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RESUME

Artemisia annuaespece de la famille des asteraceae est unee mlant les feuilles contiennent une
lactone sesquiterpénique appelée artémisinine gti efficace contre toutes les souches de parasites
responsables du paludisme. Cette étude nous a pemdaisdévelopper et de valider une méthode de
Chromatographie : la méthode de Chromatographie dégai Haute Performance (CLHP), dans le but de
quantifier I'artémisinine dans les poudres de fesildArtemisia annuacultivé au BéninLa méthode de
Chromatographie Liquide a Haute Performance déveélepest validée pour les quantités en artémisidéne
200 a 1200 ng. Les analyses fournissent une boaractitude, reproductibilité, et sélectivité pdanalyse
quantitative de l'artémisinine. La courbe de calilon est linéaire avec un coefficient de corrékatR® =
0,9988. Les coefficients de variations (CV) intoaHj ou répétabilité et inter-jours ou fidélité imediaire sont
inférieurs a 5% pour toutes les séries de quargitéartémisinine. Les taux de récupération deéfaisinine
par la méthode d’extraction au soxhlet sont d’anvi®8%. Les limites de détection et de quantifizatnt été
déterminées : elles sont respectivement inférieares4 et 8 ng. La teneur en artémisinine est drenv
0,3% pour la poudre de feuillesagfemisia annuaultivé au Bénin.
© 2011 International Formulae Group. All rights erged.
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INTRODUCTION
La malaria est depuis longtemps

connue comme un des soucis principaux de
santé publique en Afrique Sub-saharienne. On
estime que 300 a 500 millions de personnes
sont atteintes tous les ans de la malaria
(Towie, 2006). Les efforts déployés pour
lutter contre le paludisme étant contrariés par

I'apparition et la propagation de résistances a
la plupart des molécules présentes sur le
marché (la chloroquine, la quinine, le fansidar,

etc...), il en résulte une proportion importante

de déces dans les pays en voie de
développement (Elisabeh, 2006). Pendant
longtemps, les programmes de gestion de la
malaria dans les pays endémiques se sont
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fondés sur des traitements monothérapiques.
Cependant, sur la base de [I'évidence de
I'efficacité, I'Organisation Mondiale de la
Santé a recommandé [I'application des
thérapies de combinaisons contenant les
dérivés de I'artémisinine (médicaments ACT :
Artemisinin-based Combination Therapy)
(Davis et al.,, 2005). Elles sont a ce jour
considérées comme les plus efficaces contre le
paludisme.

L’artémisinine est une lactone
sesquiterpénique extraite des feuilles de la
plante chinoise QinhaoA(temisia annug.
Espéce de la famille des Asteraceae, la plante
est employée dans la médecine chinoise
depuis plus de 1500 ans. Ses feuilles, ses
fleurs et ses petites tiges contiennent de
I'artémisinine (Figure 1) qui est le principe
actif (Hans et al., 2006).

De nombreuses méthodes analytiques
ont mis en évidence lidentification et la
guantification de [I'artémisinine par: la
Chromatographie sur Couche Mince (CCM)
(Myriam and Simmonet, 2002; Gabriels and
Plaizier-Vercammen, 2004; Marchand et al.,
2008) ; la Chromatographie sur Couche Mince
a Haute Performance avec détection a I'Ultra-
Violet (CCMHP-UV) (Marchese et al., 2001 ;
Bhandari et al., 2005) ; la Chromatographie
Liquide a Haute Performance avec détection a
I'Ultra-Violet (Rodger et al., 2009 ; Qian et
al., 2005; Jorge and Javier, 2009 ; Celeghini
et al., 2006) puipar évaporation diffusion de
la lumiére (Hu and She, 2006 ; Peng et al.,
2007), etc... Notre objectif est de développer
et de valider une méthode de dosage de
I'artémisinine dans les poudres de feuilles
d’Artemisia annuaultivé au Bénin par
CLHP-UV. Les criteres de validation des
procédures analytigues quantitatives de la

Sciences Agronomiques (FSA) de I'Université
d’Abomey-Calavi.

La plante a été au préalable séchée a la
température ambiante dans une chambre a
I'abri de la lumiéere et retournée tous les jours.
La plante séchée a été ensuite soigneusement
réduite en poudre par un broyeur et stockée a
température ambiante (European
Pharmacopeia, 2004).

Matériel analytique

Le systtme CLHP Merck Hitachi
utilisant une colonne Lichrospher RP-18 (5
pm ; longueur 25 cm, diamétre interne 4,1
mm) ou regne une température de 30 °C, est
composé des modules suivants : une pompe
CLHP; un autosampler; un four pour
colonne ; un détecteur & barrettes de diodes ;
un ordinateur muni d’un clavier et d'un écran,
utilisant pour l'acquisition des données, le
logiciel LaChrom Elite. La détection se fait a
une longueur d’'onde de valeur 260 nm.

Solvants

Les solvants, en majorité fournis par
Sigma Aldrich, étaient de grade analytique
pour les extractions, de grade CLHP pour les
analyses CLHP.

Méthode de préparation d’extraits

Une méthode d'extraction a été
utilisée (Extraction au soxhlet) : 5 g de poudre
sont utilisés dans 350 mL d’éther de pétrole
pendant 4 heures. Le filtrat obtenu est
complété a 320 mL puis divisé en deux et
évaporé séparément. On dissout chaque résidu
sec dans 100 mL d’éthanol.

Méthode d’'analyse par CLHP
La molécule d’artémisinine a été

Commission Société Francaise des Sciences et prédérivativée. Son principe consiste a réaliser

Techniques Pharmaceutiques
(Hubert, 2000) ont été utilisés.

(SFSTP)

MATERIEL ET METHODES
Matériel végétal

Les plantes dirtemisia annuaont été
cultivées dans la ferme de la Faculté des
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avant injection une transformation de
I'artémisinine non détectable aux UV engf)
composeé stable réagissant aux UV : on dit que
artémisinine a subi une prédérivatisation
(Figure 2).
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artémisinine

Figure 2 : Equation de la réaction geédérivatisation de I'artémisinine.

Pour effectuer cette réaction, 1 mL de
solution (extrait éthanolique de poudre de
feuilles de Artemisia annuaou solution
éthanolique d’artémisinine pure) est prélevé
dans une fiole jaugée de 10 mL auquel on
ajoute 4 mL de solution de soude a 0,2% ; le
mélange obtenu est ensuite porté au bain
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marie a 50 °C pendant 30min; on laisse
refroidir pendant 10 min ensuite, on ajoute 1
mL d’éthanol, puis on compléte jusqu’au trait
de jauge avec une solution d'acide acétique
0,2 N. Toutes les solutions sont filtrées sur
membrane PTFE 0,45 um avant injection. La
phase mobile utilisée est constituée d'un
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tampon phosphate pH = 6,3 (solvant A) et de
méthanol (solvant B) respectivement dans les
proportions de 55 et 45%. L'analyse est
effectuée en mode isocratique avec un débit
de 1 mL/min et le temps d’analyse est de 15
min.

Procédure de validation et quantification
Courbe de calibration

Pour établir la courbe de calibration, on
préléve respectivement 0,1 mL; 0,2 mL; 0,4
mL ; 0,6 mL de solution mére de 1 mg/mL
(artémisinine pure dans de I'éthanol) soient
des concentrations de standards de 10, 20, 40,
et 60 pg/mL. Le volume de solution injecté
étant de 20 pL, la gamme de quantités en
artémisinine est : 200, 400, 800 et 1200 ng.

Le modéle de régression est une
fonction linéaire f(x) = ax+b avec en abscisse
la quantité d’artémisinine introduite et en
ordonnée la surface sous courbe du pic
correspondant.
Limite de
quantification

La limite de détection (LD) est la
guantité donnant un pic de hauteur égale a
trois fois le bruit de fond.La limite de
quantification (LQ) est la quantité donnant un
pic de hauteur égale a 10 fois le bruit de fond
LD= 3s/a; LQ=10s/a (Hubert, 2006), s=écart-
type de la réponse, a=pente de la courbe
d’étalonnage.

La répétitivité

La fidélité intra-jour et inter-jour a été
déterminée pour les quatre quantités en
artémisinine, trois fois de suite le méme jour
pour la fidélité intra-jour et trois fois pendant
quatre différents jours pour la fidélité inter-
jour.

Taux de récupération

Le rendement d'extraction a été
déterminé a partir de 5 g de poudre avec ajout
de 4,6 mg d’'artémisinine.

Taux de récupération (%) = (A-B)/C x
100. A est la quantité d’artémisinine extraite
du mélange poudre de la plante avec ajout de
I'artémisinine. B est la quantité d’artémisinine

détection et Limite de
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dans la poudre de la plante sans ajout. C est la
guantité d’artémisinine ajoutée

RESULTATS

L'artémisinine a été identifié par la
méthode CLHP dans les extraits éthanoliques
par comparaison des chromatogrammes
d’absorption en @, du standard et celui de
I'échantillon au méme temps de rétention
10,697 min (Figure 3).

Criteres de validation utilisés
Spécificité-Sélectivité

La méthode développée a permis de
séparer et d'établir de maniére univoque
I'existence de l'artémisinine dans la matrice
que représente l'extrait. La qualité de la
séparation chromatographique  justifie le
degré de sélectivité élevé de la procédure de
dosage.
Fonction de réponse (courbe de calibratp

La courbe de calibration a été établie
pour une série de quantité de 200 ng a 1200
ng pour la molécule. La méthode a montré une
bonne relation linéaire entre les surfaces sous
courbes des pics et la série de quantités en
artémisinine entre 200 ng et 1200 ng.

L'équation de la courbe de calibration
de 'analyse de trois ou quatre jours s’écrit:
y = 4,6636 x -135,89 aveR 0,9988.
Linéarité
Dans l'intervalle de dosage : 200 ng-1200 ng,
la réponse (signal) est proportionnelle a la
quantité en artémisinine dans I'échantillon: ce
qui montre la linéarité de la procédure
analytique utilisée.
Fidélité (répétabilité et fidélité intermédiaire)

Afin  d'estimer la fidélité de la
technique, les coefficients de variations (CV),
de répétabilité (fidélité intra-jour) et la fiddit
inter-jours (Tableau 1), ont été déterminés a
chaque niveau de quantités en artémisinine.
Limites de détection et de quantification

La détermination de ces limites conduit
au Tableau 2. Ces résultats confirment la
linéarit¢ de la méthode développée a
intérieur de Tlintervalle de dosage.
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Taux de récupération

Les taux de récupération de l'artémisinine

par la méthode d’extraction sont d’environ

98%: ce qui est excellent, compte tenu de la
complexité de la matrice végétale ; résultats
intéressants par rapport aux travaux de
Simmonet et al. (91%).

Teneur en artémisinine

L’équation de la courbe de calibration
étant: y = 4,6636 x-135,89. Posons Y =
4,6636Q -135,89 avec Q la quantité en
artémisinine correspondant a une surface

L
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40

sous courbe Y. La teneur en

artémisinine exprimée en % = 2 x°10; Q
étant exprimée en g. La teneur en
artémisinine a été calculée dans la plante
aprés chacun des quatre dosages d'une
journée. Les Tableaux 3, 4 et 5 renferment
respectivement les teneurs obtenues au
cours des premiere, deuxieme et troisieme
journées. La teneur moyenne en
artémisinine dans la plante est: 0,302 +
0,008 %.

10,697

standar

30

2

échantillor

Figure 3: Chromatogrammes comparés du témoin et d'un édloamnti
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Tableau 1 Coefficients de variations(CV) des analyses inmar et inter —jours.

Standard Quantité CV (%)

(ng) Intra -jour (n = 3) Inter -jours (n = 4)
200 4,67 2,97
400 3,55 2,05
800 0,87 1,43
1200 2,02 3,09

Tableau 2 Limite de détection(LD) et Limite de quantificati®®).

Standard LD etLQ

quantité (ng) D o
200 0,331 1,104
400 0,485 1,617
800 0,693 2,310
1200 2,371 7,905

Tableau 3: Teneur en artémisinine (premiére journée).

Dosage YenAUC Q=(Y+135,89)/4,6636 Teneur en

en ng artémisinine
exprimée en%
N°1 570,415 151,4701 0,303
N°2 524,504 141,6243 0,282
N°3 580,699 153,656 0,307
N°4 525,206 141,7748 0,283

Tableau 4: Teneur en artémisinine (deuxiéme journée).

Dosage Y en Q= (Y+135,89)/4,6636 Teneur en
AUC en ng artémisinine
exprimée en%
N°1 598,347 157,440 0,314
N°2 557,947 148,777 0,297
N°3 532,436 143, 3069 0,286
N°4 579,286 153,353 0,306
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Tableau 5: Teneur en artémisinine (troisieme journée).

Dosage Y en AUC Q= (Y+135,89)/4,6636 Teneur en artémisinine
en ng exprimée en%
N°1 558,096 148,809 0,298
N°2 572,671 151,934 0,304
N°3 609,911 159,920 0, 320
N°4 614,988 161,008 0,322
DISCUSSION l'identification, la  quantification de

Cette méthode d’extraction utilise un
systeme qui donne une macération répétée
avec renouvellement de solvant, mais permet
aussi d'obtenir les portions de composés
solubles de la plante dans un petit volume de
solvant. Le principal risque est la perte des
composés thermolabiles.

Les résultats obtenus montrent que la
méthode d’extraction (Extraction au Soxhlet)
a permis d’extraire la majorité d'artémisinine
contenue dans la plante. La littérature rapporte
plusieurs procédés d’extraction de
I'artémisinine faisant intervenir des solvants
différents (Christen and Veuthey, 2001 ;
Lapkin et al., 2006).

La méthode analytique de dosage
inspirée de celle de Zhao et Zeng (1985) a
conduit a I'homogénéité des deux
chromatogrammes : le  chromatogramme
analysé est bien celui de I'artémisinine. Ces
chromatogrammes montrent respectivement
les pics correspondants a l'artémisinine dans
le standard et dans I'’échantillon.

Les coefficients de variations intra-jour
(répétabilité) et inter-jours (fidélité
intermédiaire) obtenus sont inférieurs aux
normes SFSTP, soit 5% pour la stratégie
utilisée. Les teneurs en artémisinine sont
néanmoins faibles par rapport a celles de la
société Action Nature Médecine (Anamed). Il
parait important de noter que la teneur en
artémisinine du thé que la société Anamed
commercialise varie entre 0,2 et 1%.

Conclusion

La méthode de chromatographie
liquide a haute performance a été développée
en utilisant un modele linéaire pour
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I'artémisinine dans la poudre de feuilles de
Artemisia annua la teneur moyenne en
artémisinine dans la plante est de 0,302 +
0,008% avec un temps de rétention moyen
égal a 10,7 min. Les coefficients de variations
intra-jour ou répétabilité (n = 3) et inter-jours
ou fidélité intermédiaire (n = 4) sont inférieurs
a 5% pour toute la série des quantités en
artémisinine analysées (200, 400, 800 et 1200
ng). Cette méthode présente une bonne
répétabilité et fidélité pour la gamme de
quantités en artémisinine analysées. Elle est
simple, rapide, précise, reproductible, fiable
mais onéreuse. Elle peut étre utilisée pour
I'analyse quantitative d’autres principes actifs
analogues.
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