimique 

d’extraits de fleurs et de racines de C. villosa ainsi qu’à l’activité antimicrobienne d’extraits 

et de fractions de chromatographie. 
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III.2. DETERMINATION DE LA COMPOSITION CHIMIQUE D’EXTRAITS 

DE FLEURS DE CALICOTOME VILLOSA DE CORSE 

 

Les fleurs de Calicotome villosa utilisées dans cette étude ont été récoltées en avril 

2019 au lieu-dit Vignola sur la commune d’Ajaccio (41°54'45.0"N 8°39'11.2"E) puis 

stockées à -60°C. Dans la suite de notre travail, nous avons choisi d’étudier en particulier 

la composition chimique d’un extrait au dichlorométhane et d’un extrait à l’acétate 

d’éthyle.  

 

III.2.1. COMPOSITION DE L’EXTRAIT AU DICHLOROMETHANE DE FLEURS DE C. VILLOSA 

Dans la première partie de ce travail, les fleurs ont été broyées (azote liquide) puis 

la poudre obtenue (576,4 g) a été extraite à l’aide d’un appareil Soxhlet avec 600 mL 

d’hexane pendant 24 h, dans le but d’éliminer d’éventuels composés à chaînes grasses. 

Après évaporation de la solution hexanique, 3,099 g d’extrait ont été obtenus, soit un 

rendement de 0,54 % par rapport à la masse sèche de végétal. Sur le spectre RMN 13C de 

cet extrait, nous observons les raies de résonance caractéristiques de triglycérides et de 

chaînes grasses saturées et insaturées : des carbones de fonctions esters (δC = 173,33 

et 172,87ppm) ; des carbones éthyléniques (entre δC = 131,97 et 127,78 ppm) ; des 

carbones du glycérol (δC = 68,91 ppm, 68,17 ppm et 63,12 ppm) et des carbones 

aliphatiques (entre δC = 31,95 et 14,12 ppm). 

Les fleurs résiduelles ont été extraites suivant le même procédé avec 600 mL de 

dichlorométhane pendant 24 h. Suite à l’évaporation du solvant, un extrait de 3,292 g a 

été obtenu (rendement de 0,57 % par rapport à la masse sèche de végétal) (Figure 24). 
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Figure 24. Schéma de l’extraction des fleurs de C. villosa  

 

 

 

 

 

 

 

 

L’extrait brut au dichlorométhane ainsi obtenu a été soumis dans un premier 

temps à une analyse par RMN 13C. Après interrogation des diverses bibliothèques de 

spectres nous identifions deux flavones : la chrysine (bibliothèque « Flavones » du 

laboratoire) et un dérivé glucosylé de la chrysine, la 4’’-O-acétyl-7-O-β-D-

glucopyranosylchrysine (bibliothèque « Flavones » de la littérature). Pour cette 

dernière molécule : 

- tous les déplacements chimiques attendus ont été observés ; 

- les variations des déplacements chimiques entre le spectre de l’échantillon  et 

celui du composé de référence (Pistelli et al., 2003) sont globalement faibles 

puisqu’elles sont inférieures ou égales à 0,16 ppm pour la plupart des signaux. 

Pour les trois valeurs restantes, les variations (Δδ) sont comprises entre 0,23 

et 0,35 ppm (Tableau 12). 
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Tableau 12. 

Structure et données RMN 13C de la 4’’-O-acétyl-7-O-β-D-glucopyranosylchrysine 

Notes : δC , déplacements chimiques expérimentaux ; δClitt , numérotation des carbones et déplacements 

chimiques selon Pistelli et al. (2003). 

 

Par ailleurs, plusieurs raies de résonance restent non attribuées sur le spectre 

RMN 13C de l’extrait au dichlorométhane. Un échantillon (2,63 g) a donc été 

chromatographié sur colonne de silice de type « flash » (200 – 500 µm ; 60 Å ; 80 g) avec 

un gradient de solvants de polarité croissante (dichlorométhane, acétate d’éthyle et 

méthanol). A l’issue de cette chromatographie, cinq fractions ont été obtenues (D’1 à D’5) 

(Figure 25). Dans la suite de ce travail, nous décrirons uniquement les fractions de 

 
n°C δC (ppm)  δClitt (ppm) Δδ 

2 162,90 163,0 0,10 

3 105,38 105,5 0,12 

4 182,09 182,1 0,01 

5 161,05 161,4 0,35 

6 99,53 99,5 0,03 

7 163,61 163,6 0,01 

8 94,96 94,8 0,16 

9 156,96 157,1 0,14 

10 105,57 105,8 0,23 

1’ 130,46 130,6 0,14 

2’ et 6’ 126,38 126,4 0,02 

3’ et 5’ 129,06 129,2 0,14 

4’ 132,12 132,2 0,08 

1" 99,43 99,7 0,27 

2" 72,95 73,1 0,15 

3" 74,36 74,5 0,14 

4" 70,81 70,9 0,09 

5" 73,57 73,7 0,13 

6" 60,20 60,3 0,10 

COO 169,44 169,5 0,06 

CH3 20,81 20,9 0,09 
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chromatographie apportant de nouvelles informations et dont les signaux des spectres 

ont été en majeure partie attribués, c'est-à-dire pour lesquels les raies de résonance 

restantes sont d’intensités négligeables. 

 

Figure 25. Fractionnement de l’extrait au dichlorométhane de fleurs de C. villosa  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le spectre de la fraction D’1 (306,3 mg) présente des déplacements chimiques 

caractéristiques de triglycérides : δC = 172,85, 173,26 et 173,31 ppm (carbones des 

fonctions esters) ; entre δC = 127,12 et 131,97 ppm (carbones éthyléniques) ; δC = 62,10 

et 68,90 ppm (carbones du glycérol) ; entre δC = 14,08 et 34,21 ppm (carbones 

aliphatiques). Dans les deux fractions suivantes, nous identifions à nouveau la chrysine 

(D’2 ; 697,8 mg) et la 4’’-O-acétyl-7-O-β-D-glucopyranosylchrysine (D’3 ; 484,8 mg), 

présentes dans des proportions très majoritaires.  

Dans la fraction D’4 (886,9 mg), nous identifions la 4’’-O-acétyl-7-O-β-D-

glucopyranosylchrysine. Par ailleurs, des raies de résonance restent non attribuées sur le 

spectre de la fraction D’4. Ainsi, cette fraction a donc été chromatographiée sur colonne 

de silice plus fine (35 – 70 µm ; 60 Å ; 30 g) avec un gradient de solvants de polarité 

0/100/0 

Chromatographie sur colonne de silice type « flash » 
80 g de silice 200-500 µm ; 2,63 g d’extrait au dichlorométhane 

Gradient dichlorométhane/acétate d’éthyle/ méthanol 

Extrait à l’hexane 

(3,099 g) 

Fleurs 

résiduelles 

 

Fleurs de Calicotome villosa broyées 

(576,4 g ; N2 liq.) 

Extraction Soxhlet (hexane ; 600 mL ; 24h) 
Evaporation 

Fleurs 

résiduelles 
Extraction Soxhlet (dichlorométhane ; 600 mL ; 24h) 
Evaporation 

Extrait au 

dichlorométhane 

(3,292 g) 

D’4  

886,9 mg 

D’1  

306,3 mg 

D’2  

697,8 mg 

D’3  

484,8 mg 

D’5  

18,3 mg 

100/0/0 50/50/0 0/50/50 0/0/100 
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croissante acétate d’éthyle/méthanol (100 :0 à 0 :100). A l’issue de cette 

chromatographie, huit sous-fractions ont été obtenues (D’4.1 à D’4.8) (Figure 26). 

 

Figure 26. Schéma de la chromatographie de la fraction D’4  

 

 

 

 

 

 

 

 

L’interrogation des diverses bibliothèques de spectres du laboratoire nous a 

permis d’identifier à nouveau la 4’’-O-acétyl-7-O-β-D-glucopyranosylchrysine dans les 

sous-fractions D’4.1 à D’4.5 et parallèlement, dans les sous-fractions D’4.1 et D’4.2, un autre 

dérivé de la chrysine, proche du précédent, la 6’’-O-acétyl-7-O-β-D-

glucopyranosylchrysine, avec la bibliothèque « Flavones » de la littérature (Tableau 13).  

Pour cette molécule : 

- tous les déplacements chimiques attendus ont été observés ; 

- les variations des déplacements chimiques entre le spectre de l’échantillon  et 

celui du composé de référence (Pistelli et al., 2003) sont faibles puisqu’elles 

sont inférieures ou égales à 0,13 ppm pour la majorité des signaux, les trois 

valeurs restantes étant comprises entre 0,20 et 0,36 ppm (Tableau 13) ; 

- seules trois superpositions de signaux ont été relevées avec la 4’’-O-acétyl-7-O-

β-D-glucopyranosylchrysine. Ainsi, malgré la similitude des structures, 

l’identification par RMN 13C à partir des données de la littérature est effectuée 

sans aucune ambiguïté.  

0/100 20/80 70/30 80/20 90/10 95/5 100/0 

100/0/0 0/0/100 

D’4.6  

74,1 mg 

D’4.8  

12,7 mg 

Chromatographie sur colonne de silice type « fine » 
30 g de silice 35 – 70 µm ; 871,0 mg de la fraction D’4 

Gradient acétate d’éthyle/ méthanol 

Chromatographie sur colonne de silice type « flash » 
80 g de silice 200-500 µm ; 2,63 g d’extrait au dichlorométhane 

Gradient dichlorométhane/acétate d’éthyle/ méthanol 

Extrait au 

dichlorométhane 

(3,292 g) 

D’4  

886,9 mg 

D’1  

306,3 mg 

D’2  

697,8 mg 

D’3  

484,8 mg 

D’5  

68,3 mg 

D’4.4  

140,8 mg 

D’4.1  

63,2 mg 

D’4.2  

202,4 mg 

D’4.3  

94,7 mg 

D’4.5  

179,2 mg 

D’4.7  

83,9 mg 

0/100/0 50/50/0 0/50/50 

90/10 
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Tableau 13. Structure et données RMN 13C de la 6’’-O-acétyl-7-O-β-D-

glucopyranosylchrysine (Fraction D’4.1) 

Notes : δC : déplacements chimiques expérimentaux ; δClitt , numérotation des carbones et déplacements 

chimiques selon Pistelli et al. (2003). 

 

L’analyse par RMN 13C de l’extrait brut au dichlorométhane et des différentes 

fractions de chromatographies a permis d’identifier trois composés, la chrysine et deux 

de ses dérivés glucosylés. Dans la suite de ce travail, nous nous sommes intéressés à la 

composition chimique de l’extrait à l’acétate d’éthyle. 

 

 
n°C δC (ppm)  δClitt (ppm) Δδ 

2 162,83 162,9 0,07 

3 105,39 105,5 0,11 

4 182,11 182,2 0,09 

5 161,01 161,1 0,09 

6 99,50 99,4 0,10 

7 163,62 163,7 0,08 

8 94,87 95,0 0,13 

9 156,99 157,1 0,11 

10 105,58 105,6 0,02 

1’ 130,48 130,6 0,12 

2’ et 6’ 126,40 126,5 0,10 

3’ et 5’ 129,09 129,2 0,11 

4’ 132,19 132,2 0,01 

1" 99,61 99,6 0,01 

2" 72,90 73,2 0,30 

3" 76,10 76,3 0,20 

4" 69,70 69,8 0,10 

5" 73,79 73,9 0,11 

6" 63,27 63,4 0,13 

COO 170,10 170,2 0,10 

CH3 20,46 20,1 0,36 
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III.2.2. COMPOSITION DE L’EXTRAIT A L’ACETATE D’ETHYLE DE FLEURS DE C. VILLOSA 

Les fleurs résiduelles ont été extraites à l’aide d’un appareil Soxhlet avec 600 mL 

d’acétate d’éthyle pendant 24 h. Suite à l’évaporation du solvant, un extrait de 6,044 g a 

été obtenu (rendement de 1,05 % par rapport à la masse sèche initiale de végétal) (Figure 

27). Après analyse par RMN 13C de l’extrait, l’interrogation de la bibliothèque « Flavones » 

du laboratoire a permis d’identifier à nouveau la chrysine et la 4’’-O-acétyl-7-O-β-D-

glucopyranosylchrysine.  

 

Figure 27. Schéma de l’extraction des fleurs de C. villosa  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Par ailleurs, la bibliothèque « Flavones » de la littérature a permis d’identifier un 

dérivé glucosylé supplémentaire de la chrysine présent dans des proportions 

majoritaires, la 7-O-β-D-glucopyranosylchrysine, par comparaison avec les données RMN 

13C décrites par El Antri et al. (2004 a) (Δδ < 0,13 ppm pour 95 % des signaux) (Tableau 

14). 

 

Extrait à l’hexane 

(3,099 g) 

Fleurs 

résiduelles 

 

Fleurs de Calicotome villosa broyées 

(576,4 g ; N2 liq.)  

Extraction Soxhlet (hexane ; 600 mL ; 24h) 
Evaporation 

Fleurs 

résiduelles 

Extraction Soxhlet (dichlorométhane ; 600 mL ; 24h) 
Evaporation 

Extrait au 

dichlorométhane 

(3,292 g) 

Fleurs 

résiduelles 

 

Extraction Soxhlet (acétate d’éthyle ; 600 mL ; 24h) 
Evaporation 

Extrait à 

 l’acétate d’éthyle 

 (6,044 g) 
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Tableau 14. Structure et données RMN 13C de la 7-O-β-D-glucopyranosylchrysine 

 Notes : δC, déplacements chimiques expérimentaux ; δClitt numérotation des carbones et déplacements 

chimiques selon El Antri et al. (2004 a). 

 

Parallèlement, sur le spectre RMN 13C de l’extrait à l’acétate d’éthyle, des raies de 

résonance restent non attribuées. Un échantillon de cet extrait (3,82 g) a donc été 

chromatographié sur colonne de silice de type « flash » (200 – 500 µm ; 60 Å ; 115 g) avec 

un gradient de solvants de polarité croissante dichlorométhane/acétate 

d’éthyle/méthanol (100: 0: 0 à 0: 0: 100). A l’issue de cette chromatographie, quinze 

fractions ont été obtenues (E’1 à E’15) (Figure 28). 

 

 
 

n°C δC (ppm)  δClitt (ppm) Δδ 

2 163,59 163,7 0,11 
3 105,35 105,6 0,25 

4 182,09 182,2 0,11 

5 161,01 161,1 0,09 

6 99,59 99,7 0,11 

7 163,09 163,2 0,11 

8 94,88 95,0 0,12 

9 157,00 157,1 0,10 

10 105,49 105,5 0,01 

1’ 130,48 130,6 0,12 

2’ et 6’ 126,40 126,5 0,10 

3’ et 5’ 129,07 129,2 0,13 

4’ 132,13 132,2 0,07 

1" 99,77 99,9 0,13 

2" 72,98 73,0 0,02 

3" 76,31 76,4 0,09 

4" 69,42 69,5 0,08 

5" 77,07 77,2 0,13 

6" 60,48 60,6 0,12 
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Figure 28. Schéma du fractionnement de l’extrait à l’acétate d’éthyle de fleurs de C. villosa  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sur le spectre de la fraction E’1, nous relevons des raies de résonance 

caractéristiques de triglycérides : des carbones de fonctions esters (δC = 172,85, 173,26 

et 173,30 ppm) ; des carbones éthyléniques (compris entre δC = 127,13 et 131,97 ppm) ; 

des carbones du glycérol (δC = 62,11 et 68,91 ppm) et des carbones aliphatiques (δC = 

14,08 et 34,21 ppm). L’interrogation des diverses bibliothèques de spectres du 

laboratoire a permis, entre autres, l’identification des flavonoïdes déjà présents dans 

l’extrait brut à l’acétate d’éthyle et dans les fractions de chromatographie de l’extrait au 

dichlorométhane ainsi que des monosaccharides : 

- la chrysine, dans les fractions E’2 à E’5 ; 

- l’apigénine dans les fractions E’4 à E’6 ; 

100/0/0 95/5/0 50/50/0 25/75/0 0/100/0 0/90/10 0/75/25 0/75/25 
0/0/100 

100/0/0 

Extrait à l’hexane 

(3,099 g) 

Fleurs 

résiduelles 

 

Fleurs de Calicotome villosa broyées 

(576,4 g ; N2 liq.)  

Extraction Soxhlet (hexane ; 600 mL ; 24h) 
Evaporation 

Fleurs 

résiduelles 
Extraction Soxhlet (dichlorométhane ; 600 mL ; 24h) 
Evaporation 

Extrait au 

dichlorométhane 

(3,292 g) 

Fleurs 

résiduelles 

 

Extraction Soxhlet (acétate d’éthyle ; 600 mL ; 24h) 
Evaporation 

Extrait à 

 l’acétate d’éthyle 

 (6,044 g) 
Chromatographie sur colonne de silice type « flash » 
115 g de silice 200-500 µm ; 3,82 g d’extrait 
Gradient dichlorométhane/acétate d’éthyle/méthanol 

E’8  

375,5 mg 

E’4  

54,3 mg 

E’2  

162,3 mg 

E’3  

241,1 mg 

E’5  

74,6 mg 

E’6  

88,1 mg 

E’1  

124,5 mg 

E’7  

220,8 mg 

E’9  

194,6 mg 

E’10  

560,9 mg 

E’11  

330,3 mg 

E’12  

378,2 mg 

E’13  

379,2 mg 

E’14  

427,2 mg 

E’15  

119,4 mg 

90/10/0 70/30/0 0/90/10 0/90/10 0/50/50 
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- la lutéoline dans la fraction E’5 ; 

- la 7-O-β-D-glucopyranosylchrysine, dans les fractions E’9 à E’15 ; 

- la 4’’-O-acétyl-7-O-β-D-glucopyranosylchrysine et la 6’’-O-acétyl-7-O-β-D-

glucopyranosylchrysine, dans les fractions E’7 à E’9 ; 

- le β-D-fructopyranose, dans les fractions E’11 à E’15 ;  

- l’α-D-fructofuranose, le β-D-fructofuranose, l’α-D-glucose et le β-D-glucose, 

dans les fractions E’12 à E’15. 

Par ailleurs, des raies de résonance restent non attribuées sur les spectres RMN 

13C des fractions E’7 et E’8. Ces deux fractions présentant des profils spectraux similaires, 

ont donc été rassemblées pour former la fraction E’A (535,7 mg), puis soumises à une 

chromatographie sur colonne de silice de type « fine » (35 – 70 µm ; 60 Å ; 15 g) avec un 

gradient de solvants dichlorométhane/acétate d’éthyle (50 :50 à 0 :100) permettant 

l’obtention de dix sous-fractions (E’A.1 à E’A.10) (Figure 29). 

 

Figure 29. Schéma de la chromatographie des fractions E’7 et E’8 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

L’examen des spectres RMN 13C des diverses sous-fractions associé à 

l’interrogation des bibliothèques de spectres du laboratoire a permis d’identifier à 

nouveau les trois dérivés glucosylés de la chrysine précédemment cités, dans les sous-

Chromatographie sur colonne de silice type « fine » 
15 g de silice 35-70 µm ; 535,7 mg d’échantillon E’7+ E’8  

Gradient dichlorométhane/acétate d’éthyle 
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100/0/0 
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 l’acétate d’éthyle 

 (6,044 g) 

Chromatographie sur colonne de silice type « flash » 
80 g de silice 200-500 µm ; 3,82 g d’extrait 
dichlorométhane/acétate d’éthyle/méthanol 

E’8  

375,5 mg 

E’4  

54,3 mg 

E’2  

162,3 mg 

E’3  

241,1 mg 

E’5  

74,6 mg E’6  

88,1 mg 

E’1  

124,5 mg 

E’7  

220,8 mg 

E’9  

194,6 mg E’10  

560,9 mg 

E’11  

330,3 mg E’12  

378,2 mg 

E’13  

379,2 mg E’14  

427,2 mg 

E’15  

119,4 mg 

90/10/0 70/30/0 0/90/10 0/90/10 0/50/50 

E’A.6  

51,5 mg 

E’A.8  

48,5 mg 

E’A.4  

53,0 mg 

E’A.1  

25,4 mg 

E’A.2  

77,9 mg 

E’A.3  

84,4 mg 

E’A.5  

42,8 mg 

E’A.7  

54,1 mg 

E’A.10  

31,2 mg 

E’A.9  

63,0 mg 

10/90 0/100 0/100 0/100 0/100 
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fractions E’A.4 à E’A.10 dans des proportions majoritaires. Parallèlement, la bibliothèque de 

spectres « Phénols » du laboratoire a permis l’identification de l’acide trans-p-

coumarique dans les sous-fractions E’A.1 et E’A.2. De plus, la bibliothèque « Phénols » issue 

de la littérature a permis d’identifier l’acide cis-p-coumarique, dans les sous-fractions E’A.1 

à E’A.3 ainsi que l’acide cis-2,4,5-trihydroxycinnamique dans la sous-fraction E’A.2. Pour ces 

deux acides, les données RMN 13C relevées sur les spectres des sous-fractions concordent 

parfaitement avec celles décrites dans la littérature (Salum et al., 2010 ; Zhao et al., 2012) 

(Tableau 15). En effet, pour ces deux molécules les écarts entre les valeurs des 

déplacements chimiques reportées dans la littérature et celles relevées sur les spectres 

des sous-fractions sont tous inférieurs ou égaux à 0,07 ppm. 

 

Tableau 15. Structure et données RMN 13C de l’acide cis-p-coumarique et de l’acide cis-

2,4,5-trihydroxycinnamique 

 
 

 
           

 
                 Acide cis-p-coumarique                         

 
 
Acide cis-2,4,5-trihydroxycinnamique 

n°C δC (ppm) 
δClitt 

(ppm) 
Δδ n°C δC (ppm) 

δClitt 

(ppm) 
Δδ 

1 125,73 125,76 0,03 1 113,00 113,0 0,00 
2 et 6 132,29 132,32 0,03 2 150,66 150,7 0,04 
3 et 5 114,84 114,87 0,03 3 103,83 103,8 0,03 

4 158,48 158,52 0,04 4 144,73 144,8 0,07 

- - - - 5 152,18 152,2 0,02 
- - - - 6 113,23 113,2 0,03 
α 116,92 116,95 0,03 α 112,68 112,7 0,02 
β 141,62 141,66 0,04 β 146,26 146,3 0,04 

COOH 167,64 167,66 0,02 COOH 164,50 164,5 0,00 
Notes : δC , déplacements chimiques expérimentaux ; numérotation des carbones selon Salum et al. (2010) ; 
δClitt : déplacements chimiques de l’acide cis-p-coumarique selon Salum et al. (2010) ; déplacements chimiques 
de l’acide cis-2,4,5-trihydroxycinnamique selon Zhao et al. (2012). 
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La fraction E’10 dans laquelle seule la 7-O-β-D-glucopyranosylchrysine a été 

préalablement identifiée dans des proportions majoritaires, a été soumise à une nouvelle 

chromatographie sur colonne de silice de type « fine » (35 – 70 µm ; 60 Å ; 10 g) avec un 

gradient dichlorométhane/acétate d’éthyle/méthanol (20: 80: 0 à 0: 0: 100). A l’issue de 

cette chromatographie, dix sous-fractions ont été éluées (E’10.1 à E’10.10) (Figure 30).  

 

Figure 30. Schéma de la chromatographie de la fraction E’10  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Après l’analyse RMN 13C des différentes sous-fractions, l’interrogation des 

bibliothèques de spectres du laboratoire a permis d’identifier à nouveau les trois dérivés 

glucosylés de la chrysine précédemment cités dans les sous-fractions E’10.1 et E’10.2. Nous 

identifions également les acides trans-p-coumarique, cis-p-coumarique et cis-2,4,5-

trihydroxycinnamique, dans la sous-fraction E’10.1. Par ailleurs, la bibliothèque de spectres 

« Phénols » de la littérature a permis l’identification de l’acide caféique pour lequel les 

données RMN 13C issues de la littérature (Świsłocka, 2013) concordent avec celles de la 

sous-fraction E’10.1 (Δδ < 0,08 ppm). Seule une superposition a été observée entre l’acide 

caféique et l’acide trans-p-coumarique (Tableau 16).  

0/95/5 20/80/0 

100/0/0 95/5/0 50/50/0 25/75/0 0/100/0 0/90/10 0/75/25 0/75/25 
0/0/100 
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194,6 mg 

E’10  

560,9 mg 
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37,9 mg 
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35,5 mg 
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E’10.3  

44,9 mg 
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E’10.7  

23,6 mg 

E’10.10  

37,9 mg 

E’10.9  

33,4 mg 

0/100/0 0/100/0 0/100/0 0/100/0 0/95/5 0/95/5 0/85/15 0/0/100 

Chromatographie sur colonne de silice type « fine » 
10 g de silice 35-70 µm ; 316,8 mg d’échantillon E’10  

dichlorométhane/acétate d’éthyle/méthanol 
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Tableau 16. Structure et données RMN 13C de l’acide caféique 

 
n°C δC (ppm) δClitt (ppm) Δδ 

1 125,67 125,71 0,04 

2  115,73 115,76 0,03 

3  144,58 144,59 0,01 

4 148,12 148,14 0,02 
5 114,57 114,65 0,08 
6 121,16 121,16 0,00 
α 115,08 115,13 0,05 

β 145,53 145,57 0,04 

COOH 167,90 167,91 0,01 
Notes : δC , déplacements chimiques expérimentaux ; numérotation des carbones selon Salum et al. (2010) ; 
δClitt, déplacements chimiques selon Świsłocka (2013).  

 

 Parallèlement, sur le spectre RMN 13C de la sous-fraction E’10.9, des raies de 

résonance restent non attribuées (Annexe 18). D’après les valeurs des déplacements 

chimiques et les données observées sur le spectre DEPT, la molécule recherchée présente 

des similitudes structurales avec la 4’’-O-acétyl-7-O-β-D-glucopyranosylchrysine, 

précédemment identifiée (Annexe 19). En effet, nous relevons les signaux de : 

- sept carbones quaternaires (δC = 182,02 ppm ; 163,64 ppm ; 162,64 ppm ; 

161,11 ppm ; 157,08 ppm ; 130,48 ppm) dont un appartient au groupement 

acétate (δC = 169,71 ppm) ;   

- onze méthines (δC = 132,12 ppm ; 105,46 ppm ; 99,61 ppm ; 94,84 ppm) dont 

deux ayant une double intensité (δC = 129,11 ppm ; 126,41 ppm) et cinq 

appartenant au monosaccharide (δC = 99,21 ppm ; 73,31 ppm ; 72,92 ppm ; 

71,20 ppm ; 70,55 ppm) ;  

- un méthylène (δC = 62,74 ppm) ; 

- un méthyle (δC = 20,76 ppm). 

Comparativement à la 4’’-O-acétyl-7-O-β-D-glucopyranosylchrysine, nous relevons en 

plus les déplacements chimiques d’un groupement malonyle : δC = 168,18 ppm (C=O); 



Chapitre III. Etude de la composition chimique d’extraits de fleurs et de racines de Calicotome villosa par RMN 13C 

116 
 

167,31 ppm (C=O); 42,38 ppm (CH2). Nous procédons donc à une série d’analyses RMN 

1D et 2D (Annexes 17, 20-23). Les informations relevées sur les spectres RMN 2D 

permettent de confirmer la structure partielle 5,7- dihydroxyflavone (chrysine) (Tableau 

17 ; Annexes 20-23).  

Les corrélations observées sur le spectre NOESY entre les protons dont les signaux 

sont situés à δH = 5,25 ppm (δC = 99,21 ppm ; C1’’), δH = 3,59 ppm (δC = 73,31 ppm ; C3’’) 

et δH = 4,08 ppm (δC = 71,20 ppm ; C5’’) d’une part, et δH = 3,41 ppm (δC = 72,92 ppm ; 

C2’’), δH = 4,68 ppm (δC = 70,55 ppm ; C4’’) d’autre part indiquent que le monosaccharide 

lié au squelette flavone est le β-glucose. La corrélation relevée sur le spectre HMBC entre 

le proton δH = 5,25 ppm (δC = 99,21 ppm ; C1’’) et le carbone quaternaire C7 (δC =        

162,64 ppm) confirme la liaison entre le dérivé glucosylé et le carbone C7 du squelette 

flavone. Par ailleurs, la corrélation observée sur le spectre HMBC entre le proton H4’’ 

(C4’’ ; δC = 70,55 ppm) et le carbone quaternaire du groupement acétate (δC = 169,71 ppm) 

indique que ce dernier est lié au carbone C4’’. De plus, la corrélation entre le proton H6’’ 

(C6’’ ; δC = 62,74 ppm) et le carbone de la fonction ester (δC = 167,31 ppm) indique que le 

groupement malonyle est lié au carbone C6’’. La flavone recherchée est donc la 4”-O-

acétyl-6”-O-malonyl-7-O-β-D-glucopyranosylchrysine (Tableau 17 ; Annexes 17-23). 

Des recherches bibliographiques d’après le nom et la structure de la molécule 

n’ayant donné aucun résultat, il s’agit probablement d’une molécule nouvelle. 
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Tableau 17. Structure et données RMN 13C de la 4”-O-acétyl-6”-O-malonyl-7-O-β-D-

glucopyranosylchrysine 

Notes : numérotation des carbones selon El Antri et al. (2004 a). s , singulet ; d , doublet ; t , triplet ; m , 

multiplet. 

 

 

n°C δC (ppm)  
δH 

(ppm) 

Multiplicité  
(J (Hz)) 

HMBC COSY NOESY 

2 163,64 - - - - - 

3 105,46 7,05  s 2 ; 4 ; 5 ; 10 - 2’ ; 6’ 

4 182,02 - - - - - 

5 161,11 - - - - - 

6 99,61 6,51  s 5 ; 7 ; 8 ; 10 8 1’’ 

7 162,64 - - - - - 

8 94,84 6,87  s 6 ; 7 ; 9 ; 10 6 1’’ 

9 157,08 - - - - - 

10 105,78 - - - - - 

1’ 130,48 - - - - - 

2’ et 6’ 126,41 8,10  d large 2 ; 4’ 3’ ; 5’ ; 4’ 3 ; 3’ ; 5’ ; 4’ 

3’ et 5’ 129,11 7,60  m 1’ ; 2’ ; 6’ 2’ ; 6’ 2’ ; 6’ 

4’ 132,12 7,62  m 1’ ; 2’ ; 6’ ; 3’ ; 5’  2’ ; 6’ 2’ ; 6’ 

1" 99,21 5,25  d (7,64) 7 2" 3’’ ; 5’’ ; 6 ; 8  

2" 72,92 3,41  m 3’’ 1" ; 3" 4’’ 

3" 73,31 3,59  m 2’’ ; 4’’ 2" ; 4" 1’’ ; 5’’ 

4" 70,55 4,68  t (9,2) 5" ; 6" ; CH3COO 3" ; 5" 2’’ 

5" 71,20 4,08  m 6" 4" 1’’ ; 3’’ 

6" 62,74 4,09  m COO - - 

CH3COO 169,71 - - - - - 

CH3COO 20,76 2,08  s 4" ; CH3COO - - 

COO 167,31 - - - - - 

CH2 42,38 3,25  s COO ; COOH - - 

COOH 168,18 - - - - - 
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Par ailleurs, un échantillon de la fraction E’13 (318,2 mg) a été chromatographié sur 

colonne de silice de type « fine » (35 – 70 µm ; 60 Å ; 10 g) avec un gradient de solvants de 

polarité croissante acétate d’éthyle/méthanol (100: 0 à 0: 100). A l’issue de cette 

chromatographie, douze sous-fractions ont été obtenues (E’13.1 à E’13.12) (Figure 31).  

 

Figure 31. Schéma de la chromatographie des fractions E’13  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Après l’analyse RMN 13C des différentes sous-fractions, l’interrogation des 

bibliothèques de spectres du laboratoire a permis d’identifier à nouveau la 4’’-O-acétyl-7-

O-β-D-glucopyranosylchrysine dans la sous-fraction E’13.1 et la 7-O-β-D-

glucopyranosylchrysine dans les sous-fractions E’13.1 à E’13.11. Dans la sous-fraction E’13.2, 

nous identifions une nouvelle fois l’α-D-fructofuranose et le β-D-fructofuranose avec la 

bibliothèque de spectres « Sucres » du laboratoire. Parallèlement, dans cette sous-

fraction, la bibliothèque « Sucres » de la littérature a permis d’identifier un polyol 

supplémentaire : le D-pinnitol, dont les données RMN 13C concordent avec celles de la 

sous-fraction E’13.2 (Δδ ≤ 0,09 ppm) (Tableau 18).  

100/0/0 95/5/0 50/50/0 25/75/0 0/100/0 0/90/10 0/75/25 0/75/25 
0/0/100 

100/0/0 

Extrait à 

 l’acétate d’éthyle 

 (3,292 g) 

Chromatographie sur colonne de silice type « flash » 
80 g de silice 200-500 µm ; 3,82 g d’extrait 
dichlorométhane/acétate d’éthyle/méthanol 

E’8  

375,5 mg 

E’4  

54,3 mg 

E’2  

162,3 mg 

E’3  

241,1 mg 

E’5  

74,6 mg 
E’6  

88,1 mg 

E’1  

124,5 mg 

E’7  

220,8 mg 

E’9  

194,6 mg 
E’10  

560,9 mg 

E’11  

330,3 mg 
E’12  

378,2 mg 

E’13  

379,2 mg E’14  

427,2 mg 

E’15  

119,4 mg 

90/10/0 70/30/0 0/90/10 0/90/10 0/50/50 

E’13.6  

37,2 mg 

E’13.8  

15,4 mg 

E’13.4  

33,2 mg 

E’13.1  

11,2 mg 

E’13.2  

39,3 mg 

E’13.3  

21,9 mg 

E’13.5  

16,6 mg 

E’13.7  

36,9 mg 

E’13.10  

16,0 mg 

E’13.9  

36,7 mg 

E’13.12  

25,9 mg 

E’13.11  

24,7 mg 

100/0 95/5 90/10 90/10 90/10 85/15 85/15 85/15 75/25 80/20 50/50 0/100 

Chromatographie sur colonne de silice type « fine » 
10 g de silice 35-70 µm ; 318,2 mg d’extrait 

acétate d’éthyle/méthanol 
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Tableau 18. Structure et données RMN 13C du D-pinnitol 

 
n°C δC (ppm) δClitt (ppm) Δδ 

1 70,89 70,8 0,09 

2  72,42 72,4 0,02 

3  70,07 70,0 0,07 

4 72,59 72,6 0,01 

5 71,97 71,9 0,07 

6 83,81 83,8 0,01 

-O-CH3 59,64 59,6 0,04 
δC : déplacements chimiques expérimentaux ; δClitt , déplacements chimiques et numérotation des carbones 
selon Usmanova et Botirov (2013).  

 

Par ailleurs, sur les spectres RMN 13C des sous-fractions E’13.8 à E’13.10, une série de 

raies de résonance reste non attribuée. Les différents signaux de la molécule recherchée 

ont été différenciés à partir de la séquence DEPT comme suit :  

- neuf carbones quaternaires (δC = 181,95 ppm ; 168,41 ppm ; 167,76 ppm; 

163,54 ppm ; 162,85 ppm ; 161,12 ppm ; 157,14 ppm ; 130,54 ppm ;  

- 105,77 ppm) ; 

- dix méthines (δC = 132,11 ppm; 105,55 ppm; 94,80 ppm) dont trois d’intensité 

double (δC = 129,14 ppm; 126,43 ppm; 99,64 ppm) et quatre liés à un oxygène 

(δC = 76,11 ppm ; 73,90 ppm ; 72,97 ppm ; 69,61 ppm) ; 

- deux méthylènes (63,70 ppm ; 42,92 ppm). 

D’après les valeurs des déplacements chimiques, la molécule recherchée présente une 

structure similaire à la 4”-O-acétyl-6”-O-malonyl-7-O-β-D-glucopyranosylchrysine 

identifiée précédemment. Comparativement à cette dernière, nous observons une 

absence de la fonction acétate liée au carbone C4’’ qui se traduit par des variations 

notables des déplacements chimiques des carbones C3’’ (δC = 76,11 ppm) et C5’’ (δC = 

73,90 ppm). Des recherches bibliographiques conduisent à l’identification de la 6”-O-

malonyl-7-O-β-D-glucopyranosylchrysine, dont les valeurs en RMN 13C reportées par 

Park et al. (1995), correspondent globalement à celles relevées sur les spectres des sous-

fractions E’13.8 à E’13.10 (Tableau 19). 
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Tableau 19.   

Structure et données RMN 13C de la 6”-O-malonyl-7-O-β-D-glucopyranosylchrysine 

Notes : δC ,  déplacements chimiques expérimentaux ; δClitt , déplacements chimiques selon Park et al. (1995) ; 

δC# , déplacements chimiques de la 4”-O-acétyl-6”-O-malonyl-7-O-β-D-glucopyranosylchrysine ; numérotation 

des carbones selon El Antri et al. (2004 a). 

 

 
n°C δC (ppm)  δClitt (ppm) δC# (ppm) 

2 163,54 163,7 163,64 

3 105,55 105,1 105,46 

4 181,95 182,1 182,02 

5 161,12 161,3 161,11 

6 99,64 99,9 99,61 

7 162,85 163,1 162,64 

8 94,80 95,0 94,84 

9 157,14 157,3 157,08 

10 105,77 105,7 105,78 

1’ 130,54 130,8 130,48 

2’ et 6’ 126,43 126,6 126,41 

3’ et 5’ 129,14 129,3 129,11 

4’ 132,11 132,2 132,12 

1" 99,64 99,9 99,21 

2" 72,97 73,2 72,92 

3" 76,11 76,4 73,31 

4" 69,61 69,8 70,55 

5" 73,90 74,1 71,20 

6" 63,70 63,9 62,74 

CH3COO - - 169,71 

CH3COO - - 20,76 

COO 167,76 167,7 167,31 

CH2 42,92 42,8 42,38 

COOH 168,41 168,2 168,18 
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L’extraction des fleurs de C. villosa au dichlorométhane et à l’acétate d’éthyle suivie 

de chromatographies successives, a permis l’identification de trois flavones (la chrysine, 

l’apigénine et la lutéoline), de cinq monosaccharides (l’α-fructofuranose, le β-

fructofuranose, l’α-glucose, le β-glucose et le β-fructopyranose) et d’un phénol (l’acide 

trans-p-coumarique) avec les diverses bibliothèques de spectres du laboratoire. Par 

ailleurs, l’interrogation des bibliothèques de spectres de la littérature a permis 

d’identifier quatre dérivés glucosylés de la chrysine qui ne diffèrent que par la position 

des différents substituants au niveau du sucre (4’’-O-acétyl-7-O-β-D-

glucopyranosylchrysine, la 6’’-O-acétyl-7-O-β-D-glucopyranosylchrysine et la 7-O-β-D-

glucopyranosylchrysine), trois phénols (l’acide caféique, l’acide cis-p-coumarique et 

l’acide cis-2,4,5-trihydroxycinnamique) et un polyol (le D-pinnitol) conduisant à 

l’enrichissement des bibliothèques de spectres du laboratoire. La chrysine, l’apigénine, la 

lutéoline ainsi que les trois dérivés glucosylés de la chrysine avaient déjà été identifiés 

dans des extraits de parties aériennes de C. villosa (Dessì et al., 2001 ; Loy et al., 2001 ; 

Alhage et al., 2018).  

Concernant les activités biologiques, le D-pinnitol est connu dans la littérature 

pour ses propriétés antidiabétiques, anti-inflammatoires et antioxydantes (Sánchez-

Hidalgo et al., 2021). La chrysine, l’apigénine et la lutéoline présentent entre autres des 

propriétés antivirales, neuroprotectrices et anticancéreuses (Imran et al., 2020 ; Nabavi 

et al., 2015 ; Zhou et al., 2017 ; Salehi et al., 2019 ; Mani et Natesan, 2018 ; Naz et al., 2019). 

Les acides caféique et p-coumarique possèdent entre autres des propriétés 

antimicrobiennes, antioxydantes et cardioprotectrices (Pei et al., 2016 ; Espíndola et al., 

2019). Les activités biologiques relevées dans la littérature confèrent donc un potentiel 

certain aux extraits aux solvants de fleurs de C. villosa étudiés.  

Afin d’aller plus avant dans l’étude de la composition chimique d’extraits aux 

solvants de C. villosa de Corse, dans la suite de ce travail nous nous sommes intéressés aux 

racines de cet arbuste (paragraphe III.3.).  
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III.3. DETERMINATION DE LA COMPOSITION CHIMIQUE D’UN EXTRAIT 

DE RACINES DE CALICOTOME VILLOSA DE CORSE 

 

Les racines utilisées dans cette étude ont été récoltées en septembre 2018 au lieu-

dit Vignola sur la commune d’Ajaccio (41°54'45.0"N 8°39'11.2"E). Les racines nettoyées 

ont été stockées puis broyées. Les copeaux (192,6 g) ont été extraits pendant 24 h avec 

600 mL de méthanol à l’aide d’un appareil de Soxhlet. La solution méthanolique résultante 

a été évaporée (évaporateur rotatif) donnant lieu à un extrait de 9,18 g, soit un rendement 

de 4,7 % (m/m) par rapport à la masse sèche de végétal. Le spectre RMN 13C de l’extrait 

brut a été enregistré dans le DMSO-d6. L’interrogation des diverses bibliothèques de 

données spectrales issues du laboratoire ou de la littérature n’ayant permis d’identifier 

aucune molécule, l’extrait a été soumis à un premier fractionnement. Un échantillon de 

9,11 g d’extrait au méthanol a été chromatographié sur colonne de silice de type « flash » 

(200 - 500 µm ; 60 Å ; 300 g) à l’aide de quatre solvants de polarité croissante (pentane, 

dichlorométhane, acétate d’éthyle et méthanol). A l’issue de cette chromatographie, 

quatre fractions ont été obtenues (F1 à F4) (Figure 32).  

La première fraction F1, éluée au pentane, ne représente que 8 mg et renferme 

manifestement des composés à chaînes grasses saturées et insaturées. En effet, sur le 

spectre RMN 13C de cette fraction, nous relevons plusieurs signaux compris entre δC = 

130,88 ppm et 128,81 ppm et entre 31,94 ppm et 14,06 ppm. Par ailleurs, les spectres 

RMN 13C et DEPT de la fraction F4 obtenue avec du méthanol (4,17 g) présentent 

essentiellement des signaux appartenant manifestement à des sucres, compris entre           

i) δC = 103,98 ppm et 83,73 ppm (carbones anomériques) ; ii) δC = 77,26 ppm et              

69,60 ppm (alcools secondaires) ainsi que iii) δC = 63,80 ppm et 60,41 ppm (alcools 

primaires). Bien que la fraction F4 représente 45,7 % de l’extrait brut, nous n’avons pas 

poursuivi son étude plus avant. Dans la suite de notre travail, nous avons choisi d’étudier 

la composition chimique des fractions au dichlorométhane et à l’acétate d’éthyle.  
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III.3.1. COMPOSITION CHIMIQUE DE LA FRACTION AU DICHLOROMETHANE 

Sur le spectre RMN 13C de la fraction F2 (330,0 mg), nous observons les raies de 

résonance caractéristiques de triglycérides et de chaînes grasses saturées et insaturées : 

- à δC = 173,66 et 173,32 ppm (carbones des fonctions esters) ; 

- compris entre δC = 130,22 et 127,93 ppm (carbones éthyléniques) ; 

- à δC = 68,90 ppm, 68,17 ppm, 63,12 ppm et 62,11 ppm (carbones du glycérol) ; 

- compris entre δC = 31,94 et 14,06 ppm (carbones aliphatiques). 

Parallèlement, nous relevons une série de treize signaux correspondant au composé 

majoritaire de la fraction. L’interrogation des différentes bibliothèques de spectres du 

laboratoire et issues de la littérature ne permet pas l’identification de ce composé. Selon 

les données relevées sur le spectre de la séquence DEPT, nous dénombrons : 

- six carbones quaternaires (δC = 170,63 ppm ; 156,86 ppm ; 152,34 ppm ; 

143,67 ppm ; 136,55 ppm ; 110,48 ppm) ; 

- trois méthines (δC = 113,79 ppm ; 107,40 ppm ; 85,52 ppm) ; 

- deux méthylènes (δC = 112,23 ppm ; 35,27 ppm) ; 

- deux méthyles (δC = 52,21 ppm ; 17,17 ppm). 

Afin de purifier cette molécule, la fraction F2 a été soumise à une chromatographie 

sur colonne de silice de type « fine » (35 - 70 µm ; 60 Å ; 10 g). Neuf sous-fractions (F2.1 - 

F2.9) ont été éluées avec un gradient de solvants pentane/oxyde de diéthyle (100:0 à 

0:100) (Figure 32).  
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Figure 32. Schéma de la chromatographie de la fraction F2  

 

Notes : DCM, dichlorométhane ; EtOAc, acétate d’éthyle ; MeOH, méthanol ; Et2O, oxyde de diéthyle 

 

Les spectres RMN 13C des sous-fractions F2.2 à F2.8 présentent les signaux de 

résonance de la molécule recherchée (dans des proportions majoritaires) et ceux de 

composés à chaînes grasses. La fraction F2.5 (76,2 mg ; 95:5 pentane/oxyde de diéthyle) 

contenant la molécule recherchée sous forme quasiment pure, a été soumise à une série 

d’analyses RMN 1D (1H, 13C, DEPT135) et 2D (HSQC, HMBC, COSY, NOESY) (Figure 33, 

34 ; Annexes 24-28). Le degré de pureté de la molécule nous a également permis 

d’enregistrer un spectre RMN 2D INADEQUATE (corrélations homonucléaires 13C   ̶ 13C). 

Parallèlement, la masse exacte obtenue à partir de l’analyse SM/SM ([M + Na]+, 

C13H14O4Na+ , masse expérimentale = 257,0783 g.mol-1, masse théorique =                 

257,0789 g.mol-1) indique que la formule brute de la molécule recherchée est C13H14O4 

(masse monoisotopique neutre = 234,0892 g.mol-1) (Annexe 29). Cette dernière est en 

accord avec les données relevées sur les spectres RMN 13C et DEPT (Tableau 20 ; Figure 

34 ; Annexe 24). Cette molécule possède donc sept degrés d’insaturation.  

Extrait au méthanol 

(9,18 g) 

F1 
7,9 mg 

F2 
330,0 mg 

F3 
4,19 g 

F4 
4,17 g 

Racines de Calicotome villosa broyées 

(192,6 g)  

F2.6  

28,4 mg 

F2.7  

20,5 mg 

F2.4  

29,7 mg 

F2.1  

20,4 mg 

F2.3  

28,3 mg 

F2.2 

28,7 mg 

F2.8  

28,0 mg 

F2.9  

29,8 mg 

F2.5  

76,2 mg 

100/0 99/1 90/10 99,5/0,5 50/50 

Extraction Soxhlet (méthanol ; 600 mL ; 24h) 
Evaporation 

Racines 

restantes  

Chromatographie sur colonne de silice type « flash » 
300 g de silice 200-500 µm ; 9,11 g d’extrait 

Chromatographie sur colonne de silice type « fine » 
10 g de silice 35-70 µm ; 301,2 mg de la fraction F2 
Gradient Pentane/ Et2O 

80/20 98/2 95/5 0/100 

Pentane DCM EtOAc  MeOH 
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Les huit signaux entre δC = 107,40 ppm et δC = 156, 86 ppm correspondent à des 

carbones de quatre doubles liaisons dont une comprend un groupe méthylidène (=CH2 ; 

δC =112,23 ppm). Les deux singulets à δH = 6,80 ppm (lié au δC = 113,79 ppm) et δH =      

7,16 ppm (δC = 107,40 ppm) suggèrent un fragment phényle tétrasubstitué, les 

hydrogènes étant en position para (Figure 33). Les signaux à δC = 170,63 ppm (carbone 

quaternaire) et à δC = 52,21 ppm (δH = 3,91 ppm ; 3H) indiquent la présence d’un groupe 

carbométhoxy. La corrélation relevée sur le spectre HMBC entre le signal du proton à        

δH = 7,16 ppm (δC = 107,40 ppm ; C7) et le carbone C13 (δC = 170,63 ppm) indique que le 

groupe carbométhoxy est lié au carbone C6 (C ; δC = 110,48 ppm). Les corrélations entre 

le proton (signal à δH = 10,55 ppm ; singulet ;   ̶ OH) et les carbones C4 (CH ; δC =            

113,79 ppm), C5 (C ; δC = 156,86 ppm) et C6 (C ; δC = 110,48 ppm) indiquent qu’un groupe 

hydroxyle est lié au carbone C5. Ainsi, étant donné que la molécule recherchée possède 

sept centres d’insaturation, nous supposons que le dernier degré d’insaturation 

correspond à un cycle dihydrofurane (δC = 85,52 ppm, C2 ; 35,27 ppm, C3 ; 136,55 ppm, 

C9 ; 152,34 ppm, C8) lié au cycle aromatique par les carbones C8 et C9. Les corrélations 

observées sur le spectre HMBC entre le signal des protons du méthyle à δH = 1,75 ppm 

(singulet) et les carbones C2, C10 et C11, indiquent la présence de la sous-structure                 

-CH-C(CH3)=CH2 formant un système isopropylène (méthyléthényle) lié au carbone C2 

(Figure 34 ; Annexe 26 ; Tableau 20).  

Par ailleurs, les corrélations carbone-carbone relevées sur le spectre RMN 2D 

INADEQUATE confirment la structure de la molécule recherchée (Figure 35 ; Tableau 

20). Par exemple, la corrélation entre le signal du carbone du méthine à δC =                       

85,52 ppm (C2) et celui du carbone quaternaire à δC = 143,67 ppm (C10) indique que le 

groupement isopropylène est lié au carbone C2 du squelette dihydrobenzofurane. 

Parallèlement, les corrélations observées entre les signaux des carbones C2 et C3 ; C3 et 

C9 ainsi que C9 et C4, indiquent l’enchaînement -O-C2-C3-C9-C4-.  

Le composé recherché est donc une molécule nouvelle, le 2-(1-méthyléthényl)-5-

hydroxy-6-carbométhoxy-2,3-dihydrobenzofurane (Tableau 20 ; Figures 33-35 ; 

Annexes 24-29). Il s’agit d’un isomère du tubaiate de méthyle (2-(1-méthyléthényl)-4-

hydroxy-5-carbométhoxy-2,3-dihydrobenzofurane), les deux composés étant notamment 

différenciés par leurs données RMN 1H. En effet, les signaux des deux protons aromatiques 

du tubaiate de méthyle correspondent à deux doublets à δH = 7,69 ppm et δH = 6,37 ppm 
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(J = 9 Hz) (Obara et al., 1976) tandis que ceux des protons aromatiques du 2-(1-

méthyléthényl)-5-hydroxy-6-carbométhoxy-2,3-dihydrobenzofurane correspondent à 

deux singulets à δH = 6,80 ppm et δH = 7,16 ppm. 

 

Tableau 20. Structure et données RMN du 2-(1-méthyléthényl)-5-hydroxy-6-
carbométhoxy-2,3-dihydrobenzofurane avec les principales corrélations HMBC et COSY 

 

 
 

n°C δ13C (ppm) DEPT 
δ1H  

(ppm) 
Multiplicité  

(J (Hz)) 
HMBC (H→C) COSY NOESY 

2 85,52 CH 5,13 t (8,0) 11 3a;3b 3a;3b;12 

3 35,27 CH2 
3,02 (a) 
3,33 (b) 

ddd (16,7;8,0;1,2) 
ddd (16,7;8,0;1,2) 

2;4;5;8;9;10 
2;3b;4 
2;3a;4 

2;4;12 
2;4;12 

4 113,79 CH 6,80 large s 3;5;6;7;8;9;13 3a;3b 3a;3b;5-OH 
5 156,86 C - - - - - 
6 110,48 C - - - - - 
7 107,40 CH 7,16 s 4;5;6;8;9;13 - - 
8 152,34 C - - - - - 
9 136,55 C - - - - - 

10 143,67 C - - - - - 

11 112,23 CH2 
4,91(a) 
5,07(b) 

m 
m 

2;10;12 
2;3;10;12 

12 
11b;12 
11a;12 

12 17,17 CH3 1,75 large s 2;10;11 11a;11b 2;3a;3b;11a;11b 
13 170,63 C - - - - - 
14 52,21 CH3 3,91 s 13 - - 

5-OH - - 10,55 s 4;5;6;9 - 4 
Notes: s = singulet, d = doublet, t = triplet, m = multiplet; les hydrogènes H3a/H3b et H11a/H11b ne pouvaient pas être 
différenciés; numérotation des carbones selon Obara et al. (1976). 
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Figure 33. Spectre RMN 1H de la sous-fraction F2.5 

H11  

H2 

H4 

H7 

H12 
5-OH 

H3 

H14 



Chapitre III. Etude de la composition chimique d’extraits de fleurs et de racines de Calicotome villosa par RMN 13C 

128 
 

Figure 34. Spectre RMN 13C de la sous-fraction F2.5 
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Figure 35. Spectre RMN 2D INADEQUATE et structure du 2-(1-méthyléthényl)-5-hydroxy-6-carbométhoxy-2,3-dihydrobenzofurane avec 
les principales corrélations                                                                                                    
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Les données RMN 13C de cette nouvelle molécule ont été enregistrées dans la 

bibliothèque de spectres « Coumarines » du laboratoire. Afin d’aller plus avant dans la 

détermination de la composition chimique de l’extrait au méthanol de racines de C. villosa, 

nous nous sommes intéressés à la composition chimique de la fraction à l’acétate d’éthyle. 

 

III.3.2. COMPOSITION CHIMIQUE DE LA FRACTION A L’ACETATE D’ETHYLE  

Sur le spectre RMN 13C de la fraction F3 (4,19 g) éluée à l’acétate d’éthyle, nous 

relevons plusieurs séries de raies de résonance appartenant à des molécules majoritaires. 

L’interrogation des bibliothèques de spectres issues du laboratoire et de la littérature ne 

nous permettant pas d’identifier ces composés, la fraction F3 a été soumise à une 

chromatographie de type « flash » (Figure 36). Un échantillon de la fraction F3 (3,99 g) a 

été fractionné sur colonne de silice (200 – 500 µm ; 60 Å ; 106 g) avec un gradient de 

solvants dichlorométhane/acétate d’éthyle (100:0 à 0:100), et treize sous-fractions ont 

été obtenues (F3.1 – F3.13).  

 

Figure 36. Schéma de l’extraction et du fractionnement des racines de Calicotome villosa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Notes : DCM, dichlorométhane ; EtOAc, acétate d’éthyle ; MeOH, méthanol. 
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L’interrogation des diverses bibliothèques de spectres du laboratoire nous a permis 

d’identifier le 2-(1-méthyléthényl)-5-hydroxy-6-carbométhoxy-2,3-dihydrobenzofurane 

(molécule nouvelle préalablement identifiée dans la fraction F2), dans la sous-première 

fraction F3.1, ainsi que le β-sitostérol et le stigmastérol dans la sous-fraction F3.2. Par la 

suite, sur les spectres RMN 13C des sous-fractions F3.3 et F3.4, nous relevons la même série 

de seize raies de résonance d’intensités importantes et homogènes qui reste non attribuée 

(Annexe 31). Les différents signaux de la molécule recherchée ont été différenciés à 

partir de la séquence DEPT comme suit (Annexe 32):  

- sept carbones quaternaires (δC = 157,38 ppm ; δC = 156,55 ppm ; δC =          

154,14 ppm ; δC = 148,07 ppm ; δC = 141,71 ppm ; δC = 117,96 ppm ;                           

δC = 112,32 ppm); 

- sept méthines (δC = 132,07 ppm ; δC = 109,92 ppm ; δC = 104,76 ppm ; δC = 

103,66 ppm ; δC = 93,83 ppm ; δC = 40,14 ppm) dont un lié à un oxygène  

-CH-O- (δC = 78,56 ppm) ; 

- deux méthylènes : le premier lié à un oxygène -CH2-O- (δC = 66,43 ppm) et le 

second lié à deux oxygènes -O-CH2-O- (δC = 101,28 ppm). 

Afin d’identifier cette molécule, la sous-fraction F3.4, a été soumise à une séquence 

d’analyses RMN 1D et 2D (Annexe 30, 33-36). Sur les spectres RMN 1H et 13C enregistrés, 

nous relevons une série de signaux de résonance indiquant la présence d’une sous-

structure « pyrano-furano » (Tableau 21) : 

- un méthylène : δC = 66,43 ppm ; δH = 4,20 ppm (dd) et δH = 3,63 ppm (t) ; 

- un méthine à δC = 40,14 ppm ; δH = 3,45 ppm (m) ; 

- un méthine à δC = 78,56 ppm ; δH = 5,46 ppm (d). 

Diverses corrélations observées sur le spectre HMBC confirment cette sous-

structure (Annexe 34) : 

- les protons du méthylène (δH = 4,20 ppm ; δH = 3,63 ppm) avec les carbones à 

δC =156,55 ppm, 40,14 ppm, 117,96 ppm et 78,56 ppm ; 

- le proton à δH = 3,45 ppm avec les carbones à δC = 66,43 ppm, 117,96 ppm et 

154,14 ppm ; 

- le proton à δH = 5,46 ppm avec les carbones à 156,55 ppm, 66,43 ppm,            

40,14 ppm et 112,32 ppm. 
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L’ensemble des données spectrales observées sur les spectres RMN 2D (HSQC, 

HMBC, COSY, Annexes 33-35) associé aux valeurs des déplacements chimiques relevées 

sur les spectres RMN 1H (δH = 7,33 ppm; 6,53 ppm; 6,40 ppm; 6,70 ppm; 6,42 ppm) et 13C 

(δC = 132,07 ppm; 109,92 ppm; 157,38 ppm; 103,66 ppm; 156,55 ppm; 112,32 ppm; 

117,96 ppm; 104,76 ppm; 141,71 ppm; 148,07 ppm; 93,83 ppm; 154,14 ppm) indique 

que la molécule recherchée possède deux cycles aromatiques situés de part et d’autre du 

motif pyrano-furano (Tableau 21), formant ainsi un squelette ptérocarpane (i.e. cis-

6a,11a-dihydro-6H-benzofuro(3,2-c)benzopyrane) (Figure 37 ; Fotso et al., 2015).  

 

Figure 37. Structure du squelette ptérocarpane 

 

 

 

 

De plus, la valeur de la constante de couplage entre les protons H6a (lié au carbone 

C6a ; δC = 40,14 ppm) et H11a (lié au C11a ; δC = 78,56 ppm) étant égale à 6,8 Hz (3J) 

confirme la jonction cis des deux cycles constituant la sous-structure pyrano-furano (Yoon 

et al., 2004 ; Tableau 21). Enfin, le signal du carbone restant (δC = 101,27 ppm) est 

caractéristique d’un groupe méthylènedioxy -O-CH2-O-, suggérant un cycle dioxolane lié 

au cycle aromatique D du ptérocarpane par les carbones C8 et C9 (corrélations HMBC).  

Des recherches bibliographiques ont permis d’identifier la maackiaine, dont les 

données RMN 13C décrites par Chaudhuri et al. (1995) concordent avec celles relevées sur 

le spectre de la sous-fraction F3.4 (Tableau 21). En effet, pour cette molécule : 
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- tous les déplacements chimiques attendus ont été observés ; 

- les variations des déplacements chimiques entre le spectre de l’échantillon  et 

celui du composé de référence (Chaudhuri et al., 1995) sont faibles puisqu’elles 

sont inférieures ou égales à 0,06 ppm pour plus de 80 % des signaux. Seules 

trois variations de déplacements chimiques plus importantes ont été observées 

pour les carbones C2, C3 et C11b situés en position α ou β d’un oxygène.  

 

Tableau 21. Structure et données RMN de la maackiaine 

 

n°C 
δC 

(ppm) 
δClitt 

(ppm) 
Δδ DEPT 

δ1H 
(ppm) 

Multiplicité  
(J (Hz)) 

HMBC 
(H→C) 

COSY NOESY 

1 132,07 132,1 0,03 CH 7,33 d (8,3) 3;4;4a;11a 2 2;11a 
2 109,92 109,8 0,12 CH 6,53 dd (2,5;8,3) - 1 1;11a 
3 157,38 157,1 0,28 C - - - - - 
4 103,66 103,6 0,06 CH 6,40 d (2,5) 2;4a;11a;11b - - 

4a 156,55 156,6 0,05 C - - - - - 

6 66,43 66,4 0,03 CH2 
4,20 (x) 
3,63 (y) 

dd (11,0;5,0) 
t (11,0) 

4a;6a;6b;11a 
6y;6a 
6x;6a 

6y;6a 
6x;6a 

6a 40,14 40,1 0,04 CH 3,45 m 6;6b;7;10a 11a;6x;6y 
6x;6y 
7;11a 

6b 117,96 117,9 0,06 C - - - -  

7 104,76 104,7 0,06 CH 6,70 s 
6a;6b;8;9;10;

10a 
- 6a 

8 141,71 141,7 0,01 C - - - - - 
9 148,07 148,1 0,03 C - - - -  

10 93,83 93,8 0,03 CH 6,42 s 6b;7;8;9;10a - - 
10a 154,14 154,2 0,06 C - - - -  
11a 78,56 78,5 0,06 CH 5,46 d (6,8) 1;4a;6;6a;11b 6a 1;2;6a 
11b 112,32 112,5 0,18 C - - - -  

OCH2O 101,28 101,3 0,02 CH2 
5,88 (x) 
5,89 (y) 

d (11,9) 
d (11,9) 

8;9 - - 

3-OH - -  - 6,15 s large - - - 
Notes: s = singulet, t = triplet, d=doublet, m = multiplet; δC: déplacements chimiques expérimentaux; δClitt: 
déplacements chimiques et numérotation des carbones selon Chaudhuri et al. (1995). 
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Suite à l’identification de la maackiaine, nous avons constitué une bibliothèque de 

spectres de référence de ptérocarpanes décrits en RMN 13C dans la littérature. Nous avons 

ainsi référencé plus de 200 molécules identifiées dans des extraits de diverses espèces 

végétales.  

Dans les sous-fractions F3.5 à F3.7, nous identifions à nouveau la maackiaine 

cependant, plusieurs séries de raies de résonance d’intensités importantes restent non 

attribuées. Ces trois sous-fractions ayant des profils spectraux similaires, ont été 

rassemblées, formant ainsi la fraction F3.A (611,4 mg). Cette dernière a été soumise à 

nouveau à une chromatographie sur colonne de silice de type fine (35 - 70 µm ; 60 Å ;        

30 g) avec un gradient de solvants dichlorométhane/acétate d’éthyle (100:0 à 50:50) pour 

donner treize sous-fractions (F3.A.1 – F3.A.13) (Figure 38).  

 

Figure 38. Schéma de la chromatographie des sous-fractions F3.5 à F3.7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Notes : DCM, dichlorométhane ; EtOAc, acétate d’éthyle ; MeOH, méthanol. 
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Dans la sous-fraction F3.A.1, nous identifions à nouveau le β-sitostérol et le 

stigmastérol ainsi que la maackiaine, cette dernière étant également retrouvée dans les 

sous-fractions F3.A.2 à F3.A.6 (bibliothèques de spectres du laboratoire). Dans la suite de ce 

travail, nous décrirons uniquement les fractions de chromatographie apportant de 

nouvelles informations et dont les signaux des spectres ont été en majeure partie 

attribués, c'est-à-dire pour lesquels les raies de résonance restantes sont d’intensités 

négligeables.  

Parallèlement, l’interrogation de la bibliothèque de spectres « Ptérocarpanes » 

issue de la littérature, a permis l’identification de l’isonéorauténol présent dans des 

proportions majoritaire, dans la sous-fraction F3.A.2 (Tableau 22). Pour cette molécule : 

- tous les déplacements chimiques attendus ont été observés ; 

- les variations des déplacements chimiques entre le spectre de l’échantillon et 

celui du composé de référence (Nkengfack et al., 1995) sont faibles puisqu’elles 

sont inférieures ou égales à 0,09 ppm pour la très grande majorité des  

signaux ;  

- seules deux superpositions de signaux ont été relevées entre l’isonéorauténol 

et la maackiaine. Ainsi, malgré la similitude structurale entre ces deux 

molécules, l’identification par RMN 13C à partir des données de la littérature est 

effectuée sans aucune ambiguïté.  
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Tableau 22. Structure et données RMN 13C de l’isonéorauténol 

 
n°C δC (ppm) δClitt (ppm) Δδ 

1 132,22 132,2 0,02 
2 109,89 109,8 0,09 
3 160,14 160,2 0,06 
4 103,64 103,7 0,06 

4a 157,26 157,2 0,06 
6 66,50 66,5 0,00 

6a 39,39 39,4 0,01 
6b 119,09 119,4 0,31 
7 122,01 122,0 0,01 
8 114,88 114,9 0,02 
9 156,55 156,6 0,05 

10 99,38 99,4 0,02 
10a 154,40 154,4 0,00 
11a 78,44 78,4 0,04 
11b 112,35 112,4 0,05 
1’ 122,10 122,1 0,00 
2’ 127,61 127,6 0,01 
3’ 76,55 76,5 0,05 
4’ 27,95 26,9 1,05 
5’ 27,81 26,9 0,91 

Notes: δC: déplacements chimiques expérimentaux; δClitt, déplacements chimiques selon Nkengfack et al. (1995); 
numérotation des carbones selon Chaudhuri et al. (1995). 
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Dans les sous-fractions F3.A.5 à F3.A.7, nous identifions le 3,4-dihydroxy-8,9-

méthylènedioxyptérocarpane, à l’aide de la bibliothèque « Ptérocarpanes » issue de la 

littérature (Tableau 23). Une nouvelle fois, pour ce composé : 

- tous les déplacements chimiques attendus ont été observés ; 

- les variations des déplacements chimiques entre le spectre de l’échantillon  et 

celui du composé de référence (Chaudhuri et al., 1995) sont faibles puisqu’elles 

sont inférieures ou égales à 0,11 ppm pour tous les signaux.  

 

 

Tableau 23.  
Structure et données RMN 13C du 3,4-dihydroxy-8,9-méthylènedioxyptérocarpane 

 
n°C δC (ppm) δClitt (ppm) Δδ 

1 121,74 121,7 0,04 
2 109,58 109,5 0,08 
3 144,44 144,4 0,04 
4 131,59 131,5 0,09 

4a 143,11 143,0 0,11 
6 66,93 66,9 0,03 

6a 40,29 40,3 0,01 
6b 117,49 117,4 0,09 
7 104,67 104,7 0,03 
8 141,77 141,8 0,03 
9 148,21 148,2 0,01 

10 93,93 93,9 0,03 
10a 154,23 154,2 0,03 
11a 78,32 78,3 0,02 
11b 112,53 112,5 0,03 

O-CH2-O 101,32 101,3 0,02 
Notes: δC, déplacements chimiques expérimentaux ; δClitt, déplacements chimiques et numérotation des 
carbones selon Chaudhuri et al. (1995). 
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Nous identifions également l’homoédudiol avec la bibliothèque « Ptérocarpanes » 

de la littérature, dans les sous-fractions F3.A.11 à F3.A.13, pour lequel : 

- tous les déplacements chimiques attendus ont été observés ; 

- les variations des déplacements chimiques entre le spectre de l’échantillon 

(Tableau 24) et celui du composé de référence (Kippsy, 2013) sont faibles 

puisqu’elles sont inférieures ou égales à 0,15 ppm pour la plupart des signaux, 

les valeurs restantes étant comprises entre 0,21 et 0,39 ppm. 

 

 

Tableau 24. Structure et données RMN 13C de l’homoédudiol 

 
n°C δC (ppm) δClitt (ppm) Δδ 

1 132,20 132,2 0,00 
2 109,95 109,8 0,15 
3 157,21 157,1 0,11 
4 103,66 103,7 0,04 

4a 156,46 156,6 0,14 
6 66,57 66,6 0,03 

6a 39,59 39,6 0,01 
6b 118,83 118,9 0,07 
7 125,28 125,3 0,02 
8 119,49 119,1 0,39 
9 158,57 158,9 0,33 

10 98,54 98,6 0,06 
10a 154,97 155,2 0,23 
11a 78,49 78,4 0,09 
11b 112,39 112,6 0,21 
1’ 29,13 29,4 0,27 
2’ 122,23 122,2 0,03 
3’ 134,29 134,6 0,31 
4’ 25,79 25,8 0,01 
5’ 17,82 17,9 0,08 

Notes: δC, déplacements chimiques expérimentaux; δClitt, déplacements chimiques et numérotation des carbones 
selon Kippsy (2013).  
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Par ailleurs, les spectres RMN 13C des sous-fractions F3.A.8 à F3.A.11 présentent deux 

séries de raies de résonance d’intensités importantes qui restent non attribuées. Afin 

d’identifier ces molécules, ces quatre sous-fractions présentant des profils spectraux 

voisins ont été rassemblées. L’échantillon obtenu (F3.B ; 113,9 mg) a été soumis à une 

chromatographie sur colonne de type « fine » (35   ̶  70 µm ; 60 Å ; 7 g) avec un gradient 

de solvants dichlorométhane/acétate d’éthyle (100 : 0 à 90 : 10) pour donner dix sous-

fractions (F3.B.1 – F3.B.10) (Figure 39). Sur les spectres RMN 13C des sous-fractions F3.B.3 à 

F3.B.7, nous relevons principalement les raies de résonance des deux molécules 

recherchées dans des proportions relatives variables (3 : 1 à 1 : 4). Bien que ces deux 

molécules n’aient pas pu être purifiées, nous avons enregistré des séquences d’analyses 

RMN 1D (1H, 13C, DEPT) et 2D (HSQC, HMBC, COSY, NOESY) ayant permis leur 

identification structurale sans ambiguïté (Annexes 37-43 ; 45-51). 

 

Figure 39. Schéma de la chromatographie des sous-fractions F3.A.8 à F3.A.11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Notes : DCM, dichlorométhane ; EtOAc, acétate d’éthyle ; MeOH, méthanol. 
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Dans la sous-fraction F3.B.3, l’une des deux molécules recherchées est présente dans 

des proportions majoritaires (3 : 1) selon le spectre RMN 13C qui comporte une série de 

vingt-et-une raies de résonance principales. D’après le spectre DEPT, cette molécule 

possède :  

- neuf carbones quaternaires (δC = 160,70 ppm ; 157,02 ppm ; 145,52 ppm ; 

142,01 ppm ; 137,72 ppm ; 132,46 ppm ; 128,72 ppm ; 118,99 ppm et  

115,52 ppm) ; 

- sept méthines (δC = 125,01 ppm ; 122,81 ppm ; 121,00 ppm ; 107,75 ppm ; 

98,48 ppm ; 78,44 ppm et 39,70 ppm) ; 

- deux méthylènes (δC = 67,04 ppm et 28,15 ppm) ; 

- trois méthyles (δC = 60,62 ppm ; 25,83 ppm et 17,85 ppm). 

Nous sommes de nouveau en présence d’un squelette ptérocarpane. En effet, sur 

les spectres RMN 1H et 13C (Annexes 37, 38), nous relevons, comme pour les molécules 

précédentes, les déplacements chimiques de l’enchaînement -O-CH2-CH-CH-O- caractéri-

sant la sous-structure « pyrano-furano » : δC = 67,04 ppm (δH = 4,32 ppm, dd ; δH =             

3,62 ppm, t), δC = 39,70 ppm (δH = 3,57 ppm, m), et δC = 78,44 ppm (δH = 5,50 ppm, d) 

(Tableau 25). De plus, la valeur de la constante de couplage entre les protons H6a et H11a 

(3J = 6,6 Hz) confirme la jonction cis des deux cycles B et C (Yoon et al., 2004). Douze 

carbones aromatiques (δC = 121,00 ppm ; 128,72 ppm ; 145,52 ppm ; 137,72 ppm ; 

142,01 ppm ; 115,52 ppm ; 118,99 ppm ; 125,01 ppm ; 107,75 ppm ; 157,02 ppm ; 

98,48 ppm ; 160,70 ppm) constituent les deux derniers cycles A et D du squelette 

ptérocarpane (Tableau 25). 

Parallèlement, nous avons soumis la fraction F3.B.3 à une analyse SM/SM ([M + Na]+, 

C21H22O5Na+, masse expérimentale = 377,1347 g.mol-1, masse théorique =                  

377,1359 g.mol-1) indiquant que la formule brute de la molécule recherchée est C21H22O5 

(masse monoisotopique neutre = 354,1467 g.mol-1) (cf. partie expérimentale ; Annexe 

44). Cette molécule possède donc onze degrés d’insaturation. Le squelette ptérocarpane 

représentant à lui seul dix degrés d’insaturation, le dernier correspond donc à une double 

liaison formée par les deux derniers carbones hybridés sp2.  

Les spectres RMN 1H et 13C mettent en évidence la présence d’un groupe méthoxy 

-O-CH3 (δH = 3,86 ppm, s ; δC = 60,62 ppm), lié au carbone quaternaire C3 (δC =145,52 ppm) 
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(corrélations HMBC) (Tableau 25 ; Annexe 41). Nous observons également la présence 

de deux fonctions hydroxyles -OH (δH = 4,95 ppm, singulet et δH = 5,47 ppm, singulet). Les 

corrélations observées sur le spectre HMBC entre le proton qui résonne à δH = 4,95 ppm 

et les carbones aromatiques C8, C9 et C10 d’une part et entre le proton qui résonne à δH = 

5,47 ppm et les carbones aromatiques C3, C4 et C4a d’autre part indiquent que les deux 

fonctions hydroxyles sont liées aux carbones C9 et C4, respectivement (Tableau 25 ; 

Annexe 41). Les cinq signaux restants (δC = 28,15 ppm, CH2 ; δC = 122,81 ppm, CH ; δC = 

132,46 ppm, C ; δC = 25,83 ppm, CH3 et 17,85 ppm, CH3) sont caractéristiques de la sous-

structure γ,γ’-diméthylallyle, motif renfermant le dernier centre d’insaturation (   ̶CH2   ̶ 

CH = C(CH3)2). Ces déplacements chimiques sont d’ailleurs similaires à ceux de la chaîne 

γ,γ’-diméthylallyle de l’homoédudiol, identifié précédemment. Les corrélations observées 

sur le spectre HMBC (Annexe 41) entre les protons H1’ (δH = 3,33 ppm) liés au carbone 

C1’ (δC = 28,15 ppm) et les carbones C1, C2 et C3 indiquent que la chaîne carbonée est liée 

au carbone C2 du cycle A du ptérocarpane.  

Ainsi la première molécule recherchée est un nouveau ptérocarpane nommé 4,9-

dihydroxy-3-méthoxy-2-diméthylallylptérocarpane dont les données RMN complètes 

sont présentées dans le Tableau 25 et les Annexes 37 à 44 (spectres RMN 1H, 13C, HSQC, 

HMBC, COSY, et NOESY).  
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Tableau 25. Structure (stéréochimie relative) et données RMN du 4,9-dihydroxy-3-
méthoxy-2-diméthylallylptérocarpane avec les principales corrélations HMBC et COSY 

 

n°C δC (ppm) DEPT δH (ppm) 
Multiplicité 

(J (Hz)) 
HMBC (H→C) COSY NOESY 

1 121,00 CH 6,89 large s 1’;3;4;4a;11a - 1’;11a 
2 128,72 C - - - -  
3 145,52 C - - - -  
4 137,72 C - - - -  

4a 142,01 C - - - - 
 

6 67,04 CH2 4,32 (x) 
3,62 (y) 

dd (10,9;4,8) 
t (10,9) 

4a;6a;6b;11a 
6y;6a 

6x; 
6y 
6x 

6a 39,70 CH 3,57 m 6;6b;7;10a 11a;6x 7;11a 
6b 118,99 C - - - - 

 

7 125,01 CH 7,08 d (8,6) 6a;9;10;10a 8 6a;8 
8 107,75 CH 6,37 m 10;10a 7 7 
9 157,02 C - - - -  

10 98,48 CH 6,39 s 6b;8;9 - 9-OH 
10a 160,70 C - - - -  
11a 78,44 CH 5,50 d (6,6) 1;4a;6;6a;11b 6a 1;6a 
11b 115,52 C - - - -  
1’ 28,15 CH2 3,33 m 1;2;2’;3;3’ 2’;4’;5’ 1;2’;-OCH3 
2’ 122,81 CH 5,29 m 4’;5’ 1’;4’;5’ 1’ 
3’ 132,46 C - - - -  
4’ 17,85 CH3 1,74 large s 2’;3’;5’ 1’;2’  
5’ 25,83 CH3 1,74 large s 2’;3’;4’ 1’;2’  

-OCH3 60,62 - 3,86 s 3 - 1’ 
4-OH - - 5,47 s 3;4;4a - - 
9-OH - - 4,95 s 8; 9;10 - 10 

Notes: s = singulet, t = triplet, d=doublet, m = multiplet; numérotation des carbones selon Chaudhuri et al. (1995). 
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Par ailleurs, sur le spectre RMN 13C (Annexe 46) de la sous-fraction F3.B.7, nous 

relevons une série de vingt signaux de résonance intenses appartenant à la seconde 

molécule recherchée qui est présente dans des proportions majoritaires par rapport à la 

molécule identifiée précédemment (4 : 1). Les signaux ont été différenciés selon le spectre 

DEPT comme suit (Annexe 47) :  

- neuf carbones quaternaires (δC = 160,63 ppm ; 157,07 ppm ; 143,73 ppm ; 

140,30 ppm ; 133,01 ppm ; 119,00 ppm ; 116,12 ppm ; 112,65 ppm et  

77,31 ppm) ; 

- huit méthines (δC = 129,39 ppm ; 125,04 ppm ; 121,79 ppm ; 118,41 ppm ; 

107,77 ppm ; 98,44 ppm ; 78,57 ppm et 39,53 ppm ; 

- un méthylène (δC = 66,92 ppm) ; 

- deux méthyles (δC = 28,16 ppm et 27,90 ppm). 

Comme précédemment, les spectres RMN 1H et 13C (Annexes 45, 46) mettent en 

évidence la présence du squelette ptérocarpane et notamment la sous-structure pyrano-

furano, à travers l’enchaînement -O-CH2-CH-CH-O-  : δC = 66,92 ppm (δH = 4,34 ppm, dd ; 

δH = 3,63 ppm, t), δC = 39,53 ppm (δH = 3,53 ppm, m) et δC = 78,57 ppm (δH = 5,48 ppm, d) 

(Tableau 26). Une fois de plus, la valeur de la constante de couplage entre les protons 

H6a et H11a (3J = 6,5 Hz) confirme la jonction cis des deux cycles aliphatiques (Yoon et al., 

2004). Par ailleurs, les valeurs des déplacements chimiques, les multiplicités des signaux, 

les valeurs des constantes de couplage ainsi que les douze carbones sp2 appartenant aux 

deux cycles phényles, sont caractéristiques du squelette ptérocarpane (Tableau 26 ; 

Fotso et al., 2015).  

Par ailleurs, la masse exacte obtenue à partir des analyses SM/SM ([M + Na]+, 

C20H18O5Na+ , masse expérimentale = 361,1050 g.mol-1, masse théorique =                 

361,1046 g.mol-1) indique que la formule brute de la molécule recherchée est C20H18O5 

(masse monoisotopique neutre = 338,1154 g.mol-1). Ces données sont en accord avec les 

spectres RMN 13C et DEPT (Tableau 26 ; Annexe 52). Cette molécule possède donc douze 

degrés d’insaturation, dont dix appartiennent au squelette ptérocarpane. D’après les 

valeurs des déplacements chimiques (cinq signaux restants non attribués), les deux 

derniers degrés d’insaturation correspondent à une double liaison d’une part (CH = CH ; 

δC = 129,39 ppm et δC = 121,79 ppm), et à un cinquième cycle d’autre part (δC =             

116,12 ppm ; 129,39 ppm ; 121,79 ppm ; 77,31 ppm ; 140,30 ppm). Cette molécule 
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possèdant un cycle D identique à celui du ptérocarpane identifié précédemment (Tableau 

25 ; Tableau 26), le cinquième cycle est par conséquent lié au cycle aromatique A. Ce 

cycle comprend un atome d’oxygène lié à un carbone quaternaire (δC = 77,31 ppm) 

portant deux méthyles (δC = 27,90 ppm et δC = 28,16 ppm) puis à la double liaison, 

décrivant ainsi une sous-structure pyrane (ou benzopyrane si le cycle A est inclus dans la 

sous-structure) (Annexe 49). D’après les corrélations observées sur le spectre HMBC, le 

proton qui résonne à δH = 6,31 ppm (doublet, lié au carbone C1’, δC = 121,79 ppm) corrèle 

avec les carbones dont les signaux sont situés à δC = 118,41 ppm (méthine), δC =           

116,12 ppm et δC = 140,30 ppm (carbones quaternaires). Ces données indiquent que le 

cycle pyrano est lié au cycle A par les carbones C2 et C3 (Annexes 48, 49).  

 Ainsi, la seconde molécule recherchée est également un nouveau ptérocarpane, 

nommé 4,9-dihydroxy-3’,3’-diméthyl-2,3-pyranoptérocarpane (4-hydroxynéorauténol). 

Les données RMN 1D et 2D complètes sont rapportées dans le Tableau 26 et les Annexes 

45-52.  
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Tableau 26. Structure (stéréochimie relative) et données RMN du 4,9-dihydroxy-3’,3’-
diméthyl-2,3-pyranoptérocarpane avec les principales corrélations HMBC et COSY 

 

n°C δC (ppm) DEPT δH (ppm) 
Multiplicité  

(J (Hz)) 
HMBC (H→C) COSY NOESY 

1 118,41 CH 6,77 s 1’;2;3;4;4a;11a - 1’;11a 
2 116,12 C - - - -  
3 140,30 C - - - -  
4 133,01 C - - - -  

4a 143,73 C - - - -  

6 66,92 CH2 
4,34 (x) 
3,63 (y) 

dd (10,8; 5,0) 
t (10,8) 

4a;6a;6b;11a 
6y;6a 

6x 
6y;6a 

6x; 
6a 39,53 CH 3,53 m 6;6b;7;10a;11a 11a;6x 6x;11a 
6b 119,00 C - - - - - 
7 125,04 CH 7,08 d (8,3) 6;6a;6b;9;10;10a 8 8 
8 107,77 CH 6,37 m  6b 7 7 
9 157,07 C - - - -  

10 98,44 CH 6,38 s 6b;8;9;10a -  

10a 160,63 C - - - -  
11a 78,57 CH 5,48 d (6,5) 1;2;4a;6;6a;11b 6a 1;6a 
11b 112,65 C - - - -  
1’ 121,79 CH 6,31 d (9,8) 1;2;3;3’;4;5’ 2’ 1;2’ 
2’ 129,39 CH 5,57 d (9,8) 2;3;3’;4’ 1’ 1’;4’;5’ 
3’ 77,31 C - - - - - 
4’ 28,16* CH3 1,48 s 1’;2’;3;3’;5’  2’ 
5’ 27,90* CH3 1,44 s 1’;2’;3’;4’  2’ 

4-OH - - 5,38#,$ s - - - 
9-OH - - 5,28#,$ m - - - 

Notes: s = singulet, d = doublet, m = multiplet; *,#: les signaux peuvent être intervertis; $ : corrélation non observée sur 
le spectre RMN HMBC; numérotation des carbones selon Chaudhuri et al. (1995). 
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La sous-fraction F3.9 a été soumise à une chromatographie sur colonne de silice de 

type fine (35 - 70 µm ; 60 Å ; 10 g) avec un gradient de solvants dichlorométhane/acétate 

d’éthyle (98 : 2 à 0 : 100) pour donner neuf sous-fractions (F3.9.1 – F3.9.9) (Figure 40).  

 

Figure 40. Schéma de la chromatographie de la sous-fraction F3.9  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Notes : DCM, dichlorométhane ; EtOAc, acétate d’éthyle ; MeOH, méthanol. 

 

Après l’analyse RMN 13C des diverses sous-fractions et l’interrogation des 

bibliothèques de spectres du laboratoire, la maackiaine a été de nouveau identifiée dans 

les sous-fractions F3.9.2 et F3.9.3 ainsi que l’homoédudiol, dans la sous-fraction F3.9.4. 
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Dans la sous-fraction F3.9.5, nous identifions une isoflavone, la formononétine, à 

l’aide de la bibliothèque « Flavones » de la littérature (Tableau 27). Tous les 

déplacements chimiques de cette molécule ont été relevés sur le spectre de cette sous-

fraction et les variations des déplacements chimiques sont toutes inférieures ou égales à 

0,11 ppm par rapport aux données de référence (Brad et al., 2017). 

 

Tableau 27. Structure et données RMN 13C de la formononétine 

 
n°C δC (ppm) δClitt (ppm) Δδ 

2 153,09 153,2 0,11 
3 123,13 123,2 0,07 
4 174,57 174,6 0,03 
5 127,26 127,3 0,04 
6 115,17 115,2 0,03 
7 162,59 162,6 0,01 
8 102,09 102,1 0,01 
9 157,43 157,5 0,07 

10 116,56 116,6 0,04 
1’ 124,22 124,2 0,02 

2’ et 6’ 130,03 130,1 0,07 
3’ et 5’ 113,57 113,6 0,03 

4’ 158,93 159 0,07 
-O-CH3 55,11 55,1 0,01 

Notes: δC, déplacements chimiques expérimentaux; δClitt, numérotation des carbones et déplacements chimiques 
selon Brad et al. (2017). 

 

Sur les spectres RMN 13C des sous-fractions F3.9.5 et F3.9.6, nous relevons une série 

de vingt-cinq raies de résonance appartenant à une molécule absente des bibliothèques 

de spectres du laboratoire. Le spectre DEPT de la sous-fraction F3.9.6, dans laquelle cette 

molécule est présente dans des proportions très majoritaires, permet de différencier les 

signaux comme suit : 

- onze carbones quaternaires : δC = 193,87 ppm (carbonyle) ; δC = 158,55 ppm ; 

156,86 ppm ; 156,76 ppm ; 156,17 ppm  (liés directement à un oxygène) ; δC = 
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132,64 ppm ; 124,41 ppm ; 114,78 ppm ; 112,48 ppm ; 108,87 ppm                            

et 77,81 ppm ; 

- huit méthines : δC = 128,67 ppm ; 128,53 ppm ; 127,99 ppm ; 121,88 ppm ; 

115,87 ppm ; 108,24 ppm ; 104,77 ppm et 46,05 ppm ; 

- deux méthylènes : δC = 70,23 ppm (lié à un oxygène) et 25,77 ppm ; 

- quatre méthyles : δC = 28,37 ppm ; 28,27 ppm ; 27,80 ppm et 17,84 ppm. 

Afin d’identifier cette molécule, la sous-fraction F3.9.6, a été soumise à une série 

d’analyses RMN 1D et 2D (Annexes 53-58). Les corrélations relevées sur les spectres 

HSQC, HMBC et COSY permettent de mettre en évidence :  

- un premier cycle aromatique (cycle A) regroupant cinq carbones quaternaires 

i.e. δC = 108,87 ppm (C8), 112,48 ppm (C10), 124,41 ppm (C6) , 156,86 ppm 

(C9), 158,55 ppm (C7) et un méthine δC = 127,99 ppm (C5 lié au proton H5         

δH = 7,57 ppm, s) ; 

- un second cycle aromatique (cycle B) possédant trois carbones quaternaires i.e. 

δC = 114,78 ppm (C1’) ; 156,17 ppm (C2’ portant une fonction hydroxyle) ; 

156,76 ppm (C4’ portant également une fonction hydroxyle) ainsi que trois 

méthines à δC = 104,77 ppm (C3’ ; H3’ ; δH = 6,35 ppm, d), δC = 108,24 ppm (C5’ ; 

H5’ ; δH = 6,33 ppm, dd) et δC = 128,67 ppm (C6’ ; H6’ ; δH = 7,18 ppm, d) ; 

- un cycle « 2,3-dihydropyran-4-one » (cycle C) constitué du méthylène C2 (δC = 

70,23 ppm ; δH = 4,67 ppm, dd et 4,85 ppm, dd), du méthine C3 (δC = 46,05 ppm ;                        

δH = 3,96 ppm, dd) et des carbones quaternaires C4 (carbonyle, δC =               

193,87 ppm), C9 et C10.  

Les cycles A et C sont donc reliés au niveau des carbones C9 et C10 (corrélations 

HMBC entre les protons H2 et H3 et les carbones C9 et C10, respectivement) (Tableau 28 ; 

Annexes 56-57). Par ailleurs, les corrélations observées sur le spectre HMBC entre le 

proton H3 et les carbones C1’, C2’ et C6’ indiquent que le cycle B est relié au cycle C par la 

liaison C3-C1’. La molécule recherchée possède donc un squelette isoflavanone.  

Les valeurs des déplacements chimiques, les multiplicités et les constantes de 

couplage relevées sur le spectre RMN 1H pour les signaux à δH = 7,18 ppm (H6’ ; d ;               

8,1 Hz ; δC = 128,67 ppm), δH = 6,33 ppm (H5’ ; dd ; 2,3 Hz et 8,1 Hz ; δC = 108,24 ppm) et 

δH = 6,35 ppm (H3’; d ; 2,3 Hz ; δC = 104,77 ppm) indiquent que les deux fonctions 

hydroxyles du cycle B sont situées en ortho et en para par rapport au carbone C1’. Par 
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ailleurs, sur le spectre RMN 13C de la sous-fraction F3.9.6, nous repérons également les 

déplacements chimiques caractéristiques d’une chaîne γ,γ’-diméthylallyle (cf. 

homoédudiol et 4,9-dihydroxy-3-méthoxy-2-diméthylallylptérocarpane) : δC =               

27,80 ppm, CH2 ; δC = 121,88 ppm, CH ; δC = 132,64 ppm, C ; δC = 25,77 ppm, CH3 et δC = 

17,84 ppm, CH3. Les corrélations relevées sur le spectre HMBC entre les protons H1’’’ et 

le carbone C7 et entre les protons H1’’’ et le carbone C8, indiquent que la chaîne carbonée 

est liée au carbone C8 (δC = 108,87 ppm, C) du cycle A. 

Enfin, les signaux restants sont caractéristiques d’un cycle « diméthylpyrano » 

comme dans le cas du 4,9-dihydroxy-3’,3’-diméthyl-2,3-pyranoptérocarpane 

précédemment décrit (paragraphe III.3.2.) : δC = 158,55 ppm, C ; 124,41 ppm, C ; 115,87 

ppm, CH ; 128,53 ppm, CH ; 77,81 ppm, C ; 28,37 ppm, CH3 et 28,27 ppm, CH3. Ce dernier 

cycle est lié au cycle A par les carbones C6 et C7. L’ensemble de ces données nous conduit 

à l’identification d’une isoflavanone, le bidwillon B, décrite par Sato et al. (2004) en RMN 

1H uniquement (Tableau 28) et dont les données spectrales ainsi que les multiplicités des 

signaux, concordent avec celles relevées sur le spectre de la sous-fraction F3.9.6. Nous 

reportons, à notre connaissance, pour la première fois les données RMN 13C de cette 

molécule (Tableau 28 ; Annexes 53-58).  
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Tableau 28. Structure et données RMN du bidwillon B 

 

n°C 
δC 

(ppm) 
δH 

(ppm)  
Multiplicité 

(J (Hz)) 
δHlitt (ppm) 
multiplicité  

HMBC COSY 

2 70,23 
4,67 
4,85 

dd (4,8;11,6) 
dd (5,7;11,6) 

4,60 dd 
4,70 dd 

3; 4; 8; 9; 1’  3 

3 46,05 3,96 dd (4,8;5,7) 4,14 dd 2; 4; 10; 1’; 2’; 6’ 2 
4 193,87 - - -   
5 127,99 7,57 s 7,46 s 7; 8; 9; 4  
6 124,41 - - -   
7 158,55 - - -   
8 108,87 - - -   
9 156,86 - - -   

10 112,48 - - -   
1’ 114,78 - - -   
2’  156,17 - - -   
3’ 104,77 6,35 d (2,3) 6,43 d 1’; 2’; 4’; 5’  
4’  156,76 - - -   
5’ 108,24 6,33 dd (2,3;8,1) 6,32 dd 1’; 2’; 3’; 4’  
6’ 128,67 7,18 d (8,1) 6,96 d 2’; 3’; 4’  
1’’ 77,81 - - -   
2’’ 128,53 5,59 d (10,1) 5,74 d 8; 1’’; 4’’;5’’ 3’’ 
3’’ 115,87 6,63 d (10,1) 6,44 d 7; 8; 1’’; 4’’; 5’’ 2’’ 
4’’ 28,37 1,46 s 1,46 s 1’’; 2’’; 5’’  
5’’ 28,27 1,45 s 1,45 s 1’’; 2’’; 4’’  
1’’’ 27,80 3,17 d (7,4) 3,31 d 5; 6; 7; 8; 2’’’; 3’’’ 2’’’ 
2’’’ 121,88 5,19 m (7,4) 5,21 t 1’’’; 4’’’; 5’’’ 1’’’; 4’’’; 5’’’ 
3’’’ 132,64 - - -   
4’’’ 17,84 1,68 s 1,66 s 2’’’; 3’’’ 2’’’ 
5’’’ 25,77 1,68 s 1,79 s 2’’’; 3’’’ 2’’’ 
Notes: δC, δH, déplacements chimiques expérimentaux du spectre du carbone et du proton, respectivement; δHlitt, 
déplacements chimiques selon Sato et al. (2004). 

 



Chapitre III. Etude de la composition chimique d’extraits de fleurs et de racines de Calicotome villosa par RMN 13C 

151 
 

Par ailleurs, la sous-fraction F3.11 a été soumise à une chromatographie sur colonne 

de silice de type fine (35 - 70 µm ; 60 Å ; 30 g) avec un gradient de solvants 

dichlorométhane/acétate d’éthyle (90 : 10 à 0 : 100) pour donner quatorze sous-fractions 

(F3.11.1 – F3.11.14) qui ont toutes été analysées par RMN 13C (Figure 41).  

 

Figure 41. Schéma de la chromatographie de la sous-fraction F3.11  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Notes : DCM, dichlorométhane ; EtOAc, acétate d’éthyle ; MeOH, méthanol. 

 

Après interrogation des diverses bibliothèques de spectres du laboratoire, la 

maakiaine a été identifiée à nouveau dans les sous-fractions F3.11.1 et F3.11.2 ainsi que 

l’homoédudiol et le 3,4-dihydroxy-8,9-méthylènedioxyptérocarpane, dans la sous-

fraction F3.11.2.  

 

F4 
4,17 g 

F3 
4,19 g 

F3.6  

110,4 mg 

F3.7  

267,3 mg 

F3.4  

387,5 mg 

F3.3  

175,5 mg 

F3.2 

17,3 mg 

F3.8  

144,6 mg 

F3.5  

319,1 mg 

100/0 90/10 50/50 

Chromatographie sur colonne de silice type « flash » 
106 g de silice 200-500 µm ; 3,99 g de la fraction F3 ;  
gradient DCM/EtOAc 

98/2 95/5 0/100 

F3.9 

159,7 mg 

F3.10 

223,4 mg 
F3.11 

1,3523 g 

F3.13 

507,4 mg 

F3.12 

318,0 mg 

98/2 98/2 98/2 95/5 95/5 90/10 0/100 

Chromatographie sur colonne de silice type « fine » 
30 g de silice 35-70 µm ; F3.11 = 1,004 g ;  

gradient DCM/EtOAc 

F3.11.6  

76,3 mg 

F3.11.7  

124,6 mg 
F3.11.4  

24,0 mg 

F3.11.3  

27,1 mg 
F3.11.2 

12,6 mg 

F3.11.8  

131,5 mg 

F3.11.5  

137,7 mg 

F3.11.9 

137,0 mg 

90/10 85/15 50/50 75/25 85/15 70/30 0/100 75/25 

F3.11.1 

10,1 mg 

Extrait au méthanol 

(9,18 g) 

F1 
7,9 mg 

F2 
330,0 mg 

Chromatographie sur colonne de silice type « flash » 
300 g de silice 200-500 µm ; 9,11 g d’extrait 

Pentane DCM EtOAc  MeOH 

F3.1 

14,2 mg 

F3.11.10 

61,7 mg 

F3.11.11 

77,0 mg 

F3.11.13 

64,2 mg 
F3.11.12 

74,6 mg 

F3.11.14 

16,7 mg 

90/10 90/10 75/25 75/25 70/30 70/30 
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Par ailleurs, quatre isoflavones ont été identifiées après interrogation des 

bibliothèques de spectres issues de la littérature (Tableau 29) : 

- la génistéine, dans la sous-fraction F3.11.3 ; 

- la calycosine, dans les sous-fractions F3.11.5 à F3.11.10 ; 

- la daidzéine, dans les sous-fractions F3.11.5 à F3.11.10 ; 

- l’isoprunétine, dans les sous-fractions F3.11.12 à F3.11.14. 

  Pour ces quatre molécules, tous les déplacements chimiques attendus ont été 

observés et les variations des déplacements chimiques sont inférieures ou égales à         

0,10 ppm par rapport aux données de référence, pour la majorité des signaux.  
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Tableau 29. Structure et données RMN 13C de la génistéine, de la calycosine de la daidzéine et de l’isoprunétine  

 

 
Génistéine (F3.11.3) 
R1 = OH ; R2 = OH 
R3 = H ; R4 = OH 

Calycosine (F3.11.8) 
R1 = H ; R2 = OH 

R3 = OH ; R4 = OCH3 

Daidzéine (F3.11.10) 
R1 = H ; R2 = OH 
R3 = H ; R4 = OH 

Isoprunétine (F3.11.13) 
R1 = OCH3 ; R2 = OH 

R3 = H ; R4 = OH 

n°C δC (ppm) 
δClitt 

(ppm) 
Δδ δC (ppm) 

δClitt 
(ppm) 

Δδ δC (ppm) 
δClitt 

(ppm) 
Δδ δC (ppm) 

δClitt 
(ppm) 

Δδ 

2 153,83 153,9 0,07 152,91 153,0 0,09 152,66 152,7 0,04 152,85 152,9 0,05 
3 122,17 122,2 0,03 123,27 123,3 0,03 123,40 123,4 0,00 127,31 127,4 0,09 
4 180,10 180,1 0,00 174,48 174,5 0,02 174,60 174,6 0,00 178,12 175,8 2,32 

4a 104,36 104,3 0,06 116,55 116,2 0,15 116,51 116,5 0,01 109,68 109,7 0,02 
5 161,89 161,9 0,01 127,19 127,3 0,11 127,21 127,2 0,01 163,36 163,5 0,14 
6 98,85 98,9 0,05 115,03 115,1 0,07 115,04 115,1 0,06 96,50 96,5 0,00 
7 164,15 164,3 0,15 162,41 162,5 0,09 162,41 162,5 0,09 165,10 165,2 0,10 
8 93,54 93,6 0,06 101,99 102,2 0,21 102,01 102,2 0,19 97,82 97,8 0,02 

8a 157,30 157,3 0,00 157,28 157,3 0,02 157,28 157,1 0,18 161,81 161,9 0,09 
1’ 121,09 121,1 0,01 124,60 124,7 0,10 122,45 122,4 0,05 124,86 125,0 0,14 
2’ 130,03 130,1 0,07 116,35 116,4 0,15 129,98 130,0 0,02 131,93 132,0 0,07 
3’ 114,94 114,9 0,04 145,93 146,0 0,07 114,86 114,8 0,06 116,40 116,5 0,10 
4’ 157,47 157,5 0,03 147,40 147,5 0,10 157,01 157,1 0,09 158,87 159,0 0,13 
5’ - - - 111,85 111,9 0,05 - - - - - - 
6’ - - - 119,59 119,7 0,11 - - - - - - 

OCH3 - - - 55,55  55,6 0,05 - - - 56,79 56,8 0,01 
Notes : δC : déplacements chimiques expérimentaux ; numérotation des carbones selon Kamnaing et al. (1999) ; δClitt, déplacements chimiques selon Yasuda et al. (1996), 

Kamnaing et al. (1999), Yasuda et al. (1994), Fokialakis et al. (2019).
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De plus, une flavanone, la liquiritigénine, a été identifiée dans les sous-fractions 

F3.11.3 et F3.11.4 par comparaison avec les données RMN 13C reportées dans la littérature 

(Ma et al., 2005b). Une fois de plus, tous les déplacements chimiques attendus ont été 

observés avec des variations de déplacements chimiques inférieures ou égales à 0,12 ppm 

par rapport aux données de référence, pour la majorité des signaux (Tableau 30). 

 

Tableau 30. Structure et données RMN 13C de la liquiritigénine 

 
n°C δC (ppm) δClitt (ppm) Δδ 

2 78,85 79,0 0,15 
3 43,05 43,1 0,05 
4 189,98 190,1 0,12 
5 128,28 128,4 0,12 
6 110,37 110,5 0,13 
7 164,49 164,6 0,11 
8 102,44 102,5 0,06 
9 163,05 163,2 0,15 

10 113,42 113,5 0,08 
1’ 129,20 129,3 0,10 

2’ et 6’ 128,13 128,2 0,07 
3’ et 5’ 115,01 115,1 0,09 

4’ 157,50 157,6 0,10 
Notes: δC, déplacements chimiques expérimentaux; δClitt, numérotation des carbones et déplacements chimiques 
selon Ma et al. (2005b). 
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Parallèlement, un polyphénol, le trans-resvératrol a été identifié dans les sous-

fractions F3.11.3 à F3.11.8 après interrogation des bibliothèques de spectres issues de la 

littérature (Tableau 31). Tous les déplacements chimiques de cette molécule ont été 

relevés (sous-fraction F3.11.6) avec des variations (Δδ) inférieures ou égales à 0,11 ppm 

par rapport aux données de référence pour la plupart des signaux (Sivakumar et al., 

2013). 

 

Tableau 31. Structure et données RMN 13C du trans-resvératrol (F3.11.6) 

 
n°C δC (ppm) δClitt (ppm) Δδ 

1 128,06 128,1 0,04 
2 et 6 104,29 104,4 0,11 
3 et 5 158,49 158,6 0,11 

4 101,76 101,9 0,14 
7 125,64 125,7 0,06 
8 127,86 127,9 0,04 
9 139,25 139,4 0,15 

10 et 14 127,83 127,9 0,07 
11 et 13 115,50 115,6 0,10 

12 157,20 157,3 0,10 
Notes: δC, déplacements chimiques expérimentaux; δClitt, numérotation des carbones et déplacements chimiques 
du trans-resvératrol selon Sivakumar et al. (2013). 
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Un ptérocarpane, la 1,11b-dihydro-11b-hydroxymaackiaine, a également été 

identifié dans les sous-fractions F3.11.10 à F3.11.12, avec les données issues de la littérature 

(Tableau 32). Tous les déplacements chimiques attendus ont été relevés avec des 

variations de déplacements chimiques inférieures ou égales à 0,13 ppm par rapport aux 

données de référence pour la majorité des signaux. 

 

Tableau 32.  

Structure et données RMN 13C de la 1,11b-dihydro-11b-hydroxymaackiaine (F3.11.12) 

 
n°C δC (ppm) δClitt (ppm) Δδ 

1 31,88 31,8 0,08 
2 31,94 31,9 0,04 
3 197,11 196,9 0,21 
4 107,93 107,9 0,03 

4a 171,59 171,4 0,19 
6 67,33 67,2 0,13 

6a 40,58 40,5 0,08 
6b 119,05 119,0 0,05 
7 104,53 104,4 0,13 
8 141,21 141,0 0,21 
9 148,18 148,1 0,08 

10 92,23 92,1 0,13 
10a 153,86 153,8 0,06 
11a 83,04 83,0 0,04 
11b 67,09 67,0 0,09 

O-CH2-O 101,38 101,3 0,08 
Notes: δC, déplacements chimiques expérimentaux; δClitt, déplacements chimiques et numérotation des carbones 
selon Barrero et al. (1998). 
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L’extraction au Soxhlet au méthanol de racines de C. villosa, suivie de 

chromatographies sur colonne successives, a permis l’identification de seize composés : 

- un nouveau dérivé benzofuranique, le 2-(1-méthyléthényl)-5-hydroxy-6-

carbométhoxy-2,3-dihydrobenzofurane, dans la fraction au dichlorométhane ;  

- sept ptérocarpanes dont deux nouveaux (le 4,9-dihydroxy-3-méthoxy-2-

diméthylallylptérocarpane et le 4,9-dihydroxy-3’,3’-diméthyl-2,3-

pyranoptérocarpane), dans la fraction à l’acétate d’éthyle et cinq à partir des 

bibliothèques de spectres de la littérature (la maackiaine, l’isonéorauténol, 

l’homoédudiol, le 3,4-dihydroxy-8,9-méthylènedioxyptérocarpane et la 1,11b-

dihydro-11b-hydroxymaackiaine) ; 

- sept flavonoïdes (l’isoprunétine, la génistéine, la calycosine, la daidzéine, la 

formononétine, le bidwillon B et la liquiritigénine) ; 

- un polyphénol (le trans-resvératrol). 

Les déplacements chimiques de ces diverses molécules enregistrés sur notre 

appareil, ont été référencés dans les bibliothèques de spectres du laboratoire contribuant 

ainsi à son enrichissement. 

Plusieurs molécules identifiées dans l’extrait au méthanol de racines de C. villosa 

présentent des activités biologiques. En effet, la maackiaine possède entre autres 

propriétés un potentiel anti-allergique (Mizuguchi et al., 2015), une activité larvicide 

(Bezerra-Silva et al., 2015) et antitumorale (Liu et al., 2020). Par ailleurs, l’étude menée 

par Kuete et al. (2014) met en évidence le potentiel anticancéreux de l’isonéorauténol. 

L’isoprunétine, la daidzéine et la génistéine présentent des propriétés antimicrobiennes 

(Quach et al., 2021), antioxydantes, anti-inflammatoires et antidiabétiques (Sun et al., 

2016 ; Rajput et al., 2017) alors que la calycosine et la formononétine sont connues pour 

leurs propriétés anticancereuse et neuroprotectrice (Deng et al., 2021 ; Dutra et al., 2021). 

La liquiritigénine et le trans-resvératrol sont connus pour leurs propriétés antioxydantes, 

antibactériennes et anti-inflammatoires (Ramalingam et al., 2018 ; Fiod Riccio et al., 

2020). Enfin, le bidwillon B possède des propriétés antimicrobiennes (Sato et al., 2004 ; 

Iinuma et al., 1992).  
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Nous avons donc, dans la suite de ce travail, cherché à évaluer les activités 

antibactériennes des extraits de fleurs et de racines de C. villosa ainsi que de produits 

purifiés (fractions de chromatographie). De nouveau, les tests de l’activité 

antibactérienne ont été réalisés en collaboration avec le laboratoire de « Biochimie et de 

Biologie Moléculaire du Végétal » de l’Université de Corse.  

 

III.3.3. ACTIVITES ANTIBACTERIENNES 

Les extraits bruts de fleurs à l’hexane, au dichlorométhane et à l’acétate d’éthyle 

(échantillons 1 à 3 respectivement) ont été testés afin de mesurer une éventuelle activité 

antibactérienne (Figure 44). Parallèlement, nous avons également testé l’extrait brut au 

méthanol de racines (échantillon 4) ainsi que 17 fractions de chromatographie qui en sont 

issues (échantillons 5 à 21), en fonction de leur composition chimique (Tableau 33 ; 

Figure 45).  

Dans le but de déterminer le potentiel de ces 21 échantillons à inhiber la croissance 

des souches bactériennes, nous avons sélectionné quatre bactéries à Gram négatif 

(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter aerogenes et Enterobacter 

aerogenes EA289 (multi-résistante) ainsi que trois bactéries à Gram positif 

(Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis et Bacillus cereus) sur lesquelles nous 

avons procédé à des tests de détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice 

(CMI) par la technique de micro-dilution (Tableau 33). Les résultats obtenus ont été 

comparés avec ceux mesurés pour un antibiotique de référence : le chloramphénicol qui 

appartient à la famille des phénicolés. 
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Tableau 33. Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) en mg.L-1 des vingt-et-un échantillons sélectionnés sur des bactéries à Gram+ et à Gram- 

 

Echantillons 
Correspondance  
des échantillons 

Composés 
majoritaires 

Gram positif   Gram négatif  

 
S. aureus 

S. 
epidermidis 

B. cereus E. coli P. aeruginosa 
E. aerogenes 

(BMR) 
E. aerogenes 

 1 Extrait de fleurs à l’hexane Triglycérides > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 

Fleurs 2 Extrait de fleurs au DCM Chrysine > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 

 3 Extrait de fleurs à l’EtOAC 4’’-O-acétyl-7-O-β-D-glucopyranosylchrysine > 1024 > 1024 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Racines 

4 Extrait de racines au MeOH 
Maackiaine/2-(1-méthyléthényl)-5-hydroxy-6-
carbométhoxy-2,3-dihydrobenzofurane/1,11b-

dihydro-11b-hydroxymaackiaine/isonéorauténol 
16 32 16 1024 > 1024 1024 > 1024 

5 Fraction F2 DCM 
2-(1-méthyléthényl)-5-hydroxy-6-carbométhoxy-

2,3-dihydrobenzofurane 
> 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 

6 Fraction F3 EtOAc 
Maackiaine/1,11b-dihydro-11b-

hydroxymaackiaine/isonéorauténol 
1024 8 8 512 > 1024 > 1024 > 1024 

7 Fraction F4 MeOH Sucres > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 

8 Fraction F3.11 
Maackiaine/1,11b-dihydro-11b-

hydroxymaackiaine/isoprunétine/ 
Daidzéine/calycosine 

32 32 32 1024 1024 512 1024 

9 Fraction F3.9.2  Maackiaine 16 32 16 1024 > 1024 256 1024 

10 Fraction F3.A.3  Maackiaine 32 32 32 > 1024 > 1024 256 > 1024 

11 Fraction F3.A.2 Isonéorauténol/maackiaine (2/1) 32 64 32 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 

12  Fraction F3.11.11 1,11b-dihydro-11b-hydroxymaackiaine > 1024 > 1024 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 

13 Fraction F3.A.12 Homoédudiol 8 16 8 512 512 32 1024 

14  Fraction F3.9.4 
Homoédudiol/4,9-dihydroxy-3-méthoxy-2-

diméthylallylptérocarpane /4,9-dihydroxy-3’,3’-
diméthyl-2,3-pyranoptérocarpane (2/1/1) 

16 32 16 1024 1024 > 1024 > 1024 

15  Fraction F3.B.4 
4,9-dihydroxy-3-méthoxy-2-

diméthylallylptérocarpane /4,9-dihydroxy-3’,3’-
diméthyl-2,3-pyranoptérocarpane (1/1) 

16 > 1024 8 > 1024 > 1024 1024 > 1024 

16 Fraction F3.9.6 Bidwillon B 4 4 4 512 > 1024 > 1024 > 1024 

17 Fraction F3.11.8 Calycosine 32 32 16 512 > 512 512 512 

18 Fraction F3.11.9 Daidzéine/Calycosine (2/1) 128 128 64 1024 1024 1024 > 1024 

19 Fraction F3.11.10 Daidzéine 16 16 16 512 > 512 > 512 > 512 

20 Fraction F3.11.13 Isoprunétine 1024 512 1024 1024 512 > 1024 > 1024 

21 Fraction F3.11.3 Trans-resvératrol 32 32 16 512 > 512 512 512 

Antibiotiques Chloramphénicol  4 2 2 0,25 64 1024 2 

Notes : DCM, dichlorométhane ; EtOAc, acétate d’éthyle ; MeOH, méthanol ; BMR, bactérie multirésistante aux antibiotiques. 
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Les résultats obtenus montrent que les bactéries à Gram négatif et positif ne sont 

pas sensibles aux divers extraits de fleurs (échantillons 1 à 3) (Tableau 33 ; Figure 44). 

En effet, les CMI calculées pour ces trois échantillons sont toutes supérieures ou égales à 

1024 mg.L-1.  

L’extrait au méthanol de racines (échantillon 4) possédant la maackiaine, 

l’isonéorauténol, le 2-(1-méthyléthényl)-5-hydroxy-6-carbométhoxy-2,3-

dihydrobenzofurane et la 1,11b-dihydro-11b-hydroxymaackiaine comme molécules 

majoritaires, présente quant à lui une activité appréciable sur les trois bactéries à Gram 

positif utilisées dans cette étude (CMI ≤ 32 mg.L-1). Concernant les fractions de 

chromatographie issues de cet extrait (échantillons 5 à 7), seule la fraction F3 éluée à 

l’acétate d’éthyle (échantillon 6) présente une activité importante sur S. epidermidis et B. 

cereus (CMI = 8 mg.L-1). Nous avons donc testé 14 sous-fractions de chromatographie 

issues de la fraction F3 afin de déterminer les molécules responsables de cette activité 

antimicrobienne. 

Parmi ces sous-fractions, 12 ont montré une activité valorisable (CMI globalement 

inférieures ou égales à 64 mg.L-1) sur les trois bactéries à Gram positif (Tableau 33). Il 

s’agit des échantillons 8 à 11 (fractions de chromatographie F3.11, F3.9.2, F3.A.3, F3.A.2, 

respectivement), 13 à 19 (F3.A.12, F3.9.4, F3.B.4, F3.9.6, F3.11.8, F3.11.9, F3.11.10, respectivement) et 

21 (F3.11.3) (Figure 45). Parmi les ptérocarpanes majoritaires de la fraction F3 (échantillon 

6), la maackiaine présente une activité importante sur les trois bactéries à Gram positif 

(CMI = 16 et 32 mg.L-1, échantillons 9 et 10) ainsi que l’isonéorauténol en mélange avec la 

maackiaine dans les proportions 2/1 (CMI = 32 et 64 mg.L-1 ; échantillon 11). La 1,11b-

dihydro-11b-hydroxymaackiaine n’est active sur aucune bactérie (CMI = 1024 mg.L-1 ; 

échantillon 12) et n’est, par conséquent, pas responsable de l’activité antibactérienne de 

la fraction F3. Concernant l’activité des autres ptérocarpanes issus de la fraction F3, les 

échantillons contenant l’homoédudiol dans des proportions majoritaires (échantillons 13 

et 14) présentent une activité notable (CMI = 8, 16 et 32 mg.L-1). Les deux nouveaux 

ptérocarpanes en mélange dans des proportions égales (4,9-dihydroxy-3-méthoxy-2-

diméthylallylptérocarpane/4,9-dihydroxy-3’,3’-diméthyl-2,3-pyranoptérocarpane) 

possèdent également une activité antibactérienne importante et comparable au 

chloramphénicol (CMI = 8, 16 et 32 mg.L-1 ; échantillons 14 et 15) sur les bactéries S. 

aureus (CMI = 16 mg.L-1) et B. cereus (CMI = 8 mg.L-1).  
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Parmi les échantillons renfermant des isoflavonoïdes comme composés 

majoritaires, l’échantillon 16 enrichi en bidwillon B, présente l’activité antibactérienne la 

plus remarquable (CMI = 4 mg.L-1) comparable au chloramphénicol. Les échantillons 17 

et 19 riches en calycosine et en daidzéine présentent des activités similaires sur les 3 

bactéries à Gram positif (CMI = 16 et 32 mg.L-1). Le trans-resvératrol, un 

polyphénol (échantillon 21), est également actif sur les souches à Gram positif (CMI = 16 

à 32 mg.L-1).  

Enfin, seul l’homoédudiol (échantillon 13) présente une activité notable sur la 

bactérie E. aerogenes multirésistante (Gram négatif) (CMI = 32 mg.L-1). Ce résultat est 

remarquable car, comme énoncé précédemment (Chapitre II partie 2.3.), les bactéries à 

Gram négatif sont connues pour être relativement peu sensibles aux produits toxiques 

naturels. Cette propriété est certainement due à la structure de leur paroi constituée d’une 

double membrane lipidique plus difficile à traverser que celle des bactéries à Gram positif 

qui ne possèdent qu’une seule membrane biologique (bicouche lipidique) entourée par 

un peptidoglycane épais.  

De manière générale, les échantillons possédant l’homoédudiol, le bidwillon B, le 

4,9-dihydroxy-3-méthoxy-2-diméthylallylptérocarpane et le 4,9-dihydroxy-3’,3’-

diméthyl-2,3-pyranoptérocarpane, sont également ceux ayant les CMI les plus basses. En 

effet, ces composés possèdent un ou plusieurs groupements phénols connus pour être les 

plus actifs sur les bactéries (Kalemba et Kunika, 2003). De plus, la présence d’une chaîne 

prényle augmente leur lipophilie et par conséquent leur propriété antibactérienne à 

travers de probables interactions avec les membranes des bactéries permettant aux 

molécules de pénétrer plus facilement à l’intérieur de la cellule (Barron et Ibrahim,       

1996 ; Araya-Cloutier et al., 2018). 

Ainsi, au vu des résultats obtenus, plusieurs extraits et fractions de 

chromatographie montrent un potentiel tout à fait valorisable d’un point de vue 

microbiologique, notamment le bidwillon B qui possède des CMI de l’ordre de celles du 

chloramphénicol (antibiotique de référence). 
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Ce travail a été réalisé au sein de l’équipe « Chimie et Biomasse » de l’Université de 

Corse Pasquale Paoli (UMR CNRS 6134 « Sciences Pour l’Environnement »,                         

projet « Ressources Naturelles ») et s’inscrit dans le cadre de la valorisation du patrimoine 

naturel de la Corse. Les produits naturels issus de la biomasse se présentent généralement 

sous forme de mélanges complexes, leur valorisation nécessite donc une étape préalable 

d’analyse afin d’identifier et de quantifier leurs différents constituants. 

Conventionnellement, l’étude de la composition chimique d’un mélange naturel 

peut s’effectuer selon deux approches : 

- la première consiste à utiliser le couplage « en ligne » d’une ou plusieurs 

techniques chromatographiques pour individualiser les constituants du 

mélange avec une ou plusieurs techniques spectroscopiques qui permettent de 

les identifier, par comparaison de leurs données spectrales avec celles de 

produits de référence contenus dans des bibliothèques de spectres ;  

- la seconde démarche est similaire à celle employée lors de l’analyse structurale 

d’une nouvelle molécule. Elle consiste à purifier les constituants d’un mélange 

complexe avant de les identifier par comparaison de leurs données spectrales 

avec celles de produits de référence. 

Dans ce contexte, l’équipe « Chimie et Biomasse » a mis au point et développé, 

depuis une trentaine d’années, une technique d’analyse originale des mélanges complexes 

naturels. Elle est basée sur l’utilisation de la RMN 13C comme outil d’identification des 

constituants, sans séparation préalable ou avec des étapes de fractionnement réduites. Un 

logiciel informatique, conçu et développé au laboratoire, permet de comparer les 

déplacements chimiques du spectre du mélange avec ceux de produits de référence 

contenus dans des bibliothèques de spectres construites au laboratoire ou avec des 

données récentes issues de la littérature. Cette méthode a été initialement utilisée pour 

l’analyse de composés volatils contenus dans des huiles essentielles, puis a été appliquée 

à l’identification de composés non volatils contenus dans des extraits de végétaux, des 

résines, des miels, des matières grasses d’origine animale ou végétale (diterpènes, 

triterpènes, sucres, lipides, etc.). L’ensemble de ces méthodes d’analyse (conventionnelles 

ou développées au laboratoire) a été décrit dans un premier chapitre.  
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L’objectif de cette thèse de doctorat était, d’un point de vue académique, de 

contribuer au développement des méthodes d’analyse qualitative et quantitative par RMN 

1H et 13C des différents constituants d’extraits de végétaux. D’un point de vue appliqué, il 

s’agissait de déterminer la composition chimique d’extraits de plantes de Corse encore 

peu ou pas étudiées et susceptibles d’avoir des activités biologiques valorisables. 

Ainsi, dans le deuxième chapitre de ce manuscrit, nous avons étudié la composition 

chimique et les activités antibactériennes d’extraits de feuilles et de baies d’I. aquifolium. 

Pour cela, dans un premier temps, deux extraits de feuilles, à l’hexane et au 

dichlorométhane, ont subi chacun deux fractionnements successifs par chromatographie 

sur colonne. Les analyses par RMN 13C (et dans certains cas par CPG(Ir) et CPG-SM) ont 

permis l’identification de plusieurs triterpènes : l’α- et la β-amyrine et leurs esters, le β-

sitostérol, le lupéol, la bétuline, l’érythrodiol, le pseudotaraxastérol, l’uvaol, 

l’ursolaldéhyde, l’oléanaldéhyde, l’acide oléanolique et l’acide ursolique. Ces deux 

derniers composés sont des produits d’intérêt onéreux, connus pour posséder un large 

spectre d’activités biologiques. Ainsi, nous avons quantifié ces triterpènes acides par RMN 

1H dans l’extrait brut au dichlorométhane, via une méthode rapide mise au point et validée 

(justesse, linéarité et précision des mesures). Ces derniers représentent respectivement 

55,3 % et 20,8 % de l’extrait (soit 1,3 % et 0,5 % des feuilles de houx). Ensuite, nous avons 

réalisé, en collaboration avec l’équipe « Biochimie et Biologie Moléculaire du Végétal » de 

l’Université de Corse, des tests antimicrobiens. Les deux triterpènes acides ont montré 

une activité antimicrobienne comparable à celle du chloramphénicol (antibiotique de 

référence) vis-à-vis de 3 bactéries à Gram positif i.e. Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus (CMI = 4 - 8 mg.L-1 vs. 2 - 4 mg.L-1 pour le 

chloramphénicol). Dans ce chapitre, nous avons également décrit la composition 

chimique de deux extraits de baies d’I. aquifolium (dichlorométhane et 

dichlorométhane/acétate d’éthyle). L’extrait au dichlorométhane a subi deux 

fractionnements successifs et l’examen des spectres RMN 13C des diverses fractions 

obtenues nous a permis d’identifier : plusieurs triterpènes précédemment identifiés dans 

les extraits de feuilles (l’α- et la β-amyrine, l’acide oléanolique, l’acide ursolique, 

l’ursolaldéhyde, l’oléanaldéhyde, le pseudotaraxastérol, le lupéol et l’uvaol), deux dérivés 

phénoliques (le p-hydroxybenzaldéhyde et le (p-hydroxyphényl)acétonitrile) ainsi que 

deux lactones jamais répertoriées dans des extraits de houx commun (la ménisdaurilide 
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et l’aquilégiolide). Parallèlement, l’extrait de baies obtenu avec un mélange 

dichlorométhane/acétate d’éthyle a été soumis à une chromatographie sur colonne et 

l’analyse des spectres RMN 13C des différentes fractions obtenues a permis d’identifier 

plusieurs molécules précédemment citées : quatre triterpènes (l’acide oléanolique, l’acide 

ursolique, l’α- et la β-amyrine) ainsi que deux lactones (la ménisdaurilide et 

l’aquilégiolide). Nous avons également identifié trois phénols (l’acide vanillique, l’acide p-

hydroxybenzoïque et l’acide 2-hydroxyphénylacétique), six monosaccharides (l’α- et le β-

D-glucopyranose, l’α- et le β-D-fructopyranose et l’α- et le β-D-fructofuranose) et deux 

lactones décrites pour la première fois dans le genre Ilex (la 7-épi-griffonilide et la 

dasycarponilide). 

Dans un troisième et dernier chapitre, nous avons étudié la composition chimique 

d’extraits de racines et de fleurs de C. villosa. L’extrait au dichlorométhane de fleurs a subi 

deux fractionnements successifs et l’étude des spectres RMN 13C des diverses fractions 

obtenues a permis d’identifier les composés majoritaires suivants : une flavone (la 

chrysine) et cinq de ses dérivés glucosylés. L’extrait de fleurs obtenu à l’acétate d’éthyle a 

été soumis à cinq fractionnements successifs et l’étude des spectres RMN 13C des fractions 

obtenues a permis l’identification de deux autres flavones (l’apigénine et la lutéoline) et 

de quatre dérivés phénoliques (l’acide caféique, l’acide cis-2,4,5-trihydroxycinnamique, 

les acides trans- et cis-p-coumarique). Les acides phénoliques de configuration cis- 

précédemment cités sont peu fréquents à l’état naturel et, à notre connaissance, sont 

décrits pour la première fois dans les fleurs de C. villosa. Dans ce chapitre, nous nous 

sommes également intéressés à la composition chimique de l’extrait au méthanol de 

racines de C. villosa qui a été soumis à un fractionnement. Nous nous sommes attachés 

plus particulièrement à décrire la composition chimique des fractions obtenues au 

dichlorométhane et à l’acétate d’éthyle. La première fraction contient un composé 

majoritaire absent de nos bibliothèques de spectres. Ce composé a été purifié et 

l’utilisation de la complémentarité des techniques d’analyse (RMN 1D, 2D et SM/SM) a 

permis l’identification d’une molécule nouvelle, le 2-(1-méthyléthényl)-5-hydroxy-6-

carbométhoxy-2,3-dihydrobenzofurane. La fraction à l’acétate d’éthyle a subi six 

fractionnements successifs et l’étude des spectres RMN 13C des diverses fractions 

obtenues nous a permis d’identifier quatorze composés de familles chimiques diverses : 

deux stérols (le β-sitostérol et le stigmastérol), cinq flavonoïdes (la daidzéine, 
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l’isoprunétine, la liquiritigénine, la calycosine et le bidwillon B), un polyphénol (le trans-

resvératrol) et cinq ptérocarpanes (la maackiaine, l’isonéorauténol, l’homoédudiol, le 3,4-

dihydroxy-8,9-méthylènedioxyptérocarpane et la 1,11b-dihydro-11b-

hydroxymaackiaine). Par ailleurs, deux nouveaux ptérocarpanes (i.e. le 4,9-dihydroxy-3-

méthoxy-2-diméthylallylptérocarpane et le 4,9-dihydroxy-3’,3’-diméthyl-2,3-

pyranoptérocarpane) ont été identifiés dans l’une des fractions de chromatographie, en 

mettant de nouveau en œuvre la RMN 1D, 2D et la SM/SM.  Enfin, nous avons évalué 

l’activité antimicrobienne des molécules préalablement identifiées. La maackiaine, 

l’isonéorauténol, l’homoédudiol, la daidzéine, la calycosine, le trans-resvératrol et la 

liquiritigénine ont inhibé la croissance de trois bactéries à Gram-positif (S. aureus, S. 

epidermidis, B. cereus) avec des CMI comprises entre 64 mg.L-1 et 8 mg.L-1. L’inhibition la 

plus remarquable revient au bidwillon B dont la CMI (4 mg.L-1) pour les souches S. aureus 

et B. cereus est comparable à celles du chloramphénicol pour les mêmes souches                     

(4 mg.L-1 et 2 mg.L-1 respectivement). Les deux nouveaux ptérocarpanes possèdent quant 

à eux une activité comparable au chloramphénicol vis-à-vis des souches bactériennes S. 

aureus et B. cereus (CMI = 16 mg.L-1 et 8 mg.L-1). 

Les résultats obtenus dans ce travail de thèse contribuent à l’enrichissement des 

bibliothèques de spectres du laboratoire ainsi qu’au développement de la méthode 

d’analyse développée par l’équipe « Chimie et Biomasse ». Ils confirment que la RMN (1H 

et 13C) est un outil d’identification et de quantification fiable et performant des différents 

constituants contenus dans des extraits de végétaux, quelle que soit leur famille chimique 

ou leur fonctionnalisation. Enfin, la RMN 1H s’est avérée particulièrement intéressante 

pour quantifier les acides ursolique et oléanolique (acides triterpéniques) contenus dans 

l’extrait au dichlorométhane de feuilles d’I. aquifolium, contribuant ainsi au 

développement de la RMN comme technique d’analyse quantitative des mélanges 

complexes naturels. 
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I. MATERIEL VEGETAL ET EXTRACTIONS SUCCESSIVES AUX SOLVANTS 

 

I.1. ILEX AQUIFOLIUM LINNE 

Les feuilles et les baies de houx (Ilex aquifolium L.) ont été récoltées en décembre 

2017 dans la forêt communale d’Isolacciu di Fium’Orbu (42°01'04.9"N 9°15'34.0"E ; 

Haute-Corse) puis stockées à -60 °C. Les feuilles (98 g) ont été broyées dans l’azote liquide 

(cryobroyage), puis extraites à l’aide d’un appareil Soxhlet avec 600 mL d’hexane pendant 

17 h. Après évaporation de la solution hexanique (évaporateur rotatif), 1,836 g d’extrait 

a été obtenu, soit un rendement de 1,9 % par rapport à la masse sèche de végétal. Les 

feuilles résiduelles ont été extraites suivant le même procédé avec 600 mL de 

dichlorométhane pendant 5 h. Suite à l’évaporation du solvant, un extrait de 2,281 g a été 

obtenu (rendement de 2,3 % par rapport à la masse sèche de végétal).  

Les baies (734,0 g) ont également été broyées dans l’azote liquide, puis extraites à 

l’aide d’un appareil Soxhlet avec 600 mL d’hexane pendant 48 h. Après évaporation de la 

solution hexanique, 2,018 g d’extrait ont été obtenus, soit un rendement de 0,3 % par 

rapport à la masse sèche de végétal. Les baies résiduelles ont été extraites suivant le même 

procédé avec 600 mL de dichlorométhane pendant 24 h. Suite à l’évaporation du solvant, 

un extrait de 1,078 g a été obtenu (rendement de 0,15 % par rapport à la masse sèche de 

végétal). Les baies résiduelles ont été ensuite extraites avec 600 mL d’un mélange 

dichlorométhane/acétate d’éthyle (50/50, v/v) pendant 48 h et après évaporation du 

solvant, un extrait de 933,4 mg a été obtenu (rendement de 0,14 % par rapport à la masse 

sèche de végétal).  

 

I.2. CALICOTOME VILLOSA (POIRET) LINK 

Les fleurs de Calicotome villosa (Poir.) Link ont été récoltées en avril 2019 au lieu-

dit Vignola sur la commune d’Ajaccio (41°54'45.0"N 8°39'11.2"E) puis stockées à -60°C. 

Le végétal a été broyé (azote liquide) puis la poudre obtenue (576,4 g) a été extraite à 

l’aide d’un appareil de Soxhlet avec 600 mL d’hexane pendant 24 h. Après évaporation de 
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la solution hexanique, 3,099 g d’extrait ont été obtenus, soit un rendement de 0,54 % par 

rapport à la masse sèche de végétal. Les fleurs résiduelles ont été extraites suivant le 

même procédé avec 600 mL de dichlorométhane pendant 24 h. Suite à l’évaporation du 

solvant, un extrait de 3,292 g a été obtenu (rendement de 0,57 % par rapport à la masse 

sèche de végétal). Les fleurs résiduelles ont ensuite été extraites à l’aide d’un appareil 

Soxhlet avec 600 mL d’acétate d’éthyle pendant 24 h. Suite à l’évaporation du solvant, un 

extrait de 6,044 g a été obtenu (rendement de 1,05 % par rapport à la masse sèche initiale 

de végétal). 

Les racines utilisées dans cette étude ont été récoltées en septembre 2018 sur la 

même station. Les racines nettoyées ont été stockées puis broyées. Les copeaux (192,6 g) 

ont été extraits pendant 24 h avec 600 mL de méthanol à l’aide d’un appareil de Soxhlet. 

La solution méthanolique résultante a été évaporée donnant lieu à un extrait de 9,18 g, 

soit un rendement de 4,7 % par rapport à la masse sèche de végétal. 

 

II. CHROMATOGRAPHIES SUR COLONNE OUVERTE DE SILICE (CC) 

 

II.1. CC DE L’EXTRAIT A L’HEXANE DE FEUILLES D’I. AQUIFOLIUM  

Un échantillon (0,997 g) de l’extrait à l’hexane de feuilles d’I. aquifolium a été 

chromatographié sur colonne de silice de type « flash ». Cette chromatographie a été 

réalisée avec 25 g de silice de granulométrie 63-200 μm, 60 Å. A l’issue de cette séparation, 

douze fractions ont été obtenues (H1 à H12), avec un gradient pentane/oxyde de diéthyle: 

H1 (100/0 ; 24,2 mg), H2 (100/0 ; 239,5 mg), H3 (75/25 ; 17,4 mg), H4 (75/25 ; 55,2 mg), 

H5 (75/25 ; 209,2 mg), H6 (50/50 ; 95,5 mg), H7 (50/50 ; 113,0 mg), H8 (25/75; 46,2 mg), 

H9 (25/75 ; 17,5 mg), H10 (0/100 ; 6,1 mg), H11 (0/100 ; 8,5 mg), H12 (0/100; 70,6 mg).  

La fraction H6 (83,9 mg) a été re-chromatographiée sur colonne de silice « fine » de 

granulométrie 35 – 70 μm (4,0 g ; 60 Å). Sept nouvelles fractions ont été obtenues (H6.1 à 

H6.7), avec un gradient pentane/oxyde de diéthyle : H6.1 (60/40 ; 13,6 mg), H6.2 (60/40 ; 

14,8 mg), H6.3 (60/40 ; 13,5 mg), H6.4 (60/40 ; 5,6 mg), H6.5 (50/50 ; 8, 3mg), H6.6 (25/75 ; 

5,9 mg), H6.7 (0/100 ; 4,4 mg).  
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II.2. CC DE L’EXTRAIT AU DICHLOROMETHANE DE FEUILLES D’I. AQUIFOLIUM  

Un échantillon (1,076 g) de l’extrait au dichlorométhane de feuilles d’I. aquifolium 

a été chromatographié sur colonne de silice de type « flash ». Ce fractionnement a été 

réalisé avec 25 g de silice de granulométrie 63 - 200 μm, 60 Å. A l’issue de cette 

chromatographie, neuf fractions ont été éluées (D1 à D9), avec un gradient pentane/oxyde 

de diéthyle : D1 (98/2 ; 215,0 mg), D2 (92/8 ; 50,0 mg), D3 (80/20 ; 16,0 mg), D4 (50/50 ; 

69,1 mg), D5 (50/50 ; 36,0 mg), D6 (0/100 ; 132,7 mg), D7 (0/100 ; 129,3 mg), D8 (0/100 ; 

107,9 mg), D9 (0/100 ; 61,9 mg) (Figure 42).  

La fraction D6 (78,4 mg) a été re-chromatographiée sur colonne de silice « fine » de 

granulométrie 35 - 70 μm (60 Å ; 5 g) (Figure 42). Six nouvelles fractions ont été éluées 

(D6.1 à D6.6), avec un gradient pentane/oxyde de diéthyle : D6.1 (75/25 ; 4,3 mg), D6.2 

(75/25 ; 6,2 mg), D6.3 (75/25 ; 15,7 mg), D6.4 (20/80 ; 9,6 mg), D6.5 (20/80 ; 9,4 mg), D6.6 

(0/100 ; 0,8 mg).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Partie expérimentale 

171 
 

Figure 42. Workflow de l’extraction et du fractionnement des extraits de feuilles d’I. 

aquifolium 
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II.3. CC DE L’EXTRAIT AU DICHLOROMETHANE DE BAIES D’I. AQUIFOLIUM 

Un échantillon (871,5 mg) de l’extrait au dichlorométhane de baies d’I. aquifolium 

a été chromatographié sur colonne de silice de type « flash » (200 - 500 µm ; 60 Å ; 30 g) 

(Figure 43). A l’issue de cette chromatographie, cinq fractions ont été éluées avec cinq 

solvants de polarité croissante : hexane (16,7 mg), oxyde de diéthyle (593,9 mg), 

dichlorométhane (12,7 mg), acétate d’éthyle (83,7 mg) et méthanol (135,9 mg). 

La fraction à l’oxyde de diéthyle (520,8 mg) a été re-chromatographiée sur colonne 

de silice de granulométrie fine (35 - 70 μm, 60 Å ; 16,0 g). A l’issue de cette séparation, 

onze sous-fractions ont été obtenues avec un gradient pentane/oxyde de diéthyle :              

E1 (100/0 ; 6,3 mg), E2 (90/10 ; 18,8 mg), E3 (90/10 ; 20,4 mg), E4 (90/10 ; 47,5 mg),           

E5 (75/25 ; 67,7 mg), E6 (75/25 ; 19,3 mg), E7 (65/35 ; 60,2 mg), E8 (65/35 ; 74,8 mg),      

E9 (50/50 ; 69,3 mg), E10 (25/75 ; 81,8 mg) et E11 (0/100 ; 8,1 mg) (Figure 43). 

 

II.4. CC DE L’EXTRAIT AU MELANGE DICHLOROMETHANE/ACETATE D’ETHYLE (50/50, 

V/V) DE BAIES D’I. AQUIFOLIUM 

L’extrait au mélange dichlorométhane/acétate d’éthyle (774,4 mg) de baies            

d’I. aquifolium a été chromatographié sur colonne de silice de type « flash » (200 -               

500 µm ; 60 Å ; 30 g) à l’aide de quatre solvants de polarité croissante (oxyde de diéthyle, 

dichlorométhane, acétate d’éthyle et méthanol). A l’issue de cette chromatographie, huit 

fractions ont été obtenues : DE1 (100/0/0/0 ; 184,4 mg), DE2 (100/0/0/0 ; 103,0 mg),  

DE3 (100/0/0/0 ; 101,8 mg), DE4 (100/0/0/0 ; 58,7 mg), DE5 (0/100/0/0 ; 14,0 mg),     

DE6 (0/25/75/0 ; 40,8 mg), DE7 (0/0/75/25 ; 142,1 mg) et DE8 (0/0/0/100 ; 67,8 mg) 

(Figure 43). 
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Figure 43. Workflow de l’extraction et du fractionnement des extraits de baies d’I. 

aquifolium  
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II.5. CC DE L’EXTRAIT AU DICHLOROMETHANE DE FLEURS DE C. VILLOSA 

Un échantillon (2,63 g) d’extrait de fleurs de C. villosa a été chromatographié sur 

une colonne de silice de type « flash » (200 – 500 µm ; 60 Å ; 80 g) à l’aide de trois solvants 

de polarité croissante (dichlorométhane, acétate d’éthyle et méthanol). Cinq fractions ont 

été obtenues à l’issue de cette chromatographie : D’1 (100/0/0 ; 306,3 mg), D’2 (50/50/0 ; 

697,8 mg), D’3 (0/100/0 ; 484,8 mg), D’4 (0/50/50 ; 886,9 mg) et D’5 (0/0/100 ; 18,3 mg) 

(Figure 44). 

La fraction D’4 (871,0 mg) a été chromatographiée sur colonne de silice de 

type « fine » (35 – 70 µm ; 60 Å ; 30 g) avec un gradient de solvants de polarité croissante 

acétate d’éthyle/méthanol (100 : 0 à 0 : 100). Suite à cette chromatographie, huit sous-

fractions ont été obtenues : D’4.1 (100/0 ; 63,2 mg), D’4.2 (95/5 ; 202,4 mg), D’4.3 (90/10 ; 

94,7 mg), D’4.4 (90/10 ; 140,8 mg), D’4.5 (80/20 ; 179,2 mg), D’4.6 (70/30 ; 74,1 mg),           

D’4.7 (20/80 ; 83,9 mg) et D’4.8 (0/100 ; 12,7 mg) (Figure 44). 

 

II.6. CC DE L’EXTRAIT A L’ACETATE D’ETHYLE DE FLEURS DE C. VILLOSA 

Un échantillon (3,82 g) de l’extrait à l’acétate d’éthyle de fleurs de C. villosa a été 

chromatographié sur colonne de silice de type « flash » (200 – 500 µm ; 60 Å ; 115 g) avec 

un gradient de solvants de polarité croissante dichlorométhane/acétate 

d’éthyle/méthanol (100: 0: 0 à 0: 0: 100) (Figure 44). Quinze fractions ont été éluées : E’1 

(100/0/0 ; 124,5 mg), E’2 (100/0/0 ; 162,3 mg), E’3 (95/5/0 ; 241,1 mg), E’4 (90/10/0 ; 

54,3 mg), E’5 (70/30/0 ; 74,6 mg), E’6 (50/50/0 ; 88,1 mg), E’7 (25/75/0 ; 220,8 mg), E’8 

(0/100/0 ; 375,5 mg), E’9 (0/90/10 ; 194,6 mg), E’10 (0/90/10 ; 560,9 mg), E’11 (0/90/10 ; 

330,3 mg), E’12 (0/75/25 ; 378,2 mg), E’13 (0/75/25 ; 379,2 mg), E’14 (0/50/50 ; 427,2 mg) 

et E’15 (0/0/100 ; 119,4 mg). 

Les fractions E’7 et E’8 ont donc été rassemblées pour former la fraction E’A        

(535,7 mg), puis soumises à une chromatographie sur colonne de silice de type « fine » 

(35 – 70 µm ; 60 Å ; 15 g) avec un gradient de solvants dichlorométhane/acétate d’éthyle 

(50 : 50 à 0 : 100) permettant l’obtention de dix sous-fractions : E’A.1 (50/50 ; 25,4 mg), 

E’A.2 (50/50 ; 77,9 mg), E’A.3 (40/60 ; 84,4 mg), E’A.4 (30/70; 53,0 mg), E’A.5 (20/80 ;             
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42,8 mg), E’A.6 (10/90 ; 51,5 mg), E’A.7 (0/100 ; 54,1 mg), E’A.8 (0/100 ; 48,5 mg),                     

E’A.9 (0/100 ; 63,0 mg) et E’A.10 (0/100 ; 31,2 mg) (Figure 44). 

La fraction E’10 (316,8 mg) a été soumise à une chromatographie sur colonne de 

silice de type « fine » (35 – 70 µm ; 60 Å ; 10 g) avec un gradient dichlorométhane/acétate 

d’éthyle/méthanol (80: 20: 0 à 0: 0: 100). A l’issue de cette chromatographie, dix sous-

fractions ont été éluées : E’10.1 (80/20/0 ; 35,5 mg), E’10.2 (0/100/0 ; 17,1 mg),                     

E’10.3 (0/100/0 ; 44,9 mg), E’10.4 (0/100/0 ; 37,9 mg), E’10.5 (0/100/0 ; 61,1 mg),                

E’10.6 (0/95/5 ; 13,2 mg), E’10.7 (0/95/5 ; 23,6 mg), E’10.8 (0/95/5 ; 26,6 mg),                                

E’10.9 (0/85/15 ; 33,4 mg) et E’10.10 (0/0/100 ; 37,9 mg) (Figure 44). 

Un échantillon de la fraction E’13 (318,2 mg) a été chromatographié sur colonne de 

silice de type « fine » (35 – 70 µm ; 60 Å ; 10 g) avec un gradient de solvants de polarité 

croissante acétate d’éthyle/méthanol (100: 0 à 0: 100) (Figure 44). Douze sous-fractions 

ont été éluées : E’13.1 (100/0 ; 11,2 mg), E’13.2 (95/5 ; 39,3 mg), E’13.3 (90/10 ; 21,9 mg),                   

E’13.4 (90/10 ; 33,2 mg), E’13.5 (90/10 ; 16,6 mg), E’13.6 (85/15 ; 37,2 mg), E’13.7 (85/15 ;              

36,9 mg), E’13.8 (85/15 ; 15,4 mg), E’13.9 (80/20 ; 36,7 mg), E’13.10 (75/25 ; 16,0 mg),           

E’13.11 (50/50 ; 24,7 mg) et E’13.12 (0/100 ; 25,9 mg). 
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Figure 44. Workflow de l’extraction et du fractionnement des fleurs de C. villosa  

 

 

 



Partie expérimentale 

177 
 

II.7. CC DE L’EXTRAIT AU METHANOL DE RACINES DE C. VILLOSA 

Un échantillon de 9,11 g d’extrait au méthanol a été chromatographié sur colonne 

de silice de type « flash » (200 - 500 µm ; 60 Å ; 300 g) à l’aide de quatre solvants de 

polarité croissante (pentane, dichlorométhane, acétate d’éthyle et méthanol) (Figure 45). 

A l’issue de cette chromatographie, quatre fractions ont été obtenues : F1 (100/0/0/0 ; 7,9 

mg), F2 (0/100/0/0 ; 330,0 mg), F3 (0/0/100/0 ; 4,19 g) et F4 (0/0/0/100 ; 4,17 g). 

La fraction F2 (échantillon de 301,2 mg) a été soumise à une chromatographie sur 

colonne de silice de type « fine » (35 - 70 µm ; 60 Å ; 10 g) (Figure 45). Neuf sous-fractions 

ont été éluées avec un gradient de solvants pentane/oxyde de diéthyle (100:0 à 0:100) :                  

F2.1 (100/0 ; 20,4 mg), F2.2 (99,5/0,5 ; 28,7 mg), F2.3 (99/1 ; 28,3 mg), F2.4 (98/2 ; 29,7 mg), 

F2.5 (95/5 ; 76,2 mg), F2.6 (90/10 ; 28,4 mg), F2.7 (80/20 ; 20,5 mg), F2.8 (50/50 ; 28,0 mg), 

F2.9 (0/100 ; 29,8 mg). 

Un échantillon de la fraction F3 (3,99 g) a été fractionné sur colonne de silice       

(200 – 500 µm ; 60 Å ; 106 g) avec un gradient de solvants dichlorométhane/acétate 

d’éthyle (100:0 à 0:100), et treize sous-fractions ont été obtenues : F3.1 (100/0 ; 14,2 mg), 

F3.2 (98/2 ; 17,3 mg), F3.3 (98/2 ; 175,5 mg), F3.4 (98/2 ; 387,5 mg), F3.5 (98/2 ; 319,1 mg), 

F3.6 (95/5 ; 110,4 mg), F3.7 (95/5 ; 267,3 mg), F3.8 (95/5 ; 144,6 mg), F3.9 (90/10 ;            

159,7 mg), F3.10 (90/10 ; 223,4 mg), F3.11 (50/50 ; 1,35 g), F3.12 (0/100 ; 318,0 mg),         F3.13 

(0/100 ; 507,4 mg) (Figure 45).  

Les sous-fractions F3.5 à F3.7, ont été rassemblées, formant ainsi la fraction 

F3.A (611,4 mg). Cette dernière a été soumise à une chromatographie sur colonne de silice 

de type « fine » (35 - 70 µm ; 60 Å ; 30 g) avec un gradient de solvants 

dichlorométhane/acétate d’éthyle (100:0 à 50:50) pour donner treize sous-fractions : 

F3.A.1 (100/0 ; 13,1 mg), F3.A.2 (99,75/0,25 ; 41,2 mg), F3.A.3 (99,75/0,25 ; 73,3 mg),              

F3.A.4 (99,75/0,25 ; 57,1 mg), F3.A.5 (99,75/0,25 ; 35,6 mg), F3.A.6 (99,75/0,25 ; 52,9 mg), 

F3.A.7 (99,5/0,5 ; 26,2 mg), F3.A.8 (99,5/0,5 ; 29,4 mg), F3.A.9 (99,5/0,5 ; 33,5 mg),                      

F3.A.10 (99,5/0,5 ; 29,5 mg), F3.A.11 (98/2 ; 24,8 mg), F3.A.12 (90/10 ; 131,1 mg),                             

F3.A.13 (50/50 ; 33,2 mg) (Figure 45). 

Les sous-fractions F3.A.8 à F3.A.11 ont été rassemblées. L’échantillon obtenu               

(F3.B ; 113,9 mg) a été soumis à une chromatographie sur colonne de type « fine »                
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(35   ̶  70 µm ; 60 Å ; 7 g) avec un gradient de solvants dichlorométhane/acétate d’éthyle 

(100 : 0 à 90 : 10) pour donner dix sous-fractions : F3.B.1 (100/0 ; 0,9 mg),                                     

F3.B.2 (99,75/0,25 ; 14,7 mg), F3.B.3 (99,5/0,5 ; 20,8 mg), F3.B.4 (99,5/0,5 ; 11,2 mg),              

F3.B.5 (99,5/0,5 ; 10,8 mg), F3.B.6 (99,5/0,5 ; 5,4 mg), F3.B.7 (99,5/0,5 ; 12,9 mg),                       

F3.B.8 (99,5/0,5 ; 8,9 mg), F3.B.9 (99,25/0,75 ; 6,7 mg), F3.B.10 (90/10 ; 5,3 mg) (Figure 45). 

La sous-fraction F3.9 (159,0 mg) a été soumise à une chromatographie sur colonne 

de silice de type « fine » (35 - 70 µm ; 60 Å ; 10 g) avec un gradient de solvants 

dichlorométhane/acétate d’éthyle (98 : 2 à 0 : 100) pour donner neuf sous-fractions :          

F3.9.1 (98/2 ; 4,7 mg), F3.9.2 (98/2 ; 20,5 mg), F3.9.3 (98/2 ; 7,1 mg), F3.9.4 (97/3 ; 20,7 mg), 

F3.9.5 (96/4 ; 33,2 mg), F3.9.6 (95/5 ; 24,4 mg), F3.9.7 (95/5 ; 3,7 mg), F3.9.8 (0/100 ; 7,1 mg), 

F3.9.9 (0/100 ; 2,3 mg) (Figure 45). 

La sous-fraction F3.11 (1,004 g) a été soumise à une chromatographie sur colonne 

de silice de type « fine » (35 - 70 µm ; 60 Å ; 30 g) avec un gradient de solvants 

dichlorométhane/acétate d’éthyle (90 : 10 à 0 : 100) pour donner quatorze sous-

fractions : F3.11.1 (90/10 ; 10,1 mg), F3.11.2 (90/10 ; 12,6 mg), F3.11.3 (90/10 ; 27,1 mg),         

F3.11.4 (85/15 ; 24,0 mg), F3.11.5 (85/15 ; 137,7 mg), F3.11.6 (75/25 ; 76,3 mg), F3.11.7 (75/25 ;    

124,6 mg), F3.11.8 (75/25 ; 131,5 mg), F3.11.9 (75/25 ; 137,0 mg), F3.11.10 (70/30 ; 61,7 mg),                  

F3.11.11 (70/30 ; 77,0 mg), F3.11.12 (70/30 ; 74,6 mg), F3.11.13 (50/50 ; 64,2 mg),                          

F3.11.14 (0/100 ; 16,7 mg) (Figure 45). 
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Figure 45. Workflow de l’extraction et du fractionnement des racines de C. villosa 
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III. HYDROLYSE DES ESTERS D’AMYRINES ET DES TRIGLYCERIDES 

PREPARATION DES ESTERS METHYLIQUES 

 

Un échantillon (103,5 mg) de la fraction H2 issue de l’extrait à l’hexane de feuilles 

d’I. aquifolium, a été placé dans un ballon de 10 mL auquel ont été ajoutés 5 mL d’une 

solution de potasse éthanolique (KOH : 99,8 mg ; éthanol : 2 mL). Le mélange a été porté 

à reflux sous agitation pendant 1h30. La solution obtenue après chauffage a été placée 

dans une ampoule à décanter avec 10 mL de pentane et 6 mL d’eau salée. Une fois 

récupérée, la phase aqueuse a été extraite une seconde fois avec 10 mL de pentane. La 

phase aqueuse résiduelle a été acidifiée jusqu’à pH 1 à l’aide d’une solution d’acide 

chlorhydrique puis extraite avec 2 fois 10 mL de pentane. La phase organique ainsi 

obtenue (pentane) a été séchée sur MgSO4, filtrée, puis le solvant a été évaporé. Pour 

obtenir 41,4 mg d’extrait.  

Ce dernier a été placé dans un ballon avec 5 mL d’une solution de BF3/méthanol. 

Le mélange a été chauffé pendant 5 min jusqu’à dissolution des acides gras. Le contenu du 

ballon a été alors introduit dans une ampoule à décanter contenant 3 mL d’hexane et         

20 mL d’eau salée. Après extraction liquide-liquide, la phase aqueuse a été éliminée. Après 

3 lavages avec 10 mL de pentane, la phase organique a été séchée sur MgSO4 et évaporée. 

Le mélange ainsi obtenu (35,6 mg) a été analysé par CPG et CPG-SM.  

Les fractions E2 et E3 issues de l’extrait au dichlorométhane de baies d’I. aquifolium 

et contenant des esters d’amyrines, ont été rassemblées (39,2 mg). Le mélange obtenu a 

subi le procédé décrit précédemment. L’hydrolyse des esters (KOH : 100,9 mg ; éthanol : 

2 mL) a permis l’obtention d’un extrait de 7,4 mg. Ce mélange a été soumis à une seconde 

étape de méthylation (5 mL d’une solution de BF3/méthanol). 4,7 mg d’extrait ont été 

obtenus puis analysés par CPG et CPG-SM. 

Les triglycérides contenus dans la fraction DE1 (184,4 mg) issue de l’extrait au 

mélange dichlorométhane/acétate d’éthyle de baies de houx, ont été également soumis à 

une hydrolyse (KOH : 605,2 mg ; éthanol : 10 mL), suivant le même procédé. Un extrait de 

150,4 mg a été obtenu puis soumis à une méthylation (10 mL d’une solution de 



Partie expérimentale 

181 
 

BF3/méthanol). L’extrait obtenu (121,5 mg) a été analysé par CPG et CPG-SM (voir 

paragraphes IV et V, ci-après). 

 

IV. CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE (CPG) 

 

Les analyses de chromatographie en phase gazeuse ont été réalisées à l’aide d’un 

chromatographe Perkin Elmer Clarus 500, équipé d’un injecteur diviseur, de deux 

colonnes capillaires (50 m x 0,22 mm d.i ; épaisseur du film : 0,25 μm), polaire (BP-20, 

polyéthylène glycol) et apolaire (BP-1, polydiméthylsiloxane) et de détecteurs à 

ionisation de flamme. Les conditions opératoires sont les suivantes : le gaz vecteur est 

l’hydrogène, la pression en tête de colonne est de 20 psi, le débit est de 1 mL/min, la 

température de l’injecteur est de 250 °C et la température des détecteurs est de 250 °C. 

La programmation de température est de 60 à 220 °C à 2 °C/min suivi d’un palier de           

20 min à 220 °C. L’injection se fait par mode diviseur avec un rapport de 1/60. Les 

chromatogrammes ont été enregistrés en dissolvant entre 4 et 50 mg d’extrait dans           

0,5 mL de CHCl3 

 

V. CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE COUPLEE A LA 

SPECTROMETRIE DE MASSE (CPG-SM) 

 

Les analyses ont été effectuées à l’aide d’un chromatographe Perkin Elmer Auto 

System XL, doté de deux injecteurs automatiques et de deux colonnes capillaires                   

(50 m x 0,22 mm d.i ; épaisseur du film : 0,25 μm), polaire (BP-20, polyéthylène glycol) et 

apolaire (BP-1, polyméthylsiloxane) couplées à un détecteur de masse Perkin Elmer Turbo 

Mass. Les molécules sont bombardées dans une source d’ionisation par un faisceau 

électronique de 70 eV. La détection se fait par un analyseur quadripolaire constitué d’un 

assemblage de quatre électrodes parallèles de section cylindrique. Le gaz vecteur est 

l’hélium et la pression en tête de colonne est de 43 psi. Le débit est de 0,8 mL/min. Le 
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programme utilisé consiste dans une augmentation de température de 60 à 220 °C par 

élévation de 2 °C par minute avec un palier à 220 °C pendant 20 minutes. L’injection se 

fait par mode diviseur avec un rapport de division de 1/75. Pour l’enregistrement des 

spectres, une masse de 4 à 50 mg d’extrait a été dissoute dans 0,5 mL de CHCl3. 

 

VI. CHROMATOGRAPHIE EN PHASE LIQUIDE COUPLEE A LA 

SPECTROMETRIE DE MASSE EN TANDEM (CLHP-SM/SM) 

 

Les analyses SM/SM ont été obtenues avec un spectromètre Bruker Daltonics 

Maxis Plus, Data analysis 4.3, basé sur l’infusion directe par ESI-MS et une confirmation 

par SM/SM à l’aide d’une liste sélective de masses (rapports m/z). Une solution d’agrégat 

de formiate et d’acétate de sodium 10mM été utilisée pour l’étalonnage. Les analyses ont 

été réalisées sur une gamme de masse de 50-1000 Daltons avec une fréquence de 

balayage de 1Hz. La résolution de l’appareil a été estimée à 21,244 (LMH) pour m/z = 

415,211. Les produits ont été dissous dans du méthanol pour une introction directe. Pour 

le 2-(1-méthyléthényl)-5-hydroxy-6-carbométhoxy-2,3-dihydrobenzofurane m/z (%): 

257,0783 ([M + Na]+ 100); 256,0718 (36,3); 225,0522 (27,9); 62,9816 (26,8). Pour le 4,9-

dihydroxy-3-méthoxy-2-diméthylallylptérocarpane m/z (%): 377,1347 ([M+Na]+ 9,4); 

308,0651 (29); 293,0407 (24,4); 164,9189 (30,1); 149,0592 (35,1); 105,0333 (17,6); 

90,9757 (39,8); 69,0684 (8,3); 62,9804 (100); 56,0480 (49,5). Enfin pour le 4,9-

dihydroxy-3’,3’-diméthyl-2,3-pyranoptérocarpane m/z (%): 361,1050 ([M + Na]+ 46,3); 

313,2039 (10,8); 164,9197 (26,4); 104,9923 (6,2); 91,0541 (5,0); 62,9803 (100) (les 

motifs de fragmentation observés sur les spectres de mass sont similaires à ceux reportés 

par Simons et al. (2011) pour d’autres ptérocarpanes.  
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VII. RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE (RMN) 

 

Les spectres de RMN ont été enregistrés avec un spectromètre Bruker 400 AVANCE, 

9,4 Tesla, opérant à 400,132 MHz pour le proton (1H) et à 100,623 MHz pour le        

carbone-13 (13C). Les spectres ont été enregistrés avec une sonde de 5 mm. Les solvants 

utilisés pour dissoudre les échantillons sont le CDCl3, le DMSO-d6 et le CD3OD (Tableau 

34). Les déplacements chimiques (δ) sont donnés en partie par million (ppm) par rapport 

au tétraméthylsilane (TMS) pris comme référence interne pour les échantillons au CDCl3 

et CD3OD. Pour les échantillons analysés dans le DMSO-d6, les déplacements chimiques 

sont donnés en ppm par rapport au pic du solvant (septuplet à 39,39 ppm). Les spectres 

de RMN 13C ont été enregistrés avec les paramètres suivants : angle d’impulsion 45°; 

temps d’acquisition = 2,7 s correspondant à une acquisition de 128 K avec une largeur 

spectrale (SW) de 24 000 Hz (environ 240 ppm) ; résolution digitale de 0,183 Hz/pt. Pour 

l’enregistrement des spectres, une masse de 40 à 50 mg d’extrait et de 4 à 70 mg de 

fraction de chromatographie est dissoute dans 0,5 mL de solvant (CDCl3, DMSO-d6 ou 

CD3OD). Le nombre d’accumulations est compris entre 2000 et 5000 pour chaque 

enregistrement. Les données du signal (FID) sont multipliées avant la transformée de 

Fourier par une fonction exponentielle (LB = 1,0 Hz). Les spectres DEPT (Distortionless 

Enhanced Polarization Transfert) ont été enregistrés dans les mêmes conditions que les 

spectres de RMN 13C avec un angle d’impulsion à 135°.  

Les paramètres utilisés pour la quantification par RMN 1H sont les suivants : angle 

d’impulsion 30°; délai de relaxation = 1,0 s ; temps d’acquisition = 2,56 s correspondant à 

une acquisition de 32 K avec une largeur spectrale (SW) de 6410 Hz (16 ppm). Aucun 

traitement mathématique du signal de précession libre (FID) n’est appliqué avant la 

transformée de Fourier.  

Les limites de détection (LOD) et de quantification (LOQ) ont été déterminées 

expériementalement en utilisant la rapport Signal sur Bruit (S :N). Selon Cerceau et al. 

(2016) les concentrations pour S :N = 10 et S :N = 150 ont été définies comme LOD et LOQ, 

respectivement. Les spectres RMN 2D (HSQC, HMBC, COSY, NOESY et INADEQUATE) ont 

été enregistrés suivant les séquences d’analyse standards contenues dans la bibliothèque 

Bruker.



Partie expérimentale 

184 
 

Tableau 34. Solvants utilisés pour l’enregistrement des spectres de RMN (extraits et fractions de chromatographie) 

 I. aquifolium C. villosa 

Solvant Feuilles Baies Fleurs Racines 

CDCl3 
extrait à l’hexane ; H1 à H12 ; 
H6.1 à H6.7 ;  extrait au 
dichlorométhane ; D1 à D4   

extrait à l’hexane ; extrait au 
dichlorométhane ; fraction hexane ;  
fraction oxyde de diéthyle ; fraction 
dichlorométhane ; E1 à E7 ; extrait 
au mélange 
dichlorométhane/acétate d’éthyle 
DE1 à DE6 

extrait à l’hexane ; D’1 ; E’1 ; 
E’2 

F1 ; F2 ; F2.1 à F2.9 ; F3.1 à F3.10 ; 
F3.A.1 à F3.A.12 ; F3.B.1 à F3.B.10 ; F3.9.1 
à F3.9.6 ; F3.11.1 ; F3.11.2 

DMSO-d6 
extrait au dichlorométhane ; 
D5 à D9 ; D6.1 à D6.6 

extrait au dichlorométhane ;  
fraction oxyde de diéthyle ; fraction 
dichlorométhane ; fraction acétate 
d’éthyle, fraction méthanol ; E7 à 
E11 ; extrait au mélange 
dichlorométhane/acétate d’éthyle ; 
DE2 ; DE3 ; DE5 ; DE7 ; DE8 

extrait au dichlorométhane ; 
extrait à l’acétate d’éthyle ;  
D’2 à D’5 ;  E’A.1 à E’A.10 ; D’4.1 à 
D’4.8 ; E’3 à E’15 ; E’10.1 à E’10.10 ; 
E’13.1 à E’13.12 

extrait au méthanol ; F3 ; F4 ; 
F3.11 à  F3.13 ; F3.A.12 ;  F3.A.13 ; F3.9.5 
à F3.9.9 ; F3.11.3 à F3.11.14 ; F3.10 

CD3OD - DE6 E’A.1 à E’A.3 F3.11.13 

(CD3)2CO - - - F3.9.6 
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VIII. IDENTIFICATION DES COMPOSES 

 

L’ensemble des extraits et des fractions de chromatographie qui en sont issues, a 

été analysé par RMN 13C en utilisant la méthodologie du laboratoire par comparaison des 

signaux relevés sur les spectres RMN 13C enregistrés avec des spectres de référence 

compilés dans les bibliothèques de spectres RMN 13C propres au laboratoire et celles 

issues de la littérature (Tomi et al., 1995 ; Tomi et Casanova, 2006).  

Dans le cas des fractions de chromatographie H2, E2+E3, et DE1 issues des extraits 

de feuilles et baies d’I. aquifolium, l’identification des composés est basée sur la 

complémentarité des techniques analytiques à notre disposition : (CPG(Ir), CPG-SM, 

RMN) :  

- Comparaison des indices de rétention (Ir) calculés par CPG au laboratoire et/ou 

issus de la littérature sur des colonnes polaires et apolaires de même type que 

celles utilisées au laboratoire ;  

- Comparaison des spectres de masse des composés obtenus avec ceux contenus 

dans des bibliothèques de spectres commerciales et issues de la littérature ; 

- RMN 13C selon la méthode citée ci-dessus.  

 

IX. ACTIVITES ANTIBACTERIENNES 

 

Six souches bactériennes provenant de la collection de l’Institut Pasteur ont été 

utilisées : 3 souches à Gram positif (Staphylococcus aureus CIP 53.156, Staphylococcus 

epidermidis CIP 53.124 et Bacillus cereus CIP 78.3) et 3 souches à Gram négatif 

(Escherichia coli CIP 54.8 T, Enterobacter aerogenes CIP 60.86 T et Pseudomonas 

aeruginosa CIP 103467). La souche multi-résistante Enterobacter aerogenes EA289, 

fournie par le laboratoire « Membranes et Cibles Thérapeutiques » d’Aix-Marseille 
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Université, est un dérivé sensible à la kanamycine de l’isolat clinique EA27. Ces souches 

bactériennes ont été cultivées en routine à 37 °C, pendant 18 à 24 h sur milieu solide 

Müeller-Hinton Agar (MHA) et sur milieu liquide Müeller-Hinton Broth (MHB). Un 

antibiotique appartenant à la classe des phénicolés a été pris pour référence : le 

chloramphénicol. 

L’activité antibactérienne a été évaluée par la mesure de la concentration minimale 

inhibitrice (CMI), c’est-à-dire la plus faible concentration de produit suffisante pour 

inhiber, in vitro, 90 % de la croissance bactérienne. La CMI a été déterminée par la 

technique de micro-dilution en milieu liquide. Tous les échantillons ont été dilués dans le 

solvant adéquat, de manière à générer une dilution de base 2, en partant de                            

1024 μg.mL-1. Par la suite, 2 μL de chaque dilution sont déposés dans les puits d’une 

microplaque de 96 puits. Les inocula bactériens sont ensuite préparés à une densité 

équivalente au standard 0,5 Mac Farland (108 Unités Formant Colonies (UFC). mL-1) avant 

d’être dilués au 1/100ème dans le milieu liquide MHB et inoculés (200 μL) dans chaque 

puit. Le milieu MHB seul en présence de bactéries permet ici de contrôler positivement la 

croissance bactérienne.  

La lecture a ensuite lieu après 18 à 24 h d’incubation à 37° C sous agitation. Pour 

révéler ou non la présence de bactéries, 50 μL de chlorure d’iodonitrotétrazolum sont 

ajoutés (présence de bactéries vivantes : coloration du puit en rose). La CMI est déduite 

au niveau du premier puit qui est dépourvu de croissance bactérienne. Tous les tests sont 

réalisés trois fois sur chaque microplaque, au cours de trois expériences avec des inocula 

différents.  
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Annexe 1. Spectre RMN 13C de l’extrait à l’hexane de feuilles d’I. aquifolium dans le CDCl3  
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Annexe 2. Spectre RMN 13C de la fraction H2 
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Annexe 3. Spectre RMN 13C de l’extrait au dichlorométhane de feuilles d’I. aquifolium dans le CDCl3  
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Annexe 4. Spectre RMN 13C de l’extrait au dichlorométhane de feuilles d’I. aquifolium dans le DMSO-d6  
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Annexe 5. Spectre RMN 1H de la fraction obtenue au dichlorométhane (baies de houx) 
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Annexe 6. Spectre DEPT 135 de la fraction obtenue au dichlorométhane (baies de houx) 
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Annexe 7. Spectre HSQC de la fraction obtenue au dichlorométhane (baies de houx) 
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Annexe 8. Spectre HMBC de la fraction obtenue au dichlorométhane (baies de houx) 
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Annexe 9. Spectre COSY de la fraction obtenue au dichlorométhane (baies de houx) 
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Annexe 10. Spectre NOESY de la fraction obtenue au dichlorométhane (baies de houx) 
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Annexe 11. Spectre RMN 1H de la sous-fraction E6 
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Annexe 12. Spectre RMN 13C de la sous-fraction E6 

 



Annexes 

222 
 

Annexe 13. Spectre DEPT 135 de la sous-fraction E6 
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Annexe 14. Spectre HSQC de la sous-fraction E6 
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Annexe 15. Spectre HMBC de la sous-fraction E6 
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Annexe 16. Spectre COSY de la sous-fraction E6 
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Annexe 17. Spectre RMN 1H de la sous-fraction E’10.9 

 



Annexes 

227 
 

Annexe 18. Spectre RMN 13C de la sous-fraction E’10.9 
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Annexe 19. Spectre DEPT 135 de la sous-fraction E’10.9 
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Annexe 20. Spectre HSQC de la sous-fraction E’10.9 
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Annexe 21. Spectre HMBC de la sous-fraction E’10.9 

 



Annexes 

231 
 

Annexe 22. Spectre COSY de la sous-fraction E’10.9 
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Annexe 23. Spectre NOESY de la sous-fraction E’10.9 
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Annexe 24. Spectre DEPT 135 de la sous-fraction F2.5 
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Annexe 25. Spectre HSQC de la sous-fraction F2.5 
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Annexe 26. Spectre HMBC de la sous-fraction F2.5 
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Annexe 27. Spectre COSY de la sous-fraction F2.5 
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Annexe 28. Spectre NOESY de la sous-fraction F2.5 
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Annexe 29.  

Spectre SM/SM de la sous-fraction F2.5  
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Annexe 30. Spectre RMN 1H de la sous-fraction F3.4 
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Annexe 31. Spectre RMN 13C de la sous-fraction F3.4 

 



Annexes 

241 
 

Annexe 32. Spectre DEPT 135 de la sous-fraction F3.4 
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Annexe 33. Spectre HSQC de la sous-fraction F3.4 
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Annexe 34. Spectre HMBC de la sous-fraction F3.4  
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Annexe 35. Spectre COSY de la sous-fraction F3.4  
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Annexe 36. Spectre NOESY de la sous-fraction F3.4 
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Annexe 37. Spectre RMN 1H de la sous-fraction F3.B.3  
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Annexe 38. Spectre RMN 13C de la sous-fraction F3.B.3  
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Annexe 39. Spectre DEPT 135 de la sous-fraction F3.B.3  
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Annexe 40. Spectre HSQC de la sous-fraction F3.B.3  
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Annexe 41. Spectre HMBC de la sous-fraction F3.B.3  
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Annexe 42. Spectre COSY de la sous-fraction F3.B.3  
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Annexe 43. Spectre NOESY de la sous-fraction F3.B.3  
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Annexe 44.  

Spectre SM/SM de la sous-fraction F3.B.3 et voies de clivages possible du 4,9-dihydroxy-3-méthoxy-2-diméthylallylptérocarpane 
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Annexe 45. Spectre RMN 1H de la sous-fraction F3.B.7 
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Annexe 46. Spectre RMN 13C de la sous-fraction F3.B.7 
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Annexe 47. Spectre DEPT 135 de la sous-fraction F3.B.7 
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Annexe 48. Spectre HSQC de la sous-fraction F3.B.7 
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Annexe 49 Spectre HMBC de la sous-fraction F3.B.7 
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Annexe 50. Spectre COSY de la sous-fraction F3.B.7 

 



Annexes 

260 
 

Annexe 51. Spectre NOESY de la sous-fraction F3.B.7 
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Annexe 52.  

Spectre SM/SM de la sous-fraction F3.B.7 et voies de clivages possible du du 4,9-dihydroxy-3’,3’-diméthyl-2,3-pyranoptérocarpane 
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Annexe 53. Spectre RMN 1H de la sous-fraction F3.9.6 
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Annexe 54. Spectre RMN 13C de la sous-fraction F3.9.6 
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Annexe 55. Spectre DEPT 135 de la sous-fraction F3.9.6 
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Annexe 56. Spectre HSQC de la sous-fraction F3.9.6 
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Annexe 57. Spectre HMBC de la sous-fraction F3.9.6 
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Annexe 58. Spectre COSY de la sous-fraction F3.9.6 
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RESUME VULGARISE 
 

L’objectif de ce travail de thèse était de déterminer la composition chimique d’extraits 

de plantes de Corse encore peu ou pas étudiées et susceptibles d’avoir des activités biologiques 

valorisables. Cette étude a été menée en mettant en œuvre la méthodologie d’analyse des 

mélanges complexes par RMN 13C, développée depuis une trentaine d’années par l’équipe 

« Chimie et Biomasse » de l’UMR CNRS 6134 Sciences pour l’Environnement de l’université 

de Corse. 

Dans une première partie, nous avons étudié la composition chimique d’extraits de 

feuilles et de baies de houx commun (Ilex aquifolium L.). L’analyse par RMN 13C (CPG(Ir) et 

CPG-SM dans certains cas) des extraits bruts ainsi que des différentes fractions issues de ces 

extraits a permis d’identifier des composés appartenant à différentes familles chimiques : onze 

triterpènes, cinq dérivés phénoliques, six monosaccharides ainsi que quatre lactones jamais 

répertoriées dans des extraits de houx commun. Parmi les composés identifiés, nous avons 

quantifié, dans l’extrait brut au dichlorométhane, l’acide ursolique et l’acide oléanolique, deux 

acides triterpéniques connus pour leurs propriétés thérapeutiques, via une méthode rapide par 

RMN 1H que nous avons mise au point, validée et appliquée. Nous avons réalisé, en 

collaboration avec l’équipe « Biochimie et Biologie Moléculaire du Végétal » de l’université 

de Corse, des tests antimicrobiens. Les deux acides triterpéniques quantifiés précédemment ont 

montré une activité antimicrobienne comparable à celle de l’antibiotique de référence utilisé 

dans notre étude (chloramphénicol).  

 Dans une seconde partie, nous avons étudié la composition chimique d’extraits de fleurs 

et de racine de Calicotome villosa (Poir.) Link. Les extraits bruts obtenus ainsi que les fractions 

qui en sont issues ont été analysés par RMN 1D (RMN 2D et SM/SM dans certains cas) 

permettant l’identification de : deux stérols, dix flavonoïdes, cinq dérivés glucosylés de 

flavonoïdes, quatre phénylpropanoïdes, un polyphénol et cinq ptérocarpanes. Par ailleurs, trois 

nouveaux composés ont été identifiés dans l’extrait au méthanol de racine, il s’agit de deux 

ptérocarpanes et un dérivé benzofuranique. Enfin, sept de ces composés ont inhibé la croissance 

de bactéries à Gram positif, parmi lesquels figurent les deux nouveaux ptérocarpanes avec une 

activité antibactérienne comparable à celle du chloramphénicol.  

 

Mots-clefs : Ilex aquifolium L., Calicotome villosa (Poir.) Link, extraits aux solvants, 

identification par RMN 13C, quantification par RMN 1H. 
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RIASSUNTU 
 

U scopu di stu travagliu di tesi era di determinà a cumpusizione chimica di l'estratti di 

piante di Corsica ancora pocu o micca studiati è capaci d'avè un’attività biologica chì pò esse 

valutata. Stu studiu hè statu compiu mettendu in ballu a metodulugia d'analisi per 13C RMN di 

mischii cumplessi, sviluppata dipoi una trentina d'anni da a squadra "Chimica è Biomassa" di 

l'UMR CNRS 6134 Scienze per l’Ambiente di l’Università di Corsica. 

In una prima parte, avemu studiatu a cumpusizione chimica di l'estratti di foglie è di 

frutti di u caracutu cumunu (Ilex aquifolium L.). L'analisi per 13C RMN (incu GC(Ir) è GC-MS 

in certi casi) di i primi estratti è di e diverse frazzioni di questi estratti hà permessu di identificà 

composti di diverse famiglie chimiche : undici triterpeni, cinque derivati fenolici, sei 

monosaccaridi è quattru lattone mai registrati in estratti di caracuti cumuni. Trà i cumposti 

identificati, avemu quantificatu, in u primu estrattu di diclorometanu, l'acidu ursolicu è l'acidu 

oleanolicu, dui acidi triterpenici cunnisciuti per e so pruprietà terapeutiche, via un metudu 

rapidu per 1H RMN chì avemu sviluppatu, validatu è applicatu. In cullaburazione cù a squadra 

«Biochimica è Biulugia Molecularia di e Piante» di l’Università di Corsica, avemu fattu prove 

antimicrobiane. I dui acidi triterpenici quantificati prima dimustravanu un’attività 

antimicrobiana paragunabile à quella di l'antibioticu di riferimentu in u nostru studiu 

(chloramfenicolu). 

 In una siconda parte, avemu studiatu a cumpusizione chimica di l'estratti di fiori è di 

radiche di Calicotome villosa (Poir.) Link. I primi estratti ottenuti è e frazioni chì ne risultanu 

sò stati studiati via l’analisi 1D NMR (2D NMR è MS/MS in certi casi) chì ha permessu 

l'identificazione di dui steroli, dece flavonoidi, cinque derivati glucosilati di flavonoidi, quattru 

fenilpropanoidi, un polifenolu è cinque pterocarpani. Inoltre, trè novi cumposti sò stati 

identificati in l'estrattu di metanolu di a radica :  questi sò dui pterocarpani è un derivatu di 

benzofuranu. Infine, sette di sti cumposti hannu inibitu a crescita di bacterie Gram-pusitive, trà 

i quali sò i dui novi pterocarpani chì sviluppanu un’attività antimicrobiana paragunabile à quella 

di u chloramfenicolu. 

 

Parolle puntelle: Ilex aquifolium L., Calicotome villosa (Poir.) Link, estratti di solventi, 

identificazione per 13C RMN, quantificazione per 1H RMN. 
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Abstract : Chemical composition of Corsican Ilex aquifolium Linné and 

Calicotome villosa (Poiret) Link extracts using carbon-13 NMR  

 
The aim of this work was to determine chemical composition of wild growing corsican 

understudied plant species, with potential biological activities. This study was realized using the 

computerized NMR method developed over the past thirty years by the University of Corsica “Chimie 

et Biomasse” group, UMR CNRS “Sciences Pour l’environnement”. Identified secondary metabolites 

were then undertaken to evaluate their antimicrobial properties. 

 As part of this study, we selected on the first place commun holly (Ilex aquifolium L.). After 

two successive column chromatography, hexane and dichloromethane leaves crude extracts and all 

chromatography fractions were analyzed by 13C NMR (GC(RI) and GC-MS sometimes) to allow the 

identification of eleven triterpens and α- and β-amyrin esters. Among identified compounds, ursolic acid 

and oleanolic acid were also quantified by 1H NMR in the dichloromethane crude extract using a reliable 

method developped and validated (accuracy, linearity precision of measurements). Ursolic acid 

accounted for 55.3% of the extract, followed by oleanolic acid, 20.8%. Evaluation of previous identified 

compounds antimicrobial activities has been performed in collaboration with « Biochimie et Biologie 

Moléculaire du Végétal » group (University of Corsica). Triterpen acids and chloramphenicol (reference 

antibiotic) displayed similar antibacterial activities against three Gram-positive bacteria, Staphylococcus 

aureus, Staphylococcus epidermidis and Bacillus cereus (MIC = 4 and 8 mg.L-1 vs. 2 and 4 mg.L-1). 

Moreover, dichloromethane and dichloromethane/ethyl acetate (50/50, v/v) berries extracts were 

submitted to successive column chromatography. Crude extracts and chromatography fractions 13C 

NMR spectra revealed presence of nine triterpens previously identidied, five phenolics derivatives, six 

monosaccharides and four lactones (menisdaurilide, aquilegiolide, dasycarponilide and 7-epi-

griffonilide) were first time identified in berries holly extracts. 

 On the second place, we determined chemical compositions of Calicotome villosa (Poir.) Link 

flowers and root extracts. 13C NMR analysis of dichloromethane and ethyl acetate flowers extracts and 

their chromatography fractions, allowed the identification of three flavonoids, five glycosyl flavonoids 

and four phenylpropanoids. We also studied chemical composition of a methanol root extract which has 

never been submitted to any chemical composition study. After successive column chromatography, 

eighteen compounds were identified by 13C NMR including sterols, flavonoids, a polyphenol and 

pterocarpans. Among identified compounds, two new pterocarpans (4,9-dihydroxy-3-methoxy-2-

dimethylallylpterocarpan and 4,9-dihydroxy-3′,3′-dimethyl-2,3-pyranopterocarpan) and a new 

dihydrobenzofuran derivative were identified using a combination of 1D, 2D NMR and MS/MS. The 

MIC was measured to evaluate the antibacterial activities of previous identified compounds. Seven of 

them displayed antibacterial activities against Gram-positive bacteria. New pterocarpans and 

chloramphenicol displayed similar antibacterial activities against S. aureus et B. cereus (MIC = 8 and 

16 mg.L-1  vs. 2 and 4 mg.L-1). 

Mots-clefs : Ilex aquifolium L., Calicotome villosa (Poir.) Link, solvents extracts, 13C NMR 

identification, 1H NMR quantification. 
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RESUME 

L’objectif de ce travail de thèse était de déterminer la composition chimique d’extraits de plantes 

de Corse encore peu ou pas étudiées et susceptibles d’avoir des activités biologiques valorisables. Cette 

étude a été menée en mettant en œuvre la méthodologie d’analyse des mélanges complexes par RMN 
13C, développée depuis une trentaine d’années par l’équipe « Chimie et Biomasse » de l’UMR CNRS 

6134 Sciences pour l’Environnement de l’université de Corse. 

 Dans une première partie, nous avons étudié la composition chimique d’extraits de houx 

commun (Ilex aquifolium L.). Deux extraits de feuilles (obtenus à l’hexane et au dichlorométhane) ont 

chacun subi deux fractionnements successifs par chromatographie sur colonne ouverte de silice. 

L’analyse par RMN 13C (CPG(Ir) et CPG-SM également dans certains cas) des extraits bruts et des 

fractions de chromatographie a permis l’identification de onze triterpènes dont l’α-amyrine et la β-

amyrine et certains de leurs esters. Parallèlement, deux acides triterpéniques d’intérêt (acide ursolique 

et acide oléanolique) ont été quantifiés par RMN 1H au sein de l’extrait brut au dichlorométhane via une 

méthode rapide mise au point et validée (justesse, linéarité, précision des mesures). Ces deux composés 

représentent respectivement 55,3% et 20,8% de l’extrait. Nous avons également réalisé, en collaboration 

avec l’équipe « Biochimie et Biologie Moléculaire du Végétal » de l’université de Corse, des tests 

antimicrobiens sur les extraits et certaines fractions de chromatographie. Les deux acides triterpéniques 

précédemment cités ont montré une activité antimicrobienne comparable à celle du chloramphénicol 

(antibiotique de référence) vis-à-vis de trois bactéries à Gram positif, Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus epidermidis et Bacillus cereus (CMI = 4 et 8 mg.L-1 vs. 2 et 4 mg.L-1). Par ailleurs, nous 

avons préparé des extraits de baies de houx en utilisant différents solvants : hexane, dichlorométhane, 

dichlorométhane/acétate d’éthyle (50/50, v/v). Les deux derniers extraits (dichlorométhane et 

dichlorométhane/acétate d’éthyle) ont subi des fractionnements successifs et l’étude des spectres RMN 
13C des extraits bruts et des fractions de chromatographie a permis d’identifier neuf triterpènes 

(précédemment identifiés), cinq dérivés phénoliques, six monosaccharides ainsi que quatre lactones (la 

ménisdaurilide, l’aquilégiolide, la 7-épi-griffonilide et la dasycarponilide) non encore répertoriées dans 

le houx commun.  

 Dans une seconde partie, nous avons étudié la composition chimique d’extraits de fleurs et de 

racine de Calicotome villosa (Poir.) Link. Les extraits de fleurs obtenus au dichlorométhane et à l’acétate 

d’éthyle ont été soumis à des chromatographies successives. L’analyse par RMN 13C des extraits bruts 

et des fractions de chromatographie a permis l’identification de trois flavonoïdes, cinq dérivés 

glucosylés de flavonoïdes et quatre phénylpropanoïdes. Dans cette partie, nous nous sommes également 

intéressés à la composition chimique d’un extrait méthanolique de racine de C. villosa qui n’a fait l’objet 

d’aucune étude de ce type au préalable. Cet extrait a été soumis à plusieurs fractionnements successifs 

et dix-huit composés, notamment des stérols, des flavonoïdes, un polyphénol et des ptérocarpanes ont 

été identifiés par RMN 13C. Parmi ceux-ci, deux nouveaux ptérocarpanes (le 4,9-dihydroxy-3-méthoxy-

2-diméthylallylptérocarpane et le 4,9-dihydroxy-3’,3’-diméthyl-2,3-pyranoptérocarpane) et un nouveau 

dérivé benzofuranique (le 2-(1-méthyléthényl)-5-hydroxy-6-carbométhoxy-2,3-dihydrobenzofurane), 

ont été identifiés en mettant en œuvre la RMN 1D, 2D et la SM/SM. Enfin, nous avons mesuré l’activité 

antimicrobienne de molécules sélectionnées préalablement identifiées et purifiées. Sept de ces composés 

ont inhibé la croissance de trois souches bactériennes à Gram positif. Certains composés dont les deux 

nouveaux ptérocarpanes, présentent une activité comparable à celle du chloramphénicol vis-à-vis des 

souches bactériennes S. aureus et B. cereus (CMI = 8 et 16 mg.L-1 vs. 2 et 4 mg.L-1).  

 

Mots-clefs : Ilex aquifolium L., Calicotome villosa (Poir.) Link, extraits aux solvants, identification par 

RMN 13C, quantification par RMN 1H. 


