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1.Introduction 

 

1.1. Importance des écosystèmes aquatiques et menaces associées 

 

Occupant environ 71% de la surface terrestre, les écosystèmes aquatiques sont d'une importance 

capitale, abritant une grande diversité d'espèces et d'habitats (MEA, 2005). Ces milieux, qui 

englobent rivières, lacs, zones humides et océans, sont des habitats essentiels pour de 

nombreuses espèces, qu'elles soient terrestres ou aquatiques (Dudgeon et al., 2006). 

Outre leur rôle écologique, les écosystèmes aquatiques sont également fondamentaux pour le 

maintien de l'équilibre hydrologique de la planète. Ils régulent le cycle de l'eau et assurent la 

continuité du renouvellement des ressources en eau douce (Dudgeon et al., 2006). De plus, ils 

sont sources de ressources précieuses pour les communautés humaines, fournissant nourriture, 

fibres, matériaux de construction et énergie (Barbier et al., 2011). La pêche et l'aquaculture, par 

exemple, offrent des sources essentielles de protéines et de revenus à des millions de personnes 

dans le monde, tandis que l'eau douce est un élément vital pour l'irrigation des cultures, la 

production d'énergie hydroélectrique et l'approvisionnement en eau potable (Barbier et al., 

2011). 

 

Cependant, ces précieux écosystèmes sont sous pression en raison de diverses activités 

humaines, à l’origine de pollutions chimiques, de la destruction des habitats, de la 

surexploitation des ressources, ou encore de l'introduction d'espèces invasives (Vitousek et al., 

1997). L'un des problèmes majeurs de la dégradation de la qualité de l'eau dans ces écosystèmes 

est l'augmentation des concentrations de nutriments, tels que le phosphore et l'azote, qui 

entraînent l’eutrophisation en favorisant la prolifération de certaines espèces envahissantes, 

comme les macrophytes aquatiques, et la prolifération des cyanobactéries (Carpenter et al., 

1998). 

 

1.2. Problématique des espèces invasives  

 

Les espèces invasives sont des organismes non indigènes qui ont été introduits, volontairement 

ou involontairement, dans un nouvel environnement où ils peuvent causer des dommages 

écologiques, économiques et sanitaires (Hulme, 2009). Ces espèces peuvent avoir des impacts 

considérables sur les écosystèmes et les communautés indigènes, entraînant des perturbations 

des processus écologiques, des changements de composition des communautés et une réduction 

de la biodiversité (Sarat et al., 2015; Hulme, 2009). 

 

Selon Sarat et al. (2015), les espèces exotiques envahissantes constituent l'un des principaux 

facteurs d'érosion de la biodiversité à l'échelle mondiale. Leurs impacts peuvent varier en 

fonction des espèces, des écosystèmes et des conditions environnementales. Elles peuvent 

notamment engendrer une concurrence avec les espèces indigènes pour les ressources, telles 

que l'eau, la nourriture et les sites de reproduction. De plus, elles sont susceptibles de modifier 

la dynamique des communautés, par exemple, en réduisant la densité et la diversité des espèces 

indigènes (Pysek et al., 2004). Ces espèces peuvent également perturber les processus 

écologiques, influençant par exemple la régulation de la température de l'eau et la qualité de 

celle-ci (Salmaso et al., 2011). Ostfeld et al. (2015) ont souligné qu'elles peuvent être vecteurs 

de maladies et de parasites pour les espèces indigènes. Enfin, la gestion des espèces 

envahissantes représente souvent une charge économique importante, illustrant une autre 

facette grave de cette problématique (Pimentel et al., 2005). 
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1.2.1 Cas d'Egeria densa et Lagarosiphon major  

Egeria densa et Lagarosiphon major sont deux espèces de macrophytes invasives qui posent 

de sérieux problèmes dans les lacs et les plans d'eau à travers le monde (Cook & Urmi-König, 

1984; Hussner et al., 2017). Originaires respectivement d'Amérique du Sud et d'Afrique 

australe, ces espèces ont été largement disséminées en raison de leur attrait esthétique en 

aquariophilie (Dutartre, 2002). Cependant, leur introduction hors de leur milieu naturel peut 

entraîner des invasions destructrices et engendrer des conséquences écologiques, économiques 

et sanitaires significatives (Hussner et al., 2017). 

 

Ces plantes aquatiques possèdent des caractéristiques spécifiques qui favorisent leur 

propagation rapide et leur colonisation extensive. En tant qu'hydrophytes, leurs racines sont 

complètement immergées, ne tolérant aucune exondation (Dutartre, 2002 ; Maubert, S. 2022). 

De plus, leur mode de reproduction principalement asexué facilite leur dissémination et leur 

établissement dans de nouveaux milieux (Yarrow et al., 2009). Egeria densa, en particulier, 

présente une capacité de prolifération notable, formant des tapis de végétation denses qui 

peuvent supplanter les autres espèces et réduire la biodiversité locale (Cook & Urmi-König, 

1984). 

 

L'invasion par Egeria densa et Lagarosiphon major perturbe fortement les écosystèmes 

aquatiques et a des effets délétères à divers niveaux. Elles modifient les cycles des nutriments, 

la pénétration lumineuse, le pH et la concentration en oxygène dans les plans d'eau, ce qui peut 

altérer les interactions inter-spécifiques et l'hétérogénéité des habitats (Dutartre et al., 2008; 

Bickel & Gloss, 2009). De plus, leur prolifération entrave les activités humaines telles que la 

pêche, la navigation et les loisirs, avec des répercussions économiques potentiellement 

importantes (Pickhan & Dutartre, 2016). Enfin, la gestion de ces espèces invasives représente 

un coût élevé, nécessitant des efforts de contrôle et de suivi réguliers (Dutartre et al., 1989). 

 

1.3 Efflorescences de cyanobactéries: Microcystis aeruginosa 

 

Les cyanobactéries, micro-organismes photosynthétiques, peuvent proliférer massivement et 

rapidement lorsque les conditions environnementales leur sont favorables, formant ainsi des 

blooms (Huisman et al., 2018). 

 

Les blooms de cyanobactéries peuvent avoir de graves conséquences écologiques, entraînant 

un déséquilibre du réseau trophique, une diminution de l'intensité lumineuse, l'induction de 

périodes anoxiques et la mortalité de la faune (Paerl & Otten, 2013). Les cyanobactéries 

représentent également un danger pour la santé humaine et l'économie, en contaminant les 

réservoirs d'eau potable et en perturbant les activités récréatives (Chorus et al., 2000; OMS, 

2003; Backer et al., 2010). 

 

Les cyanobactéries sont très compétitives pour les ressources alimentaires, grâce à la présence 

de pigments accessoires, comme la phycocyanine, et à leur flottabilité (Humbert & Fastner, 

2017). La production de cyanotoxines est stimulée par différents facteurs environnementaux, 

comme la température, l'intensité lumineuse, le pH, la quantité en nutriments ou la présence de 

polluants (Chorus, 2001; Pearson et al., 2010). 

 

Parmi toutes les cyanobactéries présentes dans les écosystèmes aquatiques, Microcystis 

aeruginosa est particulièrement préoccupante. Cette espèce a la capacité de produire des 

cyanotoxines, des toxines qui affectent le foie et peuvent causer des dommages écologiques, 

sanitaires et économiques importants (Carmichael, 1997; Meriluoto et al., 2017).
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La présence de Microcystis aeruginosa est bien attestée dans de nombreux lacs, comme celui 

de Parentis-Biscarosse (Gironde, France), où elle représente une part importante de la 

communauté algale, atteignant jusqu'à 93 % en janvier (Moreira et al., 2015). La dominance de 

Microcystis aeruginosa peut s'expliquer par sa capacité à former des colonies et la présence de 

vésicules gazeuses intracellulaires, augmentant ainsi son rapport surface/volume et sa 

flottabilité (Walsby, 1994; Damerval, 1990). 

 

 

1.4. Vulnérabilité des lacs aquitains face à la prolifération de macrophytes invasifs et de 

cyanobactéries 

 

La vulnérabilité des lacs aquitains aux espèces invasives est une problématique cruciale. La 

notion de vulnérabilité, qui fait référence à une situation de faiblesse affectant l'intégrité d'un 

système (Schröter et al., 2005), s'applique pleinement à ces écosystèmes en raison de plusieurs 

facteurs propices à l'introduction, l'établissement et la prolifération des espèces invasives. 

 

La faible profondeur des lacs aquitains est l'un des principaux facteurs de vulnérabilité, rendant 

ces écosystèmes particulièrement sensibles aux variations de température, de luminosité et de 

concentration en nutriments, facteurs qui peuvent favoriser la croissance des espèces invasives 

(Dudgeon et al., 2006; Malmqvist & Rundle, 2002). Cette faible profondeur facilite également 

la dispersion des graines et des fragments végétaux, contribuant à l'établissement et la 

propagation des espèces invasives (Malmqvist & Rundle, 2002). 

 

L'eutrophisation, processus d'accumulation des nutriments tels que l'azote et le phosphore dans 

les écosystèmes aquatiques, est un autre facteur de vulnérabilité majeur des lacs aquitains. Elle 

favorise la croissance excessive de certaines espèces végétales envahissantes, telles que Egeria 

densa et Lagarosiphon major, perturbant l'équilibre des écosystèmes aquatiques et réduisant la 

biodiversité (Carpenter et al., 1998; Ribaudo et al., 2015). L'eutrophisation favorise également 

les proliférations de cyanobactéries, avec des conséquences écologiques, économiques et 

sanitaires importantes (Chorus & Welker, 2021; Dudgeon et al., 2006).  

 

La gestion des espèces invasives constitue donc un enjeu majeur pour la conservation de la 

biodiversité et la santé des écosystèmes (Sarat et al., 2015). Cependant, les méthodes actuelles 

de contrôle, comme l'utilisation d'herbicides chimiques ou de méthodes mécaniques, présentent 

des limites, notamment en termes de toxicité, de résistance et de coût (Sculthorpe, 1967). La 

lutte contre les cyanobactéries est également un défi en raison de leur résistance aux traitements 

chimiques et de l'absence de méthodes de contrôle écologiques et durables (Paerl & Huisman, 

2009). 

 

Face à cette problématique, il est essentiel de développer de nouvelles approches pour contrôler 

les macrophytes envahissants et les cyanobactéries. L'étude des mécanismes d'allélopathie 

apparaît comme une stratégie prometteuse. L'identification des composés allélochimiques 

présents dans les macrophytes envahissants pourrait permettre de développer des méthodes de 

contrôle biologique efficaces et durables, notamment pour lutter contre les efflorescences de 

cyanobactéries (Gross, 2003). La mise en évidence de la présence de tels composés permettrait 

en retour d’orienter les stratégies de gestion des biomasses de macrophytes invasifs, en statuant 

sur la période de récolte la plus opportune. 

 

 

1.5. L’allolépathie, un mécanisme à la base de nouvelles solutions de lutte ?
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L'allélopathie est un phénomène complexe qui englobe les interactions chimiques entre les 

plantes, les microorganismes et d'autres organismes vivants. Ces interactions peuvent avoir des 

impacts aussi bien positifs que négatifs sur leur croissance et leur développement (Rice, 1984). 

Le concept d'allélopathie, introduit par Oborn et ses collègues en 1954, a suscité de nombreuses 

recherches visant à explorer son potentiel dans divers contextes (Oborn, 1954). 

 

Plus spécifiquement dans l'environnement aquatique, les macrophytes sont reconnus pour leur 

capacité à limiter la croissance et la biomasse du phytoplancton, et des cyanobactéries en 

particulier, par le biais d'interactions allélopathiques (Xian et al., 2006; Lahrouni et al., 2015, 

Mohamed, 2017). De telles interactions peuvent influencer de manière significative la 

biodiversité et l'équilibre de l'écosystème aquatique, en modifiant la composition et l'abondance 

des communautés microbiennes (Nakai et al., 2012). 

 

Certaines espèces de macrophytes aquatiques, telles que les lentilles d'eau, les cressonnières et 

les jacinthes d'eau, ont démontré leur capacité à libérer des composés allélopathiques qui 

inhibent la croissance des cyanobactéries et réduisent leur biomasse dans les eaux de surface 

(Lahrouni et al., 2015). Lahrouni et al. (2015) ont démontré dans leur étude que l'extrait 

d'Eichhornia crassipes (jacinthe d'eau) réduisait la croissance des cyanobactéries dans des 

cultures mixtes. Ils ont identifié des composés allélopathiques tels que l'acide férulique, l'acide 

salicylique et l'acide benzoïque comme responsables de cet effet inhibiteur. 

 

Cependant, l'étude de l'allélopathie représente un défi en raison de la complexité des 

interactions chimiques entre les organismes et leur environnement. L'évaluation de 

l'allélopathie requiert un examen approfondi de multiples descripteurs tels que la croissance et 

la photosynthèse (Bais et al., 2003). Par exemple, la croissance peut être évaluée en mesurant 

le taux de croissance, la biomasse ou la densité de population des plantes ou des micro-

organismes (Weir et al., 2004). D'autre part, l'efficacité de la photosynthèse peut être 

compromise par la présence de composés allélopathiques, qui peuvent affecter diverses 

fonctions, comme l'ouverture des stomates ou l'efficacité de la chaîne de transport d'électrons 

(Gross, 2003). Les méthodes d'analyse et de détection des composés allélopathiques, qui 

peuvent varier en termes de sensibilité et de spécificité, sont également cruciales pour 

comprendre l'allélopathie (Cheng et al., 2020). 

 

Pour surmonter ces défis, il est nécessaire de développer des approches sensibles et spécifiques 

pour améliorer notre compréhension des mécanismes sous-jacents à l'allélopathie. Des 

techniques modernes comme la métabolomique et la protéomique peuvent être utilisées pour 

identifier et caractériser les composés allélopathiques impliqués dans les interactions entre les 

plantes et les microorganismes (Cheng et al., 2011). 

 

 

1.6. Métabolomique non ciblé pour l'étude des composés allélochimiques des macrophytes 

 

La métabolomique non ciblée est une technique puissante qui a révolutionné l'identification et 

la caractérisation des composés bioactifs dans les matériaux végétaux et permet d’étudier la 

réponse de l’organisme face à ces composés (Boccard et Rudaz, 2014). Cette approche, capable 

de détecter des milliers de composés dans un échantillon unique, a ouvert la voie à la découverte 

de nouveaux composés bioactifs et à leur valorisation (Sumner et al., 2007). La détection et la 

caractérisation de ces composés nécessitent l'emploi de techniques analytiques avancées, 

comme la chromatographie liquide à ultra-haute performance couplée à la spectrométrie de 

masse à haute résolution (UHPLC-HRMS) et la spectroscopie par résonance magnétique 
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nucléaire (RMN), qui sont couramment utilisées dans l'étude des composés allélochimiques 

chez les macrophytes (Wolfender et al., 2015). 

 

HRMS est adaptée à l’analyse des mélanges complexes de produits allélochimiques et d'autres 

métabolites dans les macrophytes. Cette technique, qui permet une séparation rapide et efficace 

des composés, associée à des mesures de masse précises et à des spectres à haute résolution, a 

été largement utilisée pour l'identification et la caractérisation des composés allélopathiques 

dans diverses plantes aquatiques. Par exemple, l'étude de Chen et al., (2016) a utilisé la GC-MS 

pour étudier les composés volatils allélopathiques de la plante aquatique Eichhornia crassipes 

et LC-HRMS a été aussi de composés allélopathique de macrophyte comme Myriophyllum 

spicatum (Gross et al., 1996) et Ceratophyllum demersum (Jüttner et al., 2010). De même, le 

DAD-UV a été employé pour caractériser les phénoliques dans les plantes aquatiques (Zhang 

et al., 2016). Dans une étude plus récente de Tazart et al., a utilisé ces trois techniques pour 

etudier des effets allélopathiques des macrophytes sur la croissance, la physiologie et la toxicité 

de la cyanobactérie toxique microcystis aeruginosa. 

 

 

1.7. Projet EXOBIO et objectifs de l'étude : 

 

L'objectif du projet Exobio est d'étudier les relations allélopathiques entre Lagarosiphon major 

et la cyanobactérie Microcystis aeruginosa. Ce projet a pour but de mieux comprendre les 

mécanismes d'action des composés allélopathiques et de contribuer à la mise au point de 

stratégies de contrôle biologique pour lutter contre les proliférations de cyanobactéries. Pour 

atteindre cet objectif, une approche combinée de métabolomique non ciblée et d'évaluation des 

descripteurs physiologiques a été employée. 

 

Ce rapport de stage se concentre sur les travaux réalisés suite aux études menées par trois 

précédents stagiaires, Campillo, L. (2021), Maubert, S. (2022), et Juillard, L. (2022), au cours 

desquelles différentes fractions de l'extrait de Lagarosiphon major ont été obtenues et testées 

sur des souches de cyanobactéries (Microcystis aeruginosa) cultivées au laboratoire. Quatre 

méthodes de fractionnement ont été utilisées, ayant permis d'obtenir 13 fractions au total. Les 

13 fractions ont été testées sur les cyanobactéries, et six d'entre elles ont significativement réduit 

le rendement photosynthétique des cyanobactéries par rapport au témoin. 

 

Les objectifs principaux du stage sont (i) de caractériser le paysage chimique des fractions 

actives obtenues à partir des extraits de Lagarosiphon major et (ii) d’identifier les composés 

présents dans ces fractions qui pourraient inhiber la croissance des cyanobactéries.  

La Figure 1 présente la démarche générale adoptée au cours du stage afin de répondre à ces 

objectifs. Cette démarche consistait en trois étapes. Tout d'abord, les fractions obtenues à partir 

de l'extrait de Lagarosiphon major étaient analysées par chromatographie liquide couplée à un 

spectromètre de masse à haute résolution (HRMS) avec une source d'ionisation par électrospray 

en mode positif et négatif. Ensuite, les composés priorisés issus de l'analyse HRMS, 

susceptibles d'être responsables de l'activité allélopathique, étaient confirmés analytiquement. 

Les composés inconnus identifiés lors de l'analyse HRMS étaient analysés par la résonance 

magnétique nucléaire (RMN). Cependant, en raison d'un manque de temps, nous n'avions pas 

pu approfondir l'aspect de la RMN, mais nous avions commencé à l’appréhender à travers de 

comparaison de paysage chimique avec les chromatogrammes UV et HRMS.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figure 1: Schéma des principales étapes de notre stratégie analytique mises en place au cours de 

l’étude 
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2. MATERIEL ET METHODES 

 

2.1. Échantillonnage 

 

Les échantillons de Lagarosiphon major ont été collectés dans le lac de Parentis, en Nouvelle 

Aquitaine, par l'équipe INRAE dans le cadre du projet BECAME. Les plantes ont été récoltées 

à l'aide d'un râteau depuis une embarcation. Après le prélèvement, les feuilles et les tiges des 

plantes ont été lavées pour éliminer les invertébrés benthiques et le biofilm, puis séchées à 

l'étuve à 70°C jusqu'à l'obtention d'un poids stable (1 à 3 jours). Les plantes séchées ont ensuite 

été broyées à l'aide d'un broyeur à couteaux (RETSCH SM 300). 

 

2.2. Extraction et fractionnement  

 

Ces étapes ont été réalisées dans le cadre du stage de Léa Juillard. 

Les protocoles d'extraction en réacteur agité et thermorégulé ont été optimisés pour obtenir un 

rendement maximal. L'extraction a été réalisée avec de l’éthanol en échelle pilote (1,5L pour L. 

major) pour répondre aux besoins des analyses. Les réacteurs utilisés permettaient d'assurer 

l'homogénéité du milieu réactionnel en termes de température et de mélange des réactifs. 

Après l'extraction, les échantillons ont été filtrés sous pression à l'aide de filtres lenticulaires en 

profondeur (40µm, 4µm, 0,4µm). Les volumes filtrés ont ensuite été concentrés à l'évaporateur 

rotatif Heidolph, pour obtenir une concentration finale de 300g/L en équivalent plante sèche. 

L’extrait obtenu a été caractérisé par des dosages de polyphénols, oses neutres et de saponines. 

Les saponines sont présentes en quantités significatives avec une concentration globale de 

21,56%. Les polyphénols, autre groupe de composés bioactifs d'intérêt, se trouvent en 

abondance dans les fractions. La teneur globale en polyphénols est de 9,23%. Les flavonoïdes, 

une sous-catégorie de polyphénols, constituent une part importante de ces derniers, avec une 

proportion de 53,1% des polyphénols totaux. Par ailleurs, l'analyse a révélé une teneur élevée 

en oses neutres, qui atteignent environ 66,42%. Ces oses neutres pourraient être dérivés des 

saponines présentes dans les extraits. Les extraits bruts obtenus ont été aussi fractionnés par 

plusieurs méthodes : extraction liquide/liquide, ultrafiltration, résine d'adsorption XAD et 

chromatographie d'exclusion stérique.  

 

L'extraction liquide/liquide a été réalisée avec trois solvants de polarités différentes (heptane, 

acétate d'éthyle et butanol) pour séparer les composés en fonction de leur affinité avec la 

polarité du solvant. La procédure a été répétée trois fois pour chaque solvant, avec une 

récupération de la phase organique contenant le solvant et la conservation de la phase aqueuse 

(résidu). Les fractions obtenues ont été évaporées puis reprises dans un volume de 100mL d'eau 

pour la caractérisation. Cette méthode a permis d’obtenir quatre fractions nommées F5, F6, F8 

et F11. 

 

L'ultrafiltration a été réalisée pour séparer les molécules de taille supérieure à 10 000 Da 

(comme les polysaccharides) des autres composés. L'ultrafiltration a été réalisée en utilisant un 

système de pompage d'eau pour éviter l'assèchement du réservoir et en recueillant le filtrat une 

fois qu'environ cinq fois le volume initial avait été obtenu. L'appareil d'ultrafiltration utilisé 

était équipé d'une pompe péristaltique Masterflex (modèle 7516-00) et d'une membrane 

VIVAFLOW 50R (modèle MWCO HY). Cette méthode a permis d’obtenir deux fractions 

nommées F3 et F7. 

 
 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2: Schéma détaillé des principales étapes de notre stratégie analytique en HRMS mises en place 

au cours de l’étude. 
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La résine Amberlite XAD4 a été utilisée pour adsorber les composés hydrophobes, tels que 

les polyphénols, présents dans les extraits de plantes aquatiques. Après avoir lavé la résine, 10 

g de résine ont été ajoutés à 100 mL d'extrait et agités pendant 27 heures. Des aliquotes ont été 

prélevées à différents moments pour vérifier la diminution de la quantité de polyphénols au fil 

de l'adsorption. La résine a ensuite été filtrée et mélangée à 100 mL d'éthanol pour désorber les 

molécules hydrophobes. Cette méthode a permis d’obtenir trois fractions nommées F2, F4 et 

F12. 

 

La chromatographie d'exclusion stérique a été réalisée en utilisant la résine Sephadex LH 20 

pour séparer les constituants du mélange par taille moléculaire décroissante. Après avoir gonflé 

la résine dans un excès d'éthanol à 66 % pendant environ 3 heures, la résine a été ajoutée à la 

colonne chromatographique et l'éthanol à 66 % a été éliminé pour tasser la résine. L'extrait à 

analyser a été évaporé puis repris dans un petit volume d'éthanol à 66 % (environ 5 mL) pour 

être déposé en tête de colonne. Environ 30 à 40 fractions ont été collectées et analysées par 

chromatographie sur couche mince (CCM) et spectrophotométrie pour regrouper le maximum 

de fractions avant de réaliser les dosages. Cette méthode a permis d’obtenir quatre fractions 

nommées F1, F9, F10 et F13. 

Les fractions et leur méthode de purification ainsi leur quantité de matière sont résumés dans le 

tableau en Annexe I 

 

2.3. Analyse métabolomique non ciblée des Fractions en HRMS   

 

2.3.1. Stratégie analytique  

Dans l'étude décrite à la Figure 2, nous avons analysé 13 échantillons par UHPLC-HRMS/MS 

en utilisant deux types de colonnes chromatographiques pour une meilleure séparation des 

composés. Les données brutes étaient traitées avec MS-DIAL pour la détection et l'alignement 

des pics, puis nettoyées avec MS-CleanR. Une annotation préliminaire des métabolites était 

réalisée en utilisant trois outils complémentaires : MS-DIAL, MS-Finder et SIRIUS 5, ce qui 

nous permettait une exploration complète du métabolome. Ensuite, nous analysions le paysage 

chimique de nos fractions actives, priorisions les composés pour l'identification des métabolites 

candidats actifs à l'aide des diagrammes de Venn et de rayon en soleil, et confirmions leur 

structure avec la méthode HRMS à temps de vol (TOF). Parallèlement, nous identifions les 

composés inconnus par RMN. 

 

2.3.2. Analyse UPLC-HRMS 

L’analyse métabolomique non-ciblée a été réalisée à l'aide d'un système de chromatographie 

liquide à ultra haute pression (UHPLC) Ultimate 3000 couplé à un spectromètre de masse LTQ-

Orbitrap Elite équipé d’une une source d'ionisation par électrospray (ESI) (ThermoScientific, 

Brême, Allemagne) et à un détecteur à barrette diode (DAD) pour l’acquisition de spectre UV 

(190-800 nm). Le système était contrôlé par le logiciel Thermo XCalibur. 

 

Pour ce faire, les échantillons ont été dilués en mélangeant 100 μL de chaque fraction avec 100 

μL d'acétonitrile (ACN, qualité UHPLC, Biosolve) puis placés dans des vials de 1 mL. En 

parallèle des 13 fractions, des blancs d'analyse composés d'un mélange eau ultrapure (EUP, 

qualité UHPLC, Biosolve) : ACN (50:50, v/v) ont été préparés, ainsi que des échantillons de 

contrôle qualité (QC) obtenus en combinant 20 μL de chaque fraction. Ces QC ont été disposés 

en début de séquence d’analyse pour conditionner le système puis tous les 5 échantillons afin 

de corriger les dérives d’intensité du signal et de temps de rétention. Le volume d'injection était 

de 2.5 µL.  
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Deux méthodes de chromatographie liquide distinctes ont été employées pour la séparation des 

composés des échantillons. La séparation en phase inverse C18 pour mieux séparer les 

composés semi-polaires et apolaires et la séparation HILIC (Hydrophilic Interaction Liquid 

Chromatography) pour séparer les composés très hydrophiles. 

La séparation chromatographique en phase inverse a été effectuée à l'aide d'une colonne 

GEMINI UHPLC C18 (Phenomenex, LePeq, France), qui est une colonne spécifique utilisée 

pour la chromatographie en phase liquide à haute performance (UHPLC). Cette colonne a une 

dimension de 150 x 2 mm et est constituée de particules de 3 μm.  La séparation a été réalisée 

à 35°C avec une phase mobile composée de deux éluants, l'eau ultrapure acidifiée avec de 

l'acide formique (0,1 %) (voie A), et l’acétonitrile acidifiée avec de l'acide formique (0,1 %) 

(voie B). L'élution a été réalisée à un débit de 0,35 mL/min selon le gradient suivant: 

initialement, 97 % de A pendant 0.5 min, puis la phase aqueuse diminue à 90 % A en 0.5 min, 

à 50 % A en 8 min et à 0 % A en 4 min où elle a été maintenue pendant 1 min.  Enfin, une étape 

de rééquilibrage a été réalisée an passant de 0 % A à des conditions initiales de 95 % A en 0.5 

min. Ces conditions initiales ont été conservées pendant 3 minutes. La durée totale de cette 

phase était de 18 min.  

 

La séparation en HILIC a été effectuée à l'aide d’une colonne de type SeQuant® ZIC-cHILIC 

pour la séparation des analytes très hydrophiles. La colonne possède des dimensions de 150 

mm de longueur et 2,1 mm de diamètre interne. La taille des particules du sorbant est de 5 µm 

et la taille des pores est de 100 Å. La séparation a été réalisée à une température de 40°C et un 

débit de 0,35 mL/min, avec une phase mobile composée de deux solvants, l’acétonitrile (voie 

A) et de l'eau ultrapure + 5% ammonium acétate (voie B). L'élution en gradient optimisée a été 

réalisée comme suit : initialement, 15 % deA, puis la phase aqueuse a augmenté à 75 % A en 

16 min où elle a été maintenue pendant 2 min. Enfin, la phase aqueuse a baissé à 15 % A pour 

revenir à des conditions initiales en 0.5 min. Ces conditions initiales ont été conservées pendant 

6.5 minutes, la durée totale de l'expérience étant de 27 minutes. Pour cette partie, seules les 

quatre fractions les plus actives ont été analysées afin d'identifier les composés qui n'ont pas pu 

l’être en phase inverse et augmenter nos chances d'isoler les composés susceptibles d'être 

responsables de la diminution du rendement photosynthétique des cyanobactéries. 

 

L’acquisition des données en spectrométrie de masse a été effectuée en mode ESI- et ESI+ avec 

les paramètres de sources qui sont présentés dans le Tableau 1 ANNEXE II.  

 

La détection des ions a été réalisée en mode « data dependant acquisition – top 5 » consistant 

en un balayage complet (50-1500 m/z) à résolution de 30000 (FWHM) (i.e. MS1), suivit de la 

fragmentation des 5 ions les plus abondants par scan et d’une acquisition en full HRMS (50-

1500 m/z) sur les fragments obtenus à une résolution de 17500 (FWHM) (i.e. MS2). Le LTQ-

Orbitrap a été préalablement calibré en utilisant des solutions de calibrage adaptées au mode 

d'ionisation. 

 

2.3.3 Traitement des données 

 

Dans cette étude, nous avons traité les données brutes UHPLC-HRMS/MS de 13 échantillons 

en utilisant le logiciel MS-DIAL(http://prime.psc.riken.jp/compms/msdial/main.html) pour la 

détection et l'alignement des pics. Les paramètres utilisées la détection et alignement des pics 

sont représentés dans la partie ANNEXE II tableau 2. 

 

Les pics de tous les échantillons ont été alignés avec un QC avec seuil de tolérance pour la 

masse et le temps de rétention qui sont respectivement ±0,025 Da et ±0,25 min. Ensuite les  
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données ont été normalisées par la méthode de Lowess (locally weighted scatterplot smoothing) 

sur MS-Dial pour éliminer et réduire les variations systématiques entre les échantillons lors de 

l'analyse des données de spectrométrie de masse. La normalisation Lowess est basée sur une 

méthode de régression non paramétrique locale, qui tient compte des variations locales de 

l'intensité des signaux pour lisser les données et corriger les biais liés à l’échantillons et 

l’instrument. 

En plus des 13 fractions analysées sur colonne C18, les données brutes UHPLC-HRMS/MS des 

quatre fractions les plus actives analysés en HILIC ont également été traitées avec le logiciel 

MS-Dial, en suivant les mêmes paramètres de collecte des pics, de détection et de tolérance que 

pour les fractions en colonne C18.  

 

Après la détection et l'alignement des pics, un autre outil appelé MS-CleanR 

(https://github.com/eMetaboHUB/MS-CleanR) a été utilisé pour « nettoyer » les données selon 

différents filtres. Ces filtres incluent la soustraction du signal d'injection à blanc, l'élimination 

de la dérive des ions de fond, le filtrage des défauts de masse inhabituels, le seuil d'écart type 

relatif (RSD) basé sur la classe d'échantillon et le filtrage de la fenêtre des défauts de masse 

relative (RMD). Les paramètres utilisées pour nettoyer les données sont représentés dans la 

partie ANNEXE II Tableau 3  

 

2.3.4 Annotation 
 

Pour l'annotation des données UPLC-HRMS/MS, trois logiciels complémentaires ont été 

utilisés : MS-DIAL ; MS-Finder (http://prime.psc.riken.jp/compms/msfinder/main.html) et 

SIRIUS 5 (https://boecker-lab.github.io/docs.sirius.github.io/). Chacun de ces outils présente 

des spécificités pour l'analyse et l'interprétation des données de spectrométrie de masse, 

permettant une annotation préliminaire des métabolites présents dans les échantillons à partir 

des données de MS2. 

 

MS-DIAL peut annoter les pics avec une recherche de correspondance de bibliothèque avec 

une tolérance et de temps de rétention en utilisant une base de données contenant les données 

MSP.  

 

MS-Finder, quant à lui, est un outil d'annotation qui utilise un fragmenteur in silico pour 

générer des spectres théoriques basés sur la fragmentation des molécules. Les structures 

candidates sont classées en fonction de leur correspondance avec les données spectrales 

expérimentales et les données de référence des bases de données spectrales. Les paramètres de 

tolérance de masse et d'abondance relative permettent de contrôler la précision de l'appariement 

des fragments expérimentaux et théoriques. La tolérance de masse utilisé sur MsFinder est aussi 

de 5ppm. Les paramètres d’annotation avec MS-Finder sont décrits dans la section ANNEXE 

III pour plus de détail. 

 

SIRIUS 5 est un logiciel conçu pour analyser les métabolites à partir des données de 

spectrométrie de masse en tandem (MS et MS2). Il combine l'analyse des modèles d'isotopes 

dans les spectres MS avec l'analyse des modèles de fragmentation dans les spectres MS2. Sirius 

intègre plusieurs modules pour optimiser l'annotation et l'identification des métabolites, tels que 

ZODIAC, CSI:FingerID et CANOPUS. Le logiciel utilise des bases de données en ligne pour 

annoter les formules moléculaires et les structures, avec des paramètres personnalisables pour 

l'analyse, tels que la précision de masse MS2. 

Le module ZODIAC améliore le classement des formules candidates en tenant compte des 

fragments et des pertes de conjoints entre les arbres de fragmentation de différents composés  

http://prime.psc.riken.jp/compms/msfinder/main.html
https://boecker-lab.github.io/docs.sirius.github.io/
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dans l'ensemble des données. Le module CSI:FingerID basé sur du machine learning identifie 

la structure d'un composé en effectuant une recherche dans une base de données de structure 

moléculaire. Le score de confiance COSMIC attribue une confiance aux identifications de 

structure CSI:FingerID, facilitant l'interprétation des données en identifiant d'abord les 

composés les plus sûrs de l'échantillon. Le module CANOPUS prédit les classes de composés 

à partir de l'empreinte moléculaire sans aucune recherche dans la base de données, fournissant 

ainsi des informations structurelles pour les composés pour lesquels aucune donnée de référence 

spectrale ou structurelle n'est disponible.  

Ainsi les annotations ont été réalisés à l’échelle de la classe métabolomique et de la structure 

(nom candidat) avec chacun des scores de confiance. L'annotation des voies métaboliques 

(NPC-Pathway), des superclasses (NPC-Superclass) et des classes (NPC-Class) a été réalisée à 

l'aide de NPClassifier du module CANOPUS , un outil basé sur l'apprentissage profond qui 

permet une classification structurelle automatisée des produits naturels à partir de leurs 

empreintes digitales (Kim et al., 2021). Pour l’annotation de la structure, des bases de données 

en ligne ont été utilisées telles que PubChem, COCONUT, HMDB, KEGG, GNPS, MoNA, etc. 

sur Sirius et Ms-Finder, et une base de données personnelles contenant des métabolites associés 

à allélopathie, pour comparer les spectres expérimentaux aux spectres de référence sur Sirus. 

Lors de l'analyse des données avec SIRIUS, j'ai utilisé une précision de masse MS2 de 5 ppm 

pour assurer une identification précise des métabolites. Les paramètres d’annotation avec Sirius 

sont décrits dans la section ANNEXE III pour plus de détail.  

De manière globale, les scores attribués aux annotations réalisées avec Sirius et MS-Finder sont 

basés sur la probabilité des formules et des structures candidates et sur la qualité de la 

correspondance entre les spectres expérimentaux et théoriques. Les scores de confiance aident 

à identifier les composés les plus sûrs de l'échantillon et à prioriser les résultats pour une 

interprétation plus rapide et plus précise. 

Les bases de données en ligne utilisées et les liens vers ces bases de données et ma base de 

données avec les composés et leur références bibliographique sont représentés dans la section 

ANNEXE III). 

 

2.3.5. Définition du paysage chimique avec le violin plot  

 

La stratégie analytique que nous avons adoptée vise d’abord à définir le paysage chimique de 

nos fractions actives en utilisant une approche multivariée. Dans ce contexte, nous avons mis 

en œuvre une analyse basée sur les voies métaboliques (NPC-Pathway) et les superclasses 

(NPC-Superclass) avec l'utilisation de diagrammes de violon pour visualiser la distribution des 

intensités de signaux au sein de ces entités en fonction du temps de rétention. Nous avons utilisé 

le package "ggplot2" dans R pour générer des diagrammes de violon. Ces diagrammes nous 

permettent de visualiser et de comprendre la distribution des signaux pour chaque voie 

métabolique et superclasse en fonction du temps de rétention. 

 

Pour assurer la qualité et la pertinence de nos données, nous avons filtré les NPC-Pathway et 

NPC-Superclass avec un score inférieur à 0.5 et nous avons fusionner les signaux en ESI- et 

l'ESI+. Cette stratégie nous a permis d’avoir un aperçu riche et détaillé du paysage chimique de 

nos fractions actives, facilitant ainsi la compréhension de leur complexité et l'identification de 

métabolites clés potentiels. 

 

2.3.6. Identification des métabolites actives candidates avec le diagramme de Venn et le 

diagramme de rayon en soleil. 

 

Pour identifier les composés susceptibles de présenter des activités allélopathiques dans les  
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fractions actives, nous avons émis l’hypthèse que les composés qui se trouvent dans différentes 

fractions actives obtenues par différentes méthodes de purification pourraient être des composés 

bioactifs. L'idée sous-jacente à ce postulat repose sur le fait que nous pensons que les méthodes 

de fractionnement ne se sont pas forcément révélées optimales et que la détection d'un composé 

dans plusieurs des fractions produites pourrait suggérer son importance et son éventuelle 

activité biologique (ce point est abordé dans la section « Discussion »). Cette priorisation a été 

couplée avec les informations issues de la littérature scientifique (par exemple, les structures 

chimiques connues pour leurs propriétés allélopathiques), pour nous aider à dresser une liste 

finale de molécules candidates. 

 

Il convient de noter que cette hypothèse guide notre stratégie analytique et tous les composés 

identifiés grâce à cette approche devront faire l'objet de tests supplémentaires sur des souches 

de cyanobactéries pour vérifier leur activité allélopathique potentielle. 

 

Pour identifier les composés présents dans plusieurs fractions actives, nous avons utilisé un 

diagramme de Venn permettant de visualiser les relations entre les différentes fractions en 

utilisant le package ggvenn. 

 

Pour mieux comprendre la diversité et la complexité des composés identifiés dans les fractions 

actives, nous avons d'abord fusionné les signaux annotés par Sirius et Ms-Finder. En effet, 

certains composés qui n'étaient ni annotés ni classés par Sirius (représentés par des NA) ont été 

annotés par Ms-Finder. Par la suite, nous avons également utilisé un diagramme de rayon de 

soleil réalisé à l'aide d'Excel. Ce diagramme, qui illustre différentes voies métaboliques, 

superclasses et noms spécifiques des composés, nous a permis de visualiser les interactions et 

les relations entre ces différentes entités. 

 

La sélection finale des molécules candidates a été réalisée en prenant en compte leur présence 

dans plusieurs fractions actives et leur correspondance avec notre base de données, qui contient 

des composés identifiés dans la littérature scientifique comme ayant un potentiel allélopathique. 

 

2.6.7. Confirmation structurale des candidats 
 

Pour la confirmation analytique des composés priorisés –– les standards analytiques ont été 

commandé et injecté en parallèle des fractions sur un système UPLC couplé un système HRMS 

à temps de vol (TOF). La méthodologie employée pour cette analyse se base sur la comparaison 

des profils de masses, de fragmentation et des temps de rétention de chaque composé dans les 

échantillons par rapport à ceux de leurs standards respectifs. 

L'acquisition des données a été réalisée en mode MSe, qui consiste en l'acquisition d'un spectre 

de masse total (full scan) sur une plage de 50 à 1500 m/z, couplée à une fragmentation en 

collision à basse (6V) et haute énergie (rampe de 10 à 40V). Cette approche, appelée All Ion 

Fragmentation (AIF), permet la fragmentation de tous les ions, indépendamment de leur 

précurseur. Cependant, l'utilisation des algorithmes de déconvolution fournis par MS-DIAL 

permet de générer un signal en MS1 (à partir de la fragmentation basse énergie) et un signal en 

MS2 (à partir de la fragmentation haute énergie). 

Chaque standard a été analysé individuellement, permettant d'identifier l'ion de masse 

correspondant à [M-H]- et [M-H]+ dans le spectre MS1 et les fragments caractéristiques dans 

le spectre MS2. Par ailleurs, le temps de rétention correspondant a également été enregistré 

pour chaque standard. La même procédure a été appliquée à l'analyse des échantillons de   
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Figure 3: Distribution de l’intensité des signaux selon le temps de rétention au sein des voies métaboliques dans les fractions 

actives F8 (a) et F12 (b) après séparation chromatographique en phase inverse (colonne C18). Les résultats sont présentés sous 

la forme de violin plot où chaque point représente un signal (en rouge, ESI-, en bleu, ESI+).  
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Figure 4: Distribution de l’intensité des signaux selon le temps de rétention au sein des voies métaboliques dans les fractions 

actives F8 (a) et F12 (b) après séparation chromatographique à interaction hydrophile (colonne HILIC). Les résultats sont 

présentés sous la forme de violin plot où chaque point représente un signal (en rouge, ESI-, en bleu, ESI+).  
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2.6.8. Stratégie de Préparation pour l'Analyse RMN: Comparaison du Paysage Chimique 

des Composés Inconnus avec les Chromatogrammes UV et HRMS 

 

Dans le cadre de notre stratégie préparatoire pour l'analyse par RMN, nous avons comparé la 

distribution des signaux inconnus en fonction du temps de rétention dans des fractions actives 

spécifiques avec leurs chromatogrammes UV et HRMS respectifs. Cette démarche vise à 

identifier les plages de temps de rétention qui pourraient être les plus enrichies en composés 

inconnus potentiellement intéressants. Deux fractions ont été choisies pour cette analyse : la 

fraction F8, sélectionnée pour son activité élevée, et la fraction F13, choisie pour son activité 

et sa moindre quantité de matière. Cette stratégie permet d'affiner notre approche de 

fractionnement en LC-Semi-Préparative en vue de l'analyse par RMN, ciblant les intervalles de 

temps où les composés inconnus sont le plus susceptibles d'être présents. 

 

 

3. RESULTATS : 

 

3.1. Paysage chimique des fractions actives en C18 et en HILIC à l’échelle des voies 

métaboliques  

 

L’analyse du paysage chimique des fractions des fractions les plus active après séparation en 

phase inverse et en HILIC met en lumière de multiple voie métaboliques comme illustré en 

Figure 1 et 2 pour F8 et F12 et en ANNEXE IV pour F1, F4 et F13. 

 

L'utilisation de la colonne C18, optimisée pour la séparation des composés semi-polaires et non 

polaires, a révélé une riche composition chimique pour les fractions F1, F8, F4 et F13. Plus 

précisément, la fraction F8, qui s'est révélée la plus active, a généré 640 signaux, avec une 

dominance d'acides gras (262 signaux), de shikimates et phénylpropanoïdes (97 signaux), et 

d'alcaloïdes (95 signaux), comme illustré dans la Figure 1a. De même, les fractions F1, F4 et 

F13 ont montré respectivement 566, 471 et 205 signaux, avec une prédominance d'acides gras, 

de shikimates et phénylpropanoïdes, et d'alcaloïdes (voir le figure 1, 2 et 3 de l’ANNEXE IV 

pour plus de détails). La fraction F12, bien que présentant moins de signaux (50 signaux au 

total) sur la colonne C18, montre néanmoins une présence notable d'acides gras (29 signaux) 

(Figure 3b). 

 

L'analyse par colonne HILIC, spécifiquement adaptée pour la séparation des composés très 

hydrophiles, a permis d'observer une tendance distincte. En effet, la fraction F12, qui était moins 

diversifiée en termes de signaux sur la colonne C18, a montré une grande richesse en signaux 

sur la colonne HILIC, au total 479 (Figure 3b). Cela indique une présence significative de 

composés très hydrophiles dans cette fraction. Les alcaloïdes, acides aminés et peptides, acides 

gras, shikimates, phénylpropanoïdes et glucides sont bien représentés. La fractions F8, déjà 

riche en signaux sur la colonne C18, a également montré un grand nombre de signaux sur la 

colonne HILIC (762) avec une dominance des mêmes voies métaboliques (Figure 4a). En outre, 

les fractions F1 et F13 ont également montré une diversité importante de signaux sur la colonne 

HILIC, avec respectivement 663et 171 signaux, témoignant de leur composition riche en 

composés à la fois polaires et non polaires (voir le figure 4 et 5 de l’ANNEXE IV pour plus de 

détails). 

 

 

  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 5: Distribution de l’intensité des signaux selon le temps de rétention au sein des superclasses dans la fraction actives F8 

après séparation chromatographique en phase inverse (colonne C18). Les résultats sont présentés sous la forme de violin plot 

où chaque point représente un signal (en rouge, ESI-, en bleu, ESI+).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 6: Distribution de l’intensité des signaux selon le temps de rétention au sein des voies superclasses dans la fractions 

actives F8 après séparation chromatographique à interaction hydrophile (colonne HILIC). Les résultats sont présentés sous la 

forme de violin plot où chaque point représente un signal (en rouge, ESI-, en bleu, ESI+).  
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3.2. Paysage Chimique des fractions actives en C18 et en HILIC à l’échelle de la 

superclasse  

 

Pour affiner l'analyse de notre paysage chimique, nous avons étudié les superclasses de nos 

fractions actives. Nous avons identifié plusieurs superclasses de métabolites prédominantes 

dans les fractions actives analysées par C18 et HILIC. Celles-ci comprennent les acides 

phénoliques, les phényléthanoides (C6-C2), les phénylpropanoïdes (C6-C3), les 

pseudoalcaloïdes et alcaloïdes de tryptophane, les acides octadécanoïdes, les petits peptides, les 

glycérophospholipides, les aminosucres et aminoglycosides, et les acides gras et leurs dérivés 

((Figure 5, Figure 6). Ces superclasses sont connues pour regrouper des composés secondaires 

liés à l'allélopathie. 

 

Dans les fractions F1, F8 et F4 analysées par C18, nous avons observé une dominance des 

acides gras et leurs dérivés, de l'acide octadécanoïque, des composés phénoliques et des petits 

peptides (Figure 5 et Figures 1 et 2 de l'ANNEXE V). En particulier, la fraction F8, qui est la 

plus active, présente 51 signaux d'acides gras et leurs conjugués, 33 signaux de amides gras, 43 

signaux d’acides octadécanoïques, 26 signaux de phénylpropanoïdes et 76 signaux de petits 

peptides. Dans la fraction F13 seulement deux superclasses sont bien représentés, les acides 

gras et leurs dérivés ainsi que les acides phénoliques qui comptent respectivement 23 signaux 

et 28 signaux (Figure 4 en ANNEXE V). 

Pour les fractions actives analysées en HILIC, nous avons noté une prédominance similaire, 

avec en outre une présence notable de nicotine et d'alcaloïdes, de nucléosides, d'acides 

phénoliques, d'alcaloïdes, de tryptophane et de glycérophospholipides (Figure 6 et Figures 1 et 

2 de l'ANNEXE V). Par exemple, la fraction F8 compte 23 signaux d'acides phénoliques, 40 

signaux d'alcaloïdes de tryptophane, 21 signaux de pseudo-alcaloïdes, 32 signaux de 

nucléosides et 33 signaux de glycérophospholipides. 

 

 

3.3. Priorisation et sélection des métabolites cibles pour les fractions actives  

 

Dans cette partie du travail, nous nous sommes concentré sur la priorisation des signaux à 

annoter au sein des fractions actives, afin d'identifier les composés susceptibles de manifester 

des activités allélopathiques. Conformément à ce qui a été explicité dans la partie "matériel et 

méthodes", nous avons formulé l’hypothèse que les composés communs aux fractions actives 

issues de différentes méthodes de purification pourraient avoir une plus grande probabilité 

d’être des composés actifs.  

 

Nous avons tout d'abord privilégié les fractions actives F1, F8 et F13 en C18, ainsi que la 

fraction F4, qui a été obtenue avec une méthode permettant d'isoler uniquement des composés 

hydrophobes. Nous avons également examiné les fractions F1, F8, F12 et F13 en mode HILIC. 

Dans ce cas, nous avons opté pour la F12, qui a été obtenue avec la même méthode que la F4 

mais a subi une adsorption, ce qui signifie qu'elle contient des composés hydrophiles. Toutefois, 

la description détaillée du profil chimique des composés communs aux fractions actives, 

analysés en mode HILIC, n'est pas présentée dans cette partie des résultats. Vous trouverez des 

informations détaillées sur ces résultats dans la section ANNEXE VI. 

Pour prioriser les composés, nous avons construit un diagramme de Venn en mode C18 et en 

HILIC, permettant d'identifier les composés partagés entre ces fractions, basé sur leur intensité 

de signal. Le diagramme de Venn a révélé l'existence de 333 composés communs en C18 

(Figure 7) et 142 composés communs en mode HILIC (ANNEX VI).  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 7 : Diagramme de Venn illustrant les métabolites communs identifiés au sein des fractions actives F1, F8, F4 et F13 en 

modes C18. La présence ou absence d’un composé dans une fraction a été définis en en fonction de son intensité de signal. 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 8 : Diagramme en rayon de soleil détaillant le profil chimique des métabolites communs identifiés dans les fractions 

actives en C18.  1er cercle represente les voies métabolomique, 2eme cercle represente les superclass et le 3eme cercle represente 

les composés specifique 
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Afin de mieux caractériser le profil chimique de ces composés communs, nous avons construit 

un diagramme de rayon en soleil permetant des visuliser le paysage chimique des composés 

communs aux fraction actives (Figure 8). Le premier cercle represente les voies 

métabolomiques, le deuxieme cercle representes les superclass et le troisieme represente les 

composés spéfique. Ce diagramme révèle une grande diversité chimique des composés 

communs aux fractions actives et met en évidence la présence notable de plusieurs voies 

métaboliques et superclasses connues pour abriter des composés associés à l'allélopathie. Par 

exemple, la voie métabolique des phénylpropanoïdes est particulièrement représentée, tout 

comme la superclasse des composés phénoliques. De plus, les benzoides, une superclasse 

largement reconnue pour son potentiel allélopathique, occupent une proportion significative du 

diagramme (voir Figure 8) 

 

Suite à cette analyse, nous avons identifié tois composés comme prioritaires : L'acide 

cafeique et l’acide coumarique appartiennent aux voies métaboliques des shikimates et des 

phénylpropanoïdes et à la superclasse des phénylpropanoïdes et l'acide vanillique qui appartient  

à la superclasse des composés phénoliques (Figure 8). Les temps de rétention, les differences 

de masse, scores de similarité, les classifications et d'autres détails spécifiques pour ces 

composés rélevés dans SIRIUS et MS-FINDER sont résumés dans le tableau en Annexe VII 

 

 

3.4. Confirmation analytique des composés cibles  

 

La confirmation des composés a été obtenue par comparaison des profils de spectres MS1 et 

MS2 des échantillons avec ceux des standards correspondants. 

L’analyse des spectres MS1 a permis de caractériser précisément chaque standard. L’acide 

coumarique a présenté un ion [M-H]- à m/z = 163.040 (Figure 9)., l’acide caféique à m/z = 

179.035 (ANNEXE VIII Figure 1).  et l’acide vanilique à m/z = 167.035 avec des précisions de 

masse qui sont inférieur à 5 ppm. Ces valeurs correspondent aux masses moléculaires attendues 

pour ces composés, confirmant ainsi la précision de la mesure. De même, les temps de rétention 

(Rt) de chaque standard ont été précisément mesurés, avec des valeurs de 8.96 minutes pour 

l’acide coumarique, 8.34 minutes (Figure 9) pour l’acide caféique et 8.42 minutes (ANNEXE 

VIII Figure 1) pour l’acide vanilique. Cette correspondance a été renforcée par l'observation 

des fragments caractéristiques dans les spectres MS2. Les fragments obtenus pour l'acide 

coumarique standard étaient m/z=135.0460 Da, m/z=119.0495 Da et m/z=117.0327, avec des 

écarts de masse inférieurs à 1.9 ppm (Figure 10). Pour l'acide caféique, les fragments étaient 

m/z=137.0243 Da, m/z=135.0440 Da, m/z=134.0376 Da et m/z=133.0291 Da, avec des écarts 

de masse inférieurs à 1.2 ppm. Pour l'acide vanillique, les fragments étaient m/z=166.0266 Da, 

m/z=152.0101 Da, m/z=108.0218 Da et m/z=102.0104 Da, avec des écarts de masse inférieurs 

à 1.4 ppm (ANNEXE VIII Figure 2) 

En comparant les masses et les temps de rétention des standards avec ceux de nos échantillons, 

nous avons observé une correspondance pour l’acide coumarique et l’acide caféique.  

Pour l'acide coumarique, des signaux ont été identifiés dans les fractions F1, F4, F8 et F13 à 

m/z=163.0395 Da, m/z=163.0393 Da, m/z=163.0393 Da et m/z=163.0393 Da respectivement, 

avec un écart de masse inférieur à 1.2 ppm. Les temps de rétention dans ces fractions (8.94 à 

8.96 min) sont en adéquation avec celui du standard (ANNEXE VIII Figure 1). 

En ce qui concerne l'acide caféique, les fractions F1, F4, F8 et F13 ont toutes montré un ion de 

m/z=179.0347 Da, m/z=179.0345 Da, m/z=179.0346 Da et m/z=179.0344 Da respectivement,  



 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Chromatogramme de l’acide coumarique utilisé pour l’analyses des fractions. En haut le standard et en 

bas la fraction F1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : le spectre MS2 de l’acide coumarique utilisé pour l’analyses des fractions. En haut le standard et en 

bas la fraction F1. 
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avec des écarts de masse inférieurs à 3.9 ppm. Le temps de rétention des fractions correspond 

également bien au standard, variant entre 8.36 et 8.42 min (ANNEXE VIII Figure 1). 

L'acide vanillique standard qui a été détecté à m/z=167.0341 Da avec un temps de rétention de 

8.42 min. Cependant, aucun signal correspondant n'a été détecté dans les fractions F1, F4, F8 

et F13. 

 

3.5. Comparaison du paysage chimique des composés inconnus avec les 

chromatogrammes UV et HRMS pour aller identifier les composés à analyser en  RMN. 
 

Dans cette section des résultats, nous nous focalisons sur la distribution des signaux inconnus 

en fonction du temps de rétention au sein des voies métaboliques identifiées dans les fractions 

actives F8 et F13, en les comparant avec leurs chromatogrammes UV et HRMS respectifs en 

vue de préparer l'analyse par RMN. 

 

L'analyse de la fraction F8 révèle une distribution hétérogène des composés inconnus en 

fonction du temps de rétention (Figure 11). Entre 2 à 9 minutes, nous constatons une forte 

densité de composés inconnus. Cette plage de temps, on retrouve principalement ales voies 

métaboliques des alcaloïdes, des acides aminés et peptides, mais aussi les voies des shikimates, 

des phénylpropanoïdes et des terpénoïdes (Figure 11). En examinant le chromatogramme UV, 

cette plage de temps correspond à une majorité des pics, indiquant une concentration importante 

de composés à ce temps de rétention (Figure 11). Il serait donc intéressant d'examiner ces 

composés inconnus lors de l'analyse par RMN. 

 

Quant à l'analyse de la fraction F13, elle présente une densité moindre de composés inconnus. 

On observe surtout une distribution des composés appartenant à la voie métabolique des acides 

gras entre 4 et 10 minutes, correspondant également aux pics UV sur le chromatogramme 

(Figure 12).  

 

Cette analyse préliminaire permet de déterminer les plages de temps de rétention à privilégier 

lors du fractionnement des fractions actives, dans le but d'isoler et d'identifier les composés 

inconnus potentiellement intéressants par RMN 

 

 

4. Discussion : 

 

4.1 Paysage chimique de L.major et identification de composés potentiellement bio-actifs  

Les résultats de notre étude mettent en lumière la présence dans nos fractions actives de 

composés issues potentiellement d’un large éventail de voies métaboliques , notamment les 

alcaloïdes, acides aminés et peptides, glucides, acides gras, polyketides, shikimates et 

phénylpropanoïdes, ainsi que les terpénoïdes. Cette diversité reflète la complexité chimique 

présent dans ces fractions, suggérant une multitude de métabolites secondaires potentiellement 

impliqués dans l'activité allélopathique. Par exemple, il est montré dans des extrait de 

macrophytes que les alcaloïdes sont des composés capables d’inhiber la croissance de divers 

microorganismes, y compris les cyanobactéries (Singh et al., 2005). Il est également rapporté 

que les acides aminés et peptides peuvent agir en tant que facteurs allélopathiques dans des 

extraits de macrophytes (Zhu et al., 2021). Les shikimates, en particulier, ont été largement 

aussi étudiées dans des extraits de macrophyte pour leur rôle dans la production de composés 

phénoliques, dont certains ont des effets allélopathiques (Mohamed, 2017, Macías et al., 2019,  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 11 : Distribution de l’intensité des signaux des composés inconnus selon le temps de rétention au sein des pathway dans 

la fraction actives F8 après séparation chromatographique en phase inverse en comparaison avec les chromatogrammes UV et 

HRMS. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 12 : Distribution de l’intensité des signaux des composés inconnus selon le temps de rétention au sein des pathway dans 

la fraction actives F8 après séparation chromatographique en phase inverse en comparaison avec les chromatogrammes UV et 

HRMS. 
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Zhu et al., 2021, Li et al., 2023). La voie métabolique des acides gras est également reconnue 

pour produire des composés ayant des propriétés allélopathiques (Mohamed, 2017, Zhu et al., 

2021, Chaïb et al., 2021). 

 

À l’échelle plus fine de la superclasse, notre étude a révélé plusieurs superclasses de 

métabolites, telles que les acides phénoliques, les phényléthanoïdes, les phénylpropanoïdes, les 

coumarines, les pseudoalcaloïdes et alcaloïdes de tryptophane, les acides octadécanoïdes, ainsi 

que les acides gras et leurs dérivés. Ces superclasses sont réputées pour regrouper des composés 

secondaires associés à l'allélopathie dans extraits de macrophytes, et donc pourraient jouer un 

rôle clé dans l'inhibition du rendement photosynthétique observée (Mohamed, 2017, Zhu et al., 

2021, Macías et al., 2019). Par exemple, les acides phénoliques ont été signalés pour leur 

activité antimicrobienne et leur capacité à inhiber la croissance de diverses espèces de 

cyanobactéries (Le Rouzic et al., 2016). L'article de Li et al (2023) s'aligne avec nos résultats, 

renforçant l'importance des acides phénoliques dans l'inhibition de la croissance des 

cyanobactéries comme Microcystis aeruginosa. Les phénylpropanoïdes, qui ont des propriétés 

antifongiques et antibactériennes bien établies, ont également été rapportés comme inhibant la 

croissance des cyanobactéries (Kfoury et al., 2004). L'identification de ces superclasses apporte 

une meilleure compréhension de la nature des composés présents dans nos fractions. 

 

Ainsi, l'identification de ces superclasses de composés dans nos fractions actives enrichit notre 

compréhension des mécanismes allélopathiques potentiels et offre des pistes pour 

l'identification et l'isolement de composés bioactifs 

Dans le prolongement de notre analyse du paysage chimique, nous avons pu identifier, tois 

composés : l'acide vanillique, l'acide caféique et l’acide coumarique en lien avec leur activité 

allélopathiques connus. L'acide caféique et l’acide coumarique ont pu finalement être confirmer 

sur le plan structural. L'identification de ces composés n'est pas surprenante, étant donné leur 

présence bien documentée dans la littérature comme composés allélopathiques. Par exemple, 

l'acide caféique est reconnu pour son activité antimicrobienne et son rôle potentiel dans 

l'inhibition de la croissance des cyanobactéries (Pandey & Palni, 2007). En outre, l'étude de Li 

et al. (2023) fournit un aperçu précieux du mécanisme potentiel par lequel l'acide caféique 

exerce son effet inhibiteur. Il semble que l'acide caféique puisse perturber divers métabolismes 

dans M. aeruginosa, y compris le métabolisme des nucléotides, des acides aminés et des acides 

gras, conduisant à une diminution de la plupart des métabolites, y compris les toxines de 

microcystine LR et cyanopeptolin A. Ces perturbations métaboliques, couplées à une 

augmentation de la production de ROS (espèces réactives de l'oxygène) par l'acide caféique, 

pourraient entraîner une inhibition de la croissance algale. 

 

Par ailleurs, la présence du coumarate, un autre composé de la voie métabolique des shikimates 

et des phénylpropanoïdes, corrobore également notre hypothèse de départ. Il a été suggéré que 

les composés de cette voie pourraient être impliqués dans l'activité allélopathique (Macías et 

al., 2019, Li et al., 2023). Le loliolide, un terpénoïde, a été rapporté pour son potentiel 

allélopathique dans différentes études (Singh et al., 2017).  

 

Il convient de souligner que, bien que notre approche ait permis d'identifier ces composés, elle 

ne confirme pas nécessairement leur rôle dans l'activité allélopathique observée. En effet, ces 

composés ont été retrouvés dans certains des fractions non actives (données non montrées), ce 

qui met en doute leur implication dans l’activité observés des fractions actives sur la diminution 

du rendement photosynthétique du M. aeruginosa. Par conséquent, des études supplémentaires 

sont nécessaires pour identifier les principaux composés contribuant à l’inhibition du rendement 

photosynthétique. Dans cet optique il sera important de considérer l'impact de la quantité de  
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matière dans l'activité observée (voir ANNEXE I). En particulier, il s’agira ainsi de trouver un 

compromis entre a quantité de matière et l’activité afin d’isoler suffisamment du/des 

composé(s) actif(s) en vue de les identifier structurellement par RMN.  

 

Ces résultats soulignent l'intérêt de notre approche pour l'identification de composés 

potentiellement allélopathiques. Cependant, ils mettent également en évidence les défis liés à 

l'identification de composés spécifiques responsables de l'activité allélopathique. La complexité 

du métabolome, la possible interaction entre différents composés, et le rôle potentiel de 

mécanismes indirects rendent cette tâche extrêmement difficile. 

 

 

4.2. Méthodologie d’analyse 
 

La méthodologie adoptée pour cette recherche est basée sur des pratiques bien établies dans le 

domaine de l'étude des métabolites et des composés bioactifs. En particulier, la séquence 

d'étapes de purification et d'identification décrites ici suit une approche conventionnelle, 

souvent appliquée dans la recherche sur les métabolites naturels. 

 

La première partie de la méthodologie met l'accent sur la purification des composés bioactifs. 

Les méthodes d'extraction liquide/liquide, d'ultrafiltration, de résine d'adsorption XAD et de 

chromatographie d'exclusion stérique sont toutes des approches bien établies et largement 

utilisées pour la purification des métabolites (Jiao X., et al., 2017, Andriamasinoro, 2019, Pierra 

J., 2020). Chacune de ces techniques offre des avantages spécifiques qui peuvent aider à isoler 

efficacement les composés d'intérêt. Par exemple, l'extraction liquide/liquide est une technique 

simple et économique qui permet de concentrer et de purifier les composés en fonction de leur 

solubilité (Samuelsson, 2017). D’après la publication de Jiao X., et al., 2017, l’ultrafiltration 

est une technique très efficace pour la purification des polyphénols. 

 

Cependant, il est essentiel de noter que, bien que ces techniques de purification soient largement 

acceptées et utilisées, elles ont aussi leurs limites. Par exemple, l'extraction liquide/liquide peut 

entraîner la perte de composés volatils et la co-extraction de composés non désirés. De même, 

l'ultrafiltration pourrait conduire à la perte de composés de bas poids moléculaire qui peuvent 

être d'intérêt (Hage et al., 2012). L'approche chromatographique, notamment la 

chromatographie d'exclusion stérique, est une technique très précise qui permet de séparer les 

composés en fonction de leur taille (Winzor, 2003). Néanmoins, cette technique peut être 

limitée par la résolution de la colonne et la possibilité de pertes de composés lors de l'adsorption 

non spécifique sur le matériau de la colonne. 

 

Ces méthodologies ont généré des fractions brutes contenant encore un grand nombre de 

composés. Si le fractionnement avait été plus précis, cela aurait pu être plus pertinent. 

Cependant, cette difficulté nous a conduit à choisir une stratégie qui repose sur deux postulats. 

En particulier, le premier postulat, à savoir que les composés se trouvant dans différentes 

fractions actives obtenues par différentes méthodes de purification pourraient être bioactifs, est 

soutenu par la littérature. Il est en effet bien connu que la présence répétée d'un composé dans 

plusieurs fractions purifiées par différentes méthodes peut suggérer son importance et son 

potentiel biologique (Kennedy et al., 2008). Il est important de noter que ce ne sont pas 

seulement les composés communs aux fractions actives qui pourraient présenter une bioactivité. 

Cependant, la grossièreté des fractions pose des obstacles à l'identification des composés 

bioactifs de manière isolée. Les métabolites cibles ont été choisis en se basant sur la littérature, 

en sélectionnant les composés décrits comme ayant des effets allélopathiques.  
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La grossièreté des fractions peut poser problème pour l’identification des composés inconnue 

en RMN. En effet la RMN est une technique puissante pour l'identification structurale des 

composés organiques, mais sa précision peut être limitée par la complexité des mélanges de 

composés. Plus précisément, lorsque de nombreux composés sont présents dans une fraction, 

les spectres de RMN peuvent être surchargés par les signaux de ces différents composés, 

rendant l'attribution des signaux à des structures spécifiques un défi majeur (Simpson et al., 

2011). De plus, la détection de composés à des concentrations plus faibles peut être masquée 

par ceux présents à des concentrations plus élevées (Bingol et Brüschweiler, 2015). C’est dans 

continuité de ce travail que les fractions F8 et F13 seront réfactionnées en LC-Semi-preparative 

pour une analyse plus poussée en RMN. 

 

La combinaison de différentes techniques de séparation, telles que l'utilisation de la colonne 

C18 pour les composés non polaires et de la colonne HILIC pour les composés polaires, a 

permis de mettre en évidence une riche diversité chimique dans nos fractions. Cette approche 

combinée est importante car elle permet de maximiser la couverture du métabolome et d'isoler 

des composés de polarités différentes (Vuckovic, 2012; Guijas et al., 2018).  La fraction F12 

par exemple en témoigne, étant donné qu’elle présente peu de signaux en C18 mais beaucoup 

en HILIC.  

 

De plus l’analyse des temps de rétention a offert un éclairage intéressant sur la polarité des 

différentes voies métaboliques et permis de confirmer la pertinence et la cohérence de nos 

analyses. Par exemple, les métabolites associés à la voie des acides gras ont présenté des temps 

de rétention allant jusqu’à 16 minutes sur la colonne C18, reflétant leur polarité relativement 

faible (Figure 1). Les alcaloïdes et les shikimates ont montré une distribution moins large des 

temps de rétention, avec des temps moyens de respectivement 9 et 8 minutes, suggérant une 

grande diversité de polarités au sein de ces classes de métabolites (figure 1). Concernant les 

glucides, ils ont été élués très tôt lors de l'analyse en C18 (figure 1), avec un temps de rétention 

moyen de 5 minutes, mais ont été retenus plus longtemps sur la colonne HILIC, avec une 

moyenne de 16 minutes, ce qui illustre leur nature fortement polaire (Figure 2). 

 

 

Les outils utilisés pour l'analyse des données, tels que le diagramme de Venn et le diagramme 

de rayon de soleil, sont des moyens efficaces de visualiser et de comprendre la complexité des 

données métabolomiques (Chen and Boutros, 2011). En particulier, le diagramme de rayon de 

soleil est un outil puissant pour visualiser les relations entre les différentes classes de composés 

et leurs voies métaboliques, facilitant ainsi la compréhension de la diversité et de la complexité 

des composés (Zulfiqar et al., 2023). L'utilisation de ces deux outils a renforcé notre stratégie 

analytique en nous permettant de déterminer les composés cibles. 
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CONCLUSION : 
 

Notre étude sur le Lagarosiphon major représente une avancée significative et unique dans la 

connaissance de cette espèce de macrophyte aquatique envahissante. Il est important de 

souligner qu'il s'agit de la première fois que L. major est étudié au niveau biomoléculaire, ce 

qui donne à notre travail un caractère précurseur. 

 

Au cœur de notre recherche, nous avons mis en lumière l'existence chez cette espèce de 

composés, mentionnés dans la littérature comme ayant des propriétés bioactives chez de 

nombreux autres macrophytes. Ces composés pourraient être responsables de la réduction du 

rendement photosynthétique de la cyanobactérie Microcystis aeruginosa. Nous avons pu les 

identifier grâce à des techniques avancées de spectrométrie de masse à haute résolution 

(HRMS). 

 

Cependant, ceci ne représente que la première étape de notre étude. La prochaine phase de ce 

projet consistera à approfondir l’exploration des molécules bioactives de cette espèce en 

utilisant la RMN, afin de découvrir des composés spécifiques à L. major, et afin de mettre en 

évidence leur présence dans un environnement contrôlé, à travers des études en mésocosmes. 

Cela nous permettra d'observer et de comprendre leurs effets dans un contexte plus réaliste, se 

rapprochant des conditions naturelles. 

 

Après avoir confirmé et évalué le rôle de ces composés en mésocosmes, l'étape suivante 

consistera en leur étude in situ. Cela est essentiel pour comprendre la dynamique de ces 

composés dans les écosystèmes aquatiques naturels, et quel rôle ils peuvent jouer dans la 

régulation des populations de cyanobactéries. 

 

Au-delà de la compréhension des mécanismes écologiques, cette étude pourrait potentiellement 

conduire à des solutions pratiques face à certains défis environnementaux. En effet, si les 

composés bioactifs identifiés dans L. major peuvent effectivement inhiber la photosynthèse des 

cyanobactéries, ils pourraient être exploités pour contrôler la prolifération de ces organismes 

dans les eaux douces. Cela ouvrirait la voie à des stratégies de gestion plus respectueuses de 

l'environnement, qui utiliseraient des mécanismes naturels maintenir l'équilibre au sein des des 

écosystèmes aquatiques. 

 

Ce travail de recherche passionnant constituera la base d'une thèse de doctorat qui devrait 

commencer à l'automne. Cette thèse visera à explorer en profondeur les composés bioactifs de 

L. major, à étudier leur bioactivité et à évaluer leur potentiel allopathique en conditions in situ. 
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ANNEXE I : Les fractions et leur méthode de purification ainsi leur quantité de matière 

 

 

Fraction Méthode de fractionnement Quantité de matière (mg) 

 F1   Chromatographie d'exclusion stérique   23.24 

 F2  La résine Amberlite XAD4  8.127 

 F3   Ultrafiltration  1.581 

 F4  La résine Amberlite XAD4  1.605 

 F5   Extraction liquide/liquide  2.059 

 F6   Extraction liquide/liquide  3.883 

 F7   Ultrafiltration  18.395 

 F8   Extraction liquide/liquide  27.163 

 F9   Chromatographie d'exclusion stérique  0.295 

 F10   Chromatographie d'exclusion stérique 0.041 

 F11   Extraction liquide/liquide  1.185 

 F12  La résine Amberlite XAD4  19.745 

 F13   Chromatographie d'exclusion stérique  0.678 

 

 

 

ANNEXE II : Paramètres d’acquisition et de traitement de données  

 

Tableau 1 : les paramètres de sources ESI 

 

Paramètre Valeur 

 Tension de pulvérisation (ESI-)   2,50 kV  

 Courant de pulvérisation   15,92 µA  

 Chauffage de la source   Avec thermocouple activé  

 Température du chauffage de la source   299,36 °C  

 Débit de gaz gaine   40,03 (arb)  

 Débit de gaz auxiliaire   19,99 (arb)  

 Débit de gaz de balayage   2,9 (arb)  

 Température capillaire   300,16 °C  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  



 

 

Tableau 2 : paramètres de collecte et d’identification des pics sur MS-DIAL. 

 

Paramètre   Valeur  

 Plage de temps de rétention pour la collecte des pics   0 à 100 min  

 Plage de masse pour les analyses MS1 et MS2   100 à 1500 Da  

 Tolérance pour la collecte des pics (MS1)   ±0,01 Da  

 Tolérance pour la collecte des pics (MS2)   ±0,025 Da  

 Valeur minimale de la hauteur des pics (mode positif)   50 000 amplitudes  

 Valeur minimale de la hauteur des pics (mode négatif)   25 000 amplitudes  

 Largeur de tranche de masse   0,1 Da  

 Tolérance de masse pour la correspondance de bibliothèque (MS1)   ±0,01 Da  

 Tolérance de masse pour la correspondance de bibliothèque (MS2)   ±0,005 Da  

 Tolérance pour le temps de rétention   ±0,1 min  

 Seuil de score d'identification  80% 

 

 

Tableau 3 : Paramètres MS-CLEANER pour le nettoyage des données. 

 

Paramètre Valeur 

Ratio pour éliminer la redondance des signaux d'injection à blanc 0.8 

Seuil de RSD pour éliminer les pics avec une grande variabilité 40% 

Fenêtre de RMD pour filtrer les pics en fonction de leur défaut de masse relative 40 à 4000 

Tolérance pour regrouper les composés similaires (masse) 0,005 Da 

Tolérance pour regrouper les composés similaires (temps de rétention) 0,25 min 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  



 

 

ANNEXE III : Annotation 

 

Paramètres Sirius 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Paramètre Ms-Finder 
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Nom des molécules Types d'interactions Référence bibliographique InchiKey SMILES Masse monoisotopique

Gramine inhibe la croissance des cyanobacteries Hong et al., 2009 OCDGBSUVYYVKQZ-UHFFFAOYSA-N CN(C)CC1=CNC2=CC=CC=C21174.1156985

5,4'-dihydroxyflavone inhibe la croissance cellulaire et la capacité photosynthétique des cyano Huang et al., 2015 OKRNDQLCMXUCGG-UHFFFAOYSA-N C1=CC(=C2C(=C1)OC(=CC2=O)C3=CC=C(C=C3)O)O254.0579088

apigénine inhibe la croissance cellulaire et la capacité photosynthétique des cyano Huang et al., 2015 KZNIFHPLKGYRTM-UHFFFAOYSA-N C1=CC(=CC=C1C2=CC(=O)C3=C(C=C(C=C3O2)O)O)O270.0528234

lutéoline inhibe la croissance cellulaire et la capacité photosynthétique des cyanoGao et al., 2011 IQPNAANSBPBGFQ-UHFFFAOYSA-N C1=CC(=C(C=C1C2=CC(=O)C3=C(C=C(C=C3O2)O)O)O)O286.047738

acide caféique inhibe la croissance des cyanobacteriesGao et al., 2011 QAIPRVGONGVQAS-DUXPYHPUSA-N C1=CC(=C(C=C1C=CC(=O)O)O)O180.0422587

 acide nonanoïque inhibe la croissance des cyanobacteriesGao et al., 2011 FBUKVWPVBMHYJY-UHFFFAOYSA-N CCCCCCCCC(=O)O 158.1306798

b-Sitosterol-b-D-glucoside inhibe la croissance des cellulesPark et al., 2009 NPJICTMALKLTFW-CKPBRCDESA-N CCC(CCC(C)C1CCC2C1(CCC3C2CC=C4C3(CCC(C4)OC5C(C(C(C(O5)CO)O)O)O)C)C)C(C)C576.4389896

acide fumarique une inhibition de la croissance cellulairePark et al., 2009 VZCYOOQTPOCHFL-OWOJBTEDSA-N C(=CC(=O)O)C(=O)O 116.0109586

acide p - coumarique une inhibition de la croissance cellulairePark et al., 2009 NGSWKAQJJWESNS-UTCJRWHESA-N C1=CC(=CC=C1C=CC(=O)O)O164.0473441

acide salicylique une inhibition de la croissance cellulairePark et al., 2009 YGSDEFSMJLZEOE-UHFFFAOYSA-N C1=CC=C(C(=C1)C(=O)O)O 138.031694

acide vanillique une inhibition de la croissance cellulairePark et al., 2009 WKOLLVMJNQIZCI-UHFFFAOYSA-N COC1=C(C=CC(=C1)C(=O)O)O168.0422587

linoleic acid une inhibition de la croissance cellulaire OYHQOLUKZRVURQ-HZJYTTRNSA-N CCCCCC=CCC=CCCCCCCCC(=O)O280.2402303

acide alpha-linolénique diminue la teneur en Chl a et inhibe la croissanceDong et al., 2019 DTOSIQBPPRVQHS-PDBXOOCHSA-N CCC=CCC=CCC=CCCCCCCCC(=O)O278.2245802

acide palmitique diminue la teneur en Chl a et inhibe la croissanceDong et al., 2019 IPCSVZSSVZVIGE-UHFFFAOYSA-N CCCCCCCCCCCCCCCC(=O)O256.2402303

acide ρ-hydroxybenzoïque Inhibition de la croissance Zuo et al., 2016 FJKROLUGYXJWQN-UHFFFAOYSA-N C1=CC(=CC=C1C(=O)O)O 138.031694

 p-aminobenzene-sulfonic acid Inhibition de la croissance Zuo et al., 2016 HVBSAKJJOYLTQU-UHFFFAOYSA-N C1=CC(=CC=C1N)S(=O)(=O)O173.0146643

acide stéarique Inhibition de la croissance Zuo et al., 2016 QIQXTHQIDYTFRH-UHFFFAOYSA-N CCCCCCCCCCCCCCCCCC(=O)O284.2715304

coumarine Inhibition de la croissance Zuo et al., 2016 ZYGHJZDHTFUPRJ-UHFFFAOYSA-N C1=CC=C2C(=C1)C=CC(=O)O2146.0367794

acide 9,12 -octadécadiénoïque Inhibition de la croissance Zhang et al., 2009 OYHQOLUKZRVURQ-UHFFFAOYSA-N CCCCCC=CCC=CCCCCCCCC(=O)O280.2402303

acide tétradécanoïque Inhibition de la croissance Zhang et al., 2009 TUNFSRHWOTWDNC-UJKGMGNHSA-NCCCCCCCCCCCCCC(=O)O 229.212285

cis  -6-octadécénoïque Inhibe la croissance de M. aeruginosa Nakai et al. , 2005 UYUAKLGDTIFZIV-USGGBSEESA-M CCCCCCCCCCCC=CCCCCC(=O)[O-].[Na+]304.2378246

cis  -9-octadécénoïque Inhibe la croissance de M. aeruginosa Nakai et al. , 2005 ZENZJGDPWWLORF-KTKRTIGZSA-N CCCCCCCCC=CCCCCCCCC=O266.2609657

éthyl 2-méthyl acétoacétate diminue le nombre de cellule Men et al., 2007 FNENWZWNOPCZGK-UHFFFAOYSA-N CCOC(=O)C(C)C(=O)C 144.0786442

2-Ethyl-3-methylmaleimide inhibe la croissance d'algue Xian et al., 2006 NKHIHGVHWGKXMQ-UHFFFAOYSA-N CCN1C(=O)C=C(C1=O)C 139.0633285

3-hydroxy-5,6-epoxy-β-ionone inhibe la croissance d'algue Xian et al., 2006 BVNCCXWAZAZQNM-AATRIKPKSA-N CC(C=CC12C(CC(CC1(O2)C)O)(C)C)O226.1568946

 4-oxo-β-ionone inhibe la croissance d'algue Xian et al., 2006 LNMVXVDYZPDPLE-AATRIKPKSA-N CC1=C(C(CC(=O)C1)(C)C)C=CC(=O)C206.1306798

loliolide inhibe la croissance d'algue Xian et al., 2006 XEVQXKKKAVVSMW-WRWORJQWSA-NCC1(CC(CC2(C1=CC(=O)O2)C)O)C196.1099444

dihydroactinidiolide inhibe la croissance d'algue Xian et al., 2006 IMKHDCBNRDRUEB-UHFFFAOYSA-N CC1(CCCC2(C1=CC(=O)O2)C)C180.1150297

6-hydroxy-3-oxo-α-ionone inhibe la croissance d'algue Xian et al., 2006 JJRYPZMXNLLZFH-AATRIKPKSA-N CC1=CC(=O)CC(C1(/C=C/C(=O)C)O)(C)C222.1255944

acide pyrogallique
régulateur de l'oxyde 

nitrique
 Lu et al. , 2002 WQGWDDDVZFFDIG-UHFFFAOYSA-N C1=CC(=C(C(=C1)O)O)O 126.031694

acides gallique Inhibition de la croissance  des cyano Lu et al. , 2002 LNTHITQWFMADLM-UHFFFAOYSA-N C1=C(C=C(C(=C1O)O)O)C(=O)O170.0215233

acide sinapique Inhibition de la croissance  des cyano Zhou et al. , 2006 PCMORTLOPMLEFB-ONEGZZNKSA-N COC1=CC(=CC(=C1O)OC)C=CC(=O)O224.0684735

acide syringique Inhibition de la croissance  des cyano Zhou et al. , 2006 JMSVCTWVEWCHDZ-UHFFFAOYSA-N COC1=CC(=CC(=C1O)OC)C(=O)O198.0528234

catéchine Inhibition de la croissance  des cyano Lu et al. , 2002 PFTAWBLQPZVEMU-HIFRSBDPSA-N C1C(C(OC2=CC(=CC(=C21)O)O)C3=CC(=C(C=C3)O)O)O290.0790382

l'acide ellagique Inhibition de la croissance  des cyano Lu et al. , 2002 AFSDNFLWKVMVRB-UHFFFAOYSA-N C1=C2C3=C(C(=C1O)O)OC(=O)C4=CC(=C(C(=C43)OC2=O)O)O302.0062672

acides myristique Inhibe la croissance de M. aeruginosa Zhou et al. , 2006 TUNFSRHWOTWDNC-UHFFFAOYSA-N CCCCCCCCCCCCCC(=O)O 228.2089301

acide pélargonique Inhibe la croissance de M. aeruginosa Zhou et al. , 2006 FBUKVWPVBMHYJY-UHFFFAOYSA-N CCCCCCCCC(=O)O 158.1306798

hexanoic acid la croissance de Chlorella vulgaris BeijDong et al., 2019 FUZZWVXGSFPDMH-UHFFFAOYSA-N CCCCCC(=O)O 116.0837296

phthalic acid la croissance de Chlorella vulgaris BeijDong et al., 2019 XNGIFLGASWRNHJ-UHFFFAOYSA-N C1=CC=C(C(=C1)C(=O)O)C(=O)O166.0266087

 octanedioic acid la croissance de Chlorella vulgaris BeijDong et al., 2019 TYFQFVWCELRYAO-UHFFFAOYSA-N C(CCCC(=O)O)CCC(=O)O 174.0892089

butenoic acid la croissance de Chlorella vulgaris BeijDong et al., 2019 LDHQCZJRKDOVOX-NSCUHMNNSA-N CC=CC(=O)O 86.03677943

azelaic acid la croissance de Chlorella vulgaris BeijDong et al., 2019 BDJRBEYXGGNYIS-UHFFFAOYSA-N C(CCCC(=O)O)CCCC(=O)O 188.104859

pentanedioic acid la croissance de Chlorella vulgaris BeijDong et al., 2019 XVOUMQNXTGKGMA-UHFFFAOYSA-N C(C=CC(=O)O)C(=O)O 130.0266087

N-phényl-2-naphtylamine Inhibe la croissance de M. aeruginosaWu et al., 2012 KEQFTVQCIQJIQW-UHFFFAOYSA-N C1=CC=C(C=C1)NC2=CC3=CC=CC=C3C=C2219.1047994

N-phenyl-1-naphtylamine Inhibe la croissance de M. aeruginosaWu et al., 2012 XQVWYOYUZDUNRW-UHFFFAOYSA-N C1=CC=C(C=C1)NC2=CC=CC3=CC=CC=C32219.1047994

benzoindenone Inhibe la croissance de M. aeruginosaWu et al., 2012 RWCCWEUUXYIKHB-UHFFFAOYSA-N C1=CC=C(C=C1)C(=O)C2=CC=CC=C2182.0731649

isoquercitrin phytotoxique contre les microalguesZhu et al. ,2021 OVSQVDMCBVZWGM-QSOFNFLRSA-NC1=CC(=C(C=C1C2=C(C(=O)C3=C(C=C(C=C3O2)O)O)OC4C(C(C(C(O4)CO)O)O) O)O)O464.0954761

protocatechuic acid phytotoxique contre les microalguesZhu et al. ,2021 JCJACHCJNGAAAR-UHFFFAOYSA-N CC(C)(C)[Si](C)(C)OC1=C(C=C(C=C1)C(=O)O[Si](C)(C)C(C)(C)C)O[Si](C)(C)C(C)(C)C496.2860396

quercetin phytotoxique contre les microalguesZhu et al. ,2021 REFJWTPEDVJJIY-UHFFFAOYSA-N C1=CC(=C(C=C1C2=C(C(=O)C3=C(C=C(C=C3O2)O)O)O)O)O302.0426527

Choline phytotoxique contre les microalguesZhu et al. ,2021 OEYIOHPDSNJKLS-UHFFFAOYSA-N C[N+](C)(C)CCO 104.1075391

propionamide phytotoxique contre les microalguesZhu et al. ,2021 QLNJFJADRCOGBJ-UHFFFAOYSA-N CCC(=O)N 73.05276385

1-Linoleoyl-rac-glycerol phytotoxique contre les microalguesZhu et al. ,2021 WECGLUPZRHILCT-HZJYTTRNSA-N CCCCCC=CCC=CCCCCCCCC(=O)OCC(CO)O354.2770097

Nonanoic acid phytotoxique contre les microalguesZhu et al. ,2021 FBUKVWPVBMHYJY-UHFFFAOYSA-N CCCCCCCCC(=O)O 158.1306798

kaempherol phytotoxique contre les microalguesZhu et al. ,2021 IYRMWMYZSQPJKC-UHFFFAOYSA-N C1=CC(=CC=C1C2=C(C(=O)C3=C(C=C(C=C3O2)O)O)O)O286.047738

ferulic acid Inhibe la croissance de M. aeruginosaLi et al. ,2021 KSEBMYQBYZTDHS-HWKANZROSA-N COC1=C(C=CC(=C1)C=CC(=O)O)O194.0579088

pyrogallol Inhibe la croissance de M. aeruginosaLi et al. ,2021 WQGWDDDVZFFDIG-UHFFFAOYSA-N C1=CC(=C(C(=C1)O)O)O 126.031694

tellimagrandin II Inhibe la croissance de M. aeruginosaLi et al. ,2021 JCGHAEBIBSEQAD-UHFFFAOYSA-N C1C2C(C(C(C(O2)OC(=O)C3=CC(=C(C(=C3)O)O)O)OC(=O)C4=CC(=C(C(=C4)O)O)O)OC(=O)C5=CC(=C(C(=C5)O)O)O)OC(=O)C6=CC(=C(C(=C6C7=C(C(=C(C=C7C(=O)O1)O)O)O)O)O)O938.1025311

Stigmast-4-ene-3,6-dione Inhibe la croissance de M. aeruginosaLi et al. ,2021 UVFOCYGYACXLAY-UQYXHCMHSA-N CCC(CCC(C)C1CCC2C1(CCC3C2CC(=O)C4=CC(=O)CCC34C)C)C(C)C426.3497807

Stigmasta-4,22-dien-3-one Inhibe la croissance de M. aeruginosaLi et al. ,2021 MKGZDUKUQPPHFM-LPJPOILFSA-N CCC(C=CC(C)C1CCC2C1(CCC3C2CCC4=CC(=O)CCC34C)C)C(C)C410.3548661

α-asarone Inhibe la croissance de M. aeruginosaLi et al. ,2021 RKFAZBXYICVSKP-AATRIKPKSA-N CC=CC1=CC(=C(C=C1OC)OC)OC208.1099444

 β-asarone Inhibe la croissance de M. aeruginosaLi et al. ,2021 RKFAZBXYICVSKP-WAYWQWQTSA-N CC=CC1=CC(=C(C=C1OC)OC)OC208.1099444

quercetagetin-3,6,4′-trimethoxyl-7-O-β-d-glucopyranosideInhibe la croissance de M. aeruginosaMecina et al., 2019 GGMCFLXPZMBJMV-NPVWYNPDSA-N COC1=C(C=C(C=C1)C2=C(C(=O)C3=C(C(=C(C=C3O2)OC4C(C(C(C(O4)CO)O)O)O)OC)O)OC)O522.1373409

luteolin-4′-O-β-d-glucopyranosideInhibe la croissance de M. aeruginosaMecina et al., 2019 UHNXUSWGOJMEFO-QNDFHXLGSA-N C1=CC(=C(C=C1C2=CC(=O)C3=C(C=C(C=C3O2)O)O)O)OC4C(C(C(C(O4)CO)O)O)O448.1005615

3-O-methylquercetin-4′-O-β-d-glucopyranosideInhibe la croissance de M. aeruginosaMecina et al., 2019 LKXBGSZMRNJAST-UKWZQOBBSA-N COC1=C(OC2=CC(=CC(=C2C1=O)O)OC3C(C(C(C(O3)CO)O)O)O)C4=CC(=C(C=C4)O)O478.1111261

protocatechuic acid Inhibe la croissance de M. aeruginosa Nakai et al. , 2000 JCJACHCJNGAAAR-UHFFFAOYSA-N CC(C)(C)[Si](C)(C)OC1=C(C=C(C=C1)C(=O)O[Si](C)(C)C(C)(C)C)O[Si](C)(C)C(C)(C)C496.2860396

catechol Inhibe la croissance de M. aeruginosa Nakai et al. , 2000 YCIMNLLNPGFGHC-UHFFFAOYSA-N C1=CC=C(C(=C1)O)O 110.0367794

 hydroquinone Inhibe la croissance de M. aeruginosa Nakai et al. , 2000 QIGBRXMKCJKVMJ-UHFFFAOYSA-N C1=CC(=CC=C1O)O 110.0367794

phloroglucinol Inhibe la croissance de M. aeruginosa Nakai et al. , 2000 QCDYQQDYXPDABM-UHFFFAOYSA-N C1=C(C=C(C=C1O)O)O 126.031694

syringic acids Inhibe la croissance de M. aeruginosa Nakai et al. , 2000 JMSVCTWVEWCHDZ-UHFFFAOYSA-N COC1=CC(=CC(=C1O)OC)C(=O)O198.0528234

lactic acid Inhibe la croissance de M. aeruginosaGao et al.,2017 JVTAAEKCZFNVCJ-UHFFFAOYSA-N CC(C(=O)O)O 90.03169405

succuinic acid Inhibe la croissance de M. aeruginosaGao et al.,2017 KDYFGRWQOYBRFD-UHFFFAOYSA-N C(CC(=O)O)C(=O)O 118.0266087

hexenedoic acid Inhibe la croissance de M. aeruginosaGao et al.,2017 YHGNXQAFNHCBTK-OWOJBTEDSA-N C(C=CCC(=O)O)C(=O)O 144.0422587

capric acid Inhibe la croissance de M. aeruginosaGao et al.,2017 GHVNFZFCNZKVNT-DETAZLGJSA-N CCCCCCCCCC(=O)O 173.1496847

lauric acid Inhibe la croissance de M. aeruginosaGao et al.,2017 POULHZVOKOAJMA-UHFFFAOYSA-N CCCCCCCCCCCC(=O)O 200.17763

tartaric acid Inhibe la croissance de M. aeruginosaGao et al.,2017 FEWJPZIEWOKRBE-UHFFFAOYSA-N C(C(C(=O)O)O)(C(=O)O)O 150.0164379

Medicagenic acid Saponines allelopathique de luzerne.Ghimire et al. ,2019 IDGXIXSKISLYAC-WNTKNEGGSA-N CC1(CCC2(CCC3(C(=CCC4C3(CCC5C4(CC(C(C5(C)C(=O)O)O)O)C)C)C2C1)C)C(=O)O)C502.3294392

Soyasaponin I Saponines allelopathique de luzerne.Ghimire et al. ,2019 PTDAHAWQAGSZDD-IOVCITQVSA-N CC1C(C(C(C(O1)OC2C(C(C(OC2OC3C(C(C(OC3OC4CCC5(C(C4(C)CO)CCC6(C5CC=C7C6(CCC8(C7CC(CC8O)(C)C)C)C)C)C)C(=O)O)O)O)CO)O)O)O)O)O942.5188156

3-Glc-Glc, 28 AraRhaXyl medicagenic acidSaponines allelopathique de luzerne.Ghimire et al. ,2019 DCYZCKREPYMGOG-AHMKISQGSA-N CC1C(C(C(C(O1)OC2C(C(COC2OC(=O)C34CCC(CC3C5=CCC6C(C5(CC4)C)(CCC7C6(CC(C(C7(C)C(=O)O)OC8C(C(C(C(O8)COC9C(C(C(C(O9)CO)O)O)O)O)O)O)O)C)C)(C)C)O)O)O)O)OC1C(C(C(CO1)O)O)O1236.577512

3-Glc, 28-Glc medicagenic acid Saponines allelopathique de luzerne.Ghimire et al. ,2019 LFWLYNKBYSIXAH-ROLFXBIUSA-N CC1(CCC2(CCC3(C(=CCC4C3(CCC5C4(CC(C(C5(C)C(=O)O)OC6C(C(C(C(O6)CO)O)O)O)O)C)C)C2C1)C)C(=O)OC7C(C(C(C(O7)CO)O)O)O)C826.435086

3-Glc, 28 AraRhaXyl medicagenic acid Saponines allelopathique de luzerne.Ghimire et al. ,2019 RCKIBKSEWLGMBT-LFYBZWAXSA-N CC1C(C(C(C(O1)OC2C(C(COC2OC(=O)C34CCC(CC3C5=CCC6C(C5(CC4)C)(CCC7C6(CC(C(C7(C)C(=O)O)OC8C(C(C(C(O8)CO)O)O)N)O)C)C)(C)C)O)O)O)O)OC9C(C(C(CO9)O)O)O1073.540673

Zanhic acid tridesmoside Saponines allelopathique de luzerne.Ghimire et al. ,2019 PLERLWUIYWAWRU-FYJHTGTLSA-N CC1(CCC2(C(C1)C3=CCC4C(C3(CC2O)C)(CCC5C4(CC(C(C5(C)C(=O)O)O)O)C)C)C(=O)O)C518.3243538

19-acetoxy-15,16-epoxy-8(17),13(16),14-ent-labdatrien-20-alphytotoxique contre les microalguesGao et al.,2017 OPDQOKREXYCJHD-JGVPYUGNSA-N CC(=O)OCC1(CCCC2(C1CCC(=C)C2CCC3=COC=C3)C=O)C358.2144094

15,16-epoxy-12-oxo-8(17),13(16),14-ent-labdatrien-20,19-olidephytotoxique contre les microalguesDellaGreca et al. ,2001 MMJRZYRMOZZOKA-WSTLGDPDSA-N CC12CCCC3(C1CCC(=C)C3CC(=O)C4=COC=C4)C(=O)OC2328.1674592

10a,19-dihydroxy-15,16-epoxy-8(17), 13(16),14-nor-ent-labdatrienephytotoxique contre les microalguesDellaGreca et al. ,2002 GHWVPMFSXMFAIQ-NPKQBVGDSA-N CC1(CCCC2(C1CCC(=C)C2CCC3=COC=C3)O)CO304.2038448

19,20-dihydroxy-15,16-epoxy-8(17),13(16),14-ent-labdatrienephytotoxique contre les microalguesDellaGreca et al. ,2003 AGXJCNOBJWLHQO-ZZQCPNMFSA-N CC1(CCCC2(C1CCC(=C)C2CCC3=COC=C3)CO)CO318.2194948

15,16-epoxy-12-oxo-8(17),13(16),14-entlabdatrien-19,20-olidephytotoxique contre les microalguesDellaGreca et al. ,2004 NELUXAHWLQZBLF-OWVGAHILSA-N CC12CCCC3(C1CCC(=C)C3CC(=O)C4=COC=C4)COC2=O328.1674592

2-ethyl-1,4-diazine Inhibe la croissance de M. aeruginosaGao et al.,2017 KVFIJIWMDBAGDP-UHFFFAOYSA-N CCC1=NC=CN=C1 108.0687483

2-ethyl-5-methylpyrazine Inhibe la croissance de M. aeruginosaGao et al.,2017 OXCKCFJIKRGXMM-UHFFFAOYSA-N CCC1=NC=C(N=C1)C 122.0843983

indole Inhibe la croissance de M. aeruginosaGao et al.,2017 SIKJAQJRHWYJAI-UHFFFAOYSA-N C1=CC=C2C(=C1)C=CN2 117.0578492

l-nicotine Inhibe la croissance de M. aeruginosaGao et al.,2017 SNICXCGAKADSCV-JTQLQIEISA-N CN1CCCC1C2=CN=CC=C2 162.1156985

5-methylthiazole Inhibe la croissance de M. aeruginosaGao et al.,2017 RLYUNPNLXMSXAX-UHFFFAOYSA-N CC1=CN=CS1 99.01427034

7-methylquinoline Inhibe la croissance de M. aeruginosaGao et al.,2017 KDYVCOSVYOSHOL-UHFFFAOYSA-N CC1=CC2=C(C=CC=N2)C=C1143.0734993

 

Tableau : Base de données personnelles 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  



 

Tableau : Bases de données d’annotation 

 

Biocc Biocc  

C-EBI C-EBI 

COCONUT COCONUT 

EcoCyc Mine EcoCyc Mine  

GNPS GNPS  

HMOB HMOB 

HSDB HSDB 

KEGG KEGG  

KEGG Mine KEGG Mine  

KNAPSACK KNAPSACK 

Maconda Maconda  

MeSH MeSH 

NORMAN NORMAN  

Natural Products Natural Products  

Plantcyc Plantcyc  

PubChem PubChem  

PubMed PubMed 

YMDB Mine YMDB Mine  

ZINC bio ZINC bio  

YMDB YMDB 

 

ANNEXE IV : Paysage Chimique des fractions actives en C18 et en HILIC 

(NPC_Pathways dans Sirius) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
   

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 1: Distribution de l’abondance des signaux selon le temps de rétention au sein des voies métaboliques dans la fraction 

actives F1 après séparation chromatographique en phase inverse (colonne C18). Les résultats sont présentés sous la forme de 

violin plot où chaque point représente un signal (en rouge, ESI-, en bleu, ESI+).  

https://biocyc.org/
https://www.ebi.ac.uk/chembl/
https://coconut.naturalproducts.net/
https://ecocyc.org/
https://gnps.ucsd.edu/
http://www.hmdb.ca/
https://toxnet.nlm.nih.gov/newtoxnet/hsdb.htm
https://www.genome.jp/kegg/
https://www.kegg.jp/
http://kanaya.naist.jp/KNApSAcK/
https://www.maconde.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh
http://www.norman-network.com/
http://www.naturalproducts.org/
https://www.plantcyc.org/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figure 2: Distribution de l’abondance des signaux selon le temps de rétention au sein des voies métaboliques dans la fraction 

actives F4 après séparation chromatographique en phase inverse (colonne C18). Les résultats sont présentés sous la forme de 

violin plot où chaque point représente un signal (en rouge, ESI-, en bleu, ESI+).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 3: Distribution de l’abondance des signaux selon le temps de rétention au sein des voies métaboliques dans la fraction 

actives F13 après séparation chromatographique en phase inverse (colonne C18). Les résultats sont présentés sous la forme de 

violin plot où chaque point représente un signal (en rouge, ESI-, en bleu, ESI+).  

 

 

 

 

 



 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 4: Distribution de l’abondance des signaux selon le temps de rétention au sein des voies métaboliques dans la fraction 

actives F1 après séparation chromatographique en phase inverse (colonne HILIC). Les résultats sont présentés sous la forme 

de violin plot où chaque point représente un signal (en rouge, ESI-, en bleu, ESI+).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figure 4: Distribution de l’abondance des signaux selon le temps de rétention au sein des voies métaboliques dans la fraction 

actives F13 après séparation chromatographique en phase inverse (colonne HILIC). Les résultats sont présentés sous la forme 

de violin plot où chaque point représente un signal (en rouge, ESI-, en bleu, ESI+).  
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ANNEXE V : Paysage Chimique des fractions actives en C18 et en HILIC 

(NPC_Superclass dans Sirius) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 1: Distribution de l’abondance des signaux selon le temps de rétention au sein des superclasses dans la fraction actives 

F1 après séparation chromatographique en phase inverse (colonne C18). Les résultats sont présentés sous la forme de violin 

plot où chaque point représente un signal (en rouge, ESI-, en bleu, ESI+).  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 2: Distribution de l’abondance des signaux selon le temps de rétention au sein des superclasses dans la fraction actives 

F4 après séparation chromatographique en phase inverse (colonne C18). Les résultats sont présentés sous la forme de violin 

plot où chaque point représente un signal (en rouge, ESI-, en bleu, ESI+).  



 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 3: Distribution de l’abondance des signaux selon le temps de rétention au sein des superclasses dans la fraction actives 

F12 après séparation chromatographique en phase inverse (colonne C18). Les résultats sont présentés sous la forme de violin 

plot où chaque point représente un signal (en rouge, ESI-, en bleu, ESI+).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 4: Distribution de l’abondance des signaux selon le temps de rétention au sein des superclasses dans la fraction actives 

F13 après séparation chromatographique en phase inverse (colonne C18). Les résultats sont présentés sous la forme de violin 

plot où chaque point représente un signal (en rouge, ESI-, en bleu, ESI+).  



 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 5: Distribution de l’abondance des signaux selon le temps de rétention au sein des voies superclasses dans la fractions 

actives F1 après séparation chromatographique à interaction hydrophile (colonne HILIC). Les résultats sont présentés sous la 

forme de violin plot où chaque point représente un signal (en rouge, ESI-, en bleu, ESI+).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figure 6: Distribution de l’abondance des signaux selon le temps de rétention au sein des voies superclasses dans la fractions 

actives F12 après séparation chromatographique à interaction hydrophile (colonne HILIC). Les résultats sont présentés sous la 

forme de violin plot où chaque point représente un signal (en rouge, ESI-, en bleu, ESI+).  



 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 7: Distribution de l’abondance des signaux selon le temps de rétention au sein des voies superclasses dans la fractions 

actives F13 après séparation chromatographique à interaction hydrophile (colonne HILIC). Les résultats sont présentés sous la 

forme de violin plot où chaque point représente un signal (en rouge, ESI-, en bleu, ESI+).  

 

 

 

ANNEXE VI : Priorisation et sélection des métabolites cibles pour les fractions actives 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 1 : Diagramme de Venn illustrant les métabolites communs identifiés au sein des fractions actives F1, F8, F12 et F13 

en modes HILIC. La présence ou absence d’un composé dans une fraction a été définis en en fonction de son intensité de signal. 



 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 1 : Diagramme en rayon de soleil détaillant le profil chimique des métabolites communs identifiés dans les fractions 

actives en HILIC. Les différentes voies métaboliques, les superclasses et les noms spécifiques des composés sont illustrés, 

révélant la diversité chimique des composés d'intérêt 

 

ANNEXE VII : Elément de preuve de l’annotation des composés cibles (A compléter)  (  

 
Tableau 1: Analyse des scores d'annotation et de classification des métabolites cibles (acide caféique, coumarate, acide 

vanillique et loliolide) en utilisant Sirius et MS-Finder. Les scores sont présentés en pourcentage de confiance, et les catégories 

de classification selon CANOPUS sont indiquées avec leurs scores respectifs. Les temps de rétention en minutes et les 

différences de masse en Da sont également notés. Les scores de similarité sont également inclus pour fournir une 

compréhension complète de la précision de l'annotation 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  



 

ANNEXE VIII : Confirmation analytique : 
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Figure 1 : Chromatogrammes de l'acide coumarique et de l'acide caféique dans les fractions F1, F4, F8 et F13. Le 

chromatogramme A représe   nte le standard de l'acide caféique, B, C et D représentent respectivement l'acide 

coumarique dans les fractions F1, F4, F8 et F13, tandis que les chromatogrammes E, F, G et H illustrent l'acide 

caféique dans ces mêmes fraction. 
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Figure 2 : Spectres MS2 de l'acide coumarique et de l'acide caféique dans les fractions F1, F4, F8 et F13. Le spectre 

A représe nte le standard de l'acide caféique, B, C et D représentent respectivement l'acide coumarique dans les 

fractions F1, F4, F8 et F13, tandis que les spectres E, F, G et H illustrent l'acide caféique dans ces mêmes fractions. 
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Les espèces exotiques envahissantes et les cyanobactéries représentent une menace croissante pour les 
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Il est essentiel de développer de nouvelles approches pour contrôler à la fois les macrophytes envahissants et les 

cyanobactéries, d'où l'objectif de cette étude qui a consisté à explorer l'activité allélopathique de l'espèce aquatique 

L.major sur la cyanobactérie M. aeruginosa. Pour ce faire, une stratégie HRMS, associée à l'utilisation de deux 

types de colonnes chromatographiques (C18 et HILIC), a été mise en œuvre sur les fractions de l'extrait brut de 

L.major, dont certaines inhibaient le rendement photosynthétique de M. aeruginosa. Cette stratégie a permis 

d'identifier des voies métabolomiques et des classes chimiques de composés naturels ainsi que plusieurs 

métabolites. Parmi ces métabolites, trois composés, l'acide vanillique, l'acide caféique, et l'acide coumarique, 

connus pour leur activité allélopathique, ont été mis en évidence. Néanmoins, en dépit de ces découvertes 

prometteuses, la détermination des composés spécifiques responsables de l'activité allélopathique demeure un défi 

en raison de la complexité du métabolome. Des recherches supplémentaires sont nécessaires pour approfondir ces 

résultats, comme l'utilisation de la RMN, et aussi confirmer par des analyses biologiques l’activité de ces 

composés. Notre étude offre toutefois un point de départ encourageant pour le développement de nouvelles 

stratégies d'étude et d'identification structurale de composés impliqués dans la relation allélopathique entre 

macrophytes et cyanobactéries. 

Invasive alien species and cyanobacteria are a growing threat to aquatic ecosystems worldwide, causing 

environmental, economic and health problems. It is essential to develop new approaches to control both invasive 

macrophytes and cyanobacteria, hence the aim of this study, which involved exploring the allelopathic activity of 

the aquatic species L.major on the cyanobacterium M. aeruginosa. To do this, an HRMS strategy, combined with 

the use of two types of chromatographic columns (C18 and HILIC), was implemented on fractions of the crude 

extract of L.major, some of which inhibited the photosynthetic yield of M. aeruginosa. This strategy was used to 

identify metabolomic pathways and chemical classes of natural compounds, as well as several metabolites. Among 

these metabolites, three compounds, vanillic acid, caffeic acid and coumaric acid, known for their allelopathic 

activity, were identified. However, despite these promising discoveries, determining the specific compounds 

responsible for allelopathic activity remains a challenge due to the complexity of the metabolome. Further research 

is needed to expand on these findings, such as the use of NMR, and also to confirm the activity of these compounds 

through biological analysis. However, our study provides an encouraging starting point for the development of 

new strategies for the study and structural identification of compounds involved in the allelopathic relationship 

between macrophytes and cyanobacteria. 
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