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Introduction générale  

Aujourd’hui et malgré les progrès réalisés en médecine, plusieurs populations ont 

recours aux plantes pour se soigner, soit par inaccessibilité aux médicaments prescrits par la 

médecine moderne, soit parce que ces plantes ont donné des résultats thérapeutiques très 

encourageants et à moindres effets secondaires remarqués lors de leur utilisation, soit parce 

qu’elles sont moins agressives et moins nocives pour l’organisme. 

Plus de 120 composés provenant de plantes sont aujourd'hui utilisés en médecine 

moderne et près de 75% d'entre eux sont utilisés selon leur usage traditionnel. 

Selon certains auteurs, les composés d'origine naturelle présentent l'avantage d'avoir 

une très grande diversité de structures chimiques et ils possèdent aussi un très large éventail 

d'activités biologiques [1]. 

Les propriétés antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont connues 

depuis l’antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20
ème

 siècle pour que les 

scientifiques commencent à s’y intéresser [2]. 

L’étude de la chimie des plantes est toujours d’une brûlante actualité malgré son 

ancienneté. Cela tient principalement au fait que le règne végétal représente une source 

importante d’une immense variété de molécules bioactives [3]. 

La flore Algérienne avec ses 3000 espèces appartenant à plusieurs familles botaniques 

dont 15% endémiques [4], ce potentiel floristique d’intérêt biomédical a poussé les chercheurs 

Algériens à explorer ces ressources sur le plan phytochimique ainsi que sur le plan 

pharmacologique. 

Ce travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation des plantes algériennes par la 

recherche des substances naturelles d’origines végétales à activités biologiques lancé par notre 

laboratoire depuis une vingtaine d’années où plusieurs molécules nouvelles ont été isolées et 

déterminées. Dans cette étude, nous nous sommes intéressés à l’étude des deux espèces 

Berberis hispanica (Berberidaceae) et Stachys brachyclada (Lamiaceae), en fixant comme 

principal objectif, l’extraction, la séparation et l’identification des métabolites secondaires 

ainsi que l’évaluation de leurs activités biologiques. 
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Ce manuscrit est divisé en trois chapitres : 

 Un premier chapitre où nous présentons la description botanique et l’étude bibliographique 

de la famille, des genres  et des espèces étudiées. 

 Un deuxième chapitre qui sera consacrés à la présentation de nos travaux de séparation et 

de purification des métabolites secondaires et les méthodes utilisés pour les analyses 

quantitatives des composés phénoliques et les activités étudiés (activité antioxydante, 

antibactérienne et anti proliférative ainsi sur). 

 Un troisième chapitre consacré à la discussion des résultats obtenu dans l’évaluation 

biologique et la détermination structurale des métabolites secondaires isolés des deux 

espèces en combinant les différentes méthodes spectroscopiques (SM, RMN mono et 

bidimensionnelles). 

 Enfin une conclusion générale synthétisera l’apport de ce travail. 
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I. La famille des Berberidaceae  

I.1. Introduction bibliographique sur la famille des Berbéridaceae 

I.1.1. Généralité 

Les plantes de la famille des berbéridacées dont le terme botanique est berberidaceae, 

est une famille de moyenne importance qui rassemble d’après la dernière révision de la 

classification phylogénétique 701 espèces classées en 18 genres. Cette famille a pour 

caractéristique commune de présenter une teinte jaune due à la berbérine (alcaloïde) qu’elle 

renferme. Les berbéridacées sont principalement une famille d’arbustes avec quelques 

herbacées disséminée. On la retrouve principalement dans les zones tempérées du nord et sur 

les montagnes subtropicales [1]. 

I.1.2. Description Botanique 

Herbes ou arbustes vivaces à feuilles caduques ou sempervirentes, parfois 

rhizomateuses, dont les tiges sont avec ou sans épines. Feuilles alternes, opposées ou 

fasciculées, simples, 2-3-foliolées, ou 1-3-pennées ou 2-3 (-4)-ternées. Stipules présentes ou 

absentes et nervation pennée ou palmée. Inflorescences terminales ou axillaires, racèmes, 

cymes, ombelles (ou pseudo-ombelles), épis ou panicules, ou fleurs solitaires ou en paires, 

fleurs pédicellées ou sessiles. Fleurs bisexuées, discrètes ou voyantes, radialement 

symétriques; glandesstipitale absentes (sauf pour Vancouveria); bractéoles sépaloïdes 0-9; 

périanthe parfois absent (Achlys), plus fréquemment présent, 2 ou 3-mères, ou sépales et 

pétales s'inter changeant (Nandis); sépales 6, distincts, souvent pétaloïdes et colorées, non 

éperonnées; pétales 6-9, distinctes, plans ou à capuchon; nectaire présent; étamines 6; 

anthères déhiscentes par des valves ou des fentes longitudinales; ovaire supèrieur, 

apparemment 1-carpellate; placentation marginale ou apparente basale; style présent ou 

absent ; parfois persistant dans les fruits comme un bec. Follicules de fruits, baies ou 

utricules. Graines 1-50, parfois arilles; l'endosperme abondant; embryon grand ou petit; 

graines matures élevées sur la tige allongée de Caulophyllum [2]. 

I.2. Introduction bibliographique sur le genre Berberis 

I.2.1. Généralité 

Le genre Berberis (Epine-vinette) appartient à la famille des Berberidaceae et 

comprend principalement des plantes médicinales importantes et sauvages [3]. Le genre 

compte près de 500 espèces végétales dicotylédones appartenant à la famille des 

Berbéridacées originaires principalement d'Asie et d'Amérique du sud. Quelques espèces sont 

européennes et nord-américaines. Son nom viendrait du nom arabe du fruit de ces plantes et le 

http://quelleestcetteplante.fr/generalites/monocotyledones_dicotyledones.html
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qualificatif "vinette" français est une appellation populaire de l'Oseille. En France depuis le 

19ème siècle, l'épine-vinette a été fortement éradiquée à cause de son rôle dans la propagation 

de la rouille noire du blé.  

I.2.2. Description botanique  

Ce sont des arbustes épineux à feuillage caduc, persistant ou semi-persistant [4], hauts 

de 60 centimètres (variétés naines) à 3 mètres. Leurs feuilles principales se transforment en 

épines solitaires ou groupées. Les feuilles des espèces persistantes sont ovales, elliptiques ou 

oblongues, celles des espèces caduques sont ovales et se parent de belles couleurs automnales. 

Selon les espèces, elles sont vertes ou rouges, mates ou lustrées. Les berbéris fleurissent au 

printemps. Leurs fleurs sont jaunes orangés ou violacés, groupées en grappes, fascicules, 

cymes ou oubelles. Elles présentent un calice de 6 à 12 sépales, d'une corolle de 6 pétales et 

d'un pistil qui se transforme en baie jaune orangé, rouge à noire selon les espèces. Ces baies, 

légèrement toxiques avant maturité (comestibles une fois mûres mais acides), apparaissent à 

l'automne et persistent sur la plante tout l'hiver. 

I.2.3. Utilisation thérapeutique 

Les plantes du genre Berberis ont une place importante dans divers systèmes de 

médecine traditionnelle dans le monde entier, grâce à leurs propriétés médicinales efficaces. 

L'ancienne littérature ayurvédique de l'Inde enregistre des utilisations de Rasaut (Jus 

concentré), un extrait de tige ou de racine de Berberis sp. Les utilisations spécifiques de 

Rasaut pour guérir les maladies oculaires et les ulcères indolents ont acquis une grande 

renommée. Dans la pharmacopée britannique, l'alcaloïde (berbérine), principe actif de 

plusieurs espèces de Berberis et de Mahonia, a été incorporé pour son utilisation réussie dans 

le traitement des plaies orientales et on pensait que son action était aussi puissante que la 

quinine. Les racines des espèces de Berberis sont utilisées comme antipériodiques, 

antipyrétiques. L'écorce est utilisée comme tonique et anti-périodique. Certaine espèces de ce 

genre sont également connues pour leurs activités cardiovasculaires, hépatoprotectrices, 

antimicrobiennes et anticancéreuses [5]. 

 

I.2.4. Propriétés pharmacologiques des espéces du genre  Berberis 

Les plantes du genre Berberis possède des activités médicinales immenses, quelques 

espèces de ce genre ont été examinées pour leurs activités biologiques. Les résultats 

expérimentaux ont montré un large effet, dont les activités pharmacologiques des espèces de 

ce genre sont résumées dans la figure-1 et reportés dans le tableau-1. 
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Figure-1 : Les diverses activités pharmacologiques du genre Berberis 

Tableau-1 : Activité pharmacologique des espèces du genre Berberis 

Activités 
Source 
(espèce) 

Partie de la 
plante 

 Type 
d'extrait 

 Fraction 
 Isolat testé 

 Procédures 
expérimentales 
 Animaux 

 Organisme étudié 
 Type d'étude 

Références 

Cardio- 

vasculaire 

 

B. darwinii 
 

L’écorce des 
tiges 

Extrait 
méthanolique 

Essai sur l’inhibition 
in vitro de 

l'acétylcholinestérase. 

 
[6] 

 

B. aristata 
 

Racines 
Extrait aqueux 
du méthanol 

Rats 
 

[7] 

B. lycium 

L'écorce des 
tiges 

Extrait  
hydroalcoolique 

 
Cochons d'Inde 

 
[8] 

L'écorce des 
racines 

Extrait hydro-
alcoolique 

 
Cochons d'Inde [9] 

 
Racines 

 

 
Berbèrine isolée 

Les techniques de 
micro électrode ont 

été utilisées pour 
enregistrements 

intracellulaires de la 
membrane 

transmembranaire 
potentiels électriques 

sur canin Purkinje 
cardiaque et fibres 

musculaires 
ventriculaires et sur 

les fibres auriculaires 
du lapin. 

 
[10] 

Racines 
 

Berbèrine isolée Cochons d'Inde [11] 
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Tableau-1 (suite) : Activité pharmacologique des espèces du genre Berberis 

Activités 
Source 
(espèce) 

Partie de la 
plante 

 Type 
d'extrait 

 Fraction 
 Isolat testé 

 Procédures 
expérimentales 
 Animaux 
 Organisme 

étudié 
 Type d'étude 

Références 

Cardio-

vasculaire 

 

B. orthobotrys 

L'écorce des 
racines 

Berbamine 
isolée 

Cochons d'Inde [12] 

L'écorce des 
racines 

Berbamine 
isolée 

Lapins et rats [8] 

L'écorce des 
racines 

Berbamine 
isolée 

 
Cochons d'Inde 

[13, 14] 

B. chitria 
L'écorce des 

racines 
Berbèrine 

isolée 
Cochons d'Inde [15] 

B. chilensis 

 

L'écorce des 
racines 

Alcaloïde total 

Activité 
électrique du 
stimulateur 

cardiaque de 
grenouille. 

[16] 

L'écorce des 
racines 

Alcaloïde total Cochons d'Inde [17] 

L'écorce des 
racines 

Berberidine 
isolée et tétrah-
ydroberbérine 

 
Les muscles des 

rats 

[18] 

 

B. paraspecta 

 
 
 

Racines 
 

 
 

Extraits aqueux 

Test de la 
memnrane 

chrioallantoique 
(CAM), culture in 

vitrode cellules 
endothéliales 

aertiques bovines 
(BAEC) et dosage 
du cristal violet. 

 

[19] 

Anti-
inflammatoire 

 

B. aristata 
 

Racines 
 

Extraits aqueux 
du méthanol 

Les rats [20] 

B. vulgaris 

 
Racines 

 

Extrait 
éthanolique 

Œdème de patte 
induite par la 

carraghénane et le 
zymosane. 

[21] 

L'écorce des 
racines 

Extrait 
méthanolique 

Œdème induit par 
la carraghénine et 

sérotonine. 

[22] 

L'écorce des 
racines 

Berbèrine 
isolée 

Prolifération 
cellulaire et 
activation de  

NF-κB.  
Les niveaux de 

protéines de 
ICAM-1, TGF-
β1, iNOS et FN 
chez le rat par 
western blot. 

[23] 
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Tableau-1 (suite) : Activité pharmacologique des espèces du genre Berberis 

Activités 
Source 
(espèce) 

Partie de 
la plante 

 Type 
d'extrait 

 Fraction 
 Isolat testé 

 Procédures 
expérimentales 

 Animaux 
 Organisme 

étudié 
 Type d'étude 

Références 

Anti-
inflammatoire 

 
B.crataegina 

L'écorce 
des racines 

Berbèrine isolée 

Neuro 
inflammation 

induite par le LPS 
et l'IFN-γ dans les 

cellules de la 
microglie. 

[24] 

L'écorce 
des racines 

Berbèrine isolée 

Expression de 
l'oxyde nitrique 
(NO) et haute 

mobilité la mise en 
boîte de groupe 1 
(HMGB1) dans 
macrophages 
induits par les 

lipopolysaccharides 
(LPS). 

[25] 

Système 

central 

nerveux 

 

Berberis sp. 

 
L'écorce 

des racines 

 
Berbèrine isolée 

Effets 
comportementaux 

chez les chats 
conscientssouris, 
Pentobarbitone, 

Toxicité à 
l'amphétamine, 

Seuil de la douleur. 

 

[26] 

 

Anti-

convulsion 

 

 

B. integerri-

ma 

 
Racines 

 

Extrait 
méthanolique, 

etHydro-
méthanoli-que 
et des fractions 
du chloroforme 

Pentylenetetrazole 
(PTZ) et maximale 
modèles de saisie 

induite par 
électrochoc (MES). 

[27] 

Anti- 

histaminique 

Anti-

cholinergique 

 

B. vulgaris 
 

Fruits 
 

Extrait aqueux 
 

Cochon d'Inde 

 

[28] 

Anti-
microbienne 

B. vulgaris 
 

Racines 
 

Berbèrine isolée 
Modèle de boucle 

intestinale 
[29] 

B. chitria 
 

Racines 
 

Extrait aqueux 
et alcoolique 

 
Antimicrobienne 

 

[30] 
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Tableau-1 (suite) : Activité pharmacologique des espèces du genre Berberis 

Activités 
Source 
(espèce) 

Partie de 
la plante 

 Type 
d'extrait 

 Fraction 
 Isolat testé 

 Procédures 
expérimentales 

 Animaux 
 Organisme étudié 
 Type d'étude 

Références 

Anti-
microbienne 

B.  

heterophylla 

Feuilles, 
tiges 

et racines 

 
Extrait aqueux 

Test in vitro sur Gram 
positif et Gram négatif avec 

différents bactéries et 
champignons. 

 
[31] 

B. aetnensis 
 

Racines et 
Feuilles 

Extrait éthéré, 
methanolique et 
chloroformique 

Test in vitro sur Gram 
positif et Gram  négatives  
avec différentes bactéries 

[32] 

Hepato-
protecteur 

Berberis sp. 
 

Racines 
Chlorure de 

berbérine isolé 
Les rats [33] 

B. 

integerrima 

L'écorce 
des 

racines 
berbérine isolé 

CCl4 qui est un solvant très 
toxique modèle de toxicité 

induite. 
[34] 

L'écorce 
des 

racines 
berbérine isolé 

TNF-α, COX-2 et iNOS 
dans CCL4,  modèle de 

toxicité induite. 
[35] 

B. aristata, 
L’extrait 

brut 
Extrait 

éthanolique 

Abcès amibien du foie chez 
les hamsters dorés et dans 
les études de modulation 

immunitaire. 

[36] 

B. aristata, 
L’extrait 

brut 
Extrait 

éthanolique 

Activité amibicide in vitro 
contre Entamoeba 

histolytica. 
[37] 

 
 

Anti-cancer 

Berberis sp. 
Racines 

 
berbérine isolé 

Activité sur AP-1 en 
utilisant un test de gène 

rapporteur dans les cellules 
d'hépatome humain. 

[38, 39] 

B. 

amurensis 

L'écorce 
des 

racines 

Berbamine 
isolée 

Apoptose de Gleevec-
sensible et des cellules Ph + 

CML résistantes. 
[40] 

B. koreana 
L'écorce 

des 
racines 

Extrait aqueux 

Les lignées cellulaires 
cancéreuses humaines 

A549, AGS, MCF-7 et Hep 
3B. 

[41] 

 
 

Hépato-
carcinome 

 
Berberis sp. 

Racines 
 

berbérine isolé 

Actions anticancéreuses 
dans le carcinome 
hépatocellulaire 

Cellules SMMC-7721. 

[42] 

Racines 
 

berbérine isolé 
Expressions d'ARNm de 

MMP-1 et MMP-9 par Pcr 
en temps réel. 

[43] 
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Tableau-1 (suite) : Activité pharmacologique des espèces du genre Berberis 

Activités 
Source 
(espèce) 

Partie de 
la plante 

 Type 
d'extrait 

 Fraction 
 Isolat 

testé 

 Procédures expérimentales 
 Animaux 
 Organisme étudié 
 Type d'étude 

Références 

Hépato-
carcinome 

Berberis 

sp. 
Racines 

 
berbérine 

isolé 

Apoptose induite par la 
streptozotocine chez  les souris. 
les îlots pancréatiques à travers 

la régulation négative. 
Taux d'expression du gène 

Bax/Bcl-2. 

[44] 

Anti- 
pyrétique 

Berberis 

sp. 
Racines 

 

Sulfate de 
berbérine 

isolé 

Modèle in vivo sur des rats, les 
chiens, les lapins et les cobayes 

Porc. 
[45] 

Immuno-
stimulante 

Berberiss
p. 

fruits 
berbérine 

isolé 

I.P. injection de berbamine chez 
des souris inoculées avec le 

virus de la grippe. 
[46] 

B. 

koreana 

L'écorce 
des 

racines 

Extrait 
aqueux 

Immuno essai [47] 

Liaison 
Fertilité et 

activité 
 

B. 

vulgaris 
Feuilles 

 
Extrait 

d'acétone 
Effet in vivo sur l'utérus du 

cochon d'Inde, chat et  lapin. [48] 

B. chitria 
Les 

racines 
Palmitine 

isolée 

Administré par voie orale aux 
chiens pendant 60 jours à 

vérifier la déficience du premier 
et du secondaire spermatocyte et 
allongés spermatides (stades IV-

VIII). 

 
[49] 

 
Anti- 

oxydante 
 

Berberis 

sp. 
Les 

racines 
Berbamine 

isolée 

Estimation colorimétrique du 
malonaldéhyde (MDA) méthode 

de formation et ESR 
Spin technique de piégeage. 

[50] 

Anti-
diabétique 

 
 

 

B. 

vulgaris 

 

 
Les Fruits 

et 
les 

racines 

 
Extrait 
aqueux, 

éthanolique 

 
Les rats [51, 52] 

Urolithiase 
(lithiase 
rénale) 

B. 

vulgaris 

 

L'écorce 
des 

racines 

 
Extrait 

aqueux et 
m-

ethanolique 

Modèle animal de lithiase 
urinaire, développé en rats 

Westar mâles en ajoutan 0,75% 
d'éthylène glycol dans l'eau 

potable. 

[53, 54] 
 
 

Ostéo-
lytique et 

Hyper 
choletrolé-

mique 

 
B. 

aristata 

 
Racines 

 
Berbérine 

 
Les rats 

[55-58] 
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I.2.5. Etude phytochimique antérieure sur les espéces du genre Berberis 

Dans le genre  Berberis la majorité des constituants chimiques sont présents dans les 

racines et les tiges et il ya des variations de produits chimiques qui existent aussi dans les 

feuilles des différentes espèces de ce genre. Ceux-ci comprennent les alcaloïdes, les 

flavonoïdes, terpénoïdes, anthocyanes, stérols, vitamines, lignines, caroténoïdes, protéines et 

lipides qui  ont été isolés et caractérisés de différentes espèces de Berberis [59]. 

Les alcaloïdes sont les principaux constituants bioactifs de ce genre et les plus fréquents sont 

la berbérine, berbamine, columbamine, palmatine, la jatrorrhizine et l'oxyacanthine [60, 61-

63] et sont situés principalement dans les tissus corticaux des racines et des tiges. L'écorce des 

vieilles racines contient la plus forte concentration d’alcaloïdes protoberbériques [5]. 

Alors que la plupart des études phytochimiques sont effectuée sur les tiges et les racines des 

plantes du genre Berberis, il y a d’autres travaux qui ont été réalisés sur les feuilles, fruits et 

fleurs. Divers composés polyphénoliques comme l'acide caféique, la quercétine, mératine, 

acide chlorogénique et rutine ont été extraits des fleurs de B. aristata. Les Constituants 

chimiques présents dans les fruits ont un potentiel nutraceutique et fournissent  plusieurs 

avantages pour la santé [4]. En outre, les  lignines  ont été isolés des tiges et feuilles de ces 

plantes [64]. Les principaux constituants chimiques de différentes espèces du genre Berberis 

sont illustrés dans la figure-2 et la diversité chimique des différents espéces de berberis est 

indiquée dans le tableau-2. 

 

 

Figure-2 : Les majors constituants chimiques des différents espéces du genre Berberis 
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Tableau-2 : Les composés isolés de différentes espèces du genre Berberis 

Espèces Composés isolés Références 

B. aristata  Karachine, taxilamine. [65, 66] 

B. asiatica 
 Berbérine, palmitine, jatrorrhizine, tetrahydropalmatine, berbamine, oxy-

berberine et oxyacanthine. [61, 67] 

 
B. chitria 

 Une base d’aporphine-o-methyl corydine N-oxide, avec berbérine, 
palmitine, jatrorrhizine et oxyacanthine. 

 Hentriacontane,triacontane,alcool cétéarylique , β-sitosterol, 
dihydrokaempferol, quercétine, acide oleique, sterique, palmitique et acide 

linoléique. 
 Alcaloides : chitrienne A, B, C. 
 Glucose, fructose et rhamnose. 

 Dihydropalmitine N-oxide (I) jatrorrhizine. 
 Berlambine lambertine, berbamunine, berbérine, berbamine, yuziphine(un 

nouvel alcaloïde), columbamine, palmitine et hydroxyacanthine. 
 Umbellatine, berbérine et berbamine. 

 
 

[68-72] 

B. lycium 

 Trois nouveaux alcaloïdes : babérine,chlorhydrate de berbéricine, 
berbericine hydroiodide 

 Deux alcaloïdes d'artefact ; berbérine-chloroforme, palmitine-chloroforme 
avec oxyberberine. 

 Umbellatine, berbérine et berbamine. 
 Chlorure de berbérine. 

 Trois nouvelles seco-bisbenzylisoquinolines, sindamine (base 
monophénolique) C37H38O8N2, punjabine (base monophénolique 

secodimer) C35H32O7N2, Gilgitine (base monophénolique secodimer) 
C36H34O8N2. 

 La punjabine et la gilgitine. 
 (+)-Kara-koramine C25H27O5N,  chénabine monophénolique C37H40O7N2 

et diphénolique, jhelumine C36H38O7N2. 

[73-77] 

B. 

pachycantha 

 Oxyacanthine, oxyberbérine, berbamine-C6H6, isotetrandrine, 
jatrorrhizine, magnoflorine picrate, isodide. 

 Deux pigments anthocyaniques ont été isolés et identifié : gonidin-3-
glucoside et cyanidine-3-glucoside. 

[78, 79] 

B. concinna 

 La berbérine et la palmitine ont été isolées sous forme de dérivés 
tétrahydro. 

 Alcaloïde 9,9-dimetlytetracosan-6-one 
 Me(CH2)4COCH2CH2CMe2(CH2)14Me 

[80, 81] 

B. corearia 

 1,4-bis (2'-hydroxy-5'-méthylphényl)-butan-1,4- dione (I)(cétone). 
 Une nouvelle cétone : 7-méthyltétracosane- 6-one (II), avec la berbérine. 
 Anthocyanines –cyanidine, pélargonidine, petunidine, peonidine et 

delphinidine aglicones délimité avec le glucose et la rutinose. 

[82-84] 

B. vulgaris 

 8 pigments ont été identifiés avec un pourcentage de caroténoides totaux : 
β-carotene, lutéine, zéaxanthine, chrysanthemaxanthine, flavoxanthine, 

auroxanthin, capsanthin. 
 Tanin, hydrates de carbone, acides organiques, substances pectiques  et la 

vitamine C. 
 Thalifoline, oxyberberine, chilenine, baluchistanamine, tejedine, 

obaberine, isotétrandrine, oxycanthine, berbamine, aromoline, 
obamegine, thaligrisine, atrorrhizine chloride, chlorure de palmitine, 

chlorure de berberine. 

[85-87] 

 

https://www.google.fr/search?q=produit+jatrorrhizine&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwiHpJjsidzXAhUCKuwKHXCZCfMQvwUIIygA
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Tableau-2 (suite) : Les composés isolés de différentes espèces du genre Berberis 

 

 

Espèces Composés isolés Références 

B. kawakamii 
 Berberine, isotétrandrine, jatrorrhizine, berberine, Shobakunine 

et picrate de magnolosine. [88] 

B. mingetsensis 
 Berbamine-C6H6 ajouté, isotétrandrine, oxyberberine, berberine 

et shobakunine. [88] 

 

B. calliobotrys 

 Une nouvelle aporphine dimérique benzylisoquinoline- 
Khyberinepakistanamine, 1-0-méthylpakistanine, pakistanine, 

chitraline et kalashine. 
[89] 

 

B. orthobotrys 
 Un nouveau dimère kalashine avec la pakistanamine et 

pakistanine. [89] 

 

B. umbellata 
 Un alcaloïde C20H20O3 : 2,5-bis(2'-méthoxy-5'-méthylphényl) 

furane (I). [90] 

 

B. brandisiana 

 Un nouveau alcaloïde (+) - berbamine-2'-β-N-oxyde 
(C37H40N2O7) avec berbamine, palmitine, (+) berbernine, 

thalifoline, (+) réticuline, (+) apoglaziovine, (+) isoboldine et 
(+) isotétrandrine. 

[91] 

B. 

pseudoumbellata 

 Berbérine et palmitine, bisbenzyisoquinoline (oxyaoanthine) et 
o-méthyl oxyacanthine. 

[92] 

 

B. floribunda 

 Oxyacanthine, berbamine, berbérine, épiberberine, palmitine, 
dihydrocoridaline, jatrorrhizine et coulambine. 

[93] 

 

 

B. laurina 

 Deux nouveaux alcaloides o-méthyl iso-thalicberine et l'autre est 
lauberine. 

 Deux nouveaux alcaloïdes phénoliques qui ont été nommé 
Espinine et  Espinidine. 

 L’alcaloïde hydrastinine. 

[94-96] 

 

B. baluchistanica 

 Une base libre baluchistanamine. 
 Phénolique aprophine benzylisoquinoline (pakistanine), 

proaphorphine  benzylisoquinoline (pakistanamine). 
[97, 98] 

 

B. amursensis 

 La berbamine, une nouvelle base tertiaire phénolique,'hydroxy 
berbérine, la jatrorrhizine, la shobakunine, berbérine, l'acide 

férulique et l'acide vanillinique. 
[99] 

B. thunbergii  Deux picrates : picrate de jatorrhizine, picrate de monoflore. [100] 

B. 

tschonoskyana 

 Oxyacantheine, obamegine, oxyberberine, une nouvelle 
base tertiaire non phénolique, obabérine, jatrorrhirine, 

magnoflorine, shobakanine,  obamagine. 
[101] 

B. koreana  Berberine, palmitine, oxyacanthanine, berbamine. [102] 

B. tabiensis  L’alcaloide bisbenzyltétrahydroisoquinoline (Tabienine). [103] 

B. coletioides  L’alcaloide pronuciferine N-oxide. [104] 

 

B. waziristanica 

 Berberine, oxyberbérine, karachine, corydaldine,  
méthylcorydaldine, méthyl-6,7-diméthoxy-isoquinoline, 

aromoline, pakistanine, waziristanine. 
[105] 
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Figure-3 : Les principes actifs du genre Berberis 
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I.3. Présentation de l’espèce Berberis hispanica 

I.3.1. Classification dans la systématique botanique 

 Royaume : Plantae 

 Ordre : Ranunculates 

 Famille : Berberidaceae 

 Genre : Berberis 

Synomyme :   Berberis australis Hochr,  Berberis vulgaris subsp, hispanica (Boiss. & Reut.) 
Malag. 

 

Figure-4 : Berberis hispanica 

I.3.2. Description botanique et répartition 

Berberis hispanica est un arbuste appartenant à la famille Berberidaceae et au genre 

Berberis. C’est l’une des plantes médicinales depuis plus de 2500 ans.On retrouve cet arbustre 

dans les régions tempérées et subtropicales. Il est distribué dans les régions du sud-ouest de la 

Méditerranée couvrant le nord de l'Afrique et la moitié sud de la péninsule ibérique. Il 

apparaît de 1000 m jusqu'à 2000 m d'altitude. Il se trouve sur des haies de montagnes 

surplombant la Méditerranée. C’est un buisson à rameaux anguleux, à feuilles fasciculées. 

Les fleurs de couleurs jaunes forment une inflorescence racémique et en grappe de 3 à 9 fleurs 

attachées dans une longue panicule. Chaque fleur mesure environ 6 mm de diamètre.  

Les intérieurs des fleurs sont avec des nectars à la base, elles contiennent généralement six 

étamines. Les fruits bacciforme, bleuâtre à bleu noir [106-108] mesurent 1 cm de long et sont 

recouverts de cire. La période de floraison de la plante, elle est entre le mois d’avril et juin. 

I.3.3. Utilisation médicinale 

En medecine l’éspéce B.hespanica est utilisé contre les douleurs et l'élimination des 

calculs rénaux [109]. Toutes les parties de la plante ont des propriétés médicinales [110-112] 
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telles les activités : antioxydante, antiinflammatoire [113], cardiovasculaire [114], tonique, 

antiémétique, antipyrétique, antiprurigineuse et cholagogue. Elle a été parfois utilisée dans la 

cystite biliaire, la lithiase biliaire, la jaunisse, la dysenterie, la leishmaniose et la malaria [110-

112]. Son activité est due principalement à des alcaloïdes isoquinoléiques [115-117] comme 

la berbérine [118], largement utilisée dans la médecine chinoise. 

A ce jour, un seul alcaloïde a pu être identifié (Berberine tannate) [119] à partir de l’éspece  

B. hispanica, c’est pour cette raison qu’on s’est interessé à l’étude de cette espèce. 

II. La famille des Lamiaceae 

II.1. Introduction bibliographique sur la famille des Lamiaceae 

II.1.1. Généralité 

Les Labiées (Lamiacées) constituent une importante famille de plantes angiospermes 

dicotylédones herbacées ou légèrement ligneuses et comprennent, selon les auteurs, de 233à 

263 [120] genres et de 6900 à 7200 espèces [120,121] qui se répartissent sur tout le globe. 

C’est une famille très importante en Algérie, représentée par 28 genres et 146 espèces. La 

plupart des plantes de cette famille sont partiellement ligneuses, formant des arbustes (très 

rarement des arbres). C’est la famille des aromatiques utilisées tant en cuisine qu’en 

parfumerie ou pharmacie également, comme par exemple (la ballote, le basilic, la bugle, 

l’hysope, la lavande, la marjolaine, la mélisse,…).Il s’agit d’une vaste famille, très typique du 

monde végétal, et qui possède une importance économique due à la production des huiles 

essentielles [122] et de miel (les miels de lavande, et de romarin sont réputés). Cette famille 

est très répandue dans les régions tempérées et surtout méditerranéennes [123]. 

II.1.2. Description botanique 

Ce sont généralement des plantes herbacées odorantes, à tiges quadrangulaires, feuilles 

en général, opposées sans stipules. Le plus souvent hermaphrodites, les fleurs pentamères 

[124] sont généralement réunies en cymes axillaires plus ou moins contractées simulant 

souvent des verticilles, ou encore condensées au sommet des tiges, et simulant des épis fruit 

constitué par 4 akènes plus ou moins soudés par leur face interne [125]. 

 Cette famille est donc caractérisée par : 

 Une corolle gamopétale irrégulière à deux lèvres, la supérieure formée de deux pétales, 

l'inferieure de trois. 

 Quatre étamines dont deux plus longues. 

 Ovaire de deux carpelles recoupés par une cloison et comprenant ainsi quatre loges à une 

graine chacun (tétrachaine). 
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 Des feuilles opposées et, souvent, une tige de section carrée. 

Ce sont des plantes à essences dont l’odeur se dégage une fois broyées. En effet la localisation 

des huiles essentielles est très externes, elles se forment dans des poils à essence et se 

localisent sous la cuticule qui se soulève. 

II.2. Introduction bibliographique sur le genre Stachys 

II.2.1. Généralité 

Le genre Stachys (Epiaire) comporte 200-300 espèces de plantes vivaces répandues 

dans une grande partie du globe, il est considéré comme le plus grand genre de la famille des 

Lamiaceae [126]. Le genre Stachys représente 14 espèces de plantes vivaces répandues dans 

l’Algérie, 4 d’entre elles sont endémiques. 

Plantes annuelles à racines grêles, dépourvues de rejets stériles et vivaces à souche épaisse 

émettant en général des rejets stérols [127]. Leur nom de genre, qui rappelle la forme de leur 

inflorescence, vient du mot grec Stachys, qui signifie « épi » [128]. 

II.2.2. Propriétés pharmacologiques des espéces du genre Stachys 

La recherche bibliographique menée sur l’intérêt biologique des espèces du genre 

Stachys montre qu’elles ont des propriétés thérapeutiques et sont utilisées en médecine 

traditionnelle. 

Dans ce qui suit, nous allons citer quelques exemples d’espèces de très grande importance 

pharmacologique :  

 Les plantes de ce genre ont longtemps été appliquées dans la médecine populaire 

pour traiter les tumeurs des organes génitaux, les tumeurs inflammatoires, les ulcères et la 

toux [129]. 

 Des études pharmacologiques ont confirmé que les extraits de plantes ou de composants 

appartenant au genre Stachys exercent diverses activités : anti-inflammatoire et 

antinéphrétique [130,131], effet sur la hayluronidase [132], hypotensive [133], 

antibactérienne [134], antitoxique [135], antihépatique [136] et anti-anoxie [137]. 

Les diverses activités pharmacologiques du genre Stachys sont résumées dans la figure-5 et 

les propriétés de quelques espèces de ce  genre sont regroupés dans le tableau-3. 
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Figure-5 : Les diverses activités pharmacologiques des espéces du genre Stachys 

Tableau-3 : Usages et propriétés de quelques espèces du genre Stachys 

Usages et propriétés Espèces Références 

 Action sur l’insomnie et l’anxiété. 
 

S. lavandulifolia Vahl. 

[138, 139] 
 Le traitement des troubles 

immunitaires. [140] 

 Traiter les troubles gastriques et l’ulcére 
gastroduodénal provoqué par Helicobacter Pylori. 

 

S. alopecuros (L.) Bentham [141] 

 Activité anti-anoxie. 
 

S. sieboldii Miq. 

[137] 
 Activité de la hyaluronidase. [132] 
 Activité immunosuppressive. [142] 
 Antispasmodique et pour le 

traitement des blessures. 
S. palustris L. 
S. sylvatica L [143] 

 Traiter les infections, l'asthme, les affections 
rhumatismales et d'autres troubles inflammatoires. 

S. inflata Benth. [144] 

 Antiseptique, astringent, tonique, vermifuge, digestif, 
légèrement sédatif. 

 Faible capacité de piéger les 
radicaux libres, mais exposées une 

 Forte capacité en vue de réduire 
les métaux de transition et 

l'inhibition de l'oxydation des 
lipides. 

 

 

 

 

S. officinalis 

[145] 

 Antinociceptive et 
anti-inflammatoire. S. byzanthina C. Koch. [146] 

 La décoction des feuilles de cette plante est utilisée 
comme un antibiotique, et sert à traiter la grippe et le 

froid. 
S. schtschegleevii Sosn. [129] 

 Activité antioxydante. 

S. spruneri, S. alpina, 
S. officinalis, S. palustris, 

S. recta subsp. recta, 
S. recta subsp. subcrenata, 
S. salviifolia et S. sylvatica 

[147,148] 
 

S. alpina, S. officinalis, 
S. macrantha, S. recta, 

S. annua et S. sylvatica L. 
[149] 
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Tableau-3 (suite) : Usages et propriétés de quelques espèces du genre Stachys 
 

Usages et propriétés Espèces Références 
 Stimule la sécrétion biliaire 

hépatique,  
 Augmente la formation de la bile, et de la bilirubine, 

(possède une activité cholérétique). 
S. neglecta L. [150] 

 Stimulent la capacité de la 
libération de la bile du foie, 

diminuant la concentration des 
acides biliaires et de bilirubine. 

S. recta L. et 
S. neglecta L. 

[151] 

 Propriétés de contracter les muscles de l'utérus. S. lanata [152] 

 Effet antiallergique. 
S. riederi [153] 

var. japonica Miq [154] 
 Lymphocytes humains 

 Effets protecteurs sur les dommages de l'ADN. S. macrantha [155] 

 

II.2.3. Etude phytochimique antérieurs sur les espéces du genre stachys  

Le nombre d’études réalisées sur le genre stachys, a conduit à l’identification 

structurale d’un nombre considérable de métabolites secondaires, appartenant à des séries 

chimiques extrément variées. 

En effet ce genre a montré sa richesse en composés phénoliques de type flavonique,  

les iridoïdes, les diterpenes, glycosides phényléthanoïdes, les acides gras ainsi que d’autres 

composés, qui sont rassemblés dans le tableau-4. Quant aux structures des principes actifs les 

plus importants du genreStachys, ils sont regroupés dans la figure-5. 

Tableau-4 : Les composés isolés de différentes espèces du genre Stachys 

Composés isolés Espèces Références 

Harpagide 

S. officinalis, S. alpine, S. Corsica, S. germanica,  

S. germanica subsp. Salviifolia, 

S. glutinosa, S. grandidentata, S. palustris,  

S. recta, S.spinosa, S.alopecuros subsp. divulosa  

 
[156-164] 

7- -Hydroxy-harpagide S. germanica subsp. salviifolia [160] 

Ajugol 
S. germanica subsp, salviifolia, S.grandidentata 

S. spinosa 

[160, 163, 164] 
 

5-Allosyloxy-aucubin 
S. germanica subsp. Salviifolia, S. glutinosa 

S. lavandulifolia 

[160, 162, 165] 
 

Ajugoside S. officinalis, S. alpine, S. germanica, S. recta [157, 156] 

Aucubin 
S. alpine, S. germanica, 

S. palustris, S. recta 
[157, 158, 156] 

Acetylharpagide 
S. officinalis, S.alopecuros subsp. Divulosa,  

S. alpine, S. Corsica, S. germanica, S. glutinosa 

S. recta 

[157, 158, 161, 
159, 162] 
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Tableau-4 (suite) : Les composés isolés de différentes espèces du genre Stachys 

Composés isolés Espèces Références 

Harpagoside  S. alpine, S. germanica, S. recta [157, 156] 

Monomelittoside S. glutinosa, S. grandidentata [162, 163] 

Melittoside S. glutinosa, S. grandidentata [162, 163] 

Catalpol S. grandidentata [163] 

Stachysoside E S. lanata [166] 

Stachysoside F S. lanata [166] 

Stachysoside G S. lanata [166] 

Stachysoside H S. lanata [166] 
7-O-Acetyl-8-epi-

loganic acid 
S. spinosa [164] 

Allobetonicoside S. glutinosa, S. macrantha [167, 161, 162, 168] 

Teuhircoside S. alopecuros subsp. divulsa [161] 
4’-O- -D-

Galactopyranosyl-
Teuhircoside (19) 

S. alopecuros subsp. divulsa [161] 

Abietadiene S. sprumeri [169] 
Abieta-7,13-dien-3-

one 
S. plumosa, S. sprumeri [170, 169] 

Abietal S. sylvatica [171] 

Abietatriene 

S. candida, S. chrysantha, S. ionica, 

S. germanica, S. glutinosa, S. menthifolia 

S. plumosa, S. sprumeri, S. sylvatica 

S. swainsonii subsp, argolica, 

S. swainsonii subsp, melangavica 

S. swainsonii subsp, scyronica, 

S. swainsonii subsp, swainsonii 

[172, 169, 173, 174, 
170, 175] 

Abieta-8,11,13-trien-
7-one 

S. methifolia, S. plumosa [173, 176] 

Andalusol 
S. arborescens, S. arborescens subsp. paulii 

S. foetens 
[177-179] 

Andalusol- 
18-monoacetate 

S. foetens 
 

[179] 

Andalusol- 
6-monoacetate 

S. foetens [179] 

Annuanone 
S. annua, S. atherocalix, S. balansae, S. iberica 

S. inflate, S. palustris, S. silvatica 
[180, 181] 

Athonolone S.athoa [182] 

Atisideritol S. pusilla [183-185] 
Barbatol S. arborescens [177] 
Benuol S. reverchonii, S. serrata [186, 187] 

Betolide 
S. bulgarica, S. germanica, S. officinalis 

S. plumose, S. silvatica, S. thracica, B. scardica 
[188, 189] 

Betonicolide S. officinalis [190] 
Betonicoside A S. officinalis [190] 
Betonicoside B S. officinalis [190] 
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Tableau-4 (suite) : Les composés isolés de différentes espèces du genre Stachys 

Composés isolés Espèces Références 

Betonicoside C S. officinalis [190] 

Betonicoside D S. officinalis [190] 

Borjatriol S. funkiana, S. mugronensis [191] 

Canadiol S.athoa, S. discolor, S. soluta [182, 192] 

Candicandiol S. candicans, S. infernalis [193] 

Candidiol S. soluta, S. zafrae [192, 194] 

Canditriol S. infernalis [193] 

Candol A S. soluta [192] 

Candol A acetate S. trojana [195] 

Candol B S. argyrea, S.flavovirens, S. soluta [196, 197] 

Conchitriol 
S. angustifolia, S. pusilla, S. reverchonii, 

S. serrata, S. tragoriganum 

[198, 184, 185, 186, 
187, 199] 

Dehydroabietal 
S. chrysantha, S. sprumeri, S. swainsonii subsp. 

Argolica, S. swainsonii subsp. 

Melangavica S. swainsonii subsp. Scyronica 
[172, 169] 

Dehydroabietol S. plumosa [176] 

4-epi-Dehydroabietol 

S. candida, S. chrysantha, S. sprumeri 

S. swainsonii subsp, argolica, 

S. swainsonii subsp, melangavica 

S. swainsonii subsp, scyronica 

[172, 169] 

Dehydroabietane S. discolor, S. lotsyi subsp, mascaensis, S. soluta [192] 

6-Deoxiandalusal 
S. arborescens subsp, paulii, S. varoi 

S. varoi subsp, nijarensis, S. varoi subsp.oriensis 
[178, 200, 201, 202] 

6-Deoxiandalusoic acid 
S. arborescens subsp, paulii 

S. varoi subsp. oriensis 
[178, 200] 

6-Desoxiandalusol 
S. arborescens, S. arborescens subsp, paulii 

S. varoi, S. varoi subsp. oriensis 
[177, 178, 201, 200] 

18-Deoxiandalusol S. arborescens subsp, paulii [178] 

6-Deoxyandalusol 

S. distans, S. arborescens, S. arborescens subsp. 

Paulii, S. hirsuta subsp. Nivalis, S. ionica 

S. plumosa, S. varoi subsp, cuatrecasasii 

S. varoi subsp. oriensis 

[203, 204, 178, 205, 
206, 200] 

Distanol S. distans [207] 
Distanol- 

7,18-diacetate 
S. arguta [208] 

Distanol- 
7-monoacetate 

S. dichotoma [209] 

3 -Acetoxy-19-Kaur-
16-en-oic acid 

S. lanata [210] 

3 ,19-Dihydroxy-ent-
Kaur-16-ene 

S. lanata 

 
[210] 

3 ,7 -Dihydroxy-ent-

Kaur-16-ene 
S.athoa [182] 

6 ,18-Dihydroxy-ent-

Kaur-16-ene 
S. silvatica [211] 

7 ,18-Dihydroxy-15-oxo-

ent-Kaur-16-ene 
S. caesarea [212] 
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Tableau-4 (suite) : Les composés isolés de différentes espèces du genre Stachys 

Composés isolés Espèces Références 
11 ,18-Dihydroxy-ent-Kaur-

15-ene 
S. chamaedrifolia [213] 

11a,18-Dihydroxy-ent-Kaur-
16-ene 

S. arborescens, S. recta 

S. aegyptiaca 
[214, 215] 

1 -Hydroxy-7 -acetoxy-

15 ,16aepoxy- 
ent-Kaurane 

S. stricta [216] 

3 -Hydroxy-19-Kaur-16-en-
oic acid 

S. lanata [210] 

6 -Hydroxy-ent-Kaur-16-ene S. silvatica [211] 
ent-Kaur-16-ene S. lotsyi subsp, mascaensis [192] 

Kaur-15-ene S. sprumeri [169] 

Kaur-16-ene 

S. balansae S. solute, S. laetivirens 

S. methifolia, S. plumose, S. recta, S. sylvatica 

S. chamaedrifolia, S. discolor, S. hirsute, 

S. huber-morathii, S. lotsyi subsp.mascaensis 

S. lurida Aránguez and S. soluta 

[217, 192, 218, 
173, 219, 171, 
213, 220, 221] 

Epicandicandiol- 
7-monoacetate 

S. argosphacelus subsp, spicata, S. argyrea, S. athoa, S. 

brevidens, S. chamaedrifolia, S. discolor, 

S. gulendami, S. hirsute, S. kuegleriana, S. lotsyi subsp, 

mascaensis, S. lurida S. niveotomentosa, S. rubiflora, S. 

sipylea, S. soluta, S. stricta, S. trojana 

[192, 196, 182, 
222, 213, 220, 
209, 216, 195] 

Epicandicandiol- 
7 -acetate-18-palmitate S. lotsyi subsp, mascaensis, S. soluta [192] 

Epicandicandiol- 
18-monoacetate 

S. argyrea [196] 

Epicandicandiol-18-palmitate S. lotsyi subsp, mascaensis, S. soluta [192] 
Episinfernal S. soluta [192] 

Episinfernal-7 -acetate S. soluta [192] 
Episinfernol S. soluta [192] 

Epoxycandol A 
Epoxyisocandol A acetate 

S. trojana [195] 

Epoxyisofoliol S. biflora,  S. pauli [223, 224] 

Epoxyisolinearol 
S. biflora, S. congesta, S. roeseri, S. sipylea 

S. theezans 

[223, 225, 209, 
226] 

Epoxyisosidol S. biflora [223] 
Epoxysideritriol S. sicula [227, 228] 

Epoxysiderol 

S.arguta, S. caesarea, S. condensate, 

S. dichotoma, S. distans, S. Euboea, S. glacialis 

S. leptoclada, S. roeseri, S. scardica, S. sicula 

S. syriaca, S. stricta, S. tmolea 

[208, 221, 229, 
209, 207, 230, 
231, 225, 232, 
228, 216, 233] 

Eubol 
S. arguta, S. caesarea, S. Euboea, S. funkiana 

S. leptoclada, S. leucantha subsp, meridionalis 

S. scardica, S. sicula, S. stricta, S. tmolea 

[208, 212, 230, 
225, 234, 235, 
232, 227, 228, 

216, 233] 

15-epi-Eubol 
S. arguta, Eubotriol S. arguta, S. caesarea 

S. crispata, S. euboea, S. ilicifolia, S. leptoclada 

S. leucantha subsp, meridionalis, S. stricta, S. tmolea. 

[208, 212, 199, 
230, 225, 235, 

216, 233] 
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Tableau-4 (suite) : Les composés isolés de différentes espèces du genre Stachys 

Composés isolés Espèces Références 
Flavovirol S. pusilla subsp, flavovirens [236, 237] 

Foliol 

S. akmanii, S. almeriensis, S. argyrea, S. athoa 

S. arborescens, S. biflora, S. chamaedrifolia, 

S. congesta, S. flavovirens, S. funkiana, 

S. granatensis subsp, nijarensis 

S. hirsuta subsp. Nivalis, S. incana subsp. Virgata, 

S. lagascana, S. leucantha, 

S. leucantha var.flavovirens 

S. leucantha var. incana, S. linearifolia, S. luteola, 

S. ochroleuca, S. niveotomentosa, S. stricta 

[222, 194, 196, 
182, 214, 238, 
223, 213, 239, 

240, 197, 
234,194, 

205, 241, 242, 
243, 244, 236, 
245, 213, 216] 

Foliol triacetate S. huber-morathii [221] 
Funkiol S. funkiana [246] 

Isoandalusol-6-monoacetate S. foetens [179] 
Isocandol A acetate S. trojana [195] 

Isocandol B S. trojana [195) 

Isofoliol 
S. akmanii, S. biflora, S. chamaedrifolia, S. euboea 

S. flavovirens, S. funkiana, S. incana subsp. virgata 

S. lagascana, S. leucantha, S. paulii, S. theezans 

[222, 223, 213, 
230, 197, 246, 
242, 243, 244, 

224, 226] 

Isoleucanthol S. biflora, S. hirsute, S. lagascana, S. leucantha 
[223, 220, 242, 

243, 244] 

Isolinearol 
S. akmanii, S. biflora, S. condensata, S. crispata 

S. flavovirens, S. funkiana, S. hirsute, S. lagascana 

S. leucantha, S. scardica, S. sipylea, S. varoi 

[222, 223, 229, 
199, 197, 246, 
220, 242, 243, 
244, 232, 209, 

201] 
Isopimara-8,15-diene S. glutinosa, S. plumosa [175, 219] 

Isopimara-9(11),15-diene 
S. glutinosa, S. sprumeri, S. swainsonii subsp. 

Swainsonii 
[247, 169] 

2-Hydroxy-isophytol S. soluta [192] 
Isopusillatriol S. pusilla, S. valverdei [245, 242] 
Isopusillatriol- 
14,18-diacetate 

S. pusilla subsp, flavovirens 

 
[236, 237] 

Isopusillatriol-14-
monoacetate 

S. pusilla, S. valverdei [245, 242] 

Isopusillatriol-3,14-diacetate 
S. pusilla subsp, flavovirens 

 
[236, 237] 

Isopusillatriol 3-monoacetate 
S. pusilla subsp, flavovirens 

 
[236, 237] 

Isosideritol S. angustifolia, S. pusilla [198, 184, 185] 

Isosidol 
S. biflora, S. flavovirens, S. funkiana, S. hirsuta 

S. lagascana, S. leucantha, S. sipylea, S. varoi 

[223, 197, 246, 
220, 242, 243, 
244, 209, 201] 

Jabugodiol 
S. arborescens subsp.paulii, 

S. varoi subsp. nijarensis 
[178, 202] 

13-epi-Jabugodiol 
S. plumosa  S. arborescens subsp.Paulii, 

S. varoi subsp. nijarensis 
[206, 178, 202] 

13-epi-Jabugotriol 
S. arborescens subsp.paulii, 

S. varoi subsp. nijarensis 
[178, 202] 
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Tableau-4 (suite) : Les composés isolés de différentes espèces du genre Stachys 

Composés isolés Espèces Références 

Jativatriol 
S. angustifolia, S. pusilla, S. reverchonii,  

S. serrata, S. tragoriganum 

[198, 184, 185, 
186, 187, 199] 

Jativatriol- 
1,12-diacetate 

S. pusilla [184, 185] 

Jativatriol- 
1,17-diacetate 

S. pusilla [184, 185] 

Jativatriol- 
1-monoacetate 

S. pusilla, S. tragoriganum [184, 185, 199] 

Jativatriol- 
12-monoacetate 

S. pusilla, S. reverchonii [184, 185, 186] 

Labd-13-en-8,15-ol S. menthifolia [173] 
Labd-13(16),14-dien-8-ol B. alopecuros [173] 

epi-Laurenene S. germanica, S. glutinosa [248, 247] 
ent-13-epi-Manoyl oxide 

18-acid 
S. ilicifolia [199] 

Manoyl oxide 

S. byzantina,S. candida, S. chrysantha, S.glutinosa 

S. ionica, S. lavandulifolia, S. pilifera, S. plumosa 

S. sprumeri, S. sylvatica 

S. swainsonii subsp.argolica, S. swainsonii subsp. 

Melangavica, S. swainsonii subsp.scyronica 

S. swainsonii subsp.swainsonii 

[249, 172, 175, 
169, 250, 170, 

171] 

13-epi-Manoyl oxide 

B. alopecuros, S. byzantina , 

S. germanica subsp.Heldreichii, S. ionica , 

S. lavandulifolia S. menthifolia, S. spruneri, 

S. sylvatica,S. swainsonii subsp.argolica 

S. swainsonii subsp.melangavica 

S. swainsonii subsp.scyronica 

S. swainsonii subsp.swainsonii 

[173, 249, 169, 
171] 

 

16-Hydroxy-ent-13-epi-
Manoyl oxide 

S. javalambrensis [251] 

Lagascatriol S. angustifolia, S. serrata, S. tragoriganum [252, 187, 199] 
Lagascol S. serrata [187] 

Leucanthol 

S. biflora, S. crispata, S. granatensis subsp.nijarensis 

S. hirsuta, S. hirsuta subsp. Nivalis, S. lagascana 

S. leucantha, S. leucanthasubsp.incana 

S. leucantha.subsp.meridionalis, S. zafrae 

[223, 199, 220, 
205, 242, 243, 
244, 194, 235] 

Leucanthol- 
3-monoacetate 

S. biflora, S. crispata 

S. granatensis subsp.nijarensis 

S. leucantha subsp.meridionalis, S. varoi, S. zafrae 

[223, 199, 194, 
235, 201] 

Leucanthol- 
18-monoacetate 

S. biflora, S. crispata, S. granatensis 

S. granatensis subsp.nijarensis 

S. hirsuta subsp. Nivalis, S. leucantha.subsp.incana 

S. leucantha.subsp.meridionalis, S. scardica 

S. varoi, S. zafrae 

[223, 199, 253, 
194, 205, 235, 
232, 201, 194] 

Leucanthol- 
7,18-diacetate 

S. crispataS. Granatensis, 

S. granatensis subsp.nijarensis, S. zafrae 
[199, 194] 

Linearol 

S. akmanii, S. almeriensis, S. arborescens, 

S. argyrea, S. athoa, S. biflora, S. brevidens 

S. congesta, S. crispata, S. flavovirens, S. funkiana 

S. granatensis subsp.nijarensis, S. gulendami 

[222, 194, 214, 
238, 196, 182, 
223, 240, 199, 

197, 234] 
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Tableau-4 (suite) : Les composés isolés de différentes espèces du genre Stachys 

Composés isolés Espèces Références 

Linearol 

S. hirsute, S. hirsuta subsp. Nivalis 

S. huber-morathii, S. lagascana, S. leptoclada 

S. leucantha, S. leucantha var.flavovirens 

S. leucantha var. incana, 

S. leucantha var.meridionalis, S. linearifolia 

S. luteola, S. niveotomentosa, S. rubiflora,  

S. stricta, S. theezans, S. varoi, S. zafrae 

[220, 205, 221, 
242, 243, 244, 
245, 236, 194, 
235,  213, 222, 
216, 226, 201] 

Pimaradiene 
S. cretica subsp. Cretica, S. plumosa 

S. swainsonii subsp.argolica 
[173, 176, 169] 

Phyt-1-ene S. soluta [192] 
cis-Phytol S. menthifolia, S. soluta, S. recta [173, 192] 

trans-Phytol 

S. obtusicrena, S. officinalis, S. plumose, S. 

scardica 

S. sylvatica, S. swainsonii subsp.argolica 

S. swainsonii subsp.melangavica 

S. swainsonii subsp.scyronica 

[250, 170, 169] 

Phytol acetate S. lavandulifolia [249] 
Phytol nonadecanoate 

 
S. byzanthina [254] 

(+)-Plumosol S. plumosa [206] 
Pusillatetrol S. pusilla, S. valverdei [245, 242] 
Pusillatetrol  

14,18-diacetate 
S. pusilla subsp.flavovirens 

 
[236, 237] 

Pusillatetrol  
14-monoacetate 

S. pusilla subsp.flavovirens 

 
[236, 237] 

Pusillatetrol  
3,7-diacetate 

S. pusilla subsp.flavovirens [236, 237] 

Pusillatetrol  
7,18-diacetate 

S. pusilla subsp.flavovirens 

 
[236, 237] 

Pusillatetrol  
7-monoacetate 

S. pusilla, S. valverdei [245, 242] 

Pusillatriol S. pusilla, S. valverdei [245, 242] 
Pusillatriol  

14-monoacetate 
S. pusilla subsp.flavovirens, S. valverdei 

[236, 237,242] 
 

Pusillatriol  
7-monoacetate 

S. grandiflora, S. pusilla, 

S. pusilla subsp.flavovirens 

[256, 245, 236, 
237] 

 

Ribenol 

S. mucronata,S. canariensis, S. javalambrensis 

S. varoi, S. hirsuta subsp. Nivalis, 

S. varoi subsp.cuatrecasasii, 

S. varoi subsp.Nijarensis, S. hirsuta subsp. nivalis 

S. varoi 

[256, 258, 251, 
201, 205, 259, 

202] 

Ribenone S. mucronata, S. lotsyi, S. lotsyi subsp.mascaensis [256, 192] 
Roseostachenol S. rosea [259] 

Roseostachenone S. rosea [260] 
Roseostachone S. rosea [260] 

Roseotetrol S. rosea [259] 
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Tableau-4 (suite) : Les composés isolés de différentes espèces du genre Stachys 

Composés isolés Espèces Références 
Sandaracopimar -

8(14),15-diene 
S.swainsonii subsp.argolica [169] 

Sclarene S. glutinosa, S. ionica, S.swainsonii subsp.scyronica [247,169] 

Sclareol S. ionica, S. sylvatica, S.swainsonii subsp.scyronica [169,170] 

13-epi-Sclareol S. rosea [260] 

Serradiol 
S. granatensis, S. pusilla, S. reverchonii, S. serrata 

S. tragoriganum 

[253, 184,185, 
186, 187, 199] 

Sicanadiol 
S. argosphacelus subsp.spicata 

S. lotsyi subsp.mascaensis 
[192] 

Sidendrodiol 
S. argosphacelus subsp.spicata 

S. lotsyi subsp.mascaensis 

[192] 
 

Sidendrodiol- 
18-acetate 

 

S. argosphacelus subsp.spicata, S. discolor 

S. soluta 

[192] 
 

Sideridiol 

S. akmanii, S. argyrea, S. chamaedrifolia 

S. condensata, S. congesta, S. dichotoma, S. distans 

S. erythrantha, S. euboea, S. grandiflora, S. hirsuta 

S. huber-morathii, S. ilicifolia, 

S. incana subsp.virgata, S. lacaitae, S. libanotica 

S. lurida, S. pauli, S. perfoliata, S. roeseri,S. sicula,S. 

sipylea, S. syriaca, S. stricta, S. theezans 

S. trojana, S. varoi subsp. oriensis 

[222, 196, 213, 
229, 240, 209, 
262, 230 255, 
220, 221, 199, 
194, 224, 225, 
228, 209, 216, 
226, 195, 200] 

Sideripol S. sicula [228] 
Sideritol S. angustifolia, S. reverchonii, S. serrata [198, 186, 187] 
Sideritol- 

1,17-diacetate 
S. pusilla [184, 185] 

Sideritol- 
1-monoacetate 

S. pusilla, S. tragoriganum [184, 185, 199] 

Sideritriol S. perfoliata, S. sicula [261, 227, 228] 

Siderol 

S. arborescens, S. arborescens subsp.paulii 

S. argyrea, S. arguta, S. caesarea 

S. chamaedrifolia, S. condensata, S. congesta 

S. dichotoma, S. distans, S. euboea, S. foetens 

S. glacialis, S. hirsute, S. hirsuta subsp. nivalis 

S. hyssopifolia, S. huber-morathii, S. javalambrensis 

S. lacaitae, S. libanotica, S. lurida, S. perfoliata 

S. pusilla subsp.flavovirens, S. roeseri, S. scardica 

S. sicula, S. sipylea, S. syriaca, S. stricta, S. tmolea, S. 

trojana, S. varoi 

[262, 258, 196, 
208, 221, 213, 
229, 240, 209, 
230, 263, 220, 
205, 213, 221, 
264, 194, 261, 
237, 225, 232, 

228, 216, 
195, 201] 

Siderol palmitate S. congesta [240] 
Siderone S. sicula [227, 228] 

Sideroxol 

S. akmanii, S. arguta, S. condensata, S. congesta 

S. dichotoma, S. distans, S. euboea, S. ilicifolia 

S. gulendami, S. elptoclada, S. roeseri, S. rubiflora, S. 

scardica, S. sicula, S. stricta, S. syriaca, S. theezans 

[222, 208, 229, 
240, 209, 199,  
232, 228, 226, 

216] 
Sidofunkiol S. funkiana [246] 
Villenolone S. chamaedrifolia [239] 

Villenolone-19-
monoacetate 

S. chamaedrifolia [239] 
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Tableau-4 (suite) : Les composés isolés de différentes espèces du genre Stachys 

Composés isolés Espèces Références 

Sidol 

S. akmanii, S. almeriensis, S. arborescens,S. argyrea, 

S. athoa, S. biflora, S. congesta, S. flavovirens, 

S. funkiana, S. granatensis subsp.nijarensis 

S. hirsuta subsp. Nivalis, S. huber-morathii 

S. lagascana, S. leptoclada, S. leucantha 

S. leucantha var.flavovirens, S. leucantha var. incana, 

S. linearifolia, S. luteola, S. niveotomentosa, 

S. rubiflora S. sipylea, S. theezans, S. varoi, S. zafrae 

[222, 194, 214, 
238, 196, 182, 
223, 240, 197, 
234, 205, 221, 
242, 243, 244, 
245, 236, 213, 
222, 209, 226, 

201] 
Sinfernal S. almeriensis [194] 
Sinfernol S. arborescens [214, 238] 

Stachone 
S. annua, S. atherocalix, S. iberica, S. inflata 

S. palustris, S. sylvatica 
[265, 181] 

Stachylone 
S. annua, S. atherocalix, S. balansae, S. iberica 

S. inflate, S. palustris, S. sylvatica 
[265, 181] 

Stachysic acid S. sylvatica [211] 
Stachysolone S. annua, S. aegyptiaca [266, 267] 
Stachysolone- 
7-monoacetyl 

S. annua, S. recta [268, 215] 

Stachysolone- 
13-monoacetyl 

S. annua [268] 

Stachysperoxide S. aegyptiaca S. aegyptiaca [269, 267] 
Tartessol S. grandiflora, S. pusilla subsp.flavovirens [255, 236, 237] 

Thunbergol S. plumosa [176] 

Tobarol S. pusilla, S. reverchonii, S. serrata, S. tragoriganum 
[184, 185, 186, 

187, 199] 
cis-Totarol S. plumosa [176] 

Trachinodiol S. discolor, S. lotsyi subsp.mascaensis [192] 
Trachinodiol 
7 -acetate 

S. argosphacelus subsp.spicata, S. discolor 

S. kuegleriana, S. lotsyi subsp.mascaensis, S. soluta 
[192] 

Ucriol S. sicula [227, 228] 

Varodiol 
S. varoi, S. varoi subsp.cuatrecasasii 

S. varoi subsp. nijarensis 
[201, 270, 202] 

Varodiol 
3-monoacetate 

S. varoi, S. varoi subsp.cuatrecasasii 

 
[201,270] 

Varodiol 
12-monoacetate 

S. varoi, S. varoi subsp.cuatrecasasii [201, 258] 

Varodiol diacetate S. varoi, S. varoi subsp.cuatrecasasii [201, 258] 

Varol 
S. javalambrensis, S. varoi, 

S. varoi subsp.cuatrecasasii, S. varoi subsp. oriensis 

[251, 201, 258, 
200] 

Varol acetate S. javalambrensis [251] 
Vierol S. discolor, S. soluta [192] 

Villenatriol S. chamaedrifolia [239] 
Villenatriol- 

19-monoacetate 
S. chamaedrifolia [239] 

Villenatriolone S. chamaedrifolia [239] 
Villenol S. chamaedrifolia [239] 
Villenol- 

19-monoacetate 
S. chamaedrifolia [239] 
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Figure-6 : Les principes actifs les plus importants de Stachys 
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Tableau-5 : Les noms des différents principes actifs du genre stachys 

 Noms 
(1) Harpagide 
(2) 7-β-Hydroxy-harpagide 
(3) Ajugol 
(4) 5-Allosyloxy-aucubine 
(5) Ajugosid 
(6) Aucubin 
(7) Acetylharpagide 
(8) Harpagoside 
(9) Monomelittoside 

(10) Melittoside 
(11) Catalpol 
(12) Stachysoside E 
(13) Stachysoside F 
(14) Stachysoside G 
(15) Stachysoside H 
(16) 7-O-Acetyl-8-epi-acide loganique 
(17) Allobetonicoside 
(18) Teuhircoside 
(19) 4’-O-β-D-Galactopyranosyl-Teuhircoside 
(20) Stachysolone 
(21) diacetyl-stachysolone 
(22) 7-monoacetyl-stachysolone 
(23) 13-monoacetyl-stachysolone 
(24) Annuanone 
(25) Stachylone 
(26) Stachone 
(27) Acide stachysique 
(28) 6β-hydroxy-ent-kaur-16- ène 
(29) 6β,18-dihydroxy-ent-kaur-16-ène 
(30) Betolide 
(31) Betonicolide 

(32-35) Betonicoside 
(36) Stachysperoxide 
(37) Isoscutellarein-7-O-(6’’’-O-acetyl)-β-D-allopyranosyl-(1’’’→2’’)-β-D-glucopyranoside 

(38) 
Isoscutellarein 40-éther méthylique 7-O- (6’’’-O-acetyl)-β-D-allopyranosyl(1’’’→2’’)- 

β-D-glucopyranoside 

(39-52) Flavonoides 
(53) Arbutine 
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II.3. Présentation de l’éspece Stachys brachyclada  
II.3.1. Classification dans la systématique botanique 

 Royaume : Plantae 

 Division : Magnoliophyta  

 Classe : Magnoliopsida 

 Sous-classe : Asteridae 

 Famille : Lamiaceae 

 Sous-famille : Lamioideae 

 Genre : Stachys 

 

Figure-7 : Stachys Brachyclada 

II.3.2. Description botanique et répartition 

Le Stachys brachyclada, dont les caractéristiques morphologiques sont indiquées dans 

la figure-8, est une petite plante herbacée qui abonde sur les sables et les rochers maritimes 

sur tout le parcours de la baie d'Oran (Algérie). Par le fait de sa récente découverte elle 

devient une espèce nouvelle pour la flore européenne et ne peut être confondue qu'avec 

l’espèceStachys hirta, dont le savant botaniste de Noë en avait fait primitivement une simple 

variété parviflora. On la distinguera toutefois de l’espèce S. hirta par : 

 Ses feuilles hispides-pubescentes non recouvertes de longs poils soyeux. 

 Ses inférieures et ses caulinaires sont de dimensions plus réduites, plus brièvement 

pétiolées, plus régulièrement crénelées, cordées ou subréniformes et non ovales-ovoïdes, 

 Ses fleurs de moitié plus petites, blanches et non jaunes et du double ou même du triple 

plus grandes ; 

 Ses calices moins velus, à dents plus courtes et plus bricvement aristées, 

 Sa couleur verte persistante même après sa dessiccation [271]. 

L’époque de la floraison de la plante se situe entre la période d’Avril et juin. 

Quant à ses caractéristiques morphologiques, ils sont illustrés dans la figure-8 ci après. 

https://es.wikipedia.org/wiki/Planta_herb%C3%A1cea
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Figure-8 : Les caractéristiques morphologiques de Stachys Brachyclada 
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I. Etude phytochimique de l’espèce Berberis hispanica 

I.1. Récolte de la matière végétale 

La récolte du matériel végétal a été effectuée au mois de juillet 2009 dans la région de 

Tikejda. Après séchage dans un endroitsecà l’abri des rayons solaires, les parties aériennes 

sont broyées puispesées (963 g). 

I.2.Extraction 

L’extraction utilisée pour cette espèce repose sur les quatre étapes principalessuivantes : 

 Macération de la matière végétale sèche dans mélange alcool-eau, trois fois avec 

renouvellement du solvant ; 

 Concentration du macéra ; 

 Dilution à chaud de l’extrait hydro alcooliques avec de l’eau distillée; 

 Une série d’extraction par partage est effectuée sur la solution aqueuse obtenuedans une 

ampoule à décanter par confrontation avec des solvants non miscibles à l’eau et de polarité 

croissante ; 

 Les phases organiques sont séchées sur du sulfate de sodium anhydre afin d’éliminer toute 

trace d’eau. 

Le protocole d’extraction est résumé dans la figure-9. 

Matière végétale sèche (963 g)

Macération dans le système (MeOH/H2O : 70/30 V/V ) 3 fois 24h à froid

Solution aqueuse

Extrait CHCl3 (2,3 g)

Extrait AcOEt  (5 g)
Extraction avec du n-butanol (3 fois)
Décantation, concentration, à 47°C

Extraction avec de l'acétate d'éthyle (3 fois)
Décantation, concentration, à 37 °C

Extrait n-BuOH (30,6 g)

Phase organique Phase aqueuse

Concentration à sec, dilution avec 1l d'H2O 

chaud, décantation puis filtration

Solution hydroalccolique

Filtration

Extraction avec de l'ether de pétrole (3 fois)
Décantation, concentration, à 37 °C

Extrait Ether de pétrole (4,3 g) Extraction avec du chloroforme (3 fois)
Décantation, concentration, à 37 °C

Phase organique
Phase aqueuse

Phase organique

Phase aqueuse

Phase organique
Phase aqueuse

 

Figure-9: Protocole d’extraction des parties aériennes de l’espèce B.hispanica 
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Le diagramme des masses (figure-10) des quatre extraits obtenus indique un 

rendement plus important pour l’extrait butanolique.  

 

Figure-10 : Diagrammes des masses et rendements des extraits obtenus 

Par ailleurs l’analyse quantitative des polyphénols totaux présents dans les deux 

extraits acétate d’éthyle et n-butanol ainsi que leurs évaluations biologiques montre des 

résultats très interessants qui seront discutés dans le chapitre trois. 

Pour ces raisons, notre interêt s’est donc porté sur le fractionnement uniquement des 

deux extraits acétate d’éthyle et n-butanol. 

I.3.Séparation chromatographique 

I.3.1.Etude de l’extrait acétate d’éthyle 

La séparation de l’extrait acétate d’éthyle, a été effectuée  sur une colonne de gel de 

silice avec le système d’élution (CHCl3-acétone), car il a montré une meilleure séparation des 

produits. 

I.3.1.1. Séparation chromatographique sur colonne 

Une masse d’environ 5ga été déposée sur une colonne de gel de silice (40-60µm) 

préparée dans l’acétone. L’élutionaété réaliséeavecun gradient de polarité du sytème (acétone-

CHCl3) dans les proportions (1/3 ; v/v)et avec un fractionnement tous les 25ml.Le suivi de ces 

fractions a étéeffectué par CCM, les plaques sont visualisées sous lumière UV (254 et 

365nm). 

Le résulat de ce fractionnement est rassemblé dans le tableau-6. 
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Tableau-6 : Fractions issues de la séparation par chromatographie sur colonne de l’extrait 

AcOEt des parties aériennes de l’espèceB. hispanica 

Fractions Lots Masse (mg) 

F1 

F2 

F3 

F4 

F5 

F6 

F7 

F8 

F9 

F10 

F11 

F12 

F13 

1-5 

6-9 

10-18 

19-25 

26-31 

32-36 

37-41 

42-44 

45-48 

49-51 

52-53 

54-55 

56 

35 

490 

550 

190 

230 

800 

450 

320 

610 

480 

270 

180 

220 

La colonne chromatographique nous a permis d’obtenir13 fractions regroupées selon 

leurs ressemblances. Le choix s’est porté sur deux fractions F2et F4pour les tests 

chroùatographiquesintérressant et égalementla simplicité de leur séparation et leurs poids 

relativement important. 

I.3.1.2. Etude de deux fractions de la colonnechromatographique 

a) La fraction F2 

Une quantité de la fraction F2 qui est sous forme d’un pécipité jaune, de masse 450 mg, a 

subit une purification sur plaque de gel de silice (HF-254), en utilisant le système d’élution  

(acétone-chloroforme : 1/4; v/v), et a permi d’aboutir à un produit pur Bh-1 (4 mg). 

b) La fraction F4 

La fraction F4 (150 mg) a subit une purification sur plaque de gel de silice (HF-254) 

comme la fraction précédente, en utilisant le système (acétone-chloroforme : 2/4 ; v/v) comme 

phase mobile, et a donné le produit pur Bh-2 (3,5 mg). 

Extrait AcOEt  (5 g)

chromatographie sur colonne gel de silice
(Acétone-CHCl3 : 1/3)

13 Fractions

F-2 F-4

CCM (Acétone-CHCl3 : 2/4)CCM (Acétone-CHCl3 : 1/4)

Bh-1 (4 mg) Bh-2 (3,5)  

Figure-11 : Diagramme récapitulatif de séparation de l’extrait AcOEtdeB.hispanica 
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I.3.2. Etude de l’extrait n-BuOH 

Une masse d’environ 25g a été soumise à un fractionnement préliminaire sur une 

colonne de gel de silice (40-60µm) préparée dans l’hexane, l’élution a été réalisée par 

l’introduction progressive des solvants dichlorométhane, éthyleacétate,méthanolavec un 

gradient de polarité de chaquesystème de solvant, a savoir :(Hexane /CH2Cl2 :100/0→0/100), 

puis (CH2Cl2/AcOEt : 100/0→0/100) en terminant par  (AcOEt/MeOH : 100/0→0/100).  

Le fractionnement effectuétous les 25 ml a permis d’obtenir 65 lots dont le suivi est testé sur 

plaques CCMvisualisées sous lumière UV (254 et 365nm).  

L’ensemble des fractions avec leurs poids, est rassemblé dans le tableau-7. 

Tableau-7 : Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de l’extrait n-BuOH 

des parties aériennes de l’espèce B.hispanica 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le test chromatographique sur couche mince de la fraction F7 étant interessant, son 

sous fractionnement est effectué sur une colonne de gel de silice, en utilisant le système 

d’élution (CHCl3/MeOH : 100/0→0/100) suivi de tests CCM pour chacune des 25 sous-

fractions obtenues. 

La sous fraction F7-18 a été sélectionnée pour purification sur plaque préparative de 

gel de silice, en utilisant le système : (AcOEt/MeOH/H2O : 7,5/1/1 ; v/v/v), pour donner le 

produit pur Bh-3(2,8 mg). 

 

 

 

Systémed’élution Fractions Lots Masse (mg) 

Hexane (100%) 

Hexane/ CH2Cl2 (80/20) 

Hexane/ CH2Cl2 (60/40) 

Hexane/ CH2Cl2 (50/50) 

Hexane/ CH2Cl2 (20/80) 

CH2Cl2 (100%) 

CH2Cl2/AcOEt (80/20) 

CH2Cl2/AcOEt (60/40) 

CH2Cl2/AcOEt (50/50) 

AcOEt (100%) 

AcOEt/MeOH (80/20) 

AcOEt/MeOH (60/40) 

MeOH (100%) 

F1 

F2 

F3 

F4 

F5 

F6 

F7 

F8 

F9 

F10 

F11 

F12 

F13 

1-8 

9-14 

15-28 

29-31 

32-38 

39-44 

45-47 

48-53 

54-56 

57-60 

61-62 

63-64 

65 

210 

650 

900 

1100 

1400 

2450 

1500 

1500 

1100 

1200 

950 

820 

700 
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Extrait n-BuOH  (25 g)

chromatographie sur colonne gel de silice
(Hexane-CH2Cl2); (CH2Cl2-AcOEt); (AcOEt-MeOH)

13 Fractions

F7

CCM (AcOEt-MeOH-H2O : 7,5/1/1)

Bh-3 (2,8 mg)

chromatographie sur colonne gel de silice
(CH3Cl-MeOH)

F7-18

 

Figure-12 : Diagramme de séparation de l’extrait n-BuOH de B.hispanica 

II. Etude phytochimique de l’éspece Stachys brachyclada  

II.1. Récolte de la matière végétale 

Les parties aériennes de la plante S.brachyclada  ont été récoltées  de  la Wilaya de 

Tebessa région Est d’Algérie, au mois de juillet 2016 et identifié par Mr. Bouchamakhaled  

(enseigant à l’université de Khenchla).Le matérielvégétal a été séché à l’ombre à une 

température ambiante de 25°C. 

II.2. Extraction 

Après broyage de 93 g des feuilles sèches de l’espèceS.brachyclada, la matière 

végétale a subit un protocole d’extraction différent de la plante précédente. En effet la 

macération de la matière végétale a été effectuée dans trois types de solvants différents et de 

polarité croissante qui sont : l’hexane, le chloroforme suivi en dernier par le méthanol. 

Pour chaque macération l’opération est répétés trois fois avec renouvellement du solvant et 

lesfiltrats sont combinés et concentrés à sec, sous vide à basse température (< 45°C). 

Après concentration on a obtenus 3 extraits en quantité appréciable (figure-13). 

 
Figure-13: Diagrammes des masses et rendements des extraits obtenus 
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L’organigramme d’extraction de la figure-14 montre les différentes étapes du processus 

utilisé. 

Matière végétale sèche (93 g)

Macération dans l'hexane à 100 %;  3 fois 24h à froid

Extrait CHCl3 (1,06 g)

Extrait MeOH (2,72 g)

Filtration et concentration à sec

Macéra

Filtration

Extrait hexane (1,62 g)
Résidu

Macération dans le chloroforme à 100 %;  3 fois 24h à froid

Filtration et concentration à sec

Macéra

Résidu

Macération dans le méthanol à 100 %;  3 fois 24h froid

Macéra

Filtration et concentration à sec

Résidu

 

Figure-14 : Protocole d’extraction des feuilles de l’espèceS.brachyclada 

II.3. Séparation chromatographique 

D’après les testschromatoguraphiques avec plusieurs systèmes de différentes 

polarités sur les trois extraits obtenus on a choisis de séparer l’extrait méthanolique pour sa 

richesse en produit. 

II.3.1. Etude de l’extrait méthanolique 

II.3.1.1. Séparation chromatographique sur colonne 

Un premier fractionnement de l’extrait méthanol (2,13g) a été réalisé par 

chromatographie sur une colonne de Sephadex LH-20, éluée par MeOH (100%) avec un débit 

de 0,5 mL/min.  
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Cette séparation nous a permis de collecter 43 lots de 8 ml puis les fractions avec les mêmes 

Rfsont regroupéesaprès une analyse CCM avec le système suivant : (n-BuOH/AcOH/H2O : 

65/15/25). 

Les résultats obtenus sont regroupésdans le tableau suivant : 

Tableau-8 : Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de l’extrait méthanol 

des parties aériennes de S. brachyclada 

Fractions Lots Masse (mg) 
F1 

F2 

F3 

F4 

F5 

F6 

F7 

F8 

F9 

F10 

F11 

F12 

F13 

1-3 

4-5 

6-9 

10-14 

15 -16 

17-23 

24-30 

31- 33 

34 

35-39 

40 -41 

42 

43 

30.70 

50 

350 

250 

110 

290 

200 

40.10 

50.60 

20.70 

70 

110 

10 

Parmi les fractions obtenues, on a choisi la séparation des fractions (F7, F8, F12). Ce 

choix est établi par rapport à leurs poids et richesse en métabolites secondaires. 

II.3.1.2. Etude de trois fractions de la colonne chromatographique 

 La séparation des fractions  a été faite par chromatographie semi-préparative en 

phase inverse à haute pression (RP-HPLC) avec élution isocratique. Elle a été réalisée avec un 

système de pompage Waters 590 équipé d'un détecteur d'indice de réfraction Waters R401, 

d'une colonne Luna C-8 (250 x 10,00 mm) Phenomenex, Inc. et d'un injecteur Rheodyne(100 

μL). 

a) La fraction F 7 

Les composants de la fraction F7(200mg)ont été  séparées par chromatographie semi-

préparative en phase inverse à haute pression (RP-HPLC) en colonne C-8 avec  le système 

(MeOH/H2O : 5,0/5,0) comme phase mobile. Cette séparation effectuée en 7 injections 

(50 µL/ injection), nous a permis d’isoler les produitsSb-1(1,2 mg) retenu avec un temps de 

rétention de(tR = 13 min). 
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b) La fraction F8 

La fraction F8(40 mg)a été  purifiée par (RP-HPLC) en colonne C-8 avec le système 

(MeOH/H2O : 5,0 /5.0). Cette purification effectuée en 4 injections (50 µL/ injection), nous a 

permis d’isoler  le produit Sb-2 (1mg) retenu avec un temps de rétention de (tR = 21 min). 

c) La fraction F12 

Les composants de la fraction F12 (110 mg) ont été séparées par (RP-HPLC) en 

colonne C-8, onutilisant le système (MeOH/H2O : 5,5 /4,5) comme phase mobile. 

Cette opération a été effectuée en 4 injections (50 µL/ injection) et nous a permis 

d’isoler les produit Sb-3 (5,8 mg),Sb-4 (1 mg),Sb-5 (2,8 mg) avec un temps de rétention 

respectifde(tR = 9 min, tR =19min, tR=35 min). 

III. Etude biologique des extraits et produits de l’éspece Berberis. hispanica 

III.1. Analyse quantitative des composés phénoliques 

Les analyses quantitatives des polyphénols totaux, des flavonoides des différents 

extraits et fractions sont déterminées à partir des équations de la régression linéaire des 

courbes d’étalonnages et exprimées en (µg d’equivalent/mg) de la matière végétale sèche. La 

raison principale pour le choix de ces substances réside dans le fait que la majorité des 

propriétés antioxydantes et antimicrobiennes des plantes leur sont attribuées. 

III.1.1. Dosage des polyphénols totaux (TCP) 

III.1.1.1. Principe 

Les polyphénols totaux ont été déterminés par spectrophotométrie en utilisant la 

méthode de Folin-Ciocalteu. Le réactif de Folin-Ciocalteude couleur jaune est constitué d’un 

mélange de deux acides : acide phosphotungstique (H3PW12O40) et acide phosphomolybdique 

(H3PMo12O40).Il est réduit lors de l'oxydation des phénols pour former un complexe bleu 

stable d'oxydes de tungstène et de molybdène. La coloration produite, dont l'absorption 

maximum est au voisinage de 760 nm, est proportionnelle à la quantité des composés 

phénoliques présents dans les extraits végétaux. 

III.1.1.2. Protocole 

La méthode adoptée pour le dosage des composés phénoliques totaux est celle décrite 

par Singleton [1], avec une légère modification. 

Un volume de 100 µL de chaque solution de nos extraits et fractions butanolique a été 

introduit à l’aide d’une micropipette dans des tubes à essai, suivis de l’addition de 500 µL du 
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réactif folin-ciocalteu (10 fois dilué dans l’eau distillée). Apres incubation pendant 2 minutes, 

2 mLde carbonate de sodium à 20% ont été ajoutées, puis les solutions ont été secouées 

immédiatement puis maintenues à l’obscurité pendant 30 minutes à température ambiante. 

L’absorbance de chaque solution  a été déterminée à 760 nm. 

L’acide gallique est le standard utilisé pour établir la courbe d’étalonnage à partir de laquelle 

la concentration des polyphénols totaux des extraits est calculée. Le résultat est exprimé en µg 

d’équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait (μg EAG/mg d’extrait). 

III.1.2. Dosage des flavonoides(TCF) 

III.1.2.1. Principe  

Le dosage des flavonoïdes totaux est basé sur un test colorimétrique utilisant le 

trichlorure d’aluminium AlCl3 avec lequel ils forment des complexes acides stables soit avec 

le groupement carbonyle en position C-4, soit avec le groupement hydroxyle en C-3 ou C-5 

des flavones et des flavonols. Par ailleurs, AlCl3 peut également former des complexes acides 

labiles avec les groupements orthodihydroxyles éventuellement présents sur le noyau A     

et/ou B des flavonoïdes [2]. 

III.1.2.2. Protocole 

La méthode adoptée pour le dosage des flavonoides est celle décrite par Singleton [1], 

avec une légère modification. 

Une masse de 1 milligramme  de notre extraitest dissoute dans un volume de 1 mL de 

méthanol pour obtenir une solution d’extrait. Une prise d’1mL de cette solution a été 

mélangée avec un volume de 1 mL de la solution trichlorure d’aluminium méthanolique à 

(2%).Le mélange est laissé à l’obscurité pendant une heure, puis la lecture est effectuée à 420 

nm. La quercetine est le standard utilisé pour établir la courbe d’étalonnage à partir de 

laquelle la concentration des flavonoidestotaux des extraits est calculée.Le résultat est 

exprimé en µg d’équivalents de la quercetinepar milligramme d’extrait (μg EAG/mg 

d’extrait). 

III.2.Evaluation de l’activité antioxydante par le test DPPH 

L’activité antioxydante des différents extraits et fractions de B.hispanicaest testée par 

la méthode de piégeage du radical libre DPPH. 

L’activité du DPPH a été mesurée selon le protocole décrit par Blois[3]. Le principe de 

cette méthode est la réduction du DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) de couleur violette 

en 2,2 diphenyl-1-picrylhydrazine de couleur jaune. Le DPPH absorbe à 517 nm, mais lors de 
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la réduction par un antioxydant, son absorption diminue brièvement. Une solution de 0,4 mM 

de DPPH est préparée dans le méthanol et 160 µL de cette solution ont été ajoutés à 40 µL 

d'échantillon dilué dans des solutions de méthanol à des concentrations différentes.  

Trente minutes plus tard, l'absorbance a été mesurée à 517 nm. Le BHT et l’acide ascorbique  

ont été utilisés comme normes anti-oxydantes pour la comparaison de l'activité avec les 

extraits utilisés. La faible valeur d’absorbance de la réaction du mélange indique une activité 

de piégeage des radicaux libres supérieure. 

La capacité à piéger le radical DPPH a été calculée selon l'équation suivante : 𝐈𝐧𝐡𝐢𝐛𝐢𝐭𝐢𝐨𝐧 (%) = [(𝐀Blanc − 𝐀Extrait) 𝐀Blanc ] × 𝟏𝟎𝟎 

 ABlanc est l’absorbance de la réaction contenant que les réactifs. 

 AExtrait est l’absorbance de la réaction contenant les réactifs et l’extrait. 

L’étude de la variation de l’activité antiradicalaire en fonction de la concentration des 

extraits permet de déterminer la concentration qui correspond à 50% d’inhibition (IC50), plus 

la valeur de (IC50) est faible plus l’extrait est puissant vis-à-vis des radicaux libres.  

III.3. Evaluation de l’activité antibactérienne 

L'activité antibactérienne des différents extraits de B.hispanicaa été examinée contre 

une gamme de micro-organismespar la méthode de diffusion sur disque [4,5]. 

 Bactéries à Gram positif :Enterococcusfaecalis(ATCC 29212), Staphylococcus aureus 

(ATCC 25923). 

 Bactérie à Gram négatif : Acinetobacter.oxy (ATCC19606), E.coli (ATCC25922), 

Proteusmirabilis(ATCC35659),Klebsiellapneumoniae(ATCC700603),PseudomonasAeru

ginosa(ATCC 27853). 

Les souches proviennent du laboratoire de microbiologie de la faculté de médecine de 

l'université de Badji-Mokhtar. 

Chaque bactérie a été ensemencée dans le milieu de culture Mueller-Hinton, puis de 

trois à cinq colonies isolées ont été prélevées et introduites dans une bouteille contenant le 

bouillon nutritif stérile. Le dénombrement des germes en vue de définir les concentrations 

bactériennes a été effectué par la technique de dilution. 

Pour effectuer le test, des disques de papier filtre de 6mm de diamètre imprégné de 

20µL d’extraits solubilisés dans le DMSO (1mg/disque) sont déposés à la surface d’un milieu 

gélosé en boite de pétri (3 disques par boite) qui a étedéjà inoculés avec les microorganismes 

testés. 
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Les boites sont laissées 1h à température ambiante puis retournées et incubées à 37°C pendant 

18 à 24h. Après incubation le diamètre des zones d’inhibition est mesuré en (mm). 

III.4. Evaluation de l’activité antiproliférative 

Le cancer est une maladie qui fait, il représente la 2
ème

 cause de mortalité dans les pays 

développés et devient également un problème majeur de santé dans les pays en 

développement.  

Dans le domaine ethnopharmacologique les chercheurs se sont intéressés àisoler et identifier 

des substances naturelles à partir des plantes médicinales possédants des propriétés 

pharmacologiques.C’est dans ce contexte que nous nous sommes intéressés à l’évaluation de 

l’activité antiproliférative de B.hispanica. 

L’activité antiproliferative de l’extrait n-BuOH, des fractionsF45-47 et des deux flavonoides 

(Rutin, Tamarixétine), a été menée sur une lignée de cellules cancéreuses mammaires de type 

Hela (carcinome du col de l'utérus humain) en utilisantle système xCELLigence. 

III.4.1. Conditions de la culture cellulaire 

Les cellules HeLa (carcinome du col de l'utérus humain) ont été cultivées 

régulièrement dans une atmosphère saturée en humidité contenant 5% de CO2 à 37°C et dans 

un milieu de cultureeagle modifié par Dulbecco (DMEM, Sigma). Ce milieu de culture doit 

contenir 10% (v/v) du sérum de veau foetal et 2% de pénicilline-streptomycine. 

Dans le flacon de culture, des cellules HeLa ont été détachées du fond du flacon de 10 

mLdesolution de trypsine-EDTA. Après le détachement, 10 mLdu milieu de culture ont été 

ajoutés dans le ballon et homogénéisés délicatement. Cette suspension a été transférée dans 

des tubes Falcon. Après la centrifugation (600 rpm, 5 minutes), 5 mLdu milieu de culture ont 

été ajoutés au surnageant. La concentration des cellules du surnageant a été évaluée par le 

compteur de cellules CEDEX HiRes en utilisant le bleu de Trypan. 

III.4.2. Préparation de la solution 

50μLdu milieu de culture ont été ajoutés dans chaque puits d’une plaque de 96 qui a 

été laissée dans une hotte pendant 15 min, puis dans un incubateur durant 15 minutes afin de 

permettre aux électrodes de s’équilibrer avec le milieu de culture. Après cette période, une 

mesure de fond a été effectuée. 100 μl de la suspension des cellules (2,5x104
 cellules /100 μl) 

ont été ajoutés dans les puits et en laissant les trois derniers comme témoins, puis déposés 

sous la hotte durant 30 min. La mesure a été effectuée pendant 80 min dans le système 

xCELLigence. 
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Après cette étape, nos solutions de (n-BuOH, F45-47, rutine, tamarixétine) préparées avec le 

DMSO avec une concentration inferieur à 1% dans chacun des puits et le milieu de culture, 

ont été ajoutées aux puits pour obtenir des concentrations finales dans chaque puit.  

A la fin, le volume final des puits était de 200μLy compris le milieu. La période de mesure 

principal  été de 48 h initiée par intervalles de 10 min.  

III.5. Analyses statistiques 

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne ± SD d’analyses en trois 

essais. Les valeurs de IC50sont calculées par la méthode de régression linéaire à partir de la 

courbe [% inhibition = f (concentrations)]. 

Les analyses statistiques ont été effectuées en utilisant le SPSS 11,5 (SPSS, Chicago, 

IL), les comparaisons multiples et la détermination des taux de signification sont effectuées 

avec le test ANOVA univarié. L'analyse de corrélation de Pearson a été utilisée pour 

comparer le contenu phénolique total et l'activité antioxydante des fractions. 
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I. Activité biologique 

I.1. Dosage des polyphénols totaux 

Les résultats de ce dosage (tableau-9) qui montre une richesse en polyphénols dans les 

deux extraits, indique que l’extrait butanolique est plus riche que l’extrait acétate d’éthyle. 

Parmi les fractions butanoliques, la plus forte teneur en composés phénoliques totaux a 

été trouvée dans la fraction 36 (442,5 μg) (tableau-9). 

Tableau-9: Polyphénols totaux des différents échantillons de B. hispanica 

Extraits/Fraction 
Total phénolique  

(μg EAG/mg d’extrait) 

AcOEt 384,91 ± 1,49 

n-BuOH 500,83 ± 2,28 

T21 178,1 ± 0,9 

T41 214,5 ± 0,9 

T45-47 169,5 ± 0,5 

T36 442,5 ± 0,6 

T26 44,5 ± 0,8 

T31 14,3 ± 0,7 

Les valeurs sont la moyenne de trois mesures ± écart type. 

I.2. Dosage des flavonoïdes 

Le tableau-10 montre que les deux extraits acétate d’éthyle et n-butanol sont riches en 

flavonoïdes en quantités presque similaires. 

Tableau-10 : Flavonoides totaux de B. hispanica 

Extraits 
Total flavonoïdes 

(μg EAG/mg d’extrait) 

AcOEt 115,58 ± 1,82 

n-BuOH 126,01 ± 2,00 

Les valeurs sont la moyenne de trois mesures ± écart type. 
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I.3. Evaluation de l’activité antioxydante 

Les résultats de l’activité anti radicalaire au DPPH sont représentés par les valeurs de 

la concentration d’inhibition de 50% (IC50). 

Les valeurs de (IC50) présentées dans les tableaux-11 et 12, nous permettent d’évaluer 

et de comparer l’efficacité des extraits. 

Il faut rappeler que plus la valeur de la IC50 est faible, plus l’extrait est puissant vis-à-

vis des radicaux libres. 

Tableau-11 : Inhibition du radical DPPH par les extraits de B. hispanica 

Extraits IC50 (µg/mL) 

Acétate d’éthyle 79,81 

n-butanol 136,18 

Acide ascorbique 62,29 

Les valeurs sont la moyenne de trois mesures ± écart type. 

 

 

  Figure-15 : Activité antiradicalaire (DPPH) des extraits de B. hispanica 

L’extrait acétate d’éthyle (IC50 = 79,81 µg/mL) a montré un pouvoir réducteur 

important et proche du standard acide ascorbique (IC50 = 62,29 µg/mL). Par contre l’extrait  

n-BuOH (IC50 = 136,18 µg/mL) été moins actif par rapport au standard. 
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Tableau-12 : Inhibition du radical DPPH par les fractions de B. hispanica 

Fractions IC50 µg/mL 

T21 23,77 ± 0,23 

T41 22,80 ± 0,45 

T45-47 24,11 ± 0,54 

T36 <5 

T26 98,45 ± 0,51 

T31 >100 

BHT 23,14 ± 0,06 

Les valeurs sont la moyenne de trois mesures ± écart type. 

 

Figure-16 : Activité antiradicalaire (DPPH) des fractions de B. hispanica 

 La fraction T36 (IC50<5 µg/mL) a montré un effet de piégeage des radicaux plus élevé que 

l'antioxydant synthétique BHT (IC50 =23,14 ± 0,16 µg/ mL). 

 Les fractions T21 (IC50 = 23,77 ± 0,23), T41 (IC50 = 22,80 ± 0,45 µg/mL), T45-47       

(CI50 = 24,11 ± 0,54 µg/mL) ont montrés une bonne activité, presque égale au standard 

BHT (IC50 = 23,14 ± 0,16 µg/mL). 

 Les fractions T26 (IC50 = 98,45 ± 0,51 µg/mL), T31 (IC50>100 µg/mL) sont moins actifs 

par rapport au standard BHT (IC50 = 23,14 ± 0,16 µg/mL). 

Dans cette étude comparative entre les extraits et les fractions, une corrélation 

significative (R = 0,945 ; p <0,01) a été observée entre la teneur totale en composés 

phénoliques et l'activité de piégeage du DPPH des fractions, cela nous indiquent que les 

composés phénoliques sont  principalement responsables de cette activité.  
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Une seule étude sur l’activité antioxydante de B.hispanica est similaire à nos résultats [1]. 

I.4. Activité antibactérienne 

Les résultats de l’activité antibactérienne des extraits acétate d’éthyle, n-butanol de 

B.hispanica sont regroupés dans les tableaux-(13 et 14). Les valeurs indiquées (mesurées en 

mm) sont les moyennes de trois mesures. 

Tableau-13 : Activité antibactérienne de l’extrait acétate d’éthyle de B. hispanica 

Micro-
organismes 

Extrait acétate d’éthyle (mg/mL) 
3,125  6,25  12,5  25  50 100 

Acinetobacter.oxy 5,83 ± 0,17 6,03 ± 0,06 6,33 ± 0,06 9,76 ± 0,25 10,23 ± 0,21 15,03 ± 0,15 

Staphylococcus 

aureus 
5,83 ± 0,15 5,93 ± 0,06 5,96 ± 0,06 6,10 ± 0,10 6,13 ± 0,12 6,26 ± 0,25 

E.coli 6,76 ± 0,12 6,03 ± 0,06 6,13 ± 0,15 6,16 ± 0,15 7,06 ± 0,12 12,16 ± 0,21 

Enterococcusfaecalis 5,90 ± 0,10 5,90 ± 0,10 6,33 ± 0,31 11,93 ± 0,12 12,10 ± 0,17 14,96 ± 0,15 

Proteus mirabilis 5,90 ± 0,10 5,93 ± 0,06 6,10 ± 0,10 6,20 ± 0,20 6,30 ± 0,26 10,03 ± 0,06 

Klebsiellapneumoniae 5,80 ± 0,17 5,90 ± 0,10 6,20 ± 0,20 8,10 ± 1,73 10,06 ± 0,12 15,03 ± 0,06 

Pseudomonas 

Aeruginosa 
5,83  ± 0,15 5,96 ± 0,06 6,03 ± 0,06 6,13 ± 0,15 10,13 ± 0,15 14,03 ± 0,06 

Tableau-14 : Activité antibactérienne de l’extrait n-butanol de B. hispanica 

Micro-
organismes 

Extrait n-butanol (mg/mL) 
3,125  6,25  12,5  25  50 100  

Acinetobacter.oxy 6,20 ± 0,20 8,10 ± 0,17 13,83 ± 0,15 14,10± 0,10 14,30 ± 0,26 15,20  ± 0,20 

Staphylococcus aureus 5,80 ± 0,26 6,06 ± 0,21 6,16 ± 0,15 6,20 ± 0,26 6,26 ± 0,25 10,03 ± 0,06 

E.coli 7,23 ± 0,25 8,00 ± 0,30 12,86 ± 0,15 13,23 ± 0,25 14,26 ± 0,31 14,90 ± 0,06 

Enterococcusfaecalis 5,83 ± 0,15 6,13 ± 0,15 10,86 ± 0,12 13,43 ± 0,25 13,96 ± 0,15 14,13 ± 0,15 

Proteus mirabilis 5,73 ± 0,25 5,83 ± 0 ,15 5,86 ± 0,15 6,20 ± 0,17 6,33 ± 0,31 6,36 ± 0,32 

Klebsiellapneumoniae 5,83 ± 0,10 6,10 ± 0,25 7,23 ± 0,21 8,16 ± 0,15 14,00 ± 0,20 15,40 ± 0,36 

Pseudomonas 

Aeruginosa 
5,83 ± 0,15 6,26 ± 0,25 6,93 ± 0,06 7,20 ± 0,20 13,03 ± 0,06 15,20 ± 0,21 

Les parties aériennes des extraits ont généralement montré une activité accrue avec 

une augmentation de la concentration contre les bactéries Gram-positives et les bactéries 

Gram-négatives.  

D’après ces tableaux les deux extraits bruts ont présenté l'activité la plus élevée contre 

Klebsiella pneumoniae  et Acineto bacter.oxy (15 mm à 100 mg/mL). L'extrait brut d'acétate 

d'éthyle a montré presque les mêmes effets avec différentes concentrations par rapport à 

Staphylococcus aureusstrain. 
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I.5. Evaluation de l’activité antiproliférative  

L’activité antiproliférative de l’extrait n-BuOH et la fraction T45-47 évalués contre les 

cellules HeLa en utilisant l'instrument xCELLigence, est présentée dans les figures 17-a,b 

suivantes : 

 

 

Figure-17-a : Activité antiproliferative de l’extrait n-BuOH de la B. hispanica contre les 

cellules HeLa 

 

Figure-17-b : Activité antiproliferative de la  fraction T45-47 de l’espèce B. hispanica contre 

les cellules HeLa 

 

Ces figures montrent que l'extrait n-butanol et la fraction T45-47 présentent un effet 

dépendant de la dose et du temps. 

B.hispanica a montré une activité antiproliferative importante contre les cellules HeLa 

cela pourrait être due à la présence de composés anticancéreux dans cette espèce qui ont 

besoin d’être isoler et identifier prochainement pour plus d’investigation. 
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II. Identification des produits isolés de Berberis hispanica  

Les structures des produits isolés ont été élucidées par les techniques spectroscopiques 

(SM, RMN 1D, RMN 2D) et par comparaison avec les données de la littérature. 

II.1. Identification des produits isolés de l’extrait AcOEt de B.hispanica 

II.1.1. Elucidation structurale du produit Bh-1 

a) Propriétés physico-chimiques 

Formule brute : C16H12O7.  

Quantité du produit : 4 mg. 

Aspect : poudre jaune. 

Fluorescence sous lampe UV: Jeune 

b) Données spectroscopiques 

L’examen du spectre RMN 
1
H (600 MHz dans DMSO-d6) (Fig.18, Fig.19) montre les 

cinq protons caractéristiques d’un flavonoide : Deux signaux à δH = 6,17 ppm (1H, d,             

J = 1,76 Hz) et à δH = 6,45 ppm (1H, d, J = 1,7 Hz), qui sont caractéristiques de protons 

aromatiques. Ils correspondent respectivement à H-6 et H-8 du cycle A des flavonoïdes. 

D’autre part pour le cycle B du flavonoïde, on observe un signal du proton H-6' qui sort à     

δH = 7,67 ppm sous forme d’un doublet de doublet (dd, J = 8,8 Hz et 2,3 Hz). Le premier 

doublet correspond à un couplage avec le proton H-5' en ortho qui lui, résonne à                    

δH = 6,92 ppm (d, J = 8,8 Hz). Le deuxième doublet, correspond à un couplage avec le proton 

H-2' en méta (d, J = 2,3 Hz) qui résonne à  δH = 7,73 ppm. Ceci nous a permis de constater 

que le noyau B est trisubstitué. On observe aussi un pic sortant à δH = 3,82 ppm, 

correspondant à trois protons sous forme de singulet. On peut de ce fait affirmer que l’on se 

trouve en présence d’un groupement méthoxyle.  

Par ailleurs, on observe un pic sortant à  δH = 12,45 ppm ; ceci est caractéristique d’une 

fonction OH en position 5, au voisinage d’un groupement carbonyle. 

L’attribution des déplacements chimiques des protons aromatiques ainsi les carbones sont 

corroborée par les expériences homonucléaire COSY et hétéronucléaire HSQC. 

La mesure de l’expérience COSY (Fig-20), présente les corrélations entre les protons H-5’ et 

H-6’ ainsi qu’entre H-6 et H-8. 

Sur le spectre hétéronucléaire HSQC (Fig-21), on  a pu identifier  les carbones : (C-6) situés  à 

δC = 98,69 ppm, (C-8) à  δC = 94,09 ppm, (C-2’) à δC = 112,25 ppm, (C-5’) à                         
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δC = 116,05 ppm et (C-6’) à 122,24 ppm. Ces carbones sont corrélés, respectivement, avec les 

protons résonnants à δH = 6,17 ppm (H-6),  δH = 6,45 ppm (H-8), δH = 7,73 ppm (H-2’),       

δH = 6,92 ppm (H-5′), et à δH = 7,67 ppm (H-6’). 

Ce spectre montre aussi la corrélation entre les trois protons apparaissent à δH = 3,82 ppm et 

le carbone localisé à δC = 56,26 ppm. 

Dans le spectre HMBC (Fig-21), on observe une tache de corrélation entre le proton H-5’ et le 

carbone C-4’, comme on remarque une autre tâche de corrélation entre les protons du 

groupement méthoxyle et le carbone C-4’, ceci confirme que le groupement méthoxyle est lié 

au carbone C-4’. 

L’ensemble de ces données est représenté dans les tableaux suivants : 

Tableau-15 : Données RMN-
1
H (600 MHz, DMSO-d6) du produit Bh-1 

δ (ppm) Intégration Multiplicité (J-Hz) Attribution 

12.45 

10.76 

9.72 

9.40 

7.73 

7.67 

6.92 

6.45 

6.17 

3.82 

1H 

1H 

1H 

1H 

1H 

1H 

1H 

1H 

1H 

3H 

S 

S 

S 

S 

d (2.3) 

dd (8.8-2.3) 

d (8.8) 

d (1.7) 

d (1.7) 

S 

5-OH 

7-OH 

3-OH 

3'-OH 

H-2' 

H-6' 

H-5' 

H-8 

H-6 

4'-OCH3 

Tableau-16 : Données RMN-
13

C (150 MHz, DMSO-d6) du produit Bh-1 

δ (ppm) Attribution δ (ppm) Attribution 
175.05 

164.52 

161.24 

156.65 

149.25 

147.80 

146.96 

132.00 

C-4 

C-7 

C-5 

C-9 

C-4' 

C-3' 

C-2 

C-3 

122.24 

122.39 

116.06 

112.25 

103.36 

98.69 

94.09 

56.26 

C-6' 

C-1' 

C-5' 

C-2' 

C-10 

C-6 

C-8 

4'-OCH3 

Sur la base de ces données et par comparaison avec les données de la littérature [2], le 

composé Bh-1 est identifié comme étant la : 3, 5, 7, 3’-tétrahydroxy-4’-méthoxyflavone ou 

Tamarixétine. 
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OH

Tamarixétine
 

 

 

 

Figure-18 : Spectre RMN-
1
H du produit Bh-1 
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Figure-19 : Spectre RMN-
1
H étalé du produit Bh-1 

 

Figure-20 : Spectre de corrélation homonucléaire COSY du composé Bh-1 
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Figure-21 : Spectre de corrélation hétéronucléaire HSQC du composé Bh-1 

 

 

Figure -22 : Spectre de corrélation hétéronucléaire HMBC du composé Bh-1 
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II.1.2. Elucidation structurale du produit Bh-2  

a) Propriétés physico-chimiques 

Formule brute : C9H8O4. 

Quantité du produit : 3.5 mg. 

Aspect : poudre jaune. 

Fluorescence sous lampe UV: Noire-violette. 

b) Données spectroscopiques 

L’examen du spectre RMN 
1
H (600 MHz dans DMSO-d6) (Fig-23, Fig-24),  montre 

qu’il s’agit d’un composé aromatique dont le cycle benzénique est caractérisé par : 

 Deux doublets à δH = 6.16 ppm et δH = 7.40 ppm ayant la même constante de couplage         

J =15.8 Hz. La valeur de constante de couplage indique une configuration trans de ces 

protons.  

 Un doublet à δH = 6.74 ppm qui ne peut être attribué qu’au proton H-5 car la valeur de la 

constante de couplage J = 8,2 Hz indique la présence d’un proton en ortho. 

 Un doublet de doublet à δH = 6.94 ppm J = 8,2-2.3 Hz  attribuable au proton H-6.  

 Un doublet à δH = 7.0 ppm donnant un couplage méta avec J = 2.3 Hz attribuable au proton 

H-2.  

L’attribution des carbones est corroborée par les expériences hétéronucléaire HSQC et 

HMBC. 

L’analyse du spectre COSY (Fig-25), présente les corrélations entre les protons H-7 et H-8. 

Quant à l’analyse du spectre relatif à l’expérience HSQC (Fig-26), elle permet l’attribution 

des signaux des protons aux atomes de carbone correspondants ainsi :  

 Le H-8 permet l’attribution du signal à δC = 115.57 ppm à l’atome de carbone C-8 ;  

 Le H-7 permet l’attribution du signal à δC = 144.98  ppm à l’atome de carbone C-7 ;  

 Le H-2 permet l’attribution du signal à δC = 115.07 ppm à l’atome de carbone C-2 ; 

 Le H-5 permet l’attribution du signal à δC = 116.18 ppm à l’atome de carbone C-5 ; 

 Le H-6 permet l’attribution du signal à δC = 121.55 ppm à l’atome de carbone C-6. 

L’élucidation structurale de ce composé par une analyse du spectre HMBC (Fig-27)  montre : 

 Deux taches de corrélations entre le proton H-8 δH = 6.16 ppm et les carbones à                     

δC = 126.14 et 168.28 ppm attribuable aux carbones C-1 et C-9, respectivement. 
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 Quatre taches de corrélations entre le proton H-5 δH = 6.74 ppm et les carbones à                   

δC = 121.55, 126.14, 145.99 et 148.56 ppm attribuables aux carbones C-6, C-1, C-3 et C-4, 

respectivement. 

 Trois taches de corrélations entre le proton H-6 à δH = 6.94 ppm et les carbones à              

δC = 115.07, 144.98 et 148.56 ppm attribuable aux carbones C-2, C-7 et C-4, 

respectivement. 

 Trois taches de corrélations entre le proton H-2 à δH = 7.0 ppm et les carbones à               

δC = 121.55, δC = 145.99 et 148.56 ppm attribuable aux carbones C-6, C-3 et C-4, 

respectivement. 

 Quatre taches de corrélations entre le proton H-7 à δH = 7.40 ppm et les carbones à                

δC = 115.07, 121.55, 126.14 et 168.28 ppm attribuables aux carbones C-2, C-6, C-1 et C-9, 

respectivement. 

L’ensemble de ces données est représenté dans les tableaux suivants : 

Tableau-17 : Données RMN 
1
H (600 MHz, DMSO-d6) du produit Bh-2 

δ (ppm) Intégration Multiplicité (J(Hz)) Attribution 

9.10-9.50 

7.40 

7.00 

6.94 

6.74 

6.16 

3H 

1H 

1H 

1H 

1H 

1H 

s 

d (15.8) 

s 

d (8.2-2.3) 

d (8.2) 

d (15.8) 

3, 4, 9-OH 

H-7 

H-2 

H-6 

H-5 

H-8 

Tableau-18 : Données RMN 
13

C (150 MHz, DMSO-d6) du produit Bh-2 

δ (ppm) Attribution 
168.28 

148.56 

145.99 

144.98 

126.14 

121.55 

116.18 

115.57 

115.07 

C-9 

C-4 

C-3 

C-7 

C-1  

C-6 

C-5 

C-8 

C-2 

 

Sur la base de ces données et par comparaison avec les données de la littérature [3], le 

produit Bh-2 est identifié comme étant l’Acide caféique. 
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Figure-23 : Spectre RMN-
1
H du produit Bh-2 
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Figure-24 : Spectre RMN-
1
H étalé du produit Bh2 

 

Figure-25 : Spectre de corrélation homonucléaire COSY du composé Bh-2 
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Figure-26 : Spectre de corrélation hétéronucléaire HSQC du composé Bh-2 

 

 

Figure-27 : Spectre de corrélation hétéronucléaire HMBC du composé Bh-2 
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II.1.3. Elucidation structurale du produit Bh-3 isolé de l’extrait n-BuOH de B. hispanica 

a) Propriétés physico-chimiques 

Formule brute : C27H30O16. 

Poids moléculaire : 609 g/mol. 

Quantité du produit : 2.8 mg. 

Aspect : poudre jaune. 

Fluorescence sous lampe UV : Noire-violette. 

b) Données spectroscopiques 

Le spectre RMN- 
1
H (600 MHz dans DMSO-d6) (Fig-28, Fig-29)  montre les cinq 

protons aromatiques caractéristiques du squelette de la quercétine [4] :  

 Deux doublets d’intégration 1H chacun, le premier à δH = 6.13 ppm (J = 1,7 Hz), le second 

à δH  = 6.32 ppm (J = 1,7 Hz) attribuables à H-6 et H-8, respectivement, pour le cycle A.  

 Un doublet d’intégration 1 H à δH = 7.49 ppm (J = 1.7 Hz) attribuable à H-2’.  

 Un doublet dédoublé d’intégration 1H à δH = 7.52 ppm (J = 8. et 1.7 Hz) attribuable à      

H-6’.  

 Un  autre doublet d’intégration 1H à δH = 6.80 ppm (J = 8.2 Hz) attribuable à H-5’. Ces 

trois signaux confirment la di-substitution du noyau B de l’aglycone. 

En dehors des signaux correspondants à la génine, l’analyse du spectre de RMN 
1
H permet de 

repérer deux protons anomériques résonnant à 5,29 ppm (d, J = 7,6 Hz) et 4,37 ppm                   

(d, J = 1,7 Hz). Ces données suggèrent la présence de deux unités osidiques. 

L’analyse du spectre HSQC (Fig-30) permet d’identifier les deux sucres comme étant : 

 Un glucopyranose à partir de l’anomère à 5,29 ppm, caractérisées par les protons H-2, H-3, 

H-4 et H-5 trans-diaxiaux, 

 Un rhamnopyranose à partir de l’anomère à 4,37 ppm, caractérisées par son méthyl doublet 

à 0,98 ppm (d, J = 6,4 Hz, H- 6'''). 

Le spectre HMBC (Fig-31), montre des corrélations entre le proton H-6'' du glucose (Glc), et 

le carbone C-1''' du rhamnose (Rha) et inversement entre le carbone C-6'' du glucose (dont le 

déplacement chimique déblindé à 67,39 ppm indique qu’il porte un substituant OR) et le 

proton H-1''' du rhamnose (Rha) mettant en évidence la liaison : α-rhamnopyranosyl-(1→6)-

β- glucopyranosyl (rutinose). 

Le rutinose est fixé sur la génine quercétine en position 3 comme l’atteste la corrélation 

HMBC entre le carbone C-3 et le proton anomérique H-1'' du glucose. 
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L’attribution des carbones a été élucidée à partir des spectres HMBC et HSQC et elle est 

représentée dans le (tableau-20).   

L’ensemble de ces données est représenté dans les tableaux suivant : 

Tableau-19 : Données RMN 
1
H (600 MHz, DMSO-d6) du produit Bh-3 

δ (ppm) Intégration Multiplicité (J (Hz)) Attribution 

7.52 

7.49 

6.80 

6.32 

6.13 

5.29 

3.68 

3.18-3.27 

3.03-3.28 

4.37 

3.40 

3.30 

3.25 

3.08 

0.98 

1H 

1H 

1H 

1H 

1H 

1H 

1H 

1H 

3H 

1H 

1H 

1H 

1H 

1H 

3H 

dd (8.2-1.7) 

d (1.7) 

d (8.2) 

d (1.7) 

d (1.7) 

d (7.6) 

d (10.56) 

m  

m 

d (1.76) 

dd (2.9-1.7) 

dd (9.3-2.9) 

m 

m 

d (6.4) 

H-6' 

H-2' 

H-5' 

H-8 

H-6 

H-1'' 

Hb-6'' 

Ha-6'' 

H-2'', H-3'', H-4'', H-5'' 

H-1''' 

H-2''' 

H-3''' 

H-5''' 

H-4''' 

H-6''' 

Tableau-20 : Données RMN-
13

C (150 MHz, DMSO-d6) du produit Bh-3 

δ (ppm) Attribution δ (ppm) Attribution 
177.44 

166.50 

161.49 

157.00 

156.79 

149.52 

145.51 

133.58 

121.98 

121.23 

116.61 

115.80 

103.54 

101.97 

C-4 

C-7 

C-5 

C-9 

C-2  

C-4' 

C-3' 

C-3 

C-6' 

C-1' 

C-2' 

C-5' 

C-10 

C-1'' 

101.23 

99.69 

94.32 

76.96 

76.29 

74.05 

72.35 

70.99 

70.79 

70.73 

68.69 

67.39 

18.13 

C-1''' 

C-6 

C-8 

C-5'' 

C-3''' 

C-2'' 

C-4''' 

C-3'''' 

C-2''' 

C-4'' 

C-5''' 

C-6'' 

C-6''' 

 

Enfin, la comparaison des données chromatographiques et spectrales avec la littérature 

[5,6] et la co-chromatographie du produit Bh-3 avec témoin (la rutine) dans plusieurs 

systèmes CCM nous a confirmé que le produit Bh-3 est une Quercetine-3-O-rhamnosyl (1-6)-

glucoside (Quercétine-3-O-rutinoside ou rutine). 
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Figure-28 : Spectre RMN-
1
H du produit Bh-3 
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 Figure-29 : Spectre RMN-
1
H étalé du produit Bh-3 

 

Figure-30 : Spectre de corrélation hétéronucléaire HSQC du composé Bh-3 
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Figure-31 : Spectre de corrélation hétéronucléaire HMBC du composé Bh-3 
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II.2. Propriétés biologique de la tamarixétine et de la rutine de l’espèce B. hispanica 

Les tests de l’effet antiprolifératif effectué sur la tamarixétine et la rutine ont été 

concluants et significatifs. 

 

Figure-32-a : Activité antiproliférative de la tamarixétine de B. hispanica contre les cellules 

HeLa 

 

Figure-32-b : Activité antiproliférative de la  rutine de B. hispanica contre les cellules HeLa 

 D’après les figure-32-a et b : La tamarixétine a montré un effet antiprolifératif significatif 

contre les cellules HeLa (CI50<50 μg / mL), tandis que la rutine a montré un faible effet 

cytotoxique (CI50> 100 μg / mL). 

 Quant à la figure-33, elle montre l'effet antiprolifératif de la Tamarixétine et la Rutine sur 

les cellules HeLa pendant 24 h et 48 h après le traitement aux concentrations de 10,50 et 

100 μg/mL.  

 D'après cette figure, la tamarixétine a un effet inhibiteur d’environ 80% à la concentration 

la plus élevée de 100 (μg/mL). 
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Figure-33: Le traitement de l’activité antiproliférative pendant 24h et 48h 

D’après [7], les composés phénoliques provenant de sources naturelles sont 

maintenant intéressants en raison de leurs probables activités anticancéreuses. On a trouvé 

dans notre étude que la tamarixétine a un effet significatif contre les cellules HeLa.  

D’autre recherche proche de la nôtre concernant les effets de la tamarixétine sur la 

viabilité de certaines lignées cellulaires tumorales humaines, montrent que la tamarixétine 

était cytotoxique contre les cellules leucémiques et en particulier les cellules K562 / ADR. La 

tamarixétine présente, également, une activité antiproliferative importante contre les lignées 

cellulaires cancéreuses du sein (MCF-7), du côlon (Caco-2) et du pancréas (BxPC-3) [8]. 

Cette capacité inhibitrice était liée d'une manière générale à sa concentration et son temps 

d’incubation [9]. 

 La rutine isolée à partir de B. hispanica a montré une activité dépendante du temps 

et de la dose sur les cellules HeLa. Certaines études ont montré que la rutine présentait un 

effet dépendant de la dose et du temps sur les lignées cellulaires U-937 et HT-60 [10] et le 

glistome [11], elle a montré également des effets cytotoxiques sur plusieurs cellules 

cancéreuses humaines [12,13].  

 D’autre recherche [14], ont montré que les flavonoïdes avec un groupe hydroxyle 

glycosylé comme la rutine, naringinene ne sont pas efficaces sur les lignées cellulaires 

cancéreuses du côlon humain. 
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III. Identification des produits isolés de Stachys brachyclada 

L’élucidation des structures a été établie par les différentes méthodes spectroscopiques 

(SM, RMN 1D, RMN 2D) et par comparaison avec les données de la littérature. 

III.1. Identification des produits isolés de l’extrait MeOH de S. brachyclada 

III.1.1. Elucidation structurale du produit Sb-1  

a) Propriétés physico-chimiques 

Formule brute : C28H32O17 

Quantité du produit : 1.2 mg 

Aspect : poudre jaune 

Fluorescence sous lampe UV: Noire-violette. 

b) Données spectroscopiques 

Le spectre RMN 
1
H enregistré dans CD3OD à 600 MHz (Fig-34, Fig-35), montre la 

présence des signaux caractéristiques d'un flavonoïde :  

 Deux doublets d’intégration chacun 1H, le premier à δH= 6.81 ppm (J = 1.9 Hz), le second 

à δH = 6.53 ppm  (J = 1.9 Hz) attribuable à  H-8 et H-6 respectivement.  

 Un singulet observé à δH = 6.63 ppm dû à la résonance de H-3, pour le cycle A. 

En revanche, dans le cycle B on trouve deux doublets d’intégration chacun 1H à                   

δH = 6.93 ppm (J = 8.3 Hz) et à δH = 7.45 ppm (J = 8.4 Hz) attribuable à H-5' et H-6' 

respectivement, et un dernier signal sous forme de singulet d'intégration 1H à δH = 7.43 ppm 

attribuable à H-2'. Ceci indique une disubstitution du cycle B en 3' et 4'. 

L’examen du spectre de RMN 
1
H de la partie osidique a permis d’observer deux doublets, 

l’un à δH = 5.25 ppm avec une constante de couplage (J = 6.7 Hz) et l’autre à δH = 5.0 ppm 

avec une constante de couplage (J = 7.9 Hz) attribuables à deux protons anomériques, ce qui 

indique la présence de deux type du sucre. 

Pour déterminer la nature du sucre, on a eu recours à l'hydrolyse acide de ce composé. Nous 

avons procédé à une co-chromatoguraphie sur plaque analytique on utilisant le système 

acétone-eau (9/1) en présence d'échantillons authentiques des sucres, et il est apparu que les 

sucres sont le glucose et l'allose.  

Détermination des points de jonction des différents fragments : 

 Le signal déblindé à (δC = 83.4 ppm) correspondant au carbone C-2 du glucose, indique 

que ce dernier est attaché à l’aglycone et que l’allose est attaché au carbone C-2 du 

glucose. Ceci est confirmé par l’examen du spectre HMBC (Fig-36) où on distingue d’une 
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part une tache de corrélation entre le proton anomérique H-1'' du glucose (δH= 5.25 ppm) et 

le carbone C-7 de l’aglycone (δC = 164.3 ppm), montrant la glycosylation en C-7. D’autre 

part une tache de corrélation entre le proton anomérique H-1''' de l’allose (δH= 5.0 ppm) et 

le carbone C-2 du glucose (δC = 83.4 ppm). 

 Le signal du carbone 6 de l’allose à une valeur déblindée dans le champ faible de 4.8 ppm 

à celle qui est prévue (δH = 64.8 ppm à la place de δC = 60 ppm), indique une acétylation à 

ce niveau. 

 Les signaux des protons H-6a''' et H-6b''' et H-5''' observés à des champs faibles                   

(δ = 3.56 - 3.99 ppm) confirme l’acétylation au niveau du carbone 6. 

 L’observation de deux signaux, l’un à δC = 172.5 ppm et l’autre δC = 20.1 ppm, sont 

attribuables au carbonyle et au méthyle de l’acéthyle de l’allose [15]. 

Le spectre HMBC (Fig-36) permet de compléter l’attribution des carbones de ce composé et 

ils sont représentés dans le (tableau-22). 

Tableau-21 : Données RMN-
1
H (600 MHz,) du produit Sb-1 

δ (ppm) Intégration Multiplicité (J (Hz)) Attribution 

7.45 

7.43 

6.93 

6.81 

6.63 

6.53 

5.25 

5.00 

4.15 

3.92-3.99 

3.76-3.86 

3.83 

3.57-3.74 

3.71 

3.56 

3.49 

2.0 

1H 

1H 

1H 

1H 

1H 

1H 

1H 

1H 

1H 

1H 

1H 

1H 

1H 

1H 

1H 

1H 

3H 

d (8.2) 

S 

d (8.2) 

d (1.9) 

s 

d (1.9) 

d (6.7) 

d (7.9) 

m 

m 

m 

m 

m 

m 

m 

m 

s 

H-6' 

H-2' 

H-5' 

H-8 

H-3 

H-6 

H-1'' 

H-1''' 

H-3''' 

H-6''' 

H-6'' 

H-2''' 

H-5'' 

H-2'' 

H-3'', H-5''' 

H-4'',H-4''' 

CH3(Ac) 

 

 



  Chapitre-3                                                                                          Résultats et discussion 

90 

 

Tableau-22 : Données RMN 
13

C  (150 MHz, CD3OD) du produit Sb-1 

δ (ppm) Attribution δ (ppm) Attribution 
189.8 

172.5 

167.7 

164.3 

162.5 

158.7 

151.5 

146.8 

123.3 

116.7 

115.5 

114.3 

107.4 

104.2 

C-4 

C=O (Ac) 

C-2 

C-7 

C-5 

C-9 

C-4' 

C-3' 

C-1' 

C-5' 

C-6' 

C-2' 

C-10 

C-8,C-3 

103.1 

101.2 

100.0 

83.4 

77.8 

73.1 

70.7 

68.0 

67.8 

67.0 

64.8 

61.8 

20.1 

C-1''' 

C-6 

C-1'' 

C-2'' 

C-3'',C-5'' 

C-2''' 

C-4'' 

C-5''' 

C-3''' 

C-4''' 

C-6''' 

C-6'' 

CH3(Ac) 

 

Les données spectroscopique combinées permettent d’identifier la structure du 

compose Sb-1 comme étant : Lutéoline--7-O-b-D-allopyranosyl-(1→2)-glucopyranoside. 

 

 

Lutéoline-7-O--D-allopyranosyl-(1→2)-glucopyranoside 
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Figure-34 : Spectre RMN-
1
H du produit Sb-1 

 

Figure-35 : Spectre RMN-
1
H étalé du produit Sb-1 
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Figure-36 : Spectre de corrélation hétéronucléaire HMBC du composé Sb-1 

 

 

 



  Chapitre-3                                                                                          Résultats et discussion 

93 

 

III.1.2. Elucidation structurale du produit Sb-2  

a) Propriétés physico-chimiques 

Formule brute : C29H32O17. 

Quantité du produit : 1.3 mg 

Aspect : poudre jaune 

Fluorescence sous lampe UV: Noire- violette.  

b) Données spectroscopiques 

Le spectre RMN-
1
H enregistré dans CD3OD  à 600 MHz (Fig-37, Fig-38), montre : 

 Un doublet qui apparait à δH = 6.96 ppm avec une constante de couplage (J = 8.8 Hz) 

permettant l’attribution de ce signal d’intégration 2H à H-3' et H-5'. De même la constante 

de couplage (J = 8.8 Hz) du doublet qui apparait à δH = 7.96 ppm permet l’attribution de ce 

signal d’intégration 2H à H-2' et H-6'. 

 Un singulet à δH = 6.67 ppm correspond au proton qui est corrélé à l’atome de carbone dont 

le signal apparait à  δC = 103 ppm (Spectre HSQC, Fig-39) ne peut être attribué qu’au 

proton H-3. 

 Un singulet à δH = 6.81 ppm correspond soit au proton H-6 ou au proton H-8. Toutefois le 

spectre HSQC (Fig-39), montre que ce proton est corrélé au carbone dont le signal apparait  

à  δC = 101.4 ppm, il ne peut être donc attribué qu’au carbone C-6 [16]. 

L’examen du spectre de RMN 
1
H de la partie osidique a permis d’observer deux doublets, 

l’un à δH = 4.96 ppm avec une constante de couplage (J = 7.86 Hz) et l’autre à δH = 5.05 ppm 

avec une constante de couplage (J = 7.52 Hz) attribuables à deux protons anomériques et ils 

sont liés à des carbones résonnant respectivement à δC = 102.44 ppm et δC = 103 ppm 

(Spectre HSQC). 

L’examen des plaques CCM après l’hydrolyse acide a permis de montrer que l’un des hexoses 

est un glucose et l’autre et l’allose. 

Les spectres HSQC et HMBC  permettent de compléter l’attribution des carbones de ce 

composé. 

Détermination des points de jonction des différents fragments : 

 Le signal déblindé à (δC = 83.4 ppm) correspondant au carbone 2 du glucose, indique que 

ce dernier est attaché à l’aglycone et que l’allose est attaché au carbone 2 du glucose, ce 

qui serait confirmé par l’examen du spectre HMBC (Fig-40), ou on distingue d’une part 

une tache de corrélation entre le proton anomérique du glucose 
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(δH = 4.96 ppm) et le carbone C-7 de l’aglycone δC = 151.9 ppm, montrant la glycosylation en 

C-7, et d’autre part une tache de corrélation entre le proton anomérique de l’allose               

(δH = 5.05 ppm) et le carbone 2 du glucose (δC = 83.4 ppm). 

 Le signal du carbone 6 de l’allose à une valeur déblindée dans le champ faible de 2.2 ppm 

à celle qui est prévue (δH = 62.2ppm à la place de δC = 60 ppm), indique une acétylation à 

ce niveau. 

 Les signaux des protons H-6a''' et H-6b''' et H-5''' observés à des champs faibles                   

(δ = 3.81-4.0 ppm) confirme l’acétylation au niveau du carbone 6. 

 L’observation de deux signaux, l’un à δ = 172.8 ppm et l’autre δ = 20.3 ppm, sont 

attribuables au carbonyle et au méthyle de l’acéthyle de l’allose [15]. 

L’ensemble de ces données et représentées dans les tableaux suivant : 

Tableau-23 : Données RMN 
1
H (600 MHz, CD3OD) du produit Sb-2 

δ (ppm) Intégration Multiplicité (J (Hz)) Attribution 

7.96 

6.96 

6.81 

6.67 

5.05 

4.96 

4.14 

4.0-3.95 

3.84-3.67 

3.81 

3.80 

3.75 

3.70 

3.54 

3.52 

2 

2H 

2H 

1H 

1H 

1H 

1H 

1H 

1H 

1H 

1H 

1H 

1H 

1H 

1H 

1H 

3H 

d (8.88) 

d (8.88) 

s 
s 

d (7.86) 

d (7.52) 

m 

m 

m 

t 

m 

t 

m 

S 

m 

s 

H-2', H-6' 

H-3', H-5' 

H-6 

H-3 

H-1''' 

H-1''  

H-3''' 

H-6''' 

H-6'' 

H-5''' 

H-2''' 

H-2'' 

H-3'' 

H-5'' 

H-4''', H-4'' 

CH3(Ac) 
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Tableau-24 : Données RMN 
13

C (150 MHz, CD3OD) du produit Sb-2 

δ (ppm) Attribution δ (ppm) Attribution 
183.4 

172.8 

166.1 

163.13 

153.7 

151.9 

145.4 

130.2 

129.5 

122.8 

116.9 

107.4 

103.0 

C-4 

C=O (Ac) 

C-2 

C-4' 

C-5 

            C-7 

C-9 

C-6', C-2' 

C-8 

C-1’ 
C-3', C-5' 

C-10 

C-3, C-1''' 

102.44 

101.4 

83.4 

77.9 

77.8 

73.0 

72.0 

71.9 

70.0 

68.3 

62.4 

62.2 

20.30 

C-1'' 

C-6 

C-2'' 

C-5'' 

C-3'' 

C-2''' 

C-5''' 

C-3''' 

C-4'' 

C-4''' 

C-6'' 

C-6''' 

CH3(Ac) 

 

Enfin, on comparant les données de ce produit avec la littérature [16], on a pu 

identifier le composé Sb-2 comme étant : L’isoscutellareine-7-O-(6'''-O-acétyl-β-D-allosyl-

(1→2)-β-D-glucoside. 

 
 

Isoscutellareine-7-O-(6'''-O-acétyl-β-D-allosyl-(1→2)-β-D-glucoside 

 
 
 
 
 
 
 



  Chapitre-3                                                                                          Résultats et discussion 

96 

 

 
 

Figure-37 : Spectre RMN-
1
H du produit Sb-2 

 

Figure-38 : Spectre RMN-
1
H étalé du produit Sb-2 
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Figure-39 : Spectre de corrélation hétéronucléaire HSQC du composé Sb-2 

 

Figure-40 : Spectre de corrélation hétéronucléaire HMBC du composé Sb-2 
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III.1.3. Elucidation structurale du produit Sb-3 

a) Propriétés physico-chimiques 

Formule brute : C60H52O24 

Quantité du produit : 5.8 mg 

Aspect : Poudre jaune. 

Fluorescence sous lampe UV: Noire-violette à 365 nm et il a donné une couleur jaune après 

avoir été pulvérisé par l'acide sulfurique et chauffé à 100 ° C , probabilité d’une flavone ou 

d’un flavonol. 

b) Données spectroscopiques 

 Le spectre de masse haute résolution HR-ESI-MS du composé Sb-3 (Fig-41), 

montre un ion pseudo-moleculaire a m/z 1179,2749 [M+Na]
+ 

(calculé 1179,2746), 

correspondant à une masse moléculaire égale à 1157 uma en accord avec la formule brute 

C60H52O24. 

Selon les spectres hétéronucléaires HSQC et HMBC, il y a 60 atomes de carbone (Fig.44, 

Fig.46) dont : 36 carbones aromatiques, 4 carbones qui appartiennent à des fonctions 

carbonyle, 4 carbones oléfiniques, 4 carbones aliphatiques et 12 carbones glucosidiques. 

De la constante de couplage des protons, (Fig.43), comme dans le tableau-25, on observe : 

 Seize protons aromatiques qui ont des constantes de couplage du système ortho 

appartenant à quatre cycles benzéniques. 

 Quatre protons aromatiques qui ont des constantes de couplage du système méta. 

 Quatre protons de groupements méthines qui ont des constantes de couplage du système 

cis de deux chacun. 

 Deux protons anomères et 10 protons oxyméthine qui appartiennent aux fragments de 

sucre. 

L'analyse RMN-
1
H (Fig-42, Fig-43) indique qu'il existe 38 protons selon l'intégration des 

protons. L'existence de deux signaux des protons anomères est confirmé par l'analyse HSQC 

(Fig-44), dont  il a eu deux fragments de sucre, le premier proton anomère est à 5,20 ppm 

(1H, d, J = 7,2 Hz), le second à 5,01 ppm (1H, d, J = 7,2 Hz) qui appartiennent aux carbones 

C-1'' (δC =101.1ppm) et C-1''a (δC =100.4 ppm) respectivement.  

L'existence des signaux singulets distingués à H-3 et H-3a indique qu'il existe un flavonoïde 

de type  di-flavone, à partir de la constante de couplage des protons H-6 à 6,48 ppm (1H,       

d, J = 1,7) et H-8 à 6,45 ppm (1H, d, J = 1,7 Hz) et avec la constante de couplage des protons    
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H-2 'et H-6' à 7,58 ppm (2H, d, J = 8,2 Hz), H-3'et H-5' à 6.76 ppm (2H, d, J = 8,2 Hz) on 

confirme l'existence de l'apigénine. 

En revanche, la constante de couplage des protons H-6a à 6,24 ppm (1H, d, J = 1,75 Hz) et  

H-8a à 6,64 ppm (1H, d, J = 1,7 Hz), ainsi que la constante de couplage des protons H-2'a et 

H-6'a à 7,71 ppm (2H, d, J = 8,5 Hz), H-3'a et H-5'a à 6,87 ppm (2H, d, J = 8,4 Hz) indiquent 

qu'il existe une autre squelette d'apigénine qui confirme la suggestion d’une diflavone 

(diapigénine). 

En outre, la constante de couplage des protons H-2 ''' et H-6 ''' à 6,47 ppm (2H, d, J = 7,5 Hz)  

H-3''' et H-5''' à 6,37 ppm (2H, d, J = 7,5 Hz), avec les protons H-2'''a et H-6'''a à 6,55 ppm    

(2H, d, J = 8,2 Hz) H-3'''a et H-5'''a à 6,45 ppm (2H, d, J = 8,2 Hz) suggèrent qu'il existe deux 

noyaux benzéniques substitués en position para. 

La mesure du spectre COSY (Fig.45), indique les corrélations entre  les protons de méthine 

situés à H-8''' (δH = 3,80 ppm), H-8'''a (δH = 3,90 ppm) H-7''' (δH = 4,12 ppm) et H-7 '''a       

(δH = 4,12 ppm), confirme que le composé contient un cyclobutane qui renforce la suggestion 

des données précédentes (il existe deux cycles benzéniques); ces protons appartiennent à la 

structure de l'acide truxinique. 

Le spectre HMBC (Fig.46) confirme cette structure qui élucide le lien entre la position des 

sucres et le cycle benzénique. Dans un premier temps, on trouve des fragments entre le 

diflavone et le sucre, il a été montré une corrélation entre le proton anomérique H-1''           

(δH = 5,20 ppm) et C-7 (δC = 163,5 ppm) ce qui confirment la glycosylation en position 7, il a 

également montré une corrélation entre H-6''β (δH = 4,45 ppm) et H-6''α (δH = 4,12 ppm) du 

même sucre et la fonction carbonyle en C-9 '''( δC = 171.7 ppm). La même chose pour l’autre 

sucre, il existe une corrélation entre le proton anomèrique H-1''a (δH = 5,01 ppm) et C-7a    

(δC =163,7 ppm), également la même chose pour ce sucre qui est lié à une autre fonction 

carbonyle C-9'''a (δC = 173.12 ppm) par corrélations avec les protons H-6''aβ (δH = 4.45 ppm) 

et   H-6''aα (δH = 4.80 ppm), on trouve aussi des corrélations entre les protons de méthines H-

8''' (δH = 3,80 ppm) et H-8'''a (δH = 3,90 ppm) du cycle cyclobutane avec les fonctions 

carbonyle C-9''' (δC = 171,7 ppm) et C-9'''a (δC = 173,12 ppm) respectivement. Enfin la 

corrélation entre les protons de cyclobutane H-7''' (δH = 4.12 ppm) et H-7'''a (δH = 4.12 ppm) 

avec les carbones aromatiques C-1''' (δC = 127.22 ppm) et C-1'''a (δC = 128,87 ppm) confirme 

la structure de la fraction acide truxinique. 
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Tableau-25 : Les données de la RMN-1D et 2D (600 MHz, CD3OD) du produit Sb-3 

 

Selon les valeurs de déplacement chimique des carbones quaternaires aux positions C4', C4'a, 

C5 et C5a de l’apigénine à δC = 162,7 ppm, δC = 162,9 ppm, δC = 162.7 ppm, δC = 162.7 ppm  

respectivement. De même, les atomes de carbone quaternaires de l’acide truxinique aux 

positions C4''' et C4'''a à δC = 164 ppm, δC = 161,70 ppm et δC = 160,08 ppm respectivement, 

 

 

δH (ppm) 
(mul. J (Hz)) 

δC (ppm) HMBC  
δH (ppm) 

(mul. J (Hz)) 
δC(ppm) HMBC 

2 - 166.4  2a - 166.2  

3 6.37 (s) 103.9  3a 6.41 (s) 104.2  

4 - 183.4  4a - 183.4  

5 - 162.7  5a - 162.7  

6 6.48 (d, 1.7) 100.5  6a 6.24 100.1  

7 - 163.5  7a - 163.7  

8 6.45 (d,1.7) 95.6  8a 6.64 95.7  

9 - 156.4  9a - 156.4  

10 - 106.8  10a - 107.1  

1’ - 122.6  1’a - 122.9  

2’ 7.58 (8.2) 129.5  2’a 7.71 (d, 8.5) 129.4  

3’ 6.76 (d, 8.2) 116.7  3’a 6.87 (d, 8.5) 117.0  

4’ - 162.7  4’a - 162.9  

5’ 6.76 (d, 8.2) 116.7  5’a 6.87 (d, 8.5) 117.0  

6’ 7.58 (d, 8.2) 129.5  6’a 7.71 (d, 8.5) 129.4  

1’’ 5.20 (d, 6.4) 101.1  1’’a 5.01 (d, 7.8) 100.4  

2’’ 3.65 74.3  2’’a 3.56 74.6  

3’’ 3.65 77.9  3’’a 3.50 77.8  

4’’ 3.36 72.9  4’’a 3.33 71.87  

5’’ 3.88 75.3  5’’a 4.12 75.20  

6’’α 
4.12 

(dd,11.22- 6.73) 
65.50 171.7 6’’aα 4.80 (d,9.9) 66.40 171.7 

6’’ β 4.45  (12.72) 65.50 171.7 6’’aβ 4.45 (d,10.9) 66.40 171.7 

1’’’ - 128.60  1’’’a - 128.60  

2’’’ 6.47 (d, 7.52) 129.65 128.60 2’’’a 6.55 (d, 8.2) 129.65 128.60 

3’’’ 6.37 (d,7.52) 115  3’’’a 6.45 (d, 8.2) 115  

5’’’ 6.37 (d,7.52) 115  5’’’a 6.45 (d,8.2) 115  

6’’’ 6.47 (d,7.52) 129.65 128.60 6’’’a 6.55 (d,8.2) 129.65 128.60 

7’’’ 4.12  (d,10.93) 44.6 128.60 7’’’a 4.12 (d,10.5) 44.6 128.60 

8’’’ 3.80 (d,10.93) 44.5 171.7 8’’’a 3.90 (d,10.5) 44.6 171.7 

9’’’ - 173.9  9’’’a - 174.8  
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indiquent que les substituants de ces positions sont des groupes hydroxyles correspondant à la 

masse moléculaire 1157 uma et à la  formule moléculaire C60H52O24.   

Le composé Sb-3 d’après ces analyses et par comparaison à  la littérature [17], a été 

déterminé en tant que : Diapigenin-7-glucoside-p, p'-dihydroxytruxinate (stachysétine).  

 

 

Stachysétine 
 

 

 

Figure-41 : Spectre de masse HR-ESI-MS du composé Sb-3 
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Figure-42 : Spectre RMN-

1
H du produit Sb-3 

 
Figure-43 : Spectre RMN-

1
H étalé du produit Sb-3 



  Chapitre-3                                                                                          Résultats et discussion 

103 

 

 

 
Figure-44 : Spectre  hétéronucléaire HSQC étalé du produit Sb-3 

 

Figure-45 : Spectre homonucléaire Cosy du produit Sb-3  
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Figure-46 : Spectre hétéronucléaire HMBC étalé du produit Sb-3 
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III.1.4. Elucidation structurale du produit Sb-4  

a) Propriétés physico-chimiques 

Formule brute : C15H10O6 

Quantité du produit : 1 mg 

Aspect : Poudre jaune  

Fluorescence sous lampe UV: violette, caractéristique aux flavones. 

b) Données spectroscopiques 

L’examen du spectre RMN-
1
H enregistré dans CD3OD à 600 MHz (Fig-47)  montre :  

 Un signal à 6,47 ppm  sous forme d’un singulet d’intégration 1H attribuable à H-8.  

 Un singulet à 6,63 ppm d’intégration 1H attribuable à H-3, ce qui permet d’opter pour une 

structure de type flavone.  

 Un autre signal à 6,21 ppm  sous forme de singulet d’intégration 1H attribuable à  H-6, 

confirmant ainsi l’hydroxylation des positions 5 et 7 du cycle A.  

 Le signal qui apparaît à 6,93 ppm (J = 8,3 Hz) sous forme d’un doublet d’intégration 1H, 

est attribuable à H-5’.  

 Le signal à 7,43 ppm (J = 1,9 Hz) sous forme d’un doublet d’intégration 2H, est  

attribuable à H-2’ et H-6’, confirmant ainsi l’hydroxylation des positions 3’ et 4’ du cycle 

B. 

L’ensemble de ces données est reporté dans le tableau-26. 

Tableau-26 : Données RMN-
1
H (600 MHz,CD 3OD) du produit Sb-4 

δ(ppm) Intégration Multiplicité (J (Hz)) Attribution 

7.43 

6.93 

6.63 

6.47 

6.21 

2H 

1H 

1H 

1H 

1H 

d (1,9) 

d (8.3) 

s 

s 

s 

H-2', H-6' 

H-5' 

H-3 

H-8 

H-6 

En comparant ces données avec celle de la littérature [18,19] on a pu établir la structure du 

produit Sb-4 comme étant le 5, 7, 3', 4'-tétrahydroxyflavone, généralement appelé Lutéoline. 

OHO

OOH

OH

OH

lutéoline
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Figure-47 : Spectre RMN-
1
H du produit Sb-4 
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III.1.5. Elucidation structurale du produit Sb-5 

a) Propriétés physico-chimiques 

Formule brute : C15H10O5 

Quantité du produit : 1.8 mg 

Aspect : Poudre jaune. 

Fluorescence sous lampe UV: Noire-violette. 

b) Données spectroscopiques 

L’examen du spectre RMN-1H enregistré dans DMSO-d6 à 600 MHz (Fig-48)  montre : 

 Un singulet à 6,60 ppm attribuable à H-3, ce qui confirme la structure d’une flavone.  

 Deux doublets d’intégration 1H chacun avec une constante de couplage de (J = 2,1Hz), le 

premier à 6,48 ppm, le second à 6, 20 ppm attribuables à H-8 et H-6 respectivement.  

 Un signal à 7,89 ppm qui apparaît sous forme de doublet (J = 9,0 Hz) d’intégration 2H, 

permet l’attribution de ce signal à H-2’ et H-6’.  

 Un signal à 6,95 ppm qui apparaît sous forme de doublet (J = 9,0 Hz) d’intégration 2H, 

permet l’attribution de ce signal à H-3’ et H-5’. L’ensemble de ces données est reporté 

dans le tableau-27. 

 

Tableau-27 : Données RMN-
1
H (600 MHz, CD3OD) du produit Sb-5 

δ (ppm) Intégration Multiplicité (J (Hz)) Attribution 

7.89 

6.95 

6.60 

6.48 

6.20 

2H 

2H 

1H 

1H 

1H 

d (9.0) 

d (9.0) 

s 

d (2.1) 

d (2.1) 

H-2', H-6' 

H-5', H-3’ 
H-3 

H-8 

H-6 

 

D’après ces données et par comparaison avec la littérature [20] le produit Sb-5 n’est autre que 

l’Apigénine. 

OHO

OOH

OH

apigénine
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Figure-48 : Spectre RMN-
1
H du produit Sb-5 
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Conclusion générale 

Dans le but de rechercher de nouveaux composés naturels à intérêt thérapeutique, deux 

plantes algériennes endémiques, Berberishispanica(Berberidaceae) et Stachysbrachyclada 

(Lamiaceae) ont été soumis à une investigation phytochimique et biologique. 

Nos travaux d’extraction des parties aériennes de l’espèce B. hispanica, suivis de 

séparation chromatographiques successives (CC, CCM), nous ont permis d’isoler et 

d’identifier trois composés décrit pour la première fois dans l’espècehispanica : 

 Deux composés obtenus de la phase AcOEt : 

1) Un flavonoïde la tamarixétine. 

2) Un acide phénolique l’acide caféique. 

 Un flavonoïde obtenu de la phase n-BuOH : 

3) Quercétine-3-O-rutinoside (Rutine). 

Le dosage quantitatif des polyphénols totaux de l’espèceB.Hispanicapar le réactif de 

Folin-Ciocalteu a révélé que le l’extrait n-BuOH est plus riche en polyphénols que l’extrait 

AcOEt. 

 Le dosage quantitatif des flavonoïdes en utilisant le réactif AlCl3 a révélé que les deux 

extraits AcOEt et n-BuOH sont riches en flavonoïdesavec des quantités presque similaire. 

Le potentiel antioxydant des extraits acétate d’éthyle et n-BuOH de l’espèce B. 

hispanica  a été testé par la méthodede piégeage du radical libreDPPH dont l’extrait AcOEta 

montré la meilleure activité. 

L'activité antibactérienne des extraitsAcOEt et n-BuOH de B.hispanicaa été examinée contre 

une gamme de micro-organismes par la méthode de diffusion sur disque. 

Ces deux extraits ont présenté la meilleure activité antibactérienne contre 

KlebsiellapneumoniaeetAcinetobacter.oxy. 

L’activité antiproliferative de l’extrait n-BuOH, de l’une de ses fractions (F7) ainsi que 

des deux flavonoïdes (tamarixétine, rutine) de l’espèce B. hispanica a été menée sur une 

lignée de cellules cancéreuses mammaires de type Hela (carcinome du col de l'utérus humain) 

en utilisant le système xCELLigence. 

Les résultats ont montré que l’extrait n-BuOH présente une bonne activité vis-à-vis des 

cellules HeLa ; quant à la tamarixétineelle a montré un effet antiprolifératif significatif 

comparé à la rutine qui a montré un faible effet cytotoxique. 
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D’autre part, l’investigation phytochimiqueeffectuée sur les feuilles de l'espèceS. 

brachyclada a conduit à la séparation de cinq flavonoïdes de la phase méthanolique décrit 

pour la première fois dans cette espèce: 

1) Lutéoline-7-O-𝜷-D-allopyranosyl-(1→2)-glucopyranoside 

2) Isoscutellareine-7-O-𝜷-D-allopyranosyl-(1→2)-glucopyranoside 

3) Stachysetine 

4) Apigénine 

5) Lutéoline 

Les structures moléculaires des composés isolés ont été élucidées principalement par 

l’utilisation des techniques spectroscopiques mono et bidimensionnelle : RMN 
1
H, RMN 

13
C, 

COSY, HSQC et HMBC, par la spectrométrie de masse à haute résolution tout en comparant 

nos données expérimentales avec celles de la littérature. 
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Introduction 

Plant is considered as nature’s chemical factory for 
providing the chemical compounds, and as a source of 
novel therapeutic compounds (Arora et al., 2003). Seve-
ral studies have been reported on the antibacterial and 
anti-oxidant activities of the plant extracts, which may 
be due to the presence of the natural phenolic com-
pounds (Silva et al., 2010; Prakash et al., 2009). Phenolic 
compounds play important roles in plants and disease 
resistance (Servili and Montedoro, 2002; Silva et al., 
2006). 

The genus Berberis (Berberidaceae) includes about 500 
species distributed largely in Europe, Northeastern 

region of the United States, Asia and Africa (Harish, 
2012; Mokhber-Dezfuli et al., 2014).  Many studies have 
been reported on the medicinal properties of  this 
genus. It has been employed in cholecystitis, choleli-
thiasis, jaundice, dysentery, leishmaniasis, malaria, gall 
stones, hypertension, ischemic heart disease, cardiac 
arrhythmias and cardiomyopathies (Mokhber-Dezfuli 
et al., 2014). Different types of chemical constituents 
were found in the B. jaeschkeana and B. thunbergii spe-
cies such as alkaloids, glycosides, flavonoids, steroids, 
saponins reducing sugars and terpenoids (Hussain et 
al., 2016; Alamzeb et al., 2013). 

The plant B. hispanica is a deciduous thorny shrub. The 
infusion of the stem bark of this plant has been used in 

Abstract
The aim of this study was to isolate the phytoconstituents and evaluate the 
biological activities of Berberis hispanica. Three phenolic compounds (tamari-
xetin, caffeic acid and rutin)  were isolated from B. hispanica. The structures of 
the pure compounds were elucidated by spectroscopic and mass-spectro-
metric analyses, including 1D-, 2D-NMR, and HPLC-TOF/MS. In addition, 
antimicrobial, anti-oxidant and anti-proliferative effects of the extracts, some 
fractions and isolated compounds were evaluated. The extracts of B. hispanica 
were evaluated against six bacterial strains and exhibited the highest activity 
against Klebsiella pneumonia (15 mm at 100 mg/mL). Fraction T36 (IC50<5 μg/
mL) from the n-butanol extract displayed higher radical scavenging activity 
than butylated hydroxytoluene. The isolated compounds were evaluated for 
their anti-proliferative effects against human cervical adenocarcinoma (HeLa) 
cell line by real time cell analyzer assay and tamarixetin exhibited the 
remarkable effect (IC50<50 μg/mL) on HeLa cells. This study supports the
documented medicinal effects of B. hispanica. 
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traditional medicine to treat the gastro-intestinal infec-
tions, inflammation, liver and biliary disorders (El-
Youbi et al., 2012a; Bellakhdar, 1997). But, a few studies 
have been reported on its biological activities and 
phytochemical analysis (El-Youbi et al., 2012b).  

Therefore, this study was undertaken in order to inves-
tigate the biological activities of the extracts from B. 
hispanica by various methods, along with to isolate and 
identificate of its secondary metabolites, and to evaluate 
the antiproliferative effect of the isolated phenolic 
compounds on the growth of HeLa cell lines by 
xCELLigence method.  

 

Materials and Methods 

General experimental procedure 

NMR measurements were performed on a Bruker 
Avence III spectrometer in DMSO-d6, CDCl3 or CD3OD 
(1H-NMR 600 MHz; 13C-NMR 150 MHz). Chemical 
shifts were given in ppm with tetramethylsilane (TMS) 
as an internal standard. HPLC-TOF/MS spectrum was 
recorded in the negative ion mode on an Agilent 6210 
spectrometer. ESI-MS analyses were performed in the 
positive ion mode within the m/z range 100–2000, 
using a LTQ XL Linear Ion Trap 2D instrument (Ther-
mo Scientific, USA) equipped with Xcalibur® software 
(Thermo Scientific, USA). Column chromatography was 
carried out on silica gel (Merck, 60–230 mesh) in glass 
columns in open atmosphere pressure. For thin-layer 
chromatography, silica gel F254 (Merck) precoated 
plates were used. Compounds were detected under UV 
(254 nm) and sprayed with 5% ceric sulfate H2SO4 
reagent, followed by heating at 105°C for 1–2 min. 

Collection and identification of plant material 

The aerial parts of B. hispanica was collected from the 
Cherea Mountain in July 2009 and was identified by 
Prof. Rebbas Khelaf, Department of Botany, Faculty of 
Science, M’Sila University, Algeria. 

Extraction of plant material 

The aerial parts of B. hispanica (963 g) were macerated at 
room temperature with ethanol–water (7:3, v/v) for 
three days to obtain the crude extract (87 g). The crude 
extract of ethanol–water (7:3, v/v) was dissolved in the 
distilled water (1 L), and first extracted with petroleum 
ether to yielded (4.3 g), after that the aqueous was 
extracted with chloroform to obtain (2.3 g), then with 
ethyl acetate (6.1 g). Finally with n-butanol to yielded 
(30.6 g). The ethyl acetate extract (5 g) was subjected on 
a silica gel column eluted with acetone–chloroform (1:3, 
v/v) to obtain 56 fractions (S), the precipitate from 
fraction S8 was purified by TLC eluted with acetone– 
chloroform (1:4, v/v) to afford compound 1 (tama-
rixetin). Fraction S24 was precipitated and purified by 
the TLC eluted with acetone-chloroform (2:4, v/v) to 

afford the compound 2 (caffeic acid). The n-butanol 
extract (25 g) was then loaded on a silica gel column. 
The column was eluted with hexane-dichloromethane 
(100:0-0:100), and dichloromethane-ethyl acetate (100:0-
0:100), after that by ethyl acetate-methanol (100:0-0:100) 
solvent systems, which yielded 69 fractions (T), the 
fractions T45, T46 and T47 were combined (10 g), then 
loaded to a silica gel column, and eluted with 
chloroform-methanol (100:0-0:100) solvent systems, 
which yielded 25 fractions (X). Fraction X18 was 
purified by the TLC eluted with ethyl acetate–methanol
–water (7.5:1:1, v/v/v) to afford compound 3 (rutin).  

Chemicals used in the biological tests 

Anhydrous sodium carbonate, Folin-Ciocalteu’s phenol 
reagent, methanol were purchased from the Merck 
(Germany). 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), 
gallic acid, 2,6-di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT), 
dimethyl sulfoxide (DMSO), trypsin-EDTA, fetal bovine 
serum (FBS), penicillin/streptomycin and Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium-high glucose (DMEM-HG) 
were purchased from Sigma-Aldrich GmbH (Germany). 
All other chemicals were analytical grade and obtained 
from either Sigma or Merck. 

Determination of anti-oxidant activity 

Radical scavenging activity was determined according 
to the method described elsewhere (Blois, 1958). The 
solution of DPPH in methanol (0.004%) was prepared 
fresh daily and 1 mL of this solution in methanol was 
mixed with 1 mL of sample solution of varying concen-
trations. Each mixture was kept in the dark for 30 min 
at room temperature and the absorbance was measured 
at 517 nm against a blank on a UV visible light spectro-
photometer (Rayleigh, UV-2601). BHT was used as a 
positive control. Scavenging of DPPH radical was 
calculated according to the formula:  

Radical scavenging % = [(Acontrol – Asample)/Acontrol] x 100  

Determination of total phenolic content 

Total phenolic contents of the samples were analysed 
according to the Folin–Ciocalteu method (Singleton and 
Rossi, 1965). Briefly, 0.1 mL of sample solution, 0.2 mL 
of 50% Folin-Ciocalteu’s reagent and 1 mL of 2% 
Na2CO3 was mixed in a tube. Then, the mixture was 
incubated at room temperature for 45 min. The absor-
bance of each mixture was measured at 760 nm. The 
same procedure was also applied to the standard solu-
tions of gallic acid. Total phenolic contents were 
expressed as µg gallic acid equivalents per mg of the 
samples.  

Determination of total flavonoids content 

The total flavonoid content was determined by the 
method of aluminum trichloride using quercetin as a 
reference (Singleton et al., 1965). 1 mL of ethyl acetate 
and n-butanol extracts of aerial parts (1 mg/mL) was 
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mixed with 1 mL of 2% methanolic aluminum trichlo-
ride solution. The absorbance at 420 nm was read after 
1 hour. All determinations were realized in couple. The 
absorption of quercetin standard solutions (15.6 to 1000 
µg/mL) was measured in the same conditions. The 
results are expressed as equivalent quercetin µQE/mg 
of extract.  

Determination of antibacterial activity 

The following strains of bacteria were used as test 
microorganisms: Acinetobacter oxy, Escherichia coli, 
Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis, Klebsiella 
pneumoniae ATTC 700603 and Pseudomonas aeruginosa 
ATTC 27853. These microorganisms were obtained 
from the Microbiology Laboratory, Faculty of Medicine, 
Badji Mokhtar University. 

The dried extract was dissolved in sterile dimethyl 
sulfoxide (DMSO). Disc diffusion method was used to 
investigate the antimicrobial activity of the extracts 
(Toudert et al., 2009; Nascimento et al., 2000). The agar 
gel (MHA) was treated with the appropriate micro-
organism suspension (each microorganism was inocula-
ted at a concentration of 106 colony forming units per 
mL), and the antimicrobial activities of the extracts that 
penetrate into the agar by diffusion was measured. The 
assays were based on the use of sterile discs filter paper 
(6 mm diameter) impregnated with 20 μL of the extract 
solution to be examined and allowed to dry at room 
temperature. A sterile disc impregnated with DMSO 
was used as a negative control. After incubation for 24 
hours at 37°C, all plates were observed for zone of 
growth inhibition and the diameter of these zones was 
measured in millimeters. All experiments were perfor-
med in triplicates. 

Determination of antiproliferative activity 

Antiproliferative effects of the samples (rutin, tamari-
xetin, fraction T45-47 and n-butanol extract) were 
investigated on HeLa cell lines by xCELLigence real-
time cell analyzer–single plate (RTCA-SP) instrument 
(Roche Applied Science, Switzerland) (Oke-Altuntas et 
al., 2016). Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 
with 10% fetal bovine serum and 2%penicillin-strepto-
mycin was used as the cell culture medium. First, 50 μL 
of the medium was added to each of a 96-well E-plate 
and kept in the hood for 15 min and then in an 
incubator for 15 min to allow the electrodes to equili-
brate with the culture medium. The E-plate was inser-
ted in the RTCA station of the incubator and a 
background measurement was taken, 100 μL HeLa cell 
suspensions were then added to the wells to obtain a 
2.5 x 104  cell/well concentration in each well except 
three. 100 μL of medium was added to these three wells 
instead of the cell suspension. After 30 min, the E-plate 
was inserted in the RTCA station and a second set of 
measurements was initiated for 80 min. After this step, 
solutions of the samples that were prepared with 

DMSO (final concentration of DMSO was less than 1% 
in each of the wells) and medium were added to the 
wells to obtain final concentrations in each well, respec-
tively. Upon completion, the final volume of the wells 
was 200 μL including the medium. After this, the main 
measurement period of 48 hours was initiated in 10 min 
intervals in triplicate. 

Statistical analysis 

The results were expressed as means ± standard 
deviations (SD). Statistical analyses were performed 
using the SPSS 11.5 (USA). Differences among means 
were done by analysis of variance (ANOVA). Pearson’s 
correlation analysis was used for comparisons of total 
phenolic contents and the anti-oxidant activity of the 
fractions. 

 

Results 

Identification of isolated compounds 

All the compounds shown in Figure 1 were isolated for 
the first time from this plant, and the spectral data led 
to identification of two flavonoids and phenolic acid: 

Tamarixetin (1): yellow powder. 1H-NMR (DMSO-d6, 
600 MHz): 3.82 (3H, s, 4'-OCH3), 6.17 (1H, d, J = 1.76 Hz, 
H-6), 6.45 (1H, d, J = 1.76 Hz, H-8), 6.92 (1H, d, J = 8.80 
Hz, H-5'), 7.67 (1H, dd, J = 8.80-2.35  Hz, H-6'), 7.73 (1H, 
d, J = 2.35 Hz, H-2'), 9.40 (1H, s, 3'-OH), 9.72 (1H, s, 3-
OH), 10.76 (1H, s, 7-OH), 12.45 (1H, s, 5-OH); 13C-NMR 
(DMSO-d6, 150 MHz): 56.26 (4'-OCH3), 94.09 (C-8), 
98.69 (C-6), 103.36 (C-10), 112.25 (C-2'), 116.06 (C-5'), 
122.39 (C-1'), 122.24 (C-6'), 132.00 (C-3), 146.96 (C-2), 
147.80 (C-3'), 149.25 (C-4'), 156.65(C-9), 161.24 (C-5), 
164.52 (C-7), 175.05 (C-4). Molecular formula C16H12O7. 
(Saewan et al., 2011). 

Caffeic acid (2): yellow powder. 1H-NMR (DMSO-d6, 
600 MHz): 6.16 (1H, d, J= 15.85 Hz, H-8), 6.74 (1H, d, J= 
8.22 Hz, H-5), 6. 94 (1H, dd, J= 8.22- 2.35 Hz, H-6), 7.00 
(1H, d, J= 2.35 Hz, H-2), 7. 40 (1H, d, J= 15.85 Hz, H-7), 
9.10-9.50 (3H, s, 3, 4, 9-OH); 13C-NMR (DMSO-d6, 150 
MHz): 115.07 (C-2), 115. 57 (C-8), 116. 18 (C-5), 121.55 (C
-6), 126.14 (C-1), 144.98 (C-7), 145.99 (C-3), 148.56 (C-4), 
168.28 (C-9). Molecular formula C9H8O4 (Bhatt, 2011). 

Rutin (3): yellow powder. HPLC-TOF/MS [M-H]- at m/z 
609, 1H-NMR (DMSO-d6, 600 MHz): 0.98 (3H, d, J= 6.46 
Hz, H-6'''), 3.08 (1H, m, H-4'''), 3.25 (1H, m, H-5'''), 3.30 
(1H, dd, J = 9.39- 2.93 Hz, H-3'''), 3.40 (1H, dd, J = 2.93-
1.76 Hz, H-2'''), 4.37 (1H, d, J = 1.76 Hz, H-1'''), 3.03- 3.28 
(3H, m, H-2'', H-3'', H-4'', H-5''), 3.18, 3.27 (1H, m, Ha-6''), 
3.68 (1H, d, J = 10.56 Hz, Hb-6''), 5.29 (1H, d, J = 7.63 Hz, 
H-1''), 6.13 (1H, d, J = 1.76 Hz, H-6), 6.32 (1H, d, J = 1.76 
Hz, H-8), 6.80 (1H, d, J = 8.22 Hz, H-5'), 7.49 (1H, d, J = 
1.76 Hz, H-2'), 7.52 (1H, dd, J = 8.22-1.76 Hz, H-6'); 13C-
NMR (DMSO-d6, 150 MHz): 18.18 (C-6'''), 67.39 (C-6''), 
68.69 (C-5'''), 70.73 (C-4''), 70.79 (C-2'''), 70.99 (C-3''''), 
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72.35 (C-4'''), 74.05 (C-2''), 76.29 (C-3'''), 76.96 (C-5''), 
94.32 (C-8), 99.69 (C-6), 101.23 (C-1'''), 101.97 (C-1''), 
103.54 (C-10), 115.80 (C-5'), 116.61 (C-2'), 121.23 (C-1'), 
121.98 (C-6'), 133.58 (C-3), 145.51 (C-3'), 149.52 (C-4'), 
156.79 (C-2), 157.00 (C-9), 161.49 (C-5), 166.50 (C-7), 
177.44 (C-4). Molecular formula is C27H30O16. Spectral 
data were compared with published literature (Sinta-
yehu et al., 2016). 

Anti-oxidant activity 

Ethyl acetate extract (IC50= 79.8 µg/mL) showed higher 
radical scavenging effect than the n-butanol extract 
(IC50= 136.2 µg/mL) (Table I). The highest free radical 
scavenging was observed for fraction T36 (IC50<5 µg/
mL) and this fraction exhibited higher DPPH 
scavenging activity than the synthetic anti-oxidant BHT 
(IC50= 23.1 ± 0.2 µg/mL) (Figure 2).  

On the other hand, total phenolic and flavonoid con-
tents of the extracts were also determined. n-Butanol 
extract contained higher phenolic and flavonoid 
contents than ethyl acetate extract (Table I). Among the 
fractions, the highest total phenolic content was found 
in fraction T36 (442.5 μg) isolated from the n-butanol
extract. The contents of total phenolic compounds in the 
tested fractions ranged between 14.3 to 442.5 μg/mg
(Table II). A significant correlation (R= 0.945, p<0.01) 
was observed between the total phenolic content and 
DPPH scavenging activity of the fractions indicating 

phenolic compounds were primarily responsible for 
this activity. 

Antimicrobial activity 

The results of the antibacterial activity of the crude n-
butanol and ethyl acetate extracts of B. hispanica are 

Table I 

Radical scavenging activity and total 
phenolic/flavonoids contents of the extracts

Extract DPPH scav-
enging 

IC50 

(µg/mL) 

Total phe-
nolic 

content 
(µg/mg) 

Total fla-
vonoids 
content 

(µg/mg) 
Ethyl acetate 79.8 384.9 ± 1.5 115.6 ± 1.8

n-Butanol 136.2 500.8 ± 2.3 126.0 ± 2.0

Ascorbic acid 62.3 NS NS 

Table II 

Radical scavenging activity and total 
phenolics contents of the fractions* 

Fractions DPPH scavenging 
IC50  (µg/mL) 

Total phenolic content 
µg GAE/mg extract 

T21 23.8 ± 0.2b 178.1 ± 0.9d 

T41 22.8 ± 0.5b 214.5 ± 0.9b 

T45- 47 24.1 ± 0.5b 169.5 ± 0.5e 

T36 <5 442.5 ± 0.6a 

T26 98.5 ± 0.5d 44.5 ± 0.8f 

T31 >100 14.3 ± 0.7g 

BHT 23.1 ± 0.1b ND 

EDTA ND ND 

*Values represent averages ± standard deviations for triplicate 
experiments. Values in the same column with different superscripts 
are significantly (p<0.05) different, ND: Not determined 
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Figure 1: The structures of the isolated compounds 

Figure 2: DPPH scavenging activity of the fractions from n-
buanol extract at tested concentrations 
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presented in Table III. The aerial parts of the extracts 
generally showed increase activity with increasing of 
the concentration against Gram positive bacteria and 
Gram negative bacteria. Both of the crude extracts 
exhibited the highest activity against Klebsiella pneumo-
niae (15 mm at 100 mg/mL).  

Anti-proliferative activity 

The anti-proliferaitve effects of the isolated compounds 
(rutin and tamarixetin), fraction T45-47 and n-butanol 
extract (rutin isolated from this fraction and extract) 
were evaluated against HeLa cell line. Real-time cell 
monitoring of the proliferation of the cells treated with 
the compounds for 48 hours period (Figure 3). n-Buta-
nol extract and fraction T45-47 showed dose- and time-

dependent effect. Tamarixetin exhibited significant anti-
proliferative effect against HeLa cell line (IC50<50 µg/
mL), whereas rutin exhibited low cytotoxic effect (IC50 

>100 µg/mL). Figure 4 shows the anti-proliferative
effect of the compounds on HeLa cells for 24 and 48
hours after the treatment at the concentrations of 10, 50
and 100 μg/mL. Tamarixetin exhibited approximately
80% inhibitory effect at the highest concentration of 100
µg/mL.

Discussion 

In this study, three known compounds were isolated 
from B. hispanica for the first time and their structures 

Table III 

Antimicrobial activity of the B. hispanica extracts* 

Microorgan-
ism  

n-Butanol extract 
(mg/mL) 

Ethyl acetate extract 
(mg/mL) 

3.1 6.3 12.5 25 50 100 3.1 6.3 12.5 25 50 100 

Acinetobacter. 
oxy 

6.2 
(0.2) 

8.1 
(0.2) 

13.8 
(0.2) 

14.1 
(0.1) 

14.3 
(0.3) 

15.2 
(0.2) 

5.8 
(0.2) 

6.0 
(0.1) 

6.3  
(0.1) 

9.8 
(0.3) 

10.2 
(0.2) 

15.0 
(0.2) 

E. coli 7.2 
(0.3) 

8.0 
(0.3) 

12.9 
(0.2) 

13.2 
(0.3) 

14.3 
(0.3) 

14.9 
(0.1) 

6.8 
(0.1) 

6.0 
(0.1) 

6.1  
(0.2) 

6.2 
(0.2) 

7.1 
(0.1) 

12.2 
(0.2) 

Enterococcus 
faecalis 

5.8 
(0.2) 

6.1 
(0.2) 

10.9 
(0.1) 

13.4 
(0.3) 

14.0 
(0.2) 

14.1 
(0.2) 

5.9 
(0.1) 

5.9 
(0.1) 

6.3  
(0.3) 

11.9 
(0.1) 

12.1 
(0.2) 

15.0 
(0.2) 

Proteus mira-
bilis 

5.7 
(0.3) 

5.8 
(0.2) 

5.9 
(0.2) 

6.2 
(0.2) 

6.3 
(0.3) 

6.4 
(0.3) 

5.9 
(0.1) 

5.9 
(0.1) 

6.1  
(0.1) 

6.2 
(0.2) 

6.3 
(0.3) 

10.0 
(0.1) 

Klebsiella  
pneumoniae 
ATTC700603 

5.8 
(0.1) 

6.1 
(0.3) 

7.2 
(0.2) 

8.2 
(0.2) 

14.0 
(0.2) 

15.4 
(0.4) 

5.8 
(0.2) 

5.9 
(0.1) 

6.2  
(0.2) 

8.1 
(1.7) 

10.1 
(0.1) 

15.0 
(0.1) 

Pseudomonas 
aeruginosa 
ATTC 27853 

5.8 
(0.2) 

6.3 
(0.3) 

6.9 
(0.1) 

7.2 
(0.2) 

13.0 
(0.1) 

15.2 
(0.2) 

5.8 
(0.2) 

6.0 
(0.1) 

6.0 
(0.1) 

6.1 
(0.2) 

10.1 
(0.2) 

14.0 
(0.1) 

*The results were given as zone diameter (mm)

Figure 3: Anti-proliferative effect of the n-butanol extract, fractions T45-47, tamarixetin and rutin  
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were elucidated as tamarixetin (1), caffeic acid (2) and 
rutin (3). In addition, anti-oxidant, antimicrobial and 
anti-proliferative activities of the samples from B. hispa-
nica were evaluated. The extracts and fractions showed 
remerkable radical scavenging activity, especially frac-
tion T36 exhibited higher radical scavenging effect than 
synthetic anti-oxidant BHT. To the best of our know-
ledge, there is only one study on B. hispanica about its 
anti-oxidant activity in the literature. Similar to our 
study, in the study of El-Youbi et al. (2012b), the 
aqueous extract of B. hispanica exhibited higher radical 
scavenging effect than BHT. 

Berberis species is known to contain a variety of phe-
nolic compounds which exhibit antibacterial potency 
(Birdsall and Kelly, 1997; Meenakshi et al., 2007). Both 
of the extracts have shown occurrence of phenolic and 
flavonoids content and that antibacterial actions may be 
due to their compounds content or could be belongs to 
the isolated compounds (tamarixetin and caffeic acide) 
from ethyl acetate extract of B. hispanica, which had 
been reported to inhibit the growth of different and 
same bacterial strains in this study (Sultanova et al., 
2001; Alves et al., 2013), along with the presence of rutin 
compound in the n-butanol extract could be concluded 
that the antibacterial activity of this extract belongs to 
rutin (Basile et al., 2000). The result supports previously 
reported studies on antimicrobial activity of ethanol 
and water extracts from the root bark of B. hispanica 
against M. smegmatis, M. aurum and S. aureus activity 
(Amina et al., 2014; Ibtissem et al., 2017). The anti-
bacterial results and occurrence of flavonoids and phe-
nolic acid in crude extracts of B. hispanica are interest to 
discover new active plant compounds, and lead us to 
isolate more compounds for evaluate the antimicrobial 
activity of these extracts.  

In this study, tested compounds inhibited the prolifera-
tion of HeLa cells in a dose- and time-dependent 
manner. Polyphenolic compounds from natural sources 
are currently of interest due to their possible anti-cancer 
activities (Greenwell et al., 2014). However, anti-
proliferative effects of tamarixetin on human tumor 

cells have a few assessed. In the present study, we 
examined the effects of tamarixetin on the growth of 
human cervical cell line and found that it displays 
significant anti-proliferative effect. Similar to our study, 
Nicolini et al. (2013) investigated the effects of 
tamarixetin on viability of some human tumor cell lines 
and found that it was cytotoxic against leukemia cells 
and in particular P-glycoprotein-overexpressing K562/
ADR cells. They indicated that tamarixetin inhibited 
proliferation in a concentration- and time-dependent 
manner, induced apoptosis and blocked cell cycle 
progression at G2-M phase. Delgado et al. (2014) 
reported that quercetin and its methylated metabolites 
including tamarixetin had significant anti-proliferative 
activity against breast (MCF-7), colon (Caco-2) and 
pancreas (BxPC-3) cancer cell lines.  

On the other hand, in this study, rutin isolated from B. 
hispanica exhibited time and dose-dependent activity on 
HeLa cells. Some studies have been reported that rutin 
exhibited a dose- and time-dependent effect on U-937 
and HT-60 (Srinivasan et al., 2016) and glistoma (Santos 
et al., 2011) cell lines. Rutin has also shown cytotoxic 
effects on several human cancer cells (Alonso-castro et 
al., 2011; ben-Sghaer et al., 2016). However, Kuntz et al. 
(1999) found that the flavonoids with glycosylated 
hydroxyl group (rutin, naringin) were not effective on 
human colon cancer cell lines. The remarkable anti-
proliferative activity by B. hispanica extract and fraction 
against human cervical cell line in our study might be 
due to the presence of anti-cancerous compounds, need 
to be isolated and identified for more investigation.

Conclusion 

Tamarixetin, rutin and caffeic acid were isolated from 
B. hispanica. Tamarixetin exhibited a powerful cytotoxic
effect on HeLa cells. Moreover, the crude extracts of B.
hispanica exhibited remarkable antibacterial and anti-
oxidant activities. This study supports the documented
medicinal effects of B. hispanica and opens up the
possibilities of pharmaceutical applications.
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Summary 

The present work focuses on a phytochemical and a biological study of two endemic Algerian 

species, Berberis hispanica from the family Berberidaceae and Stachys brachyclada from the 

family Lamiaceae. 

The phytochemical study of the ethyl acetate and n-butanol extracts of the aerial parts of the 

Berberis hispanica species has led to the isolation and identification of a phenolic acid, the 

first isolated caffeic acid in this species and two flavonoids: 

 Tamarixetin; 

 Rutin. 

The structural identification has been performed using spectroscopic analysis techniques (MS, 
1
H NMR, 

13
C NMR), supported by a comparison with literature data. 

As for the biological study of AcOEt extracts, n-BuOH and flavonoid tamarixetin of this 

species, it has given interesting results. 

The n-BuOH extract has shown a better richness in polyphenols and flavonoids compared to 

the AcOET extract. 

The two extracts; AcOEt and n-BuOH have demonstrated a very good antibacterial activity 

with respect to the Klebsiella pneumonia strain (15 mm to 100 mg/ml). 

As for the antioxidant activity of these two extracts, it has been evaluated by the free radical 

scavenging method (DPPH) and has shown that the AcOEt extract (IC50 = 79,8μg/mL) has a 

better activity compared with the n-BuOH extract (IC50 = 136, 2 μg/ml). 

In addition, the antiproliferative activity of the flavonoid tamarixetin indicates a good 

response against HeLa cells (carcinoma of the human uterine cervix). 

 

Concerning the phytochemical study of the MeOH extract of the aerial parts of the second 

Stachysbrachyclada species, it has led to the separation and purification of five flavonoids 

isolated for the first time in the species, namely: 
 Stachysetin ; 

 Lutéoline-7-O- -D-allopyranosyl-(1→2)-glucopyranoside ; 

 Isoscutellareine-7-O- -D-allopyranosyl-(1→2) glucopyranoside ; 

 Apigénine ; 

 Lutéoline. 

 

Their identification has been carried out by combining our spectroscopic data (MS, 1D and 

2D NMR) with those of the literature. 

 

 

 

 

 



 

 ملخص

ميائية  والبيولوجية لاثنين من الأنواع النباتية المحلية  الخصائص الكي  ركز هذا العمل على دراسة 
 Stachysو  Berberidaceae  التي تنتمي إلى عائلة Berberis hispanica  الجزائرية و هما

brachyclada ي إلى عائلة تمالتي تنLamiaceae  .  

(  n-BuOH)( و البوتانول AcOEtأظهرت الدراسة الكيميائية  على مستخلصات خلات الإيثيل)
وجود حامض الكافيين )حمض فينولي(  حيث تعد هذه   Berberis hispanicaللجزء الهوائي للنوع  

 tamarixetinأول مرة يتم فيها عزل هذا الحمض من هذه النبتة و اثنين من مركبات الفلافونويد وهما 
قنيات التحليل الطيفي   ، حيث تم الكشف عن البنية الجزيئية لمختلف المركبات باستخدام تrutine و
(MS ،1H NMR ،13C NMR)  و تمت مقارنة البيانات المحصل عليها مع تلك الموجودة في

 المراجع المتخصصة.

فقد أعطت   tamarixetineو  AcOEt  ،n-BuOHأما بالنسبة للدراسة البيولوجية لمستخلصات 
 نتائج مثيرة للاهتمام.

كبات البوليفينول و الفلافونويد مقارنةً مع مستخلص محتوى عاليا من مر n-BuOHأظهر مستخلص 
AcOEt في حين برهن مستخلص .EtOAc  اختبار( عن نشاطية مضادة للأكسدةDPPH في حدود )

IC50 = 79,8 μg/ml    و هي أفضل من تلك التي أظهرها مستخلصn-BuOH                
(IC50 = 136,2 ug/ml)  مستخلصان نشاطًا مضادًا للبكتيريا جيدًا  ضد إلى ذلك أظهر هذان ال بالإضافة

 Klebsiella pneumonia (15 mm à 100 mg/mL)البكتيريا من نوع   

نشاطًا مثبطا عاليا على الخلايا من  tamarixetineفيما يتعلق بالنشاط المضاد لتكثر الخلايا أظهرت 
 )سرطان عنق الرحم البشري(. HeLaنوع  

 Stachys بتةنللجزء الهوائي ل MeOHسة الكيميائية على مستخلص في نفس السياق مكنت الدرا

brachyclada   ( مركبات فلافونويد عزلت لأول مرة من هذه النبت05من فصل وتنقية خمسة )ة 
 وهي:  

Stachysetin ; lutéoline-7-O- -D-allopyranosyl-(1→2)-glucopyranoside ; 

isoscutellareine-7-O- -D-allopyranosyl-(1→2) glucopyranoside ; 

;lutéoline pigéninea 

  SM, RMN)حيث تم الكشف عن البنية الجزيئية لمختلف المركبات باستخدام تقنيات التحليل الطيفي  

 (1D  2D  .و تمت مقارنة البيانات المحصل عليها مع تلك الموجودة في المراجع المتخصصة   

 

 



Résumé 

Le présent travail a porté sur une étude phytochimique et biologique de deux espèces  

algériennes endémiques, la Berberis hispanica de la famille des Berberidaceae et la Stachys 

brachyclada de la famille des Lamiaceae. 

L’étude phytochimique des extraits acétate d’éthyle et n-butanol des parties aériennes 

de l’espèce Berberis hispanica, a conduit à isoler et identifier un acide phénolique l’acide 

caféique isolé pour la première dans cette espèce et deux flavonoïdes : 

 tamarixétine ; 

 rutine. 

L’identification structurale a été effectuée grâce aux techniques d’analyses spectroscopiques 

(SM, RMN
1
H, RMN 

13
C), appuyée par une comparaison avec les données de la littérature. 

Quant à l’étude biologique des extraits AcOEt, n-BuOH et du flavonoïde tamarixétine 

de cette espèce, elle a donné des résultats intéressants. 

L’extrait n-BuOH a montré une meilleure richesse en poly-phénols et flavonoïdes par rapport 

à l’extrait AcOEt. Les deux extraits AcOEt et n-BuOH ont montré une très bonne activité 

antibactérienne vis-à-vis de la souche Klebsiella pneumonia (15 mm à 100 mg/mL). 

Quant à l’activité antioxydante de ces deux extraits, elle a été évaluée par la méthode du 

piégeage du radical libre DPPH et a montré que l’extrait AcOEt (IC50 = 79,8 μg/mL) présente 

une meilleure activité par rapport à l’extrait n-BuOH (IC50= 136,2 ug/ml). 

Par ailleurs, l’activité antiproliférative du flavonoïde tamarixétine indique une bonne réponse 

vis-à-vis des cellules HeLa (carcinome du col de l'utérus humain). 

Concernant l’étude phytochimique de l’extrait MeOH des parties aériennes de la 

seconde espèce Stachys brachyclada, elle a conduit à la séparation et purification de cinq 

flavonoïdes isolés pour la première fois dans l’espèce, à savoir : 

 Stachysetin ; 

 lutéoline-7-O- -D-allopyranosyl-(1→2)-glucopyranoside ; 

 isoscutellareine-7-O- -D-allopyranosyl-(1→2) glucopyranoside ; 

 apigénine ; 

 lutéoline. 

Leurs identification a été effectuée en combinant nos données spectroscopiques (SM, RMN 

1D et 2D) avec ceux de la littérature. 
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