A= SNA o)y Seall A el A e w Al
République Algérienne Démocratique et Populaire

MINISTERE DE L'ENSEIGNEMENT SUPERIEUR

PSRRI | X1 JP N O S | - ST B Y
el alh S g

ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

YUY 1< s daala

UNIVERSITE ABOU BEKR

- lall Alg
BELKATD

FACULTE DE MEDECINE DEPARTEMENT DE PHARMACIE
DR. B. BENZERDJEB - TLEMCEN

MEMOIRE DE FIN D’ETUDES POUR

L’OBTENTION DU DIPLOME DE DOCTEUR EN PHARMACIE

THEME : ETUDE PHYTOCHIMIQUE PRELIMINAIRE DU
Cotula anthemoides

Présenté par :

BENMANSOUR Yassine
YELLES CHAOUCHE Fatima Zohra Rania

Soutenu le 26 / 10 / 2020
Le Jury

Président :

Pr SELKA Med Adil Professeur a la faculté de médecine

Membres :

Dr KAZI-TANI Choukry Maitre de conférence a la faculté de médecine
Dr BABA-AHMED Sihem Maitre assistante a la faculté de médecine

Encadreur :

Pr DALI-YAHIA M. K. Professeur a la faculté de médecine




Remerciements

On tient @ exprimer nos sinceres et Vifs remercrements
a Monsteur le Professeur DALT-YAHIA M. X, notre
encadrant de memorre pour la confiance qu il nous a
accordee dans la realisation de ce travail, sa
disponipilite, et ses conseils eclaires.

On aimerais eégalement remercier Mornsieur le
Professeur SELKA Med Adil pour avoir accepte de
Juger ce travail.

Nous sommes tres Ronores de la présence en tant

gu examinateur de Dy KAZI-TANI Choukry, Maitre
de conférence d la faculté de médecine, on le remercie
Stnceremernt.

On adresse egalement nos remerciements a Madanmie,
BABA-AHMED Sihem, Mailtre assistante d la faculté
de médecine, pour avoir accepte de juger ce travail

Nos remerciements les plis forls reviennent égalemernt
a nos familles

Fnfin, on remercie lous ceux qui ont contrivué de pres
ou de loin a [élaboration de ce travail




Dédicace

A nos cheres meres el nos chers peres
A notre pebe attendu
A nos soeurs et freres Xhadiaja, Ghouti et Wassila
A nos neveux et nieces
A Dy BENMANSOUR Madant

A tous mes amies . sarvd Jojo mounida Soumnida
meriem nadia ajifiene sanae fatt

A amina chichi et jija
A notre ami imad

A tous nos collegues

Yassine & fatima zohira




SOMMAIRE

e T (ol T g =] ST OTRRTR |
DT [ or Lot PSR SPRPR I
T oo [T o] €AV AT LA o] 1RSSR Vi
LISTE AES TIGUIES ..ottt ekttt b ettt et e bt e b IX
LiSte S TADIEAUX .....eeeieiiie ettt X
INTRODUGCTION ...t e e e e e e e e e e e e e e e s s e bt e e e aaeeeeasannntbnnareeaeeasans 1
Premiere partie : Synthese bibliographique............coooiiiiiiiii e 3
I. Etude botanique de I'espéce Cotula anthemoides.............ccovvvevvviveveveeieeeeiesee e, 4
I.1. Caractéres généraux de la famille des Astéracées....................oooviiiiiiiiiiniiiiiiiinnnnn. 4
L.1.1. La classification deS AStEFACEES..........ccouviiuieiiieeiie s see e se e 6
1.1.2 Répartition géographique.................cccoiiiiiiiiiiii e 8
I.1.3 Caractéres botaniques généraux des AStEracées ..............cccccevveereiiiiiiiiiiiiienennnns 9
1.1.3.1 Caractéres botaniques macroscopiques des AStéracées ......................cccveernn. 9
1.1.3.2 Caracteres botaniques microscopiques des AStEraces.........ccoovvvvveireeriveeninn, 10
I.2 Caracteres généraux du genre COtUIA ............cceoiiiiiiiiiiii 11
I.2.1 Classification du genre Cotula...............ccooviiiie i 11
1.2.2 Répartition géographique du genre Cotula..............ccocveeviveiiiie e, 13
1.2.2 Caractéres botaniques généraux du genre Cotula............ccccveeviveiiiiiecviiee e, 15
1.2.2.1 Caracteres MaCKOSCOPIGUES.......cccuureeirrreeiieeesrereassreesssneesssareassueeesseeesssseesnseees 15
I.3 Caractéres généraux de I'espéce Cotula anthemoides. ..........cccccvevviieiiiie e, 16
I.3.1 Répartition géographique de I'espéce Cotula anthemoides...............cccceevvvveenen. 16
1.3.2 Caractéres botaniques de I'espece Cotula anthemoides .....ccceeeeeiieeieeneennnn. 18
IL. Etude phytochimique de 1'espéce Cotula anthemoides.............ccovvvvveeessceeeeneeeen, 21
I1.1 Principaux métabolites secondaires rencontrés chez les Asteraceae ...................... 21
I1.1.1 Les lactones SeSqUIiterPEMIQUES ..............cooiiiiiiiiiiiiiiriiiiiiiiiiiiee e 21
IL.1.2 Les fIAaVOMOTAES ..........cvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiitt ettt e e e e r e e e e e e s 21
TL1.3 LeS AlCAIOTAES .........ooivvieiieiiiie ettt sttt eenree s 21
T1.1.4 LES COUMANINES .....vietitetieasiee sttt estee et e et et et e s e e st et e et e e nbeeanbeente e e e e anbeenree s 22
TL 1.5 LS lIGNANES ...ttt ettt et e e et e e e s e e e anaeeeanaeeeanes 22
I1.1.6 Acides-PRENOIS.........coiuiiiiiiee e 22
I1.2 Principaux métabolites secondaires présents chez le genre Cotula......................... 23
I1.3 Principaux métabolites secondaires connus chez I'espéce Cotula anthemoides...... 23
II1.L'usage thérapeutique de I'espéce Cotula anthemoides............ccccveeviveeiiee e, 24
II1.1 Plantes médicinales appartenant a la famille des Astéracées...........ccccoccvvvvrinnnnne 24
I11.2. Utilisation thérapeutique du genre Cotula ..............ccccoooiiiiiiii 26

{ 1] }



I11.2.1. Pharmacologie du genre COtUIA................ooooiiiiiiiiiii e 26

I11.2.2 Médecine traditionnelle du genre Cotula..............ccoooiiiiiiiiiii, 27
I11.3 Utilisation thérapeutique de 1'espéce Cotula anthemoides............cccocoveviiiieinnnne 28
I11.3.1 Pharmacologie de Cotula anthemoides.............cccooieiiiiiiiiii, 28
II1.3.2 Usage traditionnel de Cotula anthemoides ..............ccccevviiiieniiciieciic e, 28
Deuxiéme partie : Etude pratique (EXPErimentale) .............cocovuevevevereveeeeeccereeeeeeseseeeeeen, 31
LMatériels et MEthOAES.................uuiiiiiiiiiiiiii 32
.1, MAtEriel VEGATAL.......c.ooieieiecee e 32
1.1.1. Critéres de choix de la plante COlECTEe ...........cooveiiiiiiiiiii e, 32
1.1.2. Identification botanique de I'espece EtUdi€e ...........ccovveiiiiiiieniieiiee e, 32
1.1.3. ZONE 8 COIBCTE ...t 32
1.1.4. PEriode de COIECLE. ... ..cuiiiie et 32
1.2. Analyse phySICO-CRIMIQUE.........ccuiiiiiiiii s 33
1.2.1. Screening PRYTOCRIMIGUE .......eoiiiiiiieiie e 33
1.2.2. Analyse par chromatographie sur couche mMiNCe..........c.ccceviviiieniienie e, 37
1.3. Analyse par UPLC-MS ... s 39
1.3.1. Préparation des EXTrailS.........c.ooiiiiiiaiieeiie ettt 39
R T o 0o (oot - RSP 39
1.4. Rappel sur la technique d'UPLC-MS..........ccoii i 40
I.4.1.La chromatographie liquide LC : ..............ccooiiiiiiii e 40
LA L. L GANAIANITAS ... 40
1.4.1.2 Différents types de chromatographie liquide.....cceeveeieiiiiiieiiecniininnnnee 41
1.4.1.3 Chromatographie liquide haute pression HPLC..........ccccoceiiiiniiennnnnnn. 42
1.4.1.3. 1 DEFINITION euuirriainiieininiereresnrssernsssesasssssnssssssnssssssassssssnssssssns 42
1.4.1.3.2 Différents composants d'une chaine HPLC......ccciiiieiiiiniieenecennnnnn. 43
1.4.2 La spectrométrie de Masse MS: ......ccoe oo 48
1.4.2.1 GANAIAlITAS. uiuineiniiieiniiiieiniietiieratariesasessesasessssassssssnssssssnssssssnses 47
1.4.2.2 Différents composants d'un spectrometre de MasSe..cceeeeereeeeeeeenrancnnnnns 48
1.4.2.3 Caractéristiques de la SPeCtrOMELIIe c.uvuiveireeiieiieeieeneinrenceeceecnsancncns 49
1.4.3 La technique de couplage UPLC-MS ... 51
IL LIMIteS d'8TUTE euiriininiiiininiiiieiniieinretuteesesassssssnsssssnssssssnssssssnssssssnssssnsns: 52
I1.1. L'analyse macroscopique et MiCroSCOPIQUE. ........ccivuveeiiieeeiiee e sieeesiee e vee e 52
11.2. Screening phytochimique préliminaire...........cccve i 52
11.3. La chromatographie sur couche mMincCe...........cccovveiiii i 52
IIL.Résultats et INtErPrétatioNS........c..ecoiiiiiiiee e 52
II1.1 Résultats et Interprétations d"UPLC-MS...........cccocoiii i 52
| Y B T ol U 5] o] o F PP PP PP PPPR 55
(v )




IV.1 Discussion des résultats DotaniqueS ..ot 55

IV.2 Discussion des résultats de I'étude phytochimique préliminaire ...............cccocoee.e. 56
CONCLUSION ...ttt e et r e et e e e e asb e e nte e e beeasbaesteeeteeanaeenrees 60
] (=] = 1= SRR 61
AANINIEXES ..ottt oo oottt e e oo e oot e e et e e e e e R e e e ettt e e e e e e e n bbb e e e e e e e e e e aannreees 68

Annexe 1 : Phytochimie des ASTEIaCEES. .......cuoiuiiiiiieiie et 68
Annexe 2 : Phytochimie du genre COtUla. .........cocveiiiiiiiiiieiie e 74
Annexe 3 : Principaux métabolites secondaires connus chez I'espece Cotula anthemoides
............................................................................................................................................. 82
Annexe 4 : Chromatogrammes UPLC-MS ... 93
Annexe 5 : Exemple de table Excel utilisée pour le calcul de masse moléculaire a partir
d'adduits observés dans les spectres de masses ESH..........cccccevveiieiiieii e 95
Annexe 6 : Spectres de masse correspondants aux principaux pics observes sur les
Cchromatogrammes UPLC-MS. ... ..o 96
Annexe 7 : Les metabolites secondaires suspectés d'étre présents dans |'extrait
méthanolique de Cotula anthemOIdES. ........ccuiiiiiiiiiii e 102




Liste des abréviations

CCM : Chromatographie sur Couche Mince
UPLC-MS : Ultra Performance Liquid Chromatography tandem Mass Spectrometry

m/z : Rapport masse sur charge

Ac : Acide

MeOH : Méthanol

AcCEOt . Acétate d'étyle

APCI : Atmospheric pression chemical ionisation
ESI : lonisation par électrospray
DNP : Dictionary of natural products
PM : Phase mobile

ce° : Degré Celsius

KV - kilovolt

uv : UltraViolet

cm : Centimetre

g : Gramme

min : Minute

mm . Milimetre

ml > Mililitre

pm : Micromeétre

ul : Microlitre

Mpa : Mégapascal

APG : Angiosperm Phylogeny Group




Glossaire des termes scientifiques

Capitule : Partie d'une plante formée de fleurs insérées les unes a c6té des autres sur
I'extrémité élargie du pédoncule, formant une seule fleur

Aigrette : Touffe de poils sur les akenes ou les graines de certaines plantes comme le
pissenlit, servant a la dissémination par le vent

Phylogénétique . Relatif a la phylogenése, branche de la génétique traitant des
modifications génétiques au sein des espéces animales ou végétales

Akéne : Fruit sec indéhiscent dont les parois sont distinctes de I'unique graine qu'il
renferme

Synapomorphique : En phylogénétique, un caractére synapomorphique, ou synapomorphie, est
un caractere dérive, partagé par deux ou plusieurs taxons-fréres.

Port - l'aspect général et le mode de croissance d'une plante.

Latex : Est une substance liquide, a consistance plus ou moins épaisse, sécrétée par
certaines plantes ou par certains champignons et circulant dans les canaux
lactiféres.

Succulentes : Une plante succulente, est une plante charnue adaptée pour survivre dans
des milieux arides du fait des caractéristiques du sol, du climat ou a forte
concentration en sel.

Involucre : Désigne une collerette d'écailles ou de bractées libres et compactes ou
soudées ensemble a la base d'une inflorescence, notament chez les

Apiacees, ou les Astéracées.

Pistil : L'élement végétal qui regroupe les organes reproducteurs femelles d'une
fleur

Liguliflore . Plante de la famille des composées, n'ayant que des fleurs en languette.

Androceée : Ensemble des étamines d'une fleur.

Clade : Groupement de plusieurs embranchements de plantes ou d'animaux ayant

une organisation et une origine commune.

Angiosperme : Plante a fleurs
Dicotylédone : Dont la graine a deux cotylédons.
Corolle : Ensemble des pétales d'une fleur.




Décombante

Phylarie

Entorse

Cataplasme

Adduit

: En botanique qualifie un organe de la plante qui, s'élevant d'abord, retombe

ensuite vers la terre.

: L'une des bractées involucrales sous-tendant le capitule d'une plante

composite

: Lésion douleureuse d'une articulation.

: Bouillie médicinale que l'on applique, entre deux linge, sur une partie du

corps.

: En spectrométrie de masse, I'ionisation d'une molécule.
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INTRODUCTION

Les plantes sont considérées comme une origine de nouvelles molécules nécessaires a la mise au
point de futurs principes actifs ( médicaments ) . Parmi enviren les 303 000 espéces de plantes
terrestres connues(1), 1% d'entre elles ont fait I'objet d'études pharmacologiques dont elles ont
conduit & la découverte de nombreux médicaments comme la digoxine , la morphine , l'eucaliptol

.., quisont incontournables dans le traitement de plusieurs maladies et symptomes ( insufisance
cardiaque , douleurs intenses , toux ...) . Il reste donc potentillement de nombreux principes actifs
a découvrir .

La flore algerienne se caractérise par 5128 espéces exotiques surtout des espéces ornementales et
de 3139 especes naturelles , la flore du sahara central compte prés de 480 espéces de plantes
vasculaires , plus de la moitié d'entre elles sont représentées dans le massif du hoggar (2) avec 30
plantes aromatiques . Plus de 900 espece algérienne sont rares, tres rares ou endémiques, dont
certaines n'ont jamais fait l'objet d'études phytochimiques poussées et encore moins d'études
pharmacologiques .

A cet effet, et dans le cadre de la valorisation de la flore du sahara Algérien, nous sommes
intéresses a I'espéce Cotula anthemoides utilisée en medecine traditionnelle et qui fait partie de
la famille des Astéracées qui est considirée comme vaste ( plus de 400 especes en Algérie ) et
riche en plantes médicinales ( Chardon-Marie, Camomilles , Artichaut ....) dont on va demontrer
le potentiel thérapeutique de ses métabolites secondaires tout en confirmant son statut de plante
médicinale a usage tradionnel.

_ Le présent travail consiste a effectuer

e Un profil phytochimique de I'espéce avec des méthodes physicochimique sur divers extraits
par :

- Le screening phytochimique , les réactions de précipitation , les reactions colorees , les
réactions de fluorescence

- La chromatographie sur couche mince (CCM)

- La chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (UPLC-MS)

e Faire une corrélation entre nos resultats et les données de la littérature scientifique afin de
confirmer l'intérét thérapeutique de cette espece

_ Le manuscrit comprend deux parties :
e Lapremiére, les données bibliographiques , comportant :

- Une présentation botanique, la phytochimie, l'usage thérapeutique de la famille des Astéracées,
du genre Cotula et de I'espéce Cotula anthemoides

e La deuxieme partie décrit :
- « Matériels et Méthodes » en détaillant chacune des expériences menées

- « Résultats et Interprétations » de nos données expérimentales




- « Discussion » traitant tous nos résultats obtenus par rapport aux données de la littérature
scientifique




Premiere partie

Synthese
bibliographique




1. Etude botanique de I'espéce Cotula anthemoides

Cotula anthemoides c'est une espéce du genre Cotula et de la famille des Astéracées, c'est pour ¢a
on va commencer d'abord par la description des caractéres généraux de ces deux derniers.

I.1. Caractéres genéraux de la famille des Astéracées

- Asteraceae (Martinov,1820) = Compositae (Giseke,1792)

- Les Astéracées du grec qui signifie étoile « Aster » (3)

Les Astéracées sont subdivsées en 5 sous-famille selon la classification phylogénétique

l Asteraceae

o Astéroidées Cardioidées ) L
Mutisoidées Barnadesioidées . Cichorioidées
ou radiées tubiliflores ou liguliflores
[
l Anthemideae
;]

l Matricarriinae

[

l Cotula

Figure 1: Les sous familles des Astéracées selon la classification phylogénétique (3)




Angiospermes

(plantes a ovaires )

] Mesangiospermes
Angiospermes basales .
( Mesangiospermae)

Eudicotylédones . s
Monocotylédones Magnoliidées

(Dicotylédones vraies)

Superrosidées Sperastéridées

Astéridées

Lamiidées Campanulidées

( Euastéridées 1) ( Euastéridées 11 )

Astérales Apiales

Astéracées

(Asteraceae)

Figure 2 : Position des Astéracées par rapport a la classe des Angiospermes .(4)




I.1.1. La classification des Astéracées

Tableau 1 : La classification phylogénétique APG Il des Asteracées (5)

Classification phylogenétique APG 111 (2009)

Clade Angiospermes

Clade Dicotylédones vraies
Clade Astéridées

Clade Campanulidées
Ordre Asterales
Famille Asteraceae




Tableau 2 : La classification classique des Astéracées (4)

Classication de Cronquist (1981)
Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridea
Ordre Asterales
Famille Asteraceae




I.1.2 Répartition géographique

- La plus grande famille de plantes dicotylédones
- Comprend pres de 23 000 espéeces (5)
- 1500 genres décrites dont 750 endémiques (6)

- En Algérie, les Astéracées compte environ :

-109 genres
-Plus de 408 espéces (7)

Figure 3 : Carte de répartition mondiale et la richesse en espéces d'Astéracées (8)
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I.1.3 Caracteres botaniques géneraux des Astéracées

Les Astéracées se carctérisent par les éléments botaniques suivants :

L'inflorescence est un capitule .

- Les anthéres sont syngénésiques, les étamines sont soudées ensemble par les bords de leurs
anthéres, formant ainsi un tube.

- Lesovules sont a la base de l'ovaire.

- L'ovaire n'a qu'un seul ovule.

- Elles contiennent des sesquiterpénes dans leurs huiles essentielles,
mais ne contiennent pas d'iridoides .

- Le fruit a généralement une aigrette .

- Le fruit est un achene (ce qui s'écrit egalement akene ou achaine).

Aucune de ces caractéristiques, prise separément , ne peut étre considérée
Comme synapomorphique. (3)

I.1.3.1 Caracteres botaniques macroscopiques des Astéracées

Appareil végétatif

Tres variable

Port :

Ce sont généralement des herbes , vivaces a quelques exceptions annuelles (Ageratum conyzoides
, Acmella oleracea ...) (9) ou ligneuses telles que des arbustes avec Launée arborescente , Launaea
arborescens, des lianes avec le Senecon grimpant, Delairea odorata , et plus rarement des arbres
avec le Senecon en arbre, Baccharis halimifolia. (10)

Systeme racinaire :

- Est une racine pivotante (dicotylédones) a ramifications peu nombreuses et
quelques fois fibreuses

Latige :




- La tige est généralement dressée mais elle peut aussi étre couchée ou plus rarement
grimpante, de taille tres variable
- Pouvant contenir une seve élaborée laiteuse (latex), quelque fois comestible (11)

Les feuilles :

- Sont sans stipules alternées (Aster) ou opposées (Helianthus)

- Parfois verticillées (Eupotorium)

- Ou regroupées en rosette (Bellis, Taraxacum)

- lls sont principalement simple ,profondément découpées

- Sauf dans les pays tropicaux sont succulentes ou se réduire a des écailles (3)

Appareil reproducteur

Fleur :
Inflorescence :

- De petites fleurs sérrées (capitule)
- Entourées d'une collerette de bractées (involucre)

Corolle soudée :

- Soit regulliére et en tube
- Soit irréguliere et a deux levres (fleurs rayonnantes)
- Ouirrégulierre avec languette dentée (fleurs ligulées )

L'androcée :

- Est formée d'étamines a antheres genéralement soudées en tube

Gynécée :

- Consiste en un seul pistil composé 2 carpelles d'un seul style a deux fente d'un
ovaire inférieur a une loge (locule) ayant un ovule a sa base.

- Une fois que le stigmate a treverseé le tube forme par les antheres, les stigmates se
déplient et exposent leur face gluante au pollen ; On trouve souvent un nectaire en
forme d'écaille ou de petite coup a la base du
style. (12)

Fruit : Akene

1.1.3.2 Caracteres botaniques microscopiques des Astéracées

- On trouve un liber périmédullaire ou des faisceaux libéroligneux qui sont
médullaires chez les liguliflores

- Et on trouve également des poils tecteurs , des poils sécréteurs et des canaux
sécréteurs

- Présence de laticiferes articules en réseau chez les liguliflores dans le liber externe.

- Ontrouve aussi des cellules sécrétrices isolées , ainsi que des canaux oléiféres (3)




1.2 Caracteres genéraux du genre Cotula

Le genre Cotula comprend environ 80 espéces généralement des plantes annuelles ou vivaces (13),
parfois aquatiques comme Cotula coronopifolia (14)

- Trois sont représentées dans la flore saharienne d'Algérie :
Qui sont appelées communautairement "guertoufa”

- C.anthemoides
- C.cinerea

- C.coronopifolia (15)

1.2.1 Classification du genre Cotula

Tableau 3 : Classification de Cronquist (1981) du genre Cotula

Classification de Cronquist (1981)

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Genre Cotula

(11 )




Tableau 4 : Classification APG I11 (2009) du genre Cotula (16)

Classification APG 111 (2009 )

Clade Angiospermes
Clade Dicotylédones vraies
Clade Noyeau des dicotylédones vraies
Clade Astéridées

Clade Campanulidées
Ordre Asterales

Famille Asteraceae
Sous-famille Asteroideae

Tribu Anthemideae
Sous-tribu Cotulinae

Genre Cotula

12
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1.2.2 Répartition géographique du genre Cotula

e Dans le monde

Les especes du genre Cotula sont trouvées en Afrique du Sud, en Australie, en Europe et certaines
sont également étendues a I'Asie, I'Amérique du Sud, I'Amérique du Nord et I'Afrique du Nord.

L'évolution de la signalisation des espéces du genre Cotula au fil des années (1770-2020)
est proportionelle au changement de la couleur des points du plus claire au plus foncé

Figure 4 : Répartition géographique du genre Cotula dans le monde (17)
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e En Afrique

Figure 5 : Répartition géographique du genre Cotula dans le Nord-Africain (Source:
CJB&SANBI, 2012)
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1.2.2 Caractéres botaniques genéraux du genre Cotula
1.2.2.1 Caractéres macroscopiques

Appareil végétatif

Port:

Herbes poilues annuelles ou vivaces a croissance lente, le plus souvent

parfumées et velues.

Feuilles

- Alternes, parfois opposées ou rosulées.
- Pinnatifides ou pinnatisectes
- Rarement non divisees

Appareil reproducteur

Fleur :

- Intvolucre bi-série, phyllaries sub-égaux, marge scarieuse .

- Capitule petit a médiocre, pédonculé, hétérogames ou homogames, disciforme ou discoide,
rarement rayonnant, terminal solitaire.

- Réceptacle plat a conique.

- Externes ou rayons femelles, uni- a multi-sériés, plus nombreuse que

les fleurons discoides.
- Corolle courte, sans ou avec ,2-4 dents, conique. Disc-fleurons bisexués, peu pédicellés,

fertiles ou stériles, avec un tube jaune a 4 dents.
- Anthéres obtus, entiers , ovés-appendiculaires .
- Branches de style obtuses ou tronquées, incluses.

Fruit:

- Akenes souvent ailés , glabres, a 1-4 nervures et chauves. (18)




1.3 Caracteres généraux de I'espece Cotula anthemoides.

- Une plante également connue sous les noms vernaculaires :
- Al Ouazwaza
- El guertoufa (Ozendal1958)
- Ses synonymes :
- C.dichrocephala Sch.Bip. exA.Rich
- C.microcephala DC
- C.chinensis Kitam C.chinensis Kitam

- Artemisia niloticaL (19)

1.3.1 Répartition géographique de I'espéce Cotula anthemoides.

- Une plante qui pousse dans les sols peu ensablés

- Trés fréquente au Sahara septentrional et Sahara central d'Afrique. Aussi connue dans les
régions du Sud d'Afrique

- Egalement localisée dans le Nord de I'Inde, Sud-Ouest de la Chine

- Rare en Algérie (Tassili des Ajjers) (20)

e Dans le monde

Figure 6 : Répartition géographique de I'espéce Cotula anthemoides dans le monde (17)

16

—
| —



e En Afrique

Figure 7: Répartition géographique de I'espece Cotula anthemoides dans I'Afrique du Nord (21)
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1.3.2 Caracteres botaniques de I'espece Cotula anthemoides

1.3.2.1 Caractéres macroscopiques

Figure 8 : Photos de I'espéce Cotula anthemoides

18
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Appareil végétatif

Port :

- Plante herbacée glabre vert pale , procumbente ou décombante , a plusieurs
branches
- Annuelle, terrestre , tres petite.droite jusqu'a 30 cm

Racine

- pivotante portant des tiges partiellement ligneuses au niveau du collet
Feuilles

- Alternes, ovales-oblongues , pinnatisectes a 2 pinnatis avec :

- Des lobes dentés

- Lancéolées dans leur contours
- Pétiole semi-amplexicaule

Appareil reproducteur

Fleur :
- Fleurons externes femelles avec une corolle discrete, c'est deux fois plus longue
que celles des corolles a fleur-disque, fertiles.
- Disque-fleurons bisexaul, fertile , avec .2 mm de long, £ corolle campanulée,
fertile
Pédoncule
- De4-5cmdelong
Capitule
- Subglobuleuse jaune , 4 - 6 mm de diamétre , solitaire sur filiforme
Fruit:
- Akene a aigrette nulle ou variable
Floraison :

- En mars-juillet. (22)




Figure 9 : Dessin schématique de I'espéce Cotula anthemoides (23)
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I1. Etude phytochimique de I'espéce Cotula anthemoides

II.1 Principaux métabolites secondaires rencontrés chez les Asteraceae

Cette grande famille botanique se caractérise par son aptitude a synthétiser plus de 800 flavonoides
différents , regardés par certains auteurs comme des marqueurs chimiotaxonomiques pertinents
dans la classification des espéces au sein des Astéracees (24)(25), au méme titre que les lactones
sesquiterpiniques (26)

Les métabolites secondaires elaborés par les especes de cette famille sont capables de les prémunir
efficacement contre les prédateurs semble s'orienter de plus en plus vers les lactones
sesquiterpiniques (26) (27), les diterpénes, les triterpénes et les dérivés polyacétyléniques, en
abondonnant la voie classique des alcaloides.

Pratiquement, les alcaloides pyrrolizidiniques sont seulement élaborés chez quelques espéces
d'Astéracées comme Tussilago farfara, Eupatorium cannabinum, Senecio vulgaris et Senecio
jacobaea . (28)

I1.1.1 Les lactones sesquiterpeniques

Ce sont des sesquiterpénes a fonction lactone, elles sont trés majoritaires chez les Astéracées et
souvent localisées dans les poils sécréteurs situés au niveau des tiges, des feuilles et des bractées
de l'inflorescence (29), par exemples : Tussilagone (Tussilago farfara ), Hélénaline (Arnica
montana), Cnicine (Cnicus benedictus), Artémisinine (Artemisia annua), Alantolactone (Inula
helenium) et Ambrosine (Ambrosia maritima ) (Annexe 1) ( Tableau 16)

11.1.2 Les flavonoides

Les flavonoides sont des métabolites secondaires des plantes se caractérisent par une méme
structure de base formée par deux cycles aromatiques reliés par trois carbones, elles sont
responsables de la couleurs variée des fleurs et des fruits et représentent une source importante
d'antioxydants dans notre allimentation (30), examples : Apigénol et Lutéolol isolés chez
Chamaemelum nobile ( Annexe 1) (Tableau 15)

11.1.3 Les alcaloides

Les alcaloides sont des composés azotés complexes de nature basique qui présentent généralement
des effets physiologiques puissants, ce sont la plupart des poisons végeétaux tres actifs, dotés d'une
action spécifique (31) , il sont présent chez certaines espéeces d'Astéracées comme Achillea
millefolium (32)




11.1.4 Les coumarines

Les coumarines sont des produits naturels qui se trouvent chez certaines espéces d'Astéracées
comme Hieracium pilosella (Ombelliférone) (Annexe 1) (Tableau 13) et Achillea millefolium
(32)

I1.1.5 Les lignanes

Iy a principalement la silydianine , la silychristine et la silybine dont cette derniére est le principal
constituant actif d'un mélange de flavonolignanes (silymarine) extraits de Chardon-Marie (Silybum
marianum) (Annexe 1) (Tableau 14)

I1.1.6 Acides-phénols

Plusieurs acides-phénols peuvent se retrouver simultanément chez la méme espece comme le cas
de Cynara scolymus ( acide chlorogénique, cynarine et acides caféylquiniques) et Solidago virgaurea
(virgauréoside , léiocarposide) (Annexe 1) (Tableaul?2)




11.2 Principaux métabolites secondaires présents chez le genre Cotula

L'espece égyptienne C.cinerea a fait I'objet d'une étude chimique qui a permis d'identifier trois
flavonoides : Kaempferitine, Quercétrine, Quercétine

Une autre étude chimique sur les parties aériennes de C.cinerea qui a abouti a I’isolement de la
Lutéoline et ses dérivées ainsi que L'apigénine-7-O-a-L-rhamnoside et isoschaftoside  (Annexe
2) (Tableau 18)

Une étude phytochimique Algérienne réalisé sur les parties aériennes de Cotula cinerea a conduit
a l'identification d'un Germacranolide et 17 flavonoide : Chrysospenol-D, Chrysosplenetine,
Oxyayanine-B, Axillarine, Quercetineet ces dérivé, Pedaletine, Isokaempferid, Apigénine et ces
dérivé, Lutéoline et ces dérivé, Glucosylrhamnetine, 7-O- a-Dglucosylaxillarine (Annexe 2)

Une étude de la plante Cotula cornopifolia a permis d'isoler deux alcaloide : Cotuzine Aet B et un
dérivé phénolique : courimen (Annexe 2) (Tableau 25)

Un nouveau isoflavonoide : 3beta-isovaleryloxycostunolide a été isolé de I'espece Cotula hispida
(Annexe 2)

Une autre étude effectuée sur Cotula cinerea, poussant en Egypte a identifier cing sesquiterpénes
dont quatre germacranolide et un guaianolide et autres sesquiterpénes lactones parmi eux : deux
eudesmanolides, cing guaianolides et sept glaucolides (Annexe 2)

En 1968 une étude porté sur sept espéce du genre Cotula de I'Australie deux composées ont été
isolés de C.bipinnata, trois de I'espece C.filicula et un composé de C.plumosa (Annexe 2)

11.3 Principaux métabolites secondaires connus chez I'espece Cotula anthemoides

L'espéce C.anthemoides a été trés peu étudiée chimiquement selon la recherche bibliographique.
Une étude réalisé sur les graine a permis d'identifier un isoflavonoide glycoside et un flavone
(Annexe 3) (Tableau 26)

En 2012 une étude phytochimique a abouti a mettre en évidence 5 composés : Methoxy-2-0xo-
2H-chromene-8-carboxylic acid methyl ester, l'acide Gibberlie, I'acide Urosolique, Coumarin,
alpha-Pinene (Annexe 3)

Une autre étude chimique réalisé en 2018 a permis d'isolé 6 flavonoide dont 5 flavones glucosylé
et un flavonol glucosylé nouveau dans régne végétale, trois dérives phénolique, un
phénolglucosylé, dérivé d'un Acide tubéronique, acide propanoique et un nucléoside (Annexe 3)

(Tableau 26,27)




II1.I'usage thérapeutique de I'espece Cotula anthemoides

II1.1 Plantes médicinales appartenant a la famille des Astéracées

Si les Labiées (sauges, menthes...) sont bien connues, les Astéracées le sont moins mais offrent
cependant une variété de plantes dont on peut faire des infusions, des décoctions, des macérations,
des extraits aqueux ou hydroalcooliques a usage médicinal.

A T’exception de quelques cas rares (tussilage, absinthe, sénecon) leur utilisation en
automédication ne présente pas de risque particulier. Pour des usages internes, les Astéracées nous
offrent des plantes bien utiles surtout pour la digestion et pour soulager le foie, parmi ces
nombreuses plantes médicinales (33), on va citer quelques espéces dans le tableau suivant :

Tableau 5 : Quelques especes d'intérét pharmacologique de la famille d'Astéracées (3)

Nom en francais Nom scientifique Usage thérapeutique

Traitement des hépatites
Le Chardon-Marie Silybum marianum toxiques et virales, les cirrhoses ,
désintoxication alcoolique

Stomachique, anti-

La Camomille romaine | Chamaemelum nobile inflammatoire, effet locale
comme adoucissant et
antiprurigineux

Stimuler l'appétit ,
L'Armoise commune Artemisia vulgaris emmenagogue

Troubles hépatiques, diurétique,
L'Auréne male Artemisia abrotanum stimulant aromatique

Antispasmodique digestive, anti-
L'Achillée millefeuille | Achillea millefolium inflammatoire

Préventive des crises
La Grande Camomille | Tanacetum parthenium | migraineuses, douleurs des
regles

Diurétique, anti-inflammatoire,
La Verge d'or Solidago virgaurea analgésique

Traitement de la furonculose,
La Grande Bardane Arctium lappa I'acnée et certaines dermatoses
grace a ses propriétés
antimicrobiennes et
antifongiques




L'Artichaut

Cynara scolymus

Cholérétique aide a traiter les
troubles hépatobiliaires,
diurétique , facilite le transit
intestinale, combattre le cancer
du foie et du cblon, réduit les
risques d'anomalies du tube
neural chez le feetus

—
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II1.2. Utilisation thérapeutique du genre Cotula

I11.2.1. Pharmacologie du genre Cotula

Tableau 6 : Pharmacologie du genre Cotula .

Espece Activité pharmacologique Partie étudiée Référence
(34)
Cotula coronopifolia | Antibactérienne Extrait+le principe actif
Antifongique isolé
( 6-méthoxy-1-benzafuran-
4-ol)
(35)
Antioxydante Extrait de I'huile essentielle
Antifongique
(36)
Anticorrosive Extrait de feuilles
Inhibiteur efficace avec un
pourcentage d'inhibition de (95%)
37)
Antibactérienne : une sensibilité Extrait de I'huile essentielle
élevée a la souche d' Escherichia
coli et staphylococcus aureus
Cotula cinerea jusqu'a la concentration 1/8
Molluscicide : actif contre Extrait d'éther éthylique (38)
Bulinus truncatus Extrait d'acétate d'éthyle
Extrait de n- butanol
Larvicide : élevée contre les Extrait aqueux (39)
larves de moustique Anophéles Extrait d'alcool
labranchiae Extrait de latex
Antipyrétique Extrait de n-butanol (40)
Extrait d'acétate d'éthyle
Antiparasitaire Extrait de I'huile essentielle | (41)

Anticandidal : contre Candida
albicans, C. krusei, C. glabrata et
C. parapsilosis

isolée des parties aériennes




Analgeésique Extrait d'éther éthylique
(42)

Analgeésique Extrait des composés
Cytotoxique phénoliques (43)
Antioxydante

Peut étre considérée comme une
source de nouveaux agents anti-
tumoraux

Cotula hemisphaerica | Anti-inflammatoire Extrait aqueux (44)
wall Antimicrobienne
Antalgique
Antiprotozoaire

Contraceptive masculine Extrait éthanolique
(45)

I11.2.2 Médecine traditionnelle du genre Cotula

- En médecine traditionnelle marocaine utilisait Cotula cinerea , « Al gartoufa » , pour le
traitement du systeme digestif et comme anti-inflammatoire, antalgique et antiseptique (46)

- Elle est indiquée aussi pour les coliques, les diarrhées, la toux et le refroidisssement
broncho-pulmonaire ; la plante est generalement appliquée sous forme de décoction |,
maceration .(47)

- Dans le Sahara algérien plus précisément a Ouargla , Cotula cinerea est destinée contre la
colique , la diarrhée , la toux , le rhumatisme et la stérilité (48)

- La plante est égalemant utilisée dans le traitement de la fievre et la toux, et sous forme de
cataplasmes contre maux de téte et migraine (49)




II1.3 Utilisation thérapeutique de I'espece Cotula anthemoides

I11.3.1 Pharmacologie de Cotula anthemoides

L'investigation biologique de I'espéce Cotula anthemoides a révélé que I'huile essentielle a
un effet antibactérien sur les bactéries Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli et
Proteus mirabilis .

Les extraits de C.anthemoides possedent une meilleure inhibition contre
I'acétylocholinestérase et butyrylcholinestérase ce qui peut étre expliqué par la richesse de
C.anthemoides en polyphénols . (50)

Ceci est confirmé par une étude effectuée par Kim et al sur des polyphénols, suggére que
ces composes pourraient étre utiles dans le traitement de la maladie d'Alzheimer (51)

II1.3.2 Usage traditionnel de Cotula anthemoides

En allimentation :

Guertoufa (camomille sauvage du désert) est une plante aromatique et potagére qui s'invite durant
le mois de RAMADHAN comme une épice dans les assiettes de chorba, Harira ou EI-Hassa, plats
incontournable pour rompe le jeline dans le sud algérien (52)

Au maroc les nomades l'utilisent aussi pour conserver le beurre fondu :

Le beurre liquide est filtré sur un entonnoir tapissé avec un paquet de plantes dont il entrain au
passage les principes liposolubles conservateurs et I'arome . (53)




En thérapeutique :

Tableau 7 : Usage thérapeutique de I'espece Cotula anthemoides

chauffée a I'huile
de mo(t et a la
décoction

I'extérieur sur les
parties affectées 2-
3 fois par jour

Usage Forme galénique | Mode d'emploi Pays Référence
(54)
Traitement des | Décoction de la Les parties du
engelures plante entiere corps affectées
(soulager sont trempées dans
démangeaisons cet extrait pendant Inde
et gonflements environ 15 minutes | (bandipora nord
intenses) au coucher tous les | du cachemire)
jours pendant 5-6
jours
(55)
Maux de téte
fievre,douleurs
musculaires
,perte de
cheveux ,
douleurs
articulaires et
entorses
Fracture L'appatage des Appliqué sur les os
osseuse parties aériennes | fracturés et attache (56)
avec de la laine Inde (Shopian,
pendant toute la kashmir)
nuit pendant 5 a 10
jours
La partie aérienne | Appliqué a
est broyeée et I'extérieur au
Rhumatisme transformée en coucher pendant
pate avec de I'eau | une semaine
tiede
Toutes la plante | Appliqué a (57)




Troubles
pulmonaires

Troubles
gastrique

Infusion

Afrique du sud

(58)

Bouille

Ulcére

Acné

Bouton

avec un accent
particulier

sur la maladie
des
escarboucles

La plante entiere

Additionée
seulement au miel
ou mélangé a
d'autres plantes
médicinales

Inde (Purulia du
Bengale
occidental)

(59)

Enrichit la
gonorrhée
Sanguine
L'ophtalmie
Les maux de
téte

Les douleurs
thoracique
La gale

Fleurs

Toutes les
douleurs

Huile

Inde (rajasthan «
pays des rois »
nord-ouest de
I'Inde)

(60)

Douleurs
dentaires et
gingivales

feuilles

Les feuilles
fraiches ou séchées
sont utilisées en
frictions sur les
gencives

Maroc (draa)

(53)




Deuxiéme partie Etude
pratique
(Experimentale)




I.Matériels et méthodes

I.1. Matériel végétal

C'est la partie aérienne de Cotula anthemoides espéce aromatique saharienne

1.1.1. Critéres de choix de la plante collectée
Ce choix est basé sur trois critéres :
e Critére organoleptique
Afin de valoriser une plante aromatique
e Critére ethnobotanique

Une utilisation en medecine traditionnelle de cette plante est connue .Ce pouvoire
pharmacologique peut étre prouvé, si on confirme la présence de certains composés.

e Critere chimio taxonomique

Les espéces du genre Cotula.

1.1.2. Identification botanique de I'espece étudiee

Pour s’ assurer de 1 identité botanique de nos echantillons, nous les avons comparés avec des
spéciments présents au niveau laboratoire de pharmacognosie et nous nous somme confirmer par
les clés mentionnées dans les flores, tel que :

- Nouvelle flore de I'Agérie et des régions désertique méridionales (Quezel&Santa, 1963)

- Flore du Sahara (Ozenda, 1977)

1.1.3. Zone de collecte

Ain sefra, une commune de la wilaya de nadma,située dans le Nord-Ouest d'Algerie

1.1.4. Période de collecte

L'échantillonnage des parties aériennes de la plante a été effectué au moment de la floraison par
notre encadrant Pr DALI YAHIA M.K.




I.2. Analyse physico-chimique
1.2.1. Screening phytochimique

e Caractérisation des alcaloides

Préparation des extraits :

1- Déplacement des alcaloides
2- Extraction solvant apolalre
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Figure 10 : Schéma d'extraction d'alcaloides totaux
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Résidu Alcaloides totaux

Figure 11 : Schéma d'extraction de résidus d'alcaloides totaux

Protocol :

La caractérisation générale des alcaloides s' effectue par les réactions de précipitations
(Dragendorff, Mayer, Bouchardat) sur un extrait aqueux acide de la drogue, les précipités
obtenus donnent une idée de la teneur de la drogue en alcaloides

e Caractérisation des tanins

Extraction :

Meélange d'eau et d'acétone pum Distillation g Purification de la solution
extractive par le dichlorométhane.

Protocol :
Tanins galliques et ellagiques  FeCI3 précipité bleu noir
Tanins condensés — Précipité brun verdatre

Ebullition 15 min
Tanins cathéchiques =& > précipité
Réactif de Stiasny + Formol + HCI

[ =)




Réaction de bate-smith :
+ l'iodate de K les tanins

/ galliques donnent une

coloration rose
Précipité rouge brun soluble

Ebullition === dans l'alcool amylique

+ HCI \
+ Acide nitreux en milieu

acétique les tanins ellagiques
donnent une coloration rose
qui vire au bleu

e Caractérisation des flavonoides et des polyphénols
Extraction :
Préparation d'un décocté éthanolique a 10% ( 10 min au reflux )

Protocol :

1 ml d'extrait éthanolique + gouttes de KOH

Filtrer le décocté ) 1 ml d'extrait éthanolique + gouttes de FeCI3 2%

5 ml d'extrait éthanolique + 1 ml d'HCL concentré + 3 cm

de tournures de magnésium (réaction de wilstater)

- Milieu alcalin mmsss==)  Coloration jaune naturelle des flavonoides est exalté

Flavonones : Rouge violacée
- Laréaction de wilstater =) Flavonols : Rouge cerise
Flavones : Orange

Noyau phénol  : Coloration violette
- Noyaux phénoliques + FeCl3 mmmss) Noyau cathécol : Coloration verte
Noyau pyrogallol : Coloration rouge
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e Caractérisation des coumarines

Extraction :

L'exatraction des coumarines s' effectue par I'alcool et les solvants organiques, on peut les isoler a
I'état de complexes plombiques.

Protocol :

- La CCM des drogues a coumarines présente des taches dont la coloration est exaltée en présence
d'ammoniac, elle varie du blanc /jaune/pourpre.
- Les coumarines ont un spectre UV caractéristique

e Caractérisation des saponosides
Extraction :

Les saponosides sont solubles dans I'eau et les alcools, il est judicieux de procéder a une
délipidation préalable.

2g de poudre  Agiter  Eliminer la 5ml éther  Eliminer la poudre
vegétale + 10 ml phase organique de pétrole phase organique délipidée

d'éther de pétrole

- Peser 1 g de poudre deélipidée dans un ballon
- Reéaliser une décoction aqueuse a environ 4 % durant 30 min.
- Diluer le décocté filtré au 1/10™

- Dans des tubes a essais de méme taille, réaliser la gamme suivante :

Tableau 8 : Gamme de dilution pour mesurer l'indice de mousse

Tube 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Décoction 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
diluée

(ml)
H2oml) |10 |9 |8 |7 |6 |5 |4 [3 |2 |1 0




- Agiter durant 15 secondes.

- Aprés 15 min de repos, mesurer la hauteur de mousse

- Soit le tube présentant une hauteur de mousse de 1 cm : l'indice de mousse correspond a
I'inverse de la dilution du tube en question en tenant compte de toutes les dilutions et du poids
de la poudre.

Caractérisation des triterpénes et stérols
Reéaction de Lieberman :

Décocté + anhydride acéttigue H2SO4 - Triterpenes : Rose-pourpre
E——)

- Stéroides : Bleu-vert

1.2.2. Analyse par chromatographie sur couche mince

Principe :

C'est une technique qui permet de

Séparer les espéces chimiques présent dans un mélange homogeéne

Identifier les especes chimiques présentes dans I'eéchantillon :

Les échantillons témoins et les échantillons a tester, sont spoter sur la plaque de
chromatographie la phase fixe et plongée dans I'éluant la phase mobile

Méthode de préparation de la CCM :

ANRNEN

NNRNEN

v

Un bécher haut contenant un liquide appelé « éluant » sur une hauteur d’environ 0,5 cm
fermée de maniére a ce qu’il se sature en vapeurs d’¢luant et placé sous la hotte selon la
dangerosité de I’¢luant.
La plaque de chromatographie est recouverte d’un gel de silice sur un support d’aluminium.
Tracer délicatement au crayon un trait fin & 1 cm du bord inférieur : c’est la ligne de dépét.
Repérer par des croix les emplacements correspondant aux échantillons a tester en gardant
un espace minimum avec les bords de la plaque. Marquer par un chiffre les emplacements.
Avec une pipette pasteur ou un pic en bois déposer les échantillons.

Sécher les dépdts avec un seche-cheveux.

Introduire délicatement la plaque dans le bécher (la ligne de dépot ne doit pas t'étre au
contact de I’¢luant.

Laisser éluer.




Figure 12 : Photos de différentes étapes de préparation d'une CCM

Exploitations des résultats :

v’ Laphase stationnaire (phase fixe) constitue la plaque de chromatographie et I'tluant (phase
mobile) migre le long de la phase stationnaire en entrainant les especes chimiques déposées
a des hauteurs différentes.

v Une tache correspond a une espece chimique.

v Deux taches correspondant a deux dépots différents qui sont a la méme hauteur indiquent
la méme espéce chimique.

v Un dépot avec plusieurs taches montre que c'est un cops pur ou bien I'échantillon est un
mélange.

v" Plus I’espéce chimique est entrainée par I'éluant, plus une tache est haute.

v’ Pour faire apparaitre les taches des dépots non colorés, on place le chromatogramme sous
une lampe UV
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Figure 13 : photos des taches des dépdts non colorés aprés traitement par une lampe UV

1.1.3. Analyse par UPLC-MS

Les analyses par 'UPLC-MS ont eté effectuées en 2014 par notre encadrant Pr DALI YAHIA
M.K. au sein du laboratoire de la pharmacognoisie (UMR-CNRS 8638 COMETE) de la faculté de
pharmacie de paris, a l'aide d'un spectrometre de masse ZQ 2000Waters (Saint-Quentin, France).

1.3.1. Préparation des extraits

Les échantillons utilisés pour cette analyse sont constitues par deux extraits bruts l'un
méthanolique et l'autre a l'acétate d'éthyle.

La méme poudre a été extrait pour la premiere fois par le méthanol.puis, une filtration s'applique
suivi d'un épuisement par l'acétate d'éthyle.

1.3.2. Prodocole

Les expériences de LC-MS ont été effectuées a l'aide d'un systeme waters ACQUITYUPLC
Systeme (Waters Corp. Milford, USA) dont la colonne est un modele HSS C18 a phase inversée
constituée de microparticules a 1,7 pm de diamétre. La longueur de la colonne est de 100 mm pour
un diametre interne de 2,1 mm. Ce systeme est couplé a un spectrometre de masse haute définition
SYNAPT G2 (Waters Corp. Milford, USA). A chaque expérience LC-MS, 5 ul d'échantillon ont
été injectés. L'échantillon a analyser a été préparé de la maniére suivante : Dissolution de 10 mg/ml
I'éxtrait d'acétate d'éthyle dans su méthanol RS pour UHPLC-MS, puis microfiltration a travers
une menbrane PTFE 0,2 pm. L'élution en mode gradient est réalisée avec deux solvants.

e Solvant A : Solution aqueuse d'acide formique a 0,1%
e Solvant B : Acétonitrile / acide formique (99,9 ;0,1)

L'élution (avec un débit de 0,4 mi/min) a débuté avec le mélange des deux solvants A/B (95:5)
pendant six minutes, puis changement par augmentation du solvant B jusqu'a 100% en deux
minutes, puis maintien du solvant B pendant deux minutes supplémentaire les données spectrales
de masse ont été acquises apres électronébulisation (ESI) en mode positif et en mode négatif,
selon les parametres suivants :




EST positif ESI négatif
Tension capillaire 3,25 kv -2,5 kv
Tension du cone source 30V -40V
Tension du cone d'extraction 4V 4V
Température de la source et de la désolvatation 120 °C 550 °C

L'azote a été appliqué comme gaz de désintégration a un débit de 900 litres/h. les spectres de masse
ont eté acquis sur lagamme m/z de 100 a 1200 a une résolution de masse de 22000 FWHM (largeur
a mi-hauteur).

I.4. Rappel sur la technique d'UPLC-MS

UPLC-MS c'est une abréviation scientifique qui désigne le couplage de deux techniques
analytiques :

- UPLC (Ultra Performance Liquid Choromatography) c'est une chaine de
choromatographie liquide ultra performance.
- MS (Mass Spectrometry ) c'est la spectrométrie de masse.

I.4.1.La chromatographie liquide LC :
1.4.1.1 GENERALITES

- La chromatographie liquide c’est une technique d'analyse pour séparer les constituants d'un
mélange méme trés complexe en vue de les identifier et de les quantifier , son principe se base sur

- Les composés de I'échantillon (solutés) a séparer sont entrainés par un fluide liquide (solvant)
que I'on appelle la phase mobile (éluant)

- Selon les propriétés physico-chimiques de ces composés ils interagissent ou au contraire
n'interagissent pas avec un support (ou matrice) fixe (un solide ou un liquide fixé) que I'on appelle
la phase stationnaire dans un tube appelé colonne chromatographique : il y a donc une distribution
ou partition des composants entre ces deux types de phase .

- Le flux du fluide vecteur étant continu, c'est la rétention plus ou moins longue des différentes
molécules sur le support fixe, qui va les séparer les unes des autres dont plus les interactions entre
un composé et la phase statitionnaire sont importantes plus que le composé sera élué tardivement
et vice versa.

- En sortie de la colonne un détecteur approprié va détecter et caractériser les différents solutés par
un pic. L'ensemble des pics enregistrés est appelé chromatogramme.




- Le "temps de rétention" (temps au bout duquel un compose est élué de la colonne et détecté),
caractérise qualitativement un composé.

- L'amplitude de ces pics, ou encore l'aire limitée par ces pics et la prolongation de la ligne de base
permet de mesurer la concentration de chaque soluté dans le mélange injecté.
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Figure 14 : Schéema d'un pic au sein d'un chromatogramme
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Figure 15 : Représentation schématique d'une chromatographie
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1.4.1.2 Différents types de chromatographie liquide

-Quatre types de modes de séparation en chromatographie liquide sont Couramment employés en
fonction de la phase stationnaire.

- Chromatographie d'adsorption :

Est un phénomene de surface en phase normale (phase stationnaire polaire qui est généralement
des particules de silice et phase mobile apolaire).

Les molécules peuvent se fixer sur | adsorabant (phase stationnaire) en établissant des liaisons
(dip6le-ion, dipble-dipdle ou liaison de vander waals) avec ce dernier . Les composeés polaires sont
donc plus retenus que les composés apolaires.

-Chromatographie de partage : (80% des séparations ) :

Elle consiste a greffer des Groupements sur les particules de silice afin d'améliorer les
performances. La chromatographie de partage a polarité de phases inversée (=phase stationnaire
apolaire et phase mobile polaire ) donne actuellement les meilleures performances

- Chromatographie d'échange d'ions : pour separer les ions :

La phase stationnaire est une résine chargée négativement pour retenir les cations ou positivement
pour retenir les anions.

- Chromatographie d'exclusion : pour séparer les molécules en fonction de leur taille.

La phase stationnaire est un gel (structure poreuse). Les molécules de petites tailles vont pénétrer
dans les pores du gel et étre retenues par ceux-ci au contraire des molécules plus volumineuses qui
seront peu retenues .

1.4.1.3 Chromatographie liquide haute pression HPLC

1.4.1.3.1 Définition

- HPLC signifie chromatographie liquide haute pression ou haute performance,c est une forme
avancée de la chromatographie liquide dont au lieu d'introduir le solvant en fléau et de lui permettre
de s'égoutter vers le bas sous l'influence de la densité, dans la chaine

HPLC l'échantillon est obligatoir par le fléau des hautes pressions jusqu'a presque 400 atmosphere
, Ce qui va conduire a une séparation plus rapide et plus efficace.

HPLC recouvre une grande partie du domaine de la chromatographie en phase gazeuse auquel
s'ajoute celui de I'analyse des composés thermosensibles et non volatils ou de masses moléculaires
a la fois trés grande et méme polaires.



https://www.lachimie.fr/analytique/chromatographie/HPLC/chromatographie-adsorption.php
https://www.lachimie.fr/analytique/chromatographie/HPLC/chromatographie-partage.php
https://www.lachimie.fr/analytique/chromatographie/HPLC/chromatographie-echange-ion.php
https://www.lachimie.fr/analytique/chromatographie/HPLC/chromatographie-exclusion.php

1.4.1.3.2 Différents composants d'une chaine HPLC

Une chaine HPLC se compose de :

-Réservoir de la phase mobile:

Qui contient plusieurs flacons d'éluants (solvants de Polarités différentes ) sont diponibles pour
pouvoir réaliser des gradients d'élution (mélange de plusieurs solvants a des concentrations
variables ) a l'aide de la pompe doseuse.

-Dégazeur :

Il permet de retirer le gaz (dioxygéne) présent dans le(s) solvant(s) afin d'évtier d'endommager les
échantillons ou la phase stationaire .

Il existe deux types de dégazeurs sont utilisés en HPLC :

Dégazeur a gaz inerte : On fait un barbotage d'un gaz inerte dans la phase mobile Pour retirer le
gaz dissous dans le liquide : I' helium est le gaz inerte le plus utilisé

Dégazeur par vide : cette méthode consiste a descendre en pression dans une enceinte ou se trouve
le solvant a l'aide d'une pompe a vide primaire , et ainsi séparer le gaz dissous dans le fluide. Est
bien plus efficace , ne requiert plus de gaz inerte. La pression dans I'enceinte est de l'ordre du
millibar.

-Pompe :

Elle sert a stocker et délivrer en continu la phase mobile et a I'injecter sous pression dans la
colonne. Elle permet de travailler :

- En mode isocratique (avec 100% d'un méme éluant tout au long de I'analyse).
- En mode gradient (avec une variation de la concentration des constituants du mélenge d'éluant)

- Elle a un débit veriable de quelques ul a plusieur ml/min.

-Injecteur :

- Des tubes en acier inoxydable, en Téflon , en PEEK ou en silice fondue permettent de relier la
ou les pompes a l'injecteur chromatographique.

- 1l'y a plusieurs types d'injecteurs dont l'injecteur a boucle d'échantillonnage d'une capacité fixe
(10;20;50 pl....... ) est le plus utilisé.

- Cette boucle permet d'introduire I'échantillon sans modifier la pression dans la colonne

- La vanne a boucle d'échantillonnage possede 2 position. La premiére permet le remplissage de
la boucle d'injection de volume fixe, la seconde permet la mise en circulation de I'échantillon dans
le systéeme chromatographique.

- Le remplissage de la boucle d'injection se fait a l'aide d'une seringue comme montre la figure
suivante :



https://fr.wikipedia.org/wiki/D%C3%A9gazage_(chimie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Teflon
https://fr.wikipedia.org/wiki/PEEK
https://fr.wikipedia.org/wiki/Dioxyde_de_silicium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Injecteur
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Figure 16 : Schéma explicatif de fonctionnement d'un injecteur a boucle d'échantillonnage.

-Colonne :

En chimie analytique, les colonnes en inox ont généralement un diamétre interne de 4,6mm. La
longueur est de 5,10,15, ou 25 cm .

- Le remplissage (en silice, silice greffée ou particules polymériques) a une granulométrie de 3, 5
ou 10 um.

- Le diameétre interne d'une colonne est usuellement de 4 ou 4,6 mm. Si des substances pures
doivent étre collectées en fin de chromatogramme des colonnes de gros diamétre seront
nécessaires.

- La colonne est souvent précédee d'une précolonne, dite colonne de garde, courte (0,4 al cm ),
remplie de la méme phase stationnaire, ce qui sert a retenir certains impuretés, donc augmenter la
durée de vie de la colonne principale en préservant ses performances.

- La précolonne est changée périodiquement pour éviter le colmatage de la colonne.

-Détecteur :

qui suit en continu l'apparition des solutés en utilisant les différents phénomenes physico-
chimiques.

-Le signal obtenu est enregistré en fonction du temps.
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-Généralement on compare le signal obtenu pour la phase mobile et soluté a celui de la phase
mobile seule.

-Les détecteurs les plus utilisés sont :

.Réfractométre (RID) : mesure la variation de l'indice de réfraction du liquide a la sortie de la
colonne avec celui de PM pure.

.Détecteur UV-VISIBLE: mesure I'absorption de la lumiére par le produit a la sortie de la colonne.

-Un systéme de traitement des données :

L'analyse des données par un logiciel installé sur un ordinateur permet de nous donner des
informations sur le temp de rétention des différents composés, ainsi I'extrapolation des quantités
mesurées de chacun.

Schéma de principe
d'une chaine d'HPLC

= i3 : Systeme =3
esevoir de solvant d'intégration et —
Indicateur de d'imapression -
pression et debit
Systama
de
e
o —
Systeme d'ingection
FPompe
Détecteur

Colonne

Figure 17 : Schéma de principe de fonctionnement d'une chaine d' HPLC (61) (62)

1.4.1.4 Chromatographie liquide ultra performance UPLC

-L'UPLC (ultra performance liquid chromatography) elle a les mémes principes que I'HPLC.

L'UPLC améliore L'HPLC dans trois domaines :
- Résolution chromatographique ( trés bonne )
- Vitesse d'analyse ( plus rapide )

- Sensibilité ( plus élevée )
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https://fr.wikipedia.org/wiki/HPLC

Tableau 9 : Comparaison entre UPLC et HPLC.

Caractéristiques HPLC UPLC
1. La taille des particules 3abum Moin de 2 um
2. Contre-pression maximale 35-40 MPa 103,5 MPa
3. Colonne analytique Ulltima Cys Acquity UPLC BEH Cag
4. Dimensions de la colonne 150 x 3,2 mm 150 x 2,1 mm
5. Température de la colonne 30°C 65° C
6. Volume d'injection 5 ml (std. In100% | 2 ml (std.In100% MeOH)
MeOH)

- Les colonnes ACQUITY UPLC BEH C18 et C8 sont les colonnes universelles de choix pour la
plupart des séparations UPLC.

- Concues, testees et garanties pour étre utilisées dans le cadre d'applications utilisant des pressions
pouvant atteindre 1000bar , ces colonnes présentent robustesse, efficacité et vitesses d'analyses
inégales.

- La chimie de chaque colonne contient une combinaison différente d'hydrophobicité, d'activité
silanol, de stabilité hydrolytique et d'interaction chimique avec les analytes.

Avantages d'UPLC

* La consomation des solvants est moindre

* Le temps et le cout sont réduits

« Efficacité plus élevée grace aux particules inférieures a 2um

» Efficacité 3 fois supérieure a celle des particules de 5 um

* Résolution supérieure de 70% a celle des particules de 5 um

» Pour les séparations en gradient, la capacité des pics (nombre de pics par Unité de temps)
est utilisée pour mesurer le pouvoir de résolution

» Informations de meilleure qualité et analyse d'un plus grand nombre d'échantillons en un
temps donné.

* La longueur de la colonne peut étre divisée par 3 en transposant une méthode développée
sur une colonne de granulométrie Spm en 2um et en conservant la méme efficacité




» Les séparations peuvent étre réalisées a un debit 3 fois supérieur
» Lavitesse d'analyse est multipliée par 9 sans perte de résolution

» En spectrométrie de masse, les pics sont plus concentrés ce qui améliore I'efficacité de
I'ionisation et rend le systeme ACQUITY UPLC idéal pour tout
couplage MS

Inconvénients de UPLC
» Lors de l'analyse a haute pression développée en raison de la taille fine des particules de la
phase stationnaire, L'augmentation de la pression réduit la durée de vie des colonnes.

» Enraison d'une pression acure, nécessite plus d'entretien et réduit la durée de vie de ce type
de colonnes. (63)




1.4.2 La spectrométrie de masse MS:

1.4.2.1 Généralités

- La spectrométrie de masse est une technique physique d'analyse,son principe réside dans la
sépation en phase gazeuse de molécules chargées (auparavant ionisées) en fonction de leur rapport
masse/charge (m/z) a l'aide d'un chmp magnétique B.

- Elle permet de détecter et d'identifier des molécules d'intérét par mesure de leur masse en
comparant le spectre de masse d'une molécule avec la banque de spectres.

- La valeur m/z d'un pic moléculaire permet de calculer la masse moléculaire.

- Elle apporte également des informations sur la composition et la structure de la molécule
identifiée grace aux pics de fragmentation de cette derniere.

- L'intensité des pic permet d'obtenir une analyse quantative.

Cholestane

Pic moléculaire
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Exemple: spectre en ionisation par impact électronique du cholestane.

Figure 18 : Exemple d'un spectre en ionisation par impact électronique .
1.4.2.2 Différents composants d'un spectrometre de masse

-Un spectrometre de masse englobe 4 parties :

* Unesource d'ion :

Ou les ions sont produits en phase gazeuse a partir des états solides, liquides ou gazeux , il
existe plusieurs types de source d'ion :
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https://fr.wikipedia.org/wiki/Ion
https://fr.wikipedia.org/wiki/Rapport_masse_sur_charge
https://fr.wikipedia.org/wiki/Rapport_masse_sur_charge
https://fr.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cule

- Electrospray

- MALDI (la désorption-ionisation laser assistée par matrice)
- Impact électronique

- APPI (la photoionisation a pression atmosphérique)

- FAB-MS (Le bombardement par atomes rapides)

- lonisation chimique

e Un ou plusieurs analyseurs :

Dans lequel les ions sont manipulés (transportés, tournés , triés, sélectionnés , séparés ,
fragmentés...), il y a plusieurs aussi :

- FT-ICR (la spectrométrie de masse a transformée de Fourier)

- Orbitrap (Un piége a ions, dans lequel les ions se mettent dans leur orbites
a la fréquence en fonction de leur masse sur charge (m/z).)

- Analyseur a Piégeage d'ions (lon trap)

- Analyseur quadripolaire (constitué de quatre électrodes paralleles de
section hyperbolique ou cylindrique).

- Analyseur a temps de vol (TOF)

- Analyseur a secteur magnétique

e Un détecteur :

Qui compte les ions et amplifie leurs signaux, c'est-a-dire convertir un courant ionique en
courant électronique, il y a deux types :

- Détecteur destructif (détermine la masse sur charge (m/z) en fonction du
temps d'arrivage au détecteur et les parametres de I'analyseur)

- Détecteur non destructif (permet la suivie des ions pendant et aprés la
détection)

Enfin on obtient un spectre de masse a travers un systeme informatique qui collecte toutes
les données a partir de ces trois derniers éléments.

b iy
Snm'r:f: dions + wmip  Detecion  wie .
B B

Production d'ions Separtion des wons Guﬂvemun dun Représentation des
e nhiase sazeuse produits en fonction courant iomigue en donéees dans un
P du repport mz cowrant electrigue spectre de masse

Figure 19: principe de fonctionnement d'un spectrometre de masse.
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https://masse-spec.fr/electrospray
https://masse-spec.fr/maldi-2
https://masse-spec.fr/impact-electronique
https://masse-spec.fr/appi
https://masse-spec.fr/fast-atom-bombardment-fab
https://masse-spec.fr/ionisation-chimique
https://masse-spec.fr/ft-icr-2
https://masse-spec.fr/orbitrap-principe-utilisations
https://masse-spec.fr/principe-fonctionnement-piege-ionique
https://masse-spec.fr/analyseurs-quadripolaires
https://masse-spec.fr/analyseur-a-secteur-magnetique
https://masse-spec.fr/detecteurs-non-destructifs-spectrometrie-de-masse
https://masse-spec.fr/detecteur-non-destructif

1.4.2.3 Caractéristiques de la spectrométrie

Les principales Caractéristiques de la spectrométrie de masse sont :

- Haute résolution permet de distinguer les isotopes naturels d'un élément.

- Analyse rapide (quelqgue ms) et compatible avec des mélanges séparés par
chromatographie en ligne.

- Génere de nombreuses données : spectres MS,MS/MS qui renseignent sur la structure des
biomolécules.

- Tres sensible : capable d'analyser des quantités de quelque attomoles.
- Compatible avec I'etude de mélanges trés complexes comme un protéome entier.

- La (MS/MS) permet de distinguer des isomeres qui ont les mémes masses moléculaires
mais qu'ils peuvent présenter des toxicités treés différentes.

- la précision en masse, ils peuvent proposer les formules brutes expoloitables pour les
molécules inconnues.

Le nombre de compositions élémentaire proposées par logiciel est proportionnel avec
I'erreur de masse comme indique la figure suivante.

Nombre de composition Composition A

Erreur ; e 2 Masse théorique

proposé élémentaire

0,0001 Da 5 CgH,N,,0,P;- 306,04965
(0.3 ppm) CoHy3N;0,P; 306,04966
CgHyN;00,P; 306,04965
ogooam?a 3 CoH13N30,P; 306,04966
PP HiuOir 306,04986
Cy3HyoN,0; 306,04935
?fgc;i r?f)‘ 5 C1,HaNoOy 306,04934
Cy3H1oN,0; 306,04935
(:'302;5)3 5 Cy,HaNgO, 306,04934
CyyHoN, P 306,04781
ci'eogi::)a 15 Cy0H,N;,0;° 306,04800

Figure 20 : Nombre de formules brutes en fonction de I'erreure de masse. (64) , (65)
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1.4.3 La technique de couplage UPLC-MS :

-UPLC-MS est une technique chimique puissante qui combine les capacités de séparation
physique de la chromatographie liquide avec les capacités d'analyse de masse de la
spectrométrie de masse.

- Elle est utilisée pour de nombreuses applications qui a une sensibilité et une sélectivité
trés élevées. En général, son application est orientée vers la séparation et l'identification
des composés non volatils les plus lourds extraits.

- L UPLC-MS utilise un systeme d UPLC, mais au moment ou les phases mobiles du
liquide quittent la colonne, I'échantillon est vaporisé sous forme de microgouttelettes.

- Celles-ci s'évaporent rapidement et libérent des molécules ionisées positivement ou
négativement selon le mode utilisé, qui sont ensuite séparées dans le SM.

- L'atomisation ou la nébulisation supplémentaire peut contribuer a améliorer la qualité
des pulvérisations a haut débit en utilisant un gaz inerte a haut débit, comme l'azote.(66)

- Deux types d'ionisation sont disponible pour I'analyse des échantillons :

L'ionisation par électrospray (ESI)
la plus idéal pour les molécules polarisées, qui peuvent fournir leur propre charge

L'ionisation chimique a pression atmosphérique (APCI)
la plus efficace avec les espéces non polaires, car les collisions avec le gaz réactif peuvent
fournir une charge a la molécule

- Le modeéle de spectre de masse de tout les pic obtenu a I'écran sera évalué soit :
Quantitativement par comparaison avec un étalon de référence.
Soit qualitativement par comparaison avec une bibliotheque.

- En comparaison avec les techniques seules, les techniques couplées ont les avantages
suivants :

» Analyse plus rapide et plus précise.

» Degré d'automatisation plus éleve.

* Meilleure reproductibilité.

» Réduction de la contamination grace a son systeme fermé.

» Séparation et quantification réalisée simultanément et sur le méme échantillon. (67) , (68)




II. Limites d'étude.

I1.1. L'analyse macroscopique et microscopique

L'analyse macrsocopique et microscopique non réalisé vu qu on a pas pu récolleter la plante a
cause de la séchresse au janvier —février et Covide 19.

I1.2. Screening phytochimique préliminaire

On a pas pu faire un screening phytochimique a cause de la situation sanitaire en Algérie suite a
I'évolution de la pandémie coronavirus COVID-19.

11.3. La chromatographie sur couche mince

On a pas pu faire une CCM a cause de la situation sanitaire en Algérie suite a I'évolution de la
pandémie coronavirus COVID-19.

II1.Résultats et Interpreétations

II1.1. Résultats et Interpreétations d'UPLC-MS

Lors de I'analyse UPLC-MS les données spectrales acquises ont été toutes traitées par le logiciel
MassLynx ¢ v.4.1(Waters Corporation).Dans un tableau ont été regroupés les résultats de spectres
MS correspondants au principaux pics pour repérer les ions moléculaires.Ces ions moléculaires
sont les plus souvent des adduits protonés le cas d'une ionisation en mode positif,alors que pour le
mode négatif sont généralement le résultat d'une déprotonation.

Certains métabolites lors d'ionisation peut générer des ions moléculaires positifs et a la fois
négatifs, la détermination de leur masse moléculaire est plus facile.

Les chromatogrames UPLC ( Annexe 4 ) et les spectres MS ( Annexe 6 ) sont présentés dans les
annexes pour chacun des échantillons d éxtraits analysés, qu'il soient en mode d'ionisation positif
ou en mode négatif .Nous avons utilisé une table Microsoft Exel (Annexe 5) inspirée du Molecular
Weight Calculator (104) pour le calcul de masses moléculaires des adduits.

L'approche par la déréliction nous a permis de réaliser le tableau qui montre les métabolites
probalement présents dans des extraits bruts analysés par UPLC-MS avec un niveau de preuve
moyen. L'erreur de masse (I'ecart de masse) de ces composés présumés avec les masse unitaires a
l'origine des ions moléculaires détectés est assez faible

La méthode UPLC couplée a la MS qui était adopté dans l'analyse d'extraits bruts, repose sur
I'enregistrement des spectres de masse ESI-TOF sous les deux modes : positif et négatif.

Le tableau 10 résument les données spectrales obtenues (temps de retention, pic de masse m/z )
n fonction des principaux pics observés sur les chromatogrammes de I'extrait de méthanol




La majorité des ions m/z observés sur les spectres correspond a la masse moléculaire protonée

[M+H]+ pour le mode positif et les ions [M-H]™ pour le mode négatif.

L'approche de déréplication permit d'identifier toutes les molécules connues au sein de mélange
complexes on se repose sur leurs propriétés physico-chimique.Nous avons adopté ce procéssus
d'analyse avec notre extrait pour une interprétation rapide des données UPLC-MS obtenues
simultanément sous les deux mode d' ionisation positif et négatif, et par la suite déterminer certains

ions moléculaires correspondant aux métabolites




Tableau 10 : Temps de rétention, données MS et composés présumés a partir de I'extrait de
Meéthanol des parties aériennes de C.anthemoides

Pic | TR m/z positif | m/z negatif | Formule Masse Composés | Source biologique
(n°) | (min) moléculaire moleculaire | présumés connue selon DNP
attribuée exacte

2014
(g/mol)
1 0.65 | 278.1357 | 276.1177 | Mi=C1sH1sNO 277.1284 | 1 Anacyclus pyrethrum
1 Achillea ptarmica
Achillea falcata
1 Acmella ciliata
2 Acmella ciliata
3
Mo-Ci1sHs:1NO 4 Achillea nana
M;i=C16H2:NO; 5 Senecio aegyptius
5 1.80 | 595.1915 | 593.1772 | M4=C290H34014 594.1842 | 6 Scorzonera cretica
6 1.90 | 195.0749 | 193.0569 | Ms-CioH100a4 194.0676 Cichorium endivia
Artemisia annua
8
10 |2.21 |433.1316 |431.1175 | MeCisH24012 | 432.1243 |9 Griselinia littoralis
Rubia peregrina
10 p _ g
Glycyrrhiza glabra
11 Lindera fruticosa
12
13 Swertia japonica
15 2.90 | 463.1365 | 461.1223 462.1292 Iris germanica
M7-C22H2:011 13 germ
Senecio incanus
14 Artemisia rupestris
15
16 Garduus pycnocephalus
667.2076 | 665.1944 | M3s-Cs0H34017 666.2003 17 Garduus crispus
Stachys spinosa
18
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IV. Discussion

IV.1 Discussion des résultats botaniques :

L'usage traditionnel de I'espéce Cotula anthemoides dépend de son nom vernaculaire : guertoufa,
nom commun avec les 3 espéce Cotula cinerea, Cotula coronopifolia et Matricaria pubescens
ainsi al ouazwaza qui est aussi une appelation de Matricaria pubescens

A cet effet nous sommes déplacés 8 GHARDAIA en décembre 2019 dans le but de récolter un
échantillon de la Matricaire chose qui ne s'est pas réalisé suite a la séchresse donc nous l'avons
acheter chez un herboriste, par la suite notre plan était de se déplacer aux autres zones de sahara
et de ramener un échantillon de chacune des plantes sous le nom vernaculaire guertoufa et de faire
une étude macroscopique comparatif pour faire ressortir les différences et les similitudes afin
d'enlever cet ambigu du nom vernaculaire et qui serait un aide pour les herboristes afin d'éviter
les falsifications mais élasse vue la pandémie (COVID-19), le confinement et le probleme de
déplacement ceci n'a pas pus étre réalise.

La zone géographique décrite par la littérature actuelle de cette plante est le Tassili des Ajjers.Alors
que L'échantillon analysé par notre encadrant Pr DALI YAHIA M.K. est ceuilli a Ain safra.Notre
but était de se deplacer a Ain sefra et de récolter un échantillon qui serait étudié
macroscopiquement et comparer au données de la littérature afin de confirmer son identification

L'étude microscopique des especes du genre Cotula sont quasiment inexistant selon la recherche
bibliographique qui se limite a internet et aux données bibliographiques de la bibliotheque
Aboubaker belkaid Tlemcen pour cela on voulait faire une étude microscopique de Cotula
anthemoides au sein du laboratoire de pharmacognosie (mars-avril...) qu'il était fermé a cause du
COVID-19




IV.2 Discussion des résultats de I'étude phytochimique préliminaire

Asteraceae

[ | | | |

Anthemideae Heliantheae Senecioneae Cichorieae Cynareae

.

-Acmella -Senecio
e T -Scorzonera  Garduus
(72) (73) (74)

(69) _ ) (76)
Achillae -Cichorium

(70)
-Artemisia (75)

(71)
-Cotula

Figure 21 : Classification des différents genres d'espéces selon les differents tribus de la famille
d'Astéracées

On voulait faire d'abord un screening phytochimique pour mettre en évidence ou l'absence des
alcaloides , des polyphénols, des tanins, des flavonoides, des terpénoides et des saponosides, mais
suite a la fermeture du laboratoire de pharmcognosie a cause de COVID 19, ce-cCi n a pas pu étre
réaliser

L' analyse par UPLC-MS nous a permis de présumer avec un niveau de preuve moyen 30
métabolites secondaires présents dans notre extrait brut soumis a cette méthode d'extraction .

On s’est intéréssé par les métabolites correspondants aux pics d'amplitudes importantes (Annexe
7) (Tableau 34) et qui sont protonés en mode positif et déprotonés en mode négatif dont la majorité
ont marqué présence dans le solvant de méthanol , avec seulement les métabolites correspondants
aux pics 6 et 15 qui sont présents dans les deux solvants méthanol et acétate d éthyle

Parmi ces 30 métabolites secondaires, les métabolites probablement présents dans I'extrait de
methanol on a un alcaloide : 8-Methoxy-1-0x0-7(11)-eremophilene-12,8-lactam 5 (77), des
amides X N-(2-phenylethyl)-2,4-undecadienne-8,10-diynamide 1,23 et N-(2,4-
tetradecadienoyl)pyrrolidine 2,4-Tetradecdienoic acid pyrrolididide 4 (pic 1) (Tableau 11)
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Selon la littérature, parmi les caractéristiques synapomorphiques des Astéracées, l'absence
d'iridoides donc les iridoides Griselinoside et Asperulosidic acid 9,10 a éliminer des propositions
possibles donc le pic 10 (Tableau 12) correspond probablement a l'un des métabolites suivant :
Licoagroside B 11 et Linderofruticoside B 12

Le benzodixole Piperonyl acetate 7 et le 6-Methoxy-2H-1-benzopyran-2,2-diol 8 ont la méme
masse proche de métabolite suspecté mais Le Piperonyl acetate 7 est isolé chez une espéce
appartenant & un tribu diffirent de celui de Cotula par contre le 6-Methoxy-2H-1-benzopyran-2,2-
diol 8 est isolé chez Artemisia annua qui appartient au méme tribu du genre Cotula (Figure 22)
(Tableau 13,34), c'est pour ¢a on favorise le 6-Methoxy-2H-1-benzopyran-2,2-diol 8 comme étant
le métabolite secondaire le plus probable correspondant au plus grand pic (pic 6 ).

Le 6-Methoxy-2H-1-benzopyran-2,2-diol 8 est de structure et masse proche d'une autre coumarine
scopolétine 20 , sachant que tout les deux sont isolés chez la méme espéce Artemisia annua
(78),cela nous oriente vers la possibilité de trouver ce dernier dans notre plante ou l'isolement de
6-Methoxy-2H-1-benzopyran-2,2-diol 8 autant que précurseur du scopolétine 20

Il ressort aussi de notre étude que les composés Scorzocreticoside I 6 ,le dérivé de 7-O-(6-O-
acétyl- B -D glucopyranosyl(1-3) B-D glucopyranoside 16 et son isomere Ozturkoside C 17 sont
probablement trouvés

De nombreux flavonoides sont probablement détecte comme :, Isorhamnetin 3-rhamnoside 14,
Dérivé de 2-O-(4-Methoxyphenyl)-7-O-B-D  glycopyranoside 15, Leucanthoside (La
swertiajaponine) 13 et Isostachyspinoside 18 .

Lutéoline-7-O- B-D- glucuronopyranoside 22 est le précurseur de la cynaroside 21 ( luteoline-7-
O- B-D-glucopyranoside ) flavonoide déja isolé de Cotula anthemoides selon les données de la
littérature (79)

L'étude Wafaa Tadrent a montré la présence de vicenin-2 19 (masse proche de métabolite suspecté
pic 5 (Tableau 14)) et Lutéoline-7-O- f-D-glucuronopyranoside 22 (masse proche de métabolite
suspecté pic 15 (Tableau 15)) dans I'extrait n-butanol de Cotula anthemoides .

Puisque on a utilisé DNP version 2014 et L'étude Wafaa Tadrent réalisée en 2018 on favorise les
données les plus récentes donc le métabolite correspondant au pic 5 est vicénin-2 et le métabolite
correspondant au pic 15 est Lutéoline-7-O- B-D-glucuronopyranoside

En se basant sur nos résultats et les données de la littérature d'usage tradionnel et d'études
pharmacologique de Cotula anthemoides, on a essayé de faire une corrélation entre eux :

On a constaté que certains composés (Ozturkoside C 17 , scopolétine 20, cynaroside 21, vicenin-
2 19) ont l'activité anti-inflammatoire avec vicenin-2 a en plus un effet antalgique qui s'accord
avec l'usage traditionnel comme traitement de maux de téte fievre,douleurs musculaires , douleurs
articulaires et dentaires.

Un autre composé le dérivé de 7-O-(6-O-acétyl-B-D glucopyranosyl(1-3) B-D glucopyraniside 16
et la vicenin-2 avec leur activité antibactérienne qui saccord a la fois avec les études
pharmacologiques et l'usage traditionnel comme traitement d'ulcére

Une autre étude pharmacologique a montré I'effet anticholinestérase de Cotula anthemoides déja
cité parmi les effets thérapeutiques de scopolétine. Ces composés ont d'autres activités
thérapeutiques importantes :

Tableau 16 : Les propriétés thérapeutiques des métabolites secondaires probablement présents
chez Cotula anthemoides




Molécules

Propriété thérapeutique

Référence

(80)
Asperulosidic acid Effet anti-inflammatoire (81)
Anti fibrose renale
(82)
Licoagroside B Antioxydant
(83)
Linderofruticoside B | inhibiteur de la differenciation des ostéoclastes
(84)
La swertiajaponine | anti-brunissement et antioxydant
Leucanthoside
DNP
Dérivé de 7-O-(6-O- | Anti-bactérien antifongique
acéthyl-p-D
glucopyranosyl(1-
3)B-D
glucopyraniside)
(85)
Ozturkoside C antinociceptives et anti-inflammatoires
) Activité inhibitrice de I'acétylcholinestérase (86) (87)
Scopoletin . (86)
Antioxydant (88)
Anti-inflammatoire
Antiarthrite
(89)
Cynaroside Anti-inflammatoire (89)
Anti-oxydant (90)

Hépatoprotecteur :

entraine une réduction de la peroxydation lipidique hépatique
induite par le bromobenzene (stimulation de l'activité de

I'époxyde hydrolase
Hypocholestérolémiant

Cardioprotecteur

-prévient l'apoptose induite par I'H202
-réduit la production endogene de ROS
-maintient la fonction mitochondrial

Antiviral
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vicenin-2

Antioxydant

Hépatoprotecteur

Anti-inflammatoire

Antalgique

Anti-cancer surtout en co-administration avec docetaxel dans
le cancer de la prostate

Antispasmodique intestinal

Antidiabétique par inhibition de l'alpha-glucosidase, s'oppose
a la glycation des protéines

(91)
(92)
(93)




CONCLUSION

Les travaux de notre étude ont concerné la phytochimie de Cotula anthemoides qui appartient a la
famille des Astéracées et utilisée tradionnellement comme une plante médicinale.

Notre étude était malheureusement limitée a cause de COVID-19

L'étude bibliographique nous a permis de constater I'ambigu des noms vernaculaires guertoufa
ainsi Al ouazwaza qui sont en commun avec d'autres especes semblables macroscopiquement et
qui peuvent étre en cause d'une falsification entre les espéces Cotula anthemoides, Cotula cinerea,
Cotula coronopifolia et Matricaria pubscens, aboutissant parfois a un usage traditionnel non
compatible avec les indications thérapeutiques de chaque espece

Afin de compléter ce travail un screening phytochimique et une analyse microscopique devrait
étre réalisé.ll est important tout de méme de faire I'étude comparative entre les espéces portant le
méme nom vernaculaire avec notre espéce

La technique d'UPLC-MS effectuée sur des extraits de Cotula anthemoides a montré la présence
de 30 métabolites secondaires parmi eux les 2 flavonoides : vicenin-2 et cynaroside déja isolés
chez Cotula anthemoides et identifiés par RMN et qui ont plusieurs activités pharmacologiques
intéressantes : anti-inflammatoire, antibactérienne, antalgique.

Donc cette plante renferme des composés actifs qui peuvent confirmer le statut de plante
médicinale traditionnelle comme on peut encore prévoire I'éfficacité de ces composés actifs pour
traiter d'autres maladies : diabéte , maladies cardiovasculaires, cancer...., d'ou I'intérét de faire des
études pharmacologiques plus poussées, ainsi considérer cette plante comme une nouvelle source
d'exploitation dans les domaines cosmétique et médical.
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Annexes

Annexe 1 : Phytochimie des Astéracées.

1. Acides-phénols

Tableau 17 : Les principeaux acides-phénols présents chez les Astéracées .

Composé Structure Espece
HO,,,, _aCOxH
o
HO ~ ~o =
- - HO — TOH
Acide chlorogénique al
OH
\ OH
Cynarine
Cynara scolymus
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Virgaureoside

Léiocarposide

O+R; O +Gloose

= Rz
R>

Solidago virgaurea

2. Coumarines

Tableau 18 : Les principeaux coumarines presents chez les Astéracées .

Compose

Structure

Espeéce

Ombelliférone

HO 0 ¢}

Hieracium pilosella
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3. Lignanes

Tableau 19 : Les principeaux lignanes présents chez les Astéracées .

Composé Structure Espece
- OH
Silybine o
Silybum marianum
HO 0 v o “,
OH OH
OH O _0
Silydianine
HO
- - - OH
silychristine
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4. Flavonoides

Tableau 20 : Les principeaux flavonoides présents chez les Astéracées .

Composé Structure Espece

Apigénol
Chamaemelum nobile

Lutéolol

5. Lactones sesquiterpiniques

Tableau 21 : Les principeaux lactones sesquiterpiniques présents chez Astéracées.

Composeé Structure Espeéce

Tussilagone Tussilago farfara

O
O‘i
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Alantolactone

Inula helenium

Hélénaline

Arnica montana

Tanacetum parthenium

Parthénolide =
o)
CH,
O
Cnicine CHa | Cnicus benedictus
Artémisinine Artemisia annua

T
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Santonine

Artemisia cina

Ambrosine

Ambrosia maritima

6. Diterpénes

Tableau 22 : Les principeaux diterpénes présents chez les Astéracées .

Compose Structure Espeéce
Stévioside Stevia rebaudiana
Zoapatanol Montanoa tomentosa
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Annexe 2 : Phytochimie du genre Cotula.

1.Flavonoides

Tableau 23 : Flavonoides présents chez le genre Cotula .

Composé Structure Espece Référence

Kaempferitine (94)
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HO,

Cotula
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HO
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e T%\T/OH
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H Ara H Glc H
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derivés H H H H OH cinerea (94)
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2. Sesquiterpénes

Germacranolides :

Tableau 24 : Germacranolides présents chez le genre Cotula .

13-acetoxy-8-a-
hydroxy-7,11-
dihydro-11-13-
dihydroanhydro-
verlotorin

OAe

8a, 13-diacetoxy-
la-
hydroxygermarco-
4E, 7(11), 9Z-
treien-6a, 12-olide

OAe

Composé Structure Espece Référence
lo,60-
dihydroxygermarca-
4E , 97, 11 (13)-
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Deacetyl
tulipinolide-1pB,10a-
epoxide
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Eudesmanolides :

Tableau 25 : Eudesmanolides présents chez le genre Cotula .

Composé Structure Espece Référence
Reynosin acetate
(98)
Qi Cotula
cinerea
6a-angeloyloxy-
1B, 4a- OH
dihydroxyeudesm- |
11 (13)-en-8a, 12- ‘ WO
olide o)
"""OH ]
OAng
Guaianolides :
Tableau 26 : Guaianolides présents chez le genre Cotula .
Compose Structure Espéce Réference
(99)
6-epi-1,10-dehydro-10,14-
dihydrochrysostamolide VY Cotula
acétate cnQ cinerea
@)
AcO
(7]




60-hydroxyguaia-

1(10),4(15),11(13)- trien- Z
8a,12-o0lide | N 1 /™ "o
H
HO
6a-acetoxy-1p-
hydroxyguaia -
4(15),10(14),11(13)-trien- ool

8a,12-olide

6a-acetoxy-1p-
hydroxyperoxyguaia-
4(15),10(14),11(13)-trien-
8a,12-olide

6a- acetoxy-1a-
hydroxygaia-
4(15),10(14),11(13)-trien-
8a,12-olide

6a-acetoxy-10pB-
hydroxyguaia-1, 4(15),11
(13)- trien-8a,12-olide

Glaucolides :

Squelette eudesmane :

Tableau 27 : Glaucolides ( squelette eudesmane ) présents chez le genre Cotula

Compose Structure Espéce Référence
Qe (99)

13-acetoxy-9p- 3
hydroxy-1p,10a-
epoxygermacra-
4,7(11)-dien-
6a,12-olide N\

o Cotula

cinerea

—
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8a,13-diacetoxy-
la-
hydroxygermacra-
4,7(11),10(14)-
trien-6a, 12-olide

8a,13-diacetoxy-
1B-
hydroxygermarca-
4,7(11),10(14)-
trien-6a,12-olide

Squelette germacrane :

Tableau 28 : Glaucolides ( squelette germacrane ) présents chez le genre Cotula

Composé

Structure

Espece

Référence

8a,13-dihydroxy-
1-oxo-germacra-
4,7(11), 10(14)-
trien-6a,12-olide

. W
AC

Ra

e W
AcC

aOHL H SFOH. H

Ominn

13-acetoxy-
1B,8a-
dihydroxyeudes
ma-4(15),7(13)-
dien-6a,12-olide

8a,13-
diacetoxy-1p,
hydroxyeudesma
4(15), 7(13)-
dien-6a,12-olide

13-acetoxy-
1B,8a-
dihydroxyeudes
ma-3,7(13)-dine-
6a,12-olide

Seco-thujene

Cotula
cinerea

(99)




4. Dérives phénoliques :

Tableau 29 : Dérivés phénoliques présents chez le genre Cotula .

Composé

Structure

Espece

Référence

2-cis-heptadeca-
2, 8,10-triene-4,6-
diyn-1-ol

H3(‘—(Cl\13J5 \(=C),  ChoH

(u(:cu) He=CH

y

C.plumosa

Méthyl-4-
isopentenoxycinn
amate

OCH,

3,5-dimethoxy-1-
a_
propenylphenyl-
4-isovalerate

H,CO
_<_<o

/ /

C.filicula

Pentadeca-
2,8,10,14-
tetraene-4,6-diyne

HC—CH
[\

HC=CH

(=C (i

[\ [

HC=CH  HC=CH

C.bipinnata

(100)

Corimen :
(2-(2'-hydroxy-5'-
methoxyphenyl)
propane-1,3-
diol))

oOcCH?®

Cotula
coronopifolia

Mahjoub et
al., 2014).
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5. Alcaloides :

Tableau 30 : Alcaloides présents chez le genre Cotula

Composé Structure Espece Référence
Mahjoub et
al., 2014
Cotuzine A Cotula

et B coronopifolia
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Annexe 3 : Principaux métabolites secondaires connus chez I'espece Cotula anthemoides

1. Flavonoides

Tableau 31 : Flavonoides présents chez I'espéce Cotula anthemoides .

Composé Structure Partie Référence
Isoflavone 5,7-dihydroxy- (101)
glycoside 6,3'4'-
trimethoxyisoflavone Les
7-O-B-D- graines
glucopyranosyl(1-6)-
o-L-
rhamnopyranoside
Un flavone 5,7-dihydroxy-6,8-
dilethyl-3-
methoxyflavone 7- -
O-B-
Dgalactopyranosyl- RO O
(1—2)-0-L-
rhamnopyranoside
py il S
HO
Flavonol glucosylé | 5,7,4',5'- (102)
nouveau tetrahydoxyflavonol HO
-2'- [propanoic acid- 1& .
(2"-acetoxy-3""- Ho '\ o
sulfonyl)]-5"-O-p- 3 Parties
Dglucopiranoside aériennes
HO\/‘\Q/O\Z/
|
l\‘r’/l\“/:i
I
(=]




glycosyloxyflavone

Cynaroside:

vicenin-2

6-hydroxyluteolin 7-glucoside :

HO
Ho\~0

Isoetin-5-O-B-D-
glucopyranoside

Junipediol A-8-O-B-D-glucopyranoside

83
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2. Dérivés phénoliques

Tableau 32 : Dérivés phénoliques présents chez I'espéce Cotula anthemoides

Composé Structure Partie Référence
Vanillic acid -4-O-p-D- Parties (79)
glucopyranoside Ho___© aeriennes
6/\2
HO ll |

Protocatechuic acide

Acide rosmarinique

HO. O
0]
\ o)
HO
HO
OH
HO
Tachioside
TH
1 (0]
Dl
H
T 5\ /3
4
6
o |
HO O
HO \1/
OH

84
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3. Coumarine

Tableau 33 : Coumarine présent chez I'espece Cotula anthemoides .

Composé Structure Partie Référence
Methoxy-2-0x0-2H-chromene-8-
caraboxylic acid methyl ester /o 0 Parties aériennes
A (103)
No 22
4. Acides
Tableau 34 : Acides présents chez I'espece Cotula anthemoides .
Compose Structure Partie Réference
Phénylalanine
HoN 0 Pgr_tles (79)
aeriennes
OH
Benzoic acid-4-O-f-
D-glucopyranoside HO o)
HO
o)
HO (o)
Glucoside d'acide
tubéronique HO
ﬁ/ i
HO o}
HO OH —
HOOC

—
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5. Terpénoides

Monoterpénes

Tableau 35 : Monoterpénes présents chez l'espéce Cotula anthemoides .

Composé Structure Partie Référence
Pinene

é Partie aérienne

(103)
Tricyclene
Thujone
H s (79)
I~
ch"<
CHg
Camphene
Thujene
Limoneéne
/5\




Myrcéne

-phellandréne

Bornéol

Eucalyptol

Pinocarveol

Alpha-terpinene

= o
o
Ié

Borneol

A

—

——t



Pinocarveol

OH
L'Alpha-terpinéol
o
H
p-Menth-1-en-4-ol
m
Acetate de bornyle
Hs CH,
CH,
OTCHs
0
( ]
L 88 )



Sesquiterpenes

Tableau 36 : Sesquiterpénes présents chez I'espece Cotula anthemoides .

Composé Structure Référence

(79)
Isocaryophyllene

Alphfa-curcumene

spathulénol

89
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Triterpéne pentacyclique

Tableau 37 : Triterpene pentacyclique présent chez I'espéce Cotula anthemoides

Composé structure partie Référence
(79)
L'acide ursolique = Parties
2 aériennes

6. Autres composés

Tableau 38 : Autres composes presents chez I'espéce Cotula anthemoides .

Compose

Structure

Référence

Thuya-2,4(10) —diéne

2-carene

(102)

90
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Isobutyrate
d'isopentyle

Camphre

Acide butanoique, 3-
hexényl ester

Cyclopentene, 1,3-
diméthyl-2-(1-
méthyléthyl)

Benzene, (2-methyl-1-
propenyl)-

CHj

Valérate de cis-3-
hexényle

(79)

—
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Jasmone

CH;

CH,

Hexahydrofarnesyl
acétone

—
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Annexe 4 :

Pharmaco_a582

100+

Chromatogrammes UPLC-MS

1. TOF M3 ES+
4.29 BRI
H.52e5

198 .43
8.84
5.95
J\I : T Time
5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 §.00 6.50 5.00 9.50
Pharmaco_4816 1. TOF MS ES-
0 =]
100 40665
]
1.80 217
222
0.65
2.80
5.92
1.35 578
058 e 2.08
<, 2.62
a T T T Time
0.50 1.00 1.50 2.00 280 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 .80 6.00 6.80 7.00 7.50 .00 6.50 5.00 9.80

Figure 22 : Chromatogrammes UPLC-MS en mode positif et en mode négatif de I'extrait
méthanolique de Cotula anthemoides.
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Pharmaco_4531 1. TOF M5 ES+
3.23 EPI
1004 4.77e8

%

Pharmaco_4615 1. TOF M5 ES-
190 BPI
1004 5.79e4

217

kil

Figure 23 : Chromatogrammes UPLC-MS en mode positif et en mode négatif de I'extrait ACOEt
de Cotula anthemoides.
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Annexe 5 : Exemple de table Excel utilisée pour le calcul de masse moléculaire a partir d'adduits
observés dans les spectres de masses ESI.

Monoisotopic exact masses of molecular ion adducts Excel
often observed in ESI mass spectra Your M here: Your M+X or M-X
350,00000 876,32
lon name lon mass Charge Mult Mass Result: Reverse:
1. Positive ion mode
M+3H M/3 + 1.007276 3+ 0,33 1,007276 117,673943 291,099391
M+2H+Na M/3 + 8.334590 3+ 0,33 8,334590 125,001257 283,772077
M+H+2Na M/3 + 15.7661904 3+ 0,33 15,766190 132,432857 276,340476
M+3Na M/3 + 22.989218 3+ 0,33 22,989218 139,655885 269,117449
M+2H M/2 + 1.007276 2+ 0.5 1,007276 176,007276 437,152724
M+H+Na M/2 + 11.998247 2+ 0.5 11,998247 186,998247 426,161753
M+ACN+2H M/2 + 21.520550 2+ 0.5 21,520550 196,520550 416,639450
M+2Na M/2 + 22.989218 2+ 0.5 22989218 197,989218 415,170782
M+2ACN+2H M/2 + 42.033823 2+ 0.5 42033823 217,033823 396,126177
M+H M + 1.007276 1+ 1 1,007276 351,007276 875,312724
M+Na M + 22.989218 1+ 1 22989218 372,989218 853,330782
M+CH30OH+H M + 33.033489 1+ 1 33,033489 383,033489 843,286511
M+ACN+H M +42.033823 1+ 1 42,033823 392,033823 834,286177
M+2Na-H M + 44.971160 1+ 1 44971160 394,971160 831,348840
M+ACN+Na M + 64.015765 1+ 1 64,015765 414,015765 812,304235
2M+H 2M + 1.007276 1+ 2 1,007276 701,007276 1751,632724
2M+Na 2M + 22.989218 1+ 2 22989218 722,989218 1729,650782
2M+ACN+H 2M +42.033823 1+ 2 42033823 742,033823 1710,606177
2. Negative ion mode
M-3H M/3 - 1.007276 3- 0,33 -1,007276 115,659391 293,113943
M-2H M/2 - 1.007276 2- 0,5 -1,007276 173,992724 439,167276
M-H M - 1.007276 1- 1 -1,007276 348,992724 877,327276
M+Na-2H M + 20.974666 1- 1 20,974666 370,974666 855,345334
M+ClI M + 34.969402 1- 1 34,969402 384,969402 841,350598
2M-H 2M - 1.007276 1- 2 -1,007276 698,992724 1753,647276
3M-H 3M - 1.007276 1- 3 1,007276 1051,007276 2627,952724

Figure 24 : Example de table pour le calcule de la masse moléculaire a partir d'adduits observés
dans les spectres de masse ESI positif et ESI négatif
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Annexe 6 : Spectres de masse correspondants aux principaux pics observes sur les

chromatogrammes UPLC-MS.

MS-ES négati

MS-ES positi

Figure 25 : Spectres de masses correspondants aux principaux pics de I'UPLC-MS de I'extrait
AcCEOt de Cotula anthemoides.
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Méthanol de Cotula abthemoides.

]
101 |

(
\




Annexe 7 : Les metabolites secondaires suspectés d'étre présents dans I'extrait méthanolique de

Cotula anthemoides.

Tableau 39 : Structures et masses exactes des métabolites secondaires suspectés chez Cotula

anthemoides

n Molécule Structure Masse
exacte
(9/mol)
1
= Il 277.146
2 N— : 277.146
=R
N-(2-phenylethyl)-2,4- o
undecadienne-8,10-
3 | diynamide 277.146
o
4 N-(2,4- 277.240
tetradecadienoyl)pyrrolidi
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Résumé :

Introduction. - En pharmacie, beaucoup de médicaments majeurs ont été découvert a partir des produits naturels
provenant des plantes terrestres. La flore du Sahara Algérien est riche en plantes aromatiques utilisées en médecine
traditionnelle dont certaines ont rarement fait I'objet d'études phytochimiques poussées et encore moins d'études
pharmacologiques, c'est le cas de Cotula anthemoides , espece aromatique de la famille des Astéracées.

Objectif. - Contribuer a I'étude phytochimique de cette espéce endémique de Sahara Algérienne, et de confirmer
I'usage thérapeutique de cette plante.

Matériels et méthodes. - Le choix de cette espece basé sur un critére chimiotaxonomique et I'échantillonnage n' a
concerné que les parties aérienne de la plante . Il s’agit d'abord d'établir un profil phytochimique en partant de divers
extraits analysés par des méthodes physicochimique: Les réactions colorées, de fluorescence , et de précipitation
utilisée en screening phytochimique ; CCM ; UPLC-MS.

Résultats. Vu la situation sanitaire COVID 19, on a pas pu avoir les résultats de screening phytochimique et CCM ,
L'interprétation des spectres UPLC-MS de I'extrait de C. anthemoides a aboutis a I'identification des composés
intéressants : les flovonoides, coumarines, amides et alcaloides.

Conclusion. - A I'issue de cette étude, nous avons pu mettre en évidence des composés bioactifs mentionnés dans la
littérature scientifique, connus par leurs activités pharmacologiques, et qui peuvent confirmer le statut plante
médecinale traditionnelle.

Mots clés : Cotula anthemoides, plante médicinale traditionnelle, UPLC-MS, flavonoides, DNP.

Summary :

Introduction. - In pharmacy, many major drugs have been discovred from natural products of terrestrial plants. The
flora of the Algerian Sahara is rich in aromatic plants used in traditional medicine, some of these have rarely been
the subject of an advanced phytochemical studies and even less a pharmacoligical studies, such as Cotula
anthemoides, an aromatic species of the Asteraceae family.

Obijectives. - Our work aims to valorize an original species of the Algerian Sahara Cotula anthemoides by
highlighting the therapeutic quality of its metabolites and confirming its status as a traditional medicinal plant.
Materials and methods. The choice of this species was based on a chemotaxonomic criterion and the sampling
concerned only the aerial parts of the plant. At first, we establish a phytochemical profile starting from various
extracts analyzed by physicochemical methods : Color, fluorescence and precipitation reactions used in
phytochemical screening ; CCM, UPLC-MS.

Results. Given the COVID 19 health situation, we could not have the results of phytochemical screening and CMM.
The interpretation of the UPLC-MS spectra of C.anthemoides extract led to the identification of the interesting
compound : flavonoids, coumarins, amids and alkaloids.

Conclusion. - At the end of this study, we were able to highlight bioactive compounds mentioned in the scientific
littérature, known by their pharmacological activities, and which can confirm the status of traditional medicinal
plant.

Key words : Cotula anthemoides,traditional medicinal plant , UPLC-MS, flavonoids, DNP.
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