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1. Introduction générale et objectifs du travail 

La pratique de la médecine traditionnelle est toujours d’actualité à Madagascar dont la 

majorité de la population n’a pas accès aux médicaments essentiels pour des raisons 

financières. De plus, la médecine traditionnelle jouit d’un fort attrait culturel. Depuis plusieurs 

siècles, les malgaches trouvent dans la nature de quoi soigner leurs maux ou apaiser leurs 

douleurs. Cette pratique ancienne est surtout basée sur l’utilisation des plantes médicinales. Il 

faut noter aussi que Madagascar est riche de 12000 à 14000 espèces floristiques (1) dont 80% 

sont endémiques et dont beaucoup possèdent des vertus thérapeutiques. 

Actuellement, les instituts, les herboristeries ou les centres de bien être qui traitent les 

maladies par les plantes et leurs dérivés sont en pleine expansion. A côté, se multiplient les 

petits marchands de plantes médicinales ou de parties de plantes ou « mpivarotra tapa-kazo ». 

Les tradipraticiens ou guérisseurs traditionnels tiennent également leur place dans la société, 

leurs connaissances empiriques se sont transmises de génération en génération. 

L’importance de la médecine traditionnelle (MTR) a incité l’Etat malgache à la valoriser 

en l’insérant dans le système de soins de santé national (regroupement des tradipraticiens au 

sein d’une association reconnue par l’Etat, vente des médicaments à base de plantes dans les 

centres de soin de santé de base, règlementations de la vente de médicaments à base de 

plantes,…). Ceci entre dans le cadre de la stratégie de l’OMS sur la promotion de la médecine 

traditionnelle ainsi que la médecine complémentaire et parallèle. La médecine traditionnelle a 

été donc intégrée au sein d’une direction du Ministère de la santé (DGILMT). Cette entité a 

pour mission de formuler et de coordonner le suivi et l’évaluation d’une politique nationale de 

la MTR et d’élaborer un cadre juridique et réglementaire régissant la pratique de cette MTR. 

Cette entité, par l’élaboration de la pharmacopée malgache, participe également au 

recensement des plantes utilisées dans la médecine traditionnelle. Parmi les pharmacopées 

malgaches, citons, la pharmacopée de Madagascar (2), la pharmacopée de l’Alaotra (3), la 

pharmacopée de l’Ambongo et du Boina (4), et la plus récente : vers une pharmacopée 

malagasy : monographies d’usage (5). Elles ne contiennent cependant que des monographies 

reprenant les usages de plantes utilisées dans la médecine traditionnelle. Dans ces 

monographies sont détaillées, pour chaque plante : la description botanique, les indications 

thérapeutiques en médecine traditionnelle et des posologies globales à l’exception de la 

dernière où quelques références bibliographiques sur des études scientifiques sont 

mentionnées. 
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Vu le peu de données disponibles concernant la plupart des plantes utilisées en médecine 

traditionnelle, il est important d’entreprendre des études pour vérifier l’activité de ces plantes, 

en identifier et quantifier des principes actifs et ainsi standardiser les traitements. 

Les médicaments traditionnels à Madagascar sont classés en 4 catégories. Dans la 

catégorie 1 se trouvent les médicaments préparés par les tradipraticiens de façon 

traditionnelle. Dans la catégorie 2, les médicaments dont les propriétés thérapeutiques et la 

formulation sont bien connues par la population locale et largement employés en 

automédication. Les médicaments classés dans la catégorie 3 sont issus de la recherche 

appliquée, leurs usages thérapeutiques et dosages sont bien établis par des scientifiques. La 

catégorie 4 regroupe les médicaments importés de l’étranger et doivent être enregistrés dans le 

pays d’origine. Les différences se situent au niveau de la préparation, des preuves d’efficacité 

et d’innocuité, de la vente et de l’entité qui les commercialise. 

La vente des médicaments de la catégorie 3 est sujette à une autorisation de mise sur le 

marché (AMM). L’Institut Malgache de Recherches Appliquées (IMRA) fabrique environ 70 

préparations à base de plantes dont 4 ont une AMM. Des conventions ont été signées entre le 

Ministère de la Santé et l’IMRA pour la vente de ces médicaments autorisés à base de plantes 

dans les centres de soins de santé primaires (CSB et hôpitaux). Pour le moment, le Ministère 

considère que l’usage traditionnel est une garantie de l’innocuité, de l’efficacité et de la non 

toxicité de ces plantes et donc que le contrôle de qualité basé uniquement sur l’identification 

botanique des matières premières est suffisant. Afin de compléter ce système de contrôle de 

qualité botanique avec un contrôle de qualité basé sur la chimie (identification et dosage des 

principes actifs) et pour assurer une standardisation des soins, un laboratoire de contrôle et de 

standardisation de médicaments à base de plantes a été créé au sein de l’IMRA. Par ailleurs, la 

plupart de ces plantes médicinales sont collectées à l’état sauvage (aucune culture n’est 

signalée à ce jour) et donc les matières premières proviennent de différents lieux 

géographiques et sont collectées à des saisons variables. Par conséquent, les teneurs en 

principes actifs de ces plantes peuvent varier de manière non négligeable, ce qui renforce la 

nécessité d’un contrôle analytique en plus du contrôle botanique. 

L’objectif principal de ce travail est de contribuer à la mise en place d’un système de 

contrôle et de standardisation chimique de médicaments à base de plantes par l’isolement et 

l’identification des principes actifs puis leur dosage. Ce travail a également pour but 

d’identifier des plantes riches qui pourront servir de sources de matériel pour de futures 

cultures et/ou d’évaluer la variation des conditions de récolte et de culture. Deux plantes ont 
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été sélectionnées : Centella asiatica et Spirospermum penduliflorum. Les méthodes utilisées 

pour les quantifications sont des méthodes chromatographiques : chromatographie liquide à 

haute performance (CLHP) et chromatographie sur couche mince à haute performance 

(CCMHP). 

2. Les plans d’expériences 

2.1. Concepts généraux 

La séparation et l’identification des composés dans les plantes constituent un grand 

challenge à cause du nombre important de constituants présents dans un extrait. La 

chromatographe liquide reste la méthode la plus utilisée pour résoudre ces problèmes (6), 

mais le développement d’une méthode chromatographique prend beaucoup de temps, vu les 

différents paramètres qui affectent la séparation (pH de la phase aqueuse, temps de gradient, 

température, % en phase organique, % d’agent d’appariement d’ions,…). De plus les 

paramètres physico-chimiques des composés à séparer (pKa, LogP, polarité,…) peuvent leur 

conférer un comportement chromatographique très similaire ou très différent. Par exemple, la 

séparation d’isomères de position ayant des comportements très proches et de classes 

chimiques relativement différentes, tous présents dans le même extrait est une tâche délicate. 

Habituellement, l’analyste fait varier un facteur à la fois ; ce qui rallonge encore plus le temps 

de mise au point d’une méthode car le nombre d’expériences à réaliser peut augmenter 

rapidement. De plus cela ne permet pas de voir l’effet combiné de la modification de plusieurs 

facteurs. 

Par contre, il existe des approches structurées qui permettent d’étudier l’effet des 

modifications de différents facteurs sur la séparation. Citons d’abord les méthodes univariées 

qui consistent à tester les effets des facteurs indépendamment. Des logiciels sont disponibles 

pour ces méthodes, ainsi par exemple le Drylab®, utilisé tant en chromatographie liquide que 

gazeuse. Ce logiciel permet de faire varier des facteurs prédéfinis (variation du pH, 

température, temps de gradient, phase stationnaire) mais d’un intérêt limité car il ne permet 

que de faire varier un seul facteur ou au maximum deux en même temps.(7). 

A l’opposé des méthodes univariées, les scientifiques disposent également des méthodes 

multivariées qui consistent à faire varier plusieurs facteurs simultanément. Ces méthodes 

permettent de mettre en évidence les effets des facteurs étudiés et les interactions existantes 

entre ces facteurs. De plus, les résultats fournis par ces méthodes peuvent être obtenus avec 
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une incertitude bien définie. Lors de ce travail, nous avons choisi d’utiliser le plan 

d’expérience. 

2.2. Définitions 

Un plan d’expérience est une méthode structurée et organisée dans le but de déterminer les 

relations existantes entre une ou plusieurs réponses et les différents facteurs affectant un 

processus. 

On appelle réponse une grandeur mesurée à l’aide d’expériences (c’est la grandeur 

d’intérêt). Un facteur est une variable qui affecte le processus et qui possède un effet sur la 

réponse. L’étude de l’effet de ce facteur se fait par sa variation, la valeur donnée à un facteur 

pour un essai est appelé niveau (ki, i = 1 à n), l’ensemble de ces niveaux constitue le domaine 

du facteur. 

Si plusieurs facteurs ont un effet sur le processus, l’ensemble de tous les niveaux de ces 

facteurs constitue le domaine expérimental (Fig. 1). Une expérience réalisée avec un niveau k1 

du facteur 1 et k2 du facteur 2 est un point expérimental du domaine. 

Facteur 2

Facteur 1

k21

k2n

k11
k1n

Niveau bas Niveau haut

Point expérimental

Domaine expérimental

Domaine du facteur

k1 i

K2 i

Facteur 2

Facteur 1

k21

k2n

k11
k1n

Niveau bas Niveau haut

Point expérimental

Domaine expérimental

Domaine du facteur

k1 i

K2 i

 
Figure 1 : Représentation schématique des composants d’un domaine expérimental. 
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2.3. Objectif 

La théorie des plans d’expériences et les statistiques qui y sont utilisées permettent 

d’identifier le nombre d’expériences minimal à réaliser afin de tirer le maximum 

d’informations concernant un processus donné. Une ou plusieurs réponses seront ensuite 

modélisées par une équation mathématique qui servira par la suite à prédire ces réponses dans 

un domaine expérimental afin de les maximiser ou de les minimiser. 

2.4. Stratégies de la planification expérimentale 

 

Figure 2 : Schéma d’un cycle expérimental. 

Il faut donc dans un premier temps se poser les bonnes questions. Quel est le but de 

l’expérience ? Quelle est l’étendue des connaissances disponibles concernant le problème 

étudié ? Quels facteurs est-il pertinent d’examiner ? Quelle réponse sera mesurée et 

modélisée ? Quels sont les contraintes expérimentales ? 

Après avoir identifié le problème et avoir défini l’objectif de l’expérience, on sélectionne 

une réponse qui est reliée à l’objectif. Ensuite, la modélisation de cette réponse permet 

d’acquérir de l’information sur le processus étudié. On détermine ensuite les facteurs qui sont 

liés directement à la réponse avec leurs différents niveaux afin d’établir un plan d’expérience. 

Les facteurs choisis sont ceux qui ont le plus d’effets sur la réponse. Si plus de 4 facteurs ont 

été sélectionnés, il est préférable de procéder à un plan de criblage qui consiste à classifier les 

différents facteurs en fonction des effets sur la réponse. Dans le cas contraire (nombre de 

facteurs ≤ 3), on peut tout de suite établir un plan expérimental dont le choix est basé sur les 

objectifs, les contraintes du processus. Plusieurs types de plans sont proposés : 

• Les plans factoriels complets : les conditions opératoires sont obtenues par toutes les 

combinaisons des différents niveaux et des différents facteurs (exemple : 4 facteurs à 

2 niveaux = 24 = 16 conditions opératoires) (Fig. 3a). 
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• Les plans factoriels fractionnaires résultent du fractionnement d’un plan factoriel 

complet. Ils permettent d’étudier tous les facteurs mais le nombre de conditions 

opératoires est divisé par 2 ou par 4 fois ou par 2q (exemple : plan factoriel complet à 

4 facteurs à 2 niveaux : 24 = 16 conditions opératoires et un plan factoriel 

fractionnaire 24-1= 8 conditions opératoires) (8). Néanmoins, ces plans fractionnaires 

ne permettent pas d’étudier les effets d’ordre supérieur (X2, X3,…) et les interactions 

d’ordre supérieur. 

• plans pour le criblage de facteurs : ce sont des fractions du plan factoriel complet 

permettant de classer les facteurs en fonction des effets sur les réponses. Il existe 

également des plans spécifiques tels que les plans de Plackett et Burman (9). 

• plans pour l’estimation des surfaces de réponses (plans factoriels complets à 3 

niveaux, plans composites centrés, plans de Doehlert (Fig. 3b), plans de Box 

Benkhen): estiment l’amplitude et la forme des effets des différents facteurs sur les 

réponses (10–12). Ces plans présentent l’avantage de permettre l’estimation des effets 

de second ordre (X2). 

• Les plans optimaux ou plans sur mesure, dont les plus utilisés sont les plans D-

optimaux (Fig. 3c) : utilisés en cas de contraintes (budget limité, domaine 

expérimental contraint,…). La répartition des points expérimentaux dans le domaine 

expérimental est définie par un logiciel en précisant leur nombre. Le choix des essais 

est fait en minimisant la covariance des paramètres estimés d’un modèle donné 

(13,14). 

• Les plans de mélanges (plans simplex centroïde, plans lattice simplex, plans 

optimaux) (Fig. 3d) conçus surtout pour des mélanges de constituants. Ces 

constituants ne sont pas indépendants les uns des autres. Leur somme doit être 

toujours égale à 100% ou à l’unité. Les réponses sont fonction de la proportion de 

chaque constituant (15). 

Les schémas suivants représentent quelques exemples de plans expérimentaux. 
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Figure 3 : Exemples de plans expérimentaux avec k facteurs : a : plan factoriel complet 
(2 facteurs à 3 niveaux, 32 = 9 conditions opératoires), b : plan de Doehlert (répartition 
uniforme des points expérimentaux dans le domaine expérimental, 2 facteurs et 7 points 
expérimentaux dont un au centre, les 6 points sont à la même distance du centre du 
domaine), c : plan D-optimal à 5 points expérimentaux, d : plan simplex centroïde 
(exemple de plan pour un mélange de trois constituants : conditions opératoires = 7, les 
mélange binaires sont représentés par les côtés du triangle (3), les produits purs sont au 
sommet (3) et le point au centre représente un mélange des 3 constituants). 

Après avoir défini le plan qui sera adopté, les expériences seront réalisées en encodant les 

réponses avec le maximum de précision possible. Des répétitions au centre du plan 

expérimental sont nécessaires afin de déterminer la variabilité des réponses et de pouvoir 

estimer les intervalles de confiance (16). Les réponses seront modélisées par des équations 

linéaires multiples. Par exemple, pour un plan factoriel complet à deux facteurs X1 et X2 

comportant 3 niveaux chacun, une réponse Y peut être modélisée par l’équation : 

εββββββ ++×+×+×+×+= 215
2

2423
2

12110 XXXXXXY  (Eq. 1) 

Cette équation explique que la réponse Y est fonction des paramètres β à calculer pour le 

modèle et les X1 et X2 représentent les facteurs choisis, avec une erreur ε qui est l’erreur du 

modèle. 

Cette modélisation permet l’estimation des paramètres du modèle par la méthode des 

moindres carrés (6). Le modèle obtenu permettra de prédire d’abord les réponses dans tout le 

domaine expérimental et également de déterminer les conditions optimales permettant 

d’atteindre les objectifs du processus qui ont été fixés initialement. Le bon ajustement du 

modèle peut être évalué en comparant la variance des réponses prédites et la variance 

observée expérimentalement (6) et en vérifiant la distribution Gaussienne des résidus. 

Le modèle sera validé et on procèdera à la vérification de la concordance des réponses 

prédites et obtenues expérimentalement. 
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2.5. Le Design Space (DS) et prédiction. 

Comme il a été mentionné plus haut, l’équation du modèle choisi permettra de prédire les 

réponses. Dans cette prédiction, l’erreur n’est pas prise en compte, elle sera donc calculée sur 

la base de l’écart entre les prédictions et les observations. La méthode de simulation de Monte 

Carlo permet de propager l’erreur du modèle jusqu’à la réponse. 

La modélisation mathématique conduit à la détermination du « Design Space » (DS) que 

l’on peut traduire par « espace de conception ». Par définition, le DS est la combinaison 

multidimensionnelle ou l’interaction des différents facteurs du processus qui ont permis 

d’atteindre l’objectif de la méthode défini au départ. En d’autres termes, c’est un sous espace 

du domaine expérimental à l’intérieur duquel les objectifs du processus définis à l’avance sont 

atteints en considérant l’incertitude (l’erreur) du processus étudié. Toutes les conditions 

opératoires définies dans ce DS permettent donc de garantir l’obtention de la même réponse 

qui correspond à l’objectif attendu du processus. 

De plus, le DS représente la robustesse du processus car selon l’ICH Q8(R2) (17), 

travailler dans cette zone n’est pas considéré comme un changement important. Ceci 

représente un autre avantage du plan d’expérience qui permet d’évaluer la robustesse pendant 

la mise au point de la méthode. 

L’estimation de l’erreur de prédiction peut être limitée par les intervalles de tolérance avec 

un niveau de confiance défini ou « β expectation ». Si β est fixé à 95%, cela signifie qu’au 

moins 95% des futurs résultats seront compris entre les limites supérieure et inférieure de 

l’intervalle de tolérance (IT) (Eq. 2). 

(%)(%) FIkCVBiaisIT ±=  (Eq. 2) (cfr validation) 

La prédiction sera traduite par l’équation suivante : 

[ ]( ) β=≤≤ UxLPE i  (Eq. 3) 

La probabilité d’avoir une future réponse (xi) qui correspond à l’objectif fixé comprise à 

l’intérieur des limites de tolérance L (Lower/basse) et U (Upper/haute) est estimée à β %. Où 

E et P représentent respectivement les opérateurs d’estimation de l’espérance mathématique et 

de la probabilité. 
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2.6. Application à la chromatographie liquide 

2.6.1. Sélection de la réponse 

La chromatographie liquide est une méthode de séparation des composés d’un mélange. 

L’objectif de la méthode est donc d’avoir une séparation des différents composés de ce 

mélange. Habituellement, la résolution entre 2 pics adjacents (Eq. 4) est le critère permettant 

de caractériser la séparation entre des pics en chromatographie liquide. Le critère étant défini 

comme une grandeur qui permet de juger si la séparation est bonne ou non. Dans ce cas, le 

temps de rétention ainsi que la largeur des pics à mi-hauteur sont les réponses enregistrés pour 

chaque pic. 

La résolution se calcule de la manière suivante (18) : 

21

12 )(18.1

hh

RR
s ww

tt
R

+
−=  (Eq. 4) 

où 2Rt  et 1Rt  sont les temps de rétention de 2 pics adjacents avec 12 RR tt <  

et 1hw et 2hw  sont les largeurs à mi-hauteur de chaque pic. 

La résolution entre 2 pics adjacents est bonne si RS ≥ 1,5. Il est à noter également que cette 

résolution RS n’est pas toujours continue car il se peut qu’en changeant un facteur (pH de la 

phase mobile par exemple), l’ordre d’élution des pics soit inversé. Cela peut poser problème 

car pour la planification expérimentale, il est obligatoire d’avoir un critère qui évolue d’une 

manière continue. C’est pour cela qu’on a introduit le critère S. Le critère S est défini comme 

étant la séparation entre 2 pics adjacents (Fig. 4). C’est la différence entre le temps de 

rétention au début du deuxième pic (tRB2) et le temps de rétention à la fin du premier pic (tRE1) 

selon la formule suivante : 12 RERB ttS −=  (Eq. 5) (19). 
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Figure 4 : Représentation schématique d’un pic avec les différents temps de rétention 

(tRB : temps de rétention au début du pic, tRA : temps de rétention à l’apex et tRE : temps 

de rétention à la fin, S : séparation). 

L’avantage d’utiliser S à la place de la résolution RS  est que S évolue de façon continue, car 

ce critère ne dépend pas de l’ordre d’élution des pics. S qui fait intervenir une différence 

présente également un avantage lors de la propagation de l'erreur par rapport à l’utilisation de 

RS. L’erreur étant plus faible sur une différence que sur un rapport.S constitue dès lors le 

critère adéquat pour la planification expérimentale. Deux pics adjacents sont séparés si S ≥ 0. 

Donc, l’objectif de la planification expérimentale est ici d’atteindre S ≥ 0. 

2.6.2. Modélisation, optimisation et prédiction 

Les trois temps de rétention : au début (tRB), au milieu (tRA) et à la fin (tRE) seront alors 

mesurés et les facteurs de rétention k sont calculés pour chaque pic. Les réponses modélisées 

seront les logarithmes de ces facteurs de rétention k, log(ktRi) avec ktRi = (tRi-t0)/t0 (t0 est le 

temps mort ou temps de rétention pour un composé non retenu sur la colonne). Trois 

équations seront donc obtenues, l’une modélisant les log(ktRi) (ktRi = ktRAi) et les deux autres 

modélisant les logarithmes des demi-largeurs à gauche : log(wl) avec wl = ktRi-ktRBi et à droite 
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log(wr) avec wr = ktREi-ktRi. Pour trois facteurs à trois niveaux, l’équation suivante peut être 

utilisée : 

εββ
βββββββββ

++
+++++++++=

ZYXZY

ZXYXZZYYXXktRi

....

..........)log(

109

87
2

65
2

43
2

210 (Eq. 6) 

où log (ktRi) est le logarithme du facteur de rétention du pic i, β0 est l’ordonnée à l’origine 

et β1… β10 sont les paramètres du modèle mathématique. X, Y, Z, sont les facteurs et ε l’erreur 

résiduelle. 

Dans notre cas, comme l’objectif est d’avoir S ≥ 0, le DS est donc défini comme la zone où 

le critère de séparation sera supérieur à 0 avec une probabilité donnée. 

Comme dans la modélisation, on peut également évaluer l’erreur du modèle tant sur les 

réponses que sur le critère avec un niveau de qualité connu, le DS est donc défini par 

l’équation : 

( )[ ]{ }πθλχ θ ≥>∈= SPExDS 0  Eq. 7 

où x0 est un point du domaine expérimentalχ , θ représente l’ensemble des paramètres du 

modèle, Eθ est l’espérance mathématique, P, la probabilité et λ est le seuil sélectionné à 0 

comme expliqué précédemment, du critère de séparation S. π est le niveau de qualité, c'est-à-

dire la probabilité avec laquelle DS sera défini. Par exemple, DS représentera une zone dans 

laquelle P(S>0)> 95% montrant ainsi une bonne qualité de la prédiction. 

3. Validation de méthodes analytiques 

La validation d’une méthode analytique est une étape nécessaire et recommandée 

internationalement avant son application en routine (ISO/IEC 17025). Elle entre dans le cadre 

de la mise en place des systèmes d’assurance qualité dans les laboratoires. Il a été défini 

récemment que toute méthode analytique mise au point dans un laboratoire ou améliorée sur 

base de la littérature doit être complètement validée en accord avec les Bonnes Pratiques de 

Laboratoires (BPL) (20). Depuis 1990, de nombreux guides et documents normatifs ont été 

publiés par des organismes de normalisation et des groupes d’experts définissant les 

démarches à suivre pour la validation d’une méthode : ICH (21), FDA (22–24), EURACHEM 

(25), IUPAC (26), AOAC (27), EMA (28), NF ISO 5725 (27). 
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Dans ces guides sont définis les différents types de procédures analytiques qui doivent être 

validées ainsi que les différents critères de validation recommandés (Table 1). 

Table 1 : Les différents critères de validation à définir pour chaque type de test. 

Type de tests 
caractéristiques 

Dosage Impuretés Identification 
Dosage 

bioanalyse 

  Quantitatif 
Essais 
limites 

  

Exactitude √ √ √  √ 
Fidélité (répétabilité) √ √ √  √ 

Fidélité (fidélité 
intermédiaire) 

√ √ √  √ 

Spécificité/Sélectivité √ √ √ √ √ 
Limite de détection   √  √ 

Limite de quantification   √  √ 

Linéarité √ √ √  Fonction de 
réponse 

Intervalle de mesure √ √ √  √ 
Robustesse  √ √   

Malgré les consensus établis, beaucoup de confusions ont été observées concernant la 

terminologie, les définitions et les évaluations des critères de validation dans ces guides et 

normes (29). 

La commission SFSTP (Société Française des Sciences et Techniques Pharmaceutiques) a 

élaboré un guide sur les définitions des terminologies, les règles de diagnostic et les règles de 

prise de décision de la validation (30–32). 

Dans ce travail, nous utiliserons le concept de profil d’exactitude ; une approche qui 

permet d’évaluer l’efficacité de la méthode utilisée et de montrer la fiabilité des futurs 

résultats, ce qui n’est pas le cas dans les autres guides dont les approches se focalisent 

uniquement sur les performances de la méthode (21,33) et non sur les résultats qui seront 

obtenus avec cette méthode. 

3.1. Objectifs de la validation 

Le but de la validation d’une méthode est d’établir que la méthode correspond à l’usage 

pour lequel elle est prévue et de prouver la fiabilité des résultats obtenus dans des limites bien 

définies. Plus précisément c’est de garantir que la plupart de futures mesures seront proches 

de la « vraie valeur » et également dans les limites d’acceptation donc que la différence entre 
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la valeur obtenue x avec la méthode et la vraie valeur µT doit être suffisamment faible et 

inférieure à des valeurs limites ± λ acceptées par l’analyste (Eq. 8). 

λλλ <−⇔<−<− TT µxµx  (Eq. 8) 

où x est le résultat obtenu par la méthode, µT la vraie valeur et ±λ les limites d’acceptation 

fixées à l’avance par l’analyste et qui peut être variable selon les exigences et le but de la 

procédure d’analyse (par exemple : 1 à 2% sur les matières premières, 5% sur les spécialités 

pharmaceutiques, 15% en bioanalyse, jusqu’à 30% en analyse de matrices complexes comme 

les plantes,…). 

3.2. Les critères de validation : définitions 

Les principaux critères de validations les plus recommandés [EURACHEM, ICH, FDA] 

sont : 

• La spécificité 

• La fonction de réponse 

• La fidélité (répétabilité et fidélité intermédiaire) 

• La justesse (biais) 

• L’exactitude 

• La limite de détection (LOD) 

• La limite de quantification (LOQ) 

• L’intervalle de dosage 

• La robustesse 

3.2.1. La spécificité 

La spécificité est la capacité de la procédure analytique à garantir que le signal mesuré 

provient seulement de la substance à analyser. 
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3.2.2. La fonction de réponse 

La fonction de réponse d’une procédure d’analyse traduit, à l’intérieur de l’intervalle de 

dosage, la relation existante entre la réponse (signal) et la concentration (quantité) en 

substance à examiner dans l’échantillon. La fonction de réponse monotone la plus simple qui 

exprime cette relation est appelée «courbe d’étalonnage». 

La fonction de réponse est déterminée à l’aide des standards d’étalonnage et traduit par une 

fonction Y (Eq. 9). 

ε+= )(xfY  (Eq. 9) 

où ε est l’erreur associée à la fonction de réponse f(x), ce qui implique un ajustement de 

cette fonction de réponse afin de minimiser l’erreur ε. 

Pour cela, plusieurs fonctions peuvent être envisagées (Table 2). La fonction la plus 

utilisée est la droite mais il est souvent nécessaire de tester plusieurs modèles de régression : 

droite passant par l’origine, fonction quadratique, fonction logistique à 4 

paramètres,…(30,31) (Fig. 5). Une fonction sera ensuite sélectionnée sur base du profil 

d’exactitude (cf 1.2.6). 

Table 2 : Principaux types de fonctions utilisées pour l’établissement de la courbe 
d’étalonnage et les équations correspondantes. 

Type de fonction Equation 
Droite passant par l’origine axY =  (Eq. 10) 

Droite baxY +=  (Eq. 11) 
Fonction quadratique cbxaxY ++= 2  (Eq. 12) 
Michaelis Menten 1 

xb

ax
Y

+
=  (Eq. 13) 

 
Michaelis Menten 2 

c
xb

ax
Y +

+
=  (Eq. 14) 

Fonction logistique à 4 paramètres 
b

x

c

ad
aY








+

−+=
1

 (Eq. 15) 
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Figure 5 : Représentation graphique de quelques exemples de modèles de régression 
pour la fonction de réponse. (a) régression linéaire simple utilisant un seul niveau de 
concentration passant par 0, (b) régression linéaire simple, (c) régression quadratique, 
(d) régression logistique (34). 

3.2.3. La linéarité 

La linéarité d’une procédure d’analyse est sa capacité à l’intérieur d’un certain intervalle 

de dosage à obtenir des résultats directement proportionnels à la quantité (exemple : 

concentration) en analyte dans l’échantillon. On a tendance à la confondre avec la fonction de 

réponse. 

La linéarité d’une méthode est démontrée en comparant les concentrations introduites dans 

les standards de validation (cfr paragraphe suivant) considérées comme les vraies valeurs et 

des résultats de ces mêmes standards de validation calculés avec la méthode (Fig. 6). 
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Figure 6 : Représentation graphique de la linéarité : la ligne continue rouge représente 
la relation entre les concentrations introduites et les concentrations calculées (standards 
de validation) ; les lignes discontinues bleues représentent les limites d’acceptation. 

3.2.4. La fidélité (répétabilité et fidélité intermédiaire) 

La fidélité exprime l’étroitesse de l’accord entre une série de mesures provenant de 

multiples prises d’un même échantillon homogène (résultats d’essais indépendants) dans des 

conditions prescrites. La fidélité fournit une indication sur les erreurs liées au hasard. La 

fidélité peut être évaluée à deux niveaux : la répétabilité et la fidélité intermédiaire 

(intralaboratoire). La fidélité représente l’erreur aléatoire exprimée en écart type relatif ou 

coefficient de variation. 

• Répétabilité : conditions où les résultats d’essais indépendants sont obtenus par la 

même méthode sur des échantillons d’essais identiques dans le même laboratoire, par 

le même opérateur, utilisant le même équipement et pendant un court intervalle de 

temps (intra-jour). 

• Fidélité intermédiaire : conditions où les résultats d’essais indépendants sont obtenus 

par la même méthode sur des échantillons d’essais identiques dans le même 

laboratoire, avec différents opérateurs et/ou utilisant des équipements différents et 

pendant un intervalle de temps donné (inter-jour). 

 

Afin de faciliter la compréhension des formules, les notations suivantes seront utilisées : 

• i indice de série (i variant de 1 à I) 

• j indice de concentrations (j variant de 1 à J) 
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• k indice de répétitions (k variant de 1 à K). 

La répétabilité et la fidélité intermédiaire sont évaluées par analyse de variance (ANOVA) 

des résultats des standards de validation calculés pour chaque niveau de concentration j, soit 

xik à partir des standards de calibration. Si toutes les séries contiennent le même nombre de 

répétitions, on parle de plan équilibré. 

Pour chaque niveau de concentration j : 

• ix correspond à la moyenne des concentrations calculées de k répétitions pour une 

série i (moyenne intra-série) 

K

x

x

K

k
ik

i

∑
== 1  (Eq. 16) 

• ikx correspond à la moyenne générale des concentrations calculées des I séries et K 

répétitions d’un niveau 

KI

x

x

I

i

K

k
ik

ik ×
=
∑∑

= =1 1  (Eq. 17) 

• intra
2S  correspond à l’estimateur de la variance intra-série (intra-jour) 

)1(

)(
1 1

2

intra
2

−

−
=
∑∑

= =

KI

xx

S

I

i

K

k
iik

 (Eq. 18) 

où xik correspond à la concentration calculée pour la i-ème série et k-ème répétition. 

I : nombre total de séries 

K : nombre total de répétitions 

• inter
2S  correspond à l’estimateur de la variance inter-séries (inter-jour) 
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 (Eq. 19) 

Si inter
2S  ≤ 0, alors cet estimateur doit être égal à 0. 

En conclusion, l’estimateur de la variance intra-série S2
intra donne une estimation de la 

variance de répétabilité. La répétabilité est exprimée en écart type, symbolisé par Sintra : 

intra
2

intra SS =  (Eq. 20) 

tandis que la somme des estimateurs des variances intra et inter-séries donne l’estimation 

de la fidélité intermédiaire notée S2
FI  

inter
2

intra
22 SSS FI +=  (Eq. 21) 

La fidélité intermédiaire est généralement exprimée en écart type 

inter
2

intra
2 SSSFI +=  (Eq. 22) 

ou en coefficient de variation  

100×=
ik

FI
FI x

S
CV  (Eq. 23) 

3.2.5. La justesse 

La justesse exprime l’étroitesse de l’accord entre la valeur moyenne obtenue à partir d’une 

série de résultats d’essais et une valeur qui est acceptée soit comme une valeur 

conventionnellement vraie, soit comme une valeur de référence acceptée. En d’autres termes, 

c’est la différence entre la moyenne des mesures de séries et répétitions et la valeur 

conventionnellement considérée comme la vraie valeur qui représente l’erreur systématique. 

La définition de la justesse n’est pas toujours claire dans les guides et une confusion avec 

l’exactitude a été observée (29). 

La justesse est estimée par le biais ou le pourcentage de recouvrement. 

Pour chaque niveau de concentration j : 
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• ikx correspond à la moyenne des concentrations calculées pour I séries et K répétitions 

• Tµ correspond à la moyenne des concentrations introduites qui sont 

conventionnellement considérées comme les vraies valeurs. 

Biais absolu = 
Tik µx −  (Eq. 24) 

Le biais est souvent exprimé en biais relatif : 

Biais relatif = )( 100
T

T

µ
µ−× ikx

 (Eq. 25) 

ou également en taux de recouvrement 

Recouvrement (%) = 
T

ix

µ
×100  (Eq. 26) 

La règle de décision de la fidélité et de la justesse repose sur le profil d’exactitude (cfr 

paragraphe suivant). 

3.2.6. L’exactitude 

L’exactitude exprime l’étroitesse de l’accord entre le résultat d’un essai et la valeur 

conventionnellement considérée comme la vraie valeur. L’étroitesse de l’accord ainsi 

observée est la résultante de la somme des erreurs systématique et aléatoire, en d’autres 

termes l’erreur totale liée au résultat. Par conséquent, l’exactitude est l’expression de la 

somme de la justesse et de la fidélité. 

 Pour une concentration inconnue X obtenue avec la méthode, 

X = µT + biais + fidélité où µT correspond la valeur conventionnellement considérée 

comme la vraie valeur 

X - µT = biais + fidélité 

X - µT = Exactitude 

(C’est la différence entre la valeur obtenue avec la méthode et la valeur considérée comme 

vraie valeur) (Fig. 7). 
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Figure 7 : Représentation schématique de la fidélité, de la justesse et de l’exactitude (3 
répétitions). 

Le profil d’exactitude constitue l’outil de décision pour décider si une méthode est valide 

ou non. 

Les valeurs suivantes sont nécessaires pour l’établissement d’un profil d’exactitude : 

• Le biais qui exprime la justesse 

• Le coefficient de variation de la fidélité intermédiaire : CVFI 

• L’intervalle de tolérance d’espérance β ou intervalle de prédiction qui est un intervalle 

dans lequel les futurs résultats seront compris. Cet intervalle caractérise également la 

dispersion des résultats obtenus ; β représente la proportion des futurs résultats qui seront 

compris dans l’intervalle de tolérance. 

[ ]{ } βλ ≥<− TiSµ µxPE  ,  (Eq. 27) 

L’équation 25 exprime le fait que pour les futurs résultats E, la probabilité P d’avoir des 

résultats ix  différents de moins de λ de la vraie valeur Tµ , donc Ti µx −  inférieur à λ (qui est 

la limites d’acceptation fixée), est supérieure ou égale à β%. β est fixé à une valeur la plus 

grande possible (généralement entre 80 et 95%). L’intervalle de tolérance IT est un intervalle 

symétrique (qui est la somme ou la différence du biais et du coefficient de variation de la 

fidélité intermédiaire (CVFI) multiplié par un facteur k (Eq. 27)). IT est calculée selon 

l’équation 26 proposée par Mee R. Mee (35). 

(%)(%) FIkCVBiaisIT ±=  (Eq. 28) 

où k est un facteur de couverture de l’intervalle de tolérance calculé comme suit : 
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où R est le rapport entre les variances inter-séries et intra-série qui traduit l’importance 

relative de l’effet de la série. 
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inter
2

S

S
 (Eq. 31) 

Un autre terme B a été introduit afin de simplifier les formules et 
1

1

+×
+=
RK

R
B (Eq. 32) 

Comme l’intervalle de tolérance IT est symétrique, les limites de l’intervalle sont donc : 

FIt CV
IKB
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1
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 ++= βν  (Eq. 34) 

En résumé, l’intervalle de tolérance IT est donc la somme ou la différence du biais 

(justesse) et de la fidélité intermédiaire multipliée par un facteur proportionnel àtQ , une 

raison pour laquelle cet intervalle peut être considéré comme l’expression de l’exactitude. 

Les limites d’acceptation ± λ ou l’erreur totale acceptée délimitent un intervalle autour de 

la valeur vraie. Elles sont fixées en fonction de l’analyste, de la finalité et des exigences de la 
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procédure analytique. Il et souhaité que les valeurs de ces limites sont les plus petites 

possibles. Dans le cas d’une matrice complexe comme les plantes, les limites d’acceptations 

maximales admises sont de 30% avec une espérance β% de 80% au minimum (32). 
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Biais 
(%)
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Figure 8 : Représentation schématique du profil d’exactitude (La ligne continue rose 
représente le biais, les lignes discontinues bleues représentent l’intervalle de tolérance 
d’espérance β, les lignes discontinues rouges représentent les limites d’acceptation ± λ, 
LOQ inf : limite de quantification inférieure, LOQ sup : limite de quantification 
supérieure). 

Interprétation du profil d’exactitude : 

Si l’intervalle de tolérance d’espérance β est complètement compris dans les limites 

d’acceptation ± λ, alors la méthode est considérée comme valide c'est-à-dire qu’au moins β% 

(80 à 95%) des futurs résultats seront compris dans l’intervalle de tolérance (Fig. 8). 

3.2.7. La limite de détection (LD) 

La limite de détection d’une procédure d’analyse est la plus petite quantité de l’analyte 

dans un échantillon pouvant être détectée, mais non quantifiée comme une valeur exacte dans 

les conditions expérimentales décrites de la procédure. 
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3.2.8. La limite de quantification (LQ) 

La limite de quantification est la plus petite quantité de l’analyte dans un échantillon 

pouvant être dosée dans les conditions expérimentales décrites avec une exactitude définie. 

3.2.9. L’intervalle de dosage  

L’intervalle de dosage d’une procédure d’analyse est la région entre les niveaux supérieur 

et inférieur (ces valeurs incluses) pour laquelle il a été démontré que la procédure est 

appropriée quant à son exactitude (justesse + fidélité) et sa linéarité, en utilisant la méthode 

décrite. 

3.2.10. La robustesse 

La robustesse d’une procédure d’analyse est l’aptitude à fournir de faibles variations du 

résultat lorsqu’on effectue de faibles modifications des paramètres associés à la procédure 

(exemple : gradient de solvant, température…). 

4. La méthode de comparaison de Bland et Altman 

4.1. Définition et objectif 

Lorsque l’on veut remplacer une méthode de référence par une nouvelle, il est souvent 

nécessaire de savoir si cette nouvelle méthode donne des résultats en accord avec la méthode 

de référence. Souvent ces études de comparaison sont effectuées inadéquatement, notamment 

en se basant sur le coefficient de corrélation. Une technique simple, visuelle et adéquate est 

proposée par Bland et Altman. La méthode de Bland et Altman est une méthode graphique 

qui permet de comparer deux méthodes dont l’une est considérée comme étant la méthode de 

référence. L’objectif est de montrer si la nouvelle méthode peut être utilisée à la place de la 

méthode de référence ou si les deux peuvent être utilisées de manière interchangeable (36–

38). 

4.2. Concept de base 

La méthode de Bland et Altman est basée sur le concept de : « Limits of agreement 

(LoA) » qui défini le degré d’accord entre les 2 méthodes. 

La première étape consiste à faire une représentation graphique des résultats obtenus avec 

la première méthode en fonction de la deuxième méthode et de dessiner la droite d’identité 
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xy = où devraient se trouver tous les résultats si les deux méthodes donnaient exactement les 

mêmes résultats à chaque analyse. Ce graphique permet de jauger rapidement le degré 

d’accord entre les deux méthodes. 

La seconde étape consiste à déterminer le coefficient de corrélation r. Ce coefficient 

mesure la linéarité de la relation entre les deux méthodes, ( 11 ≤≤− r ). Plus r tend vers 1 plus 

la relation entre les résultats des deux méthodes est linéaire. Toutefois, une bonne corrélation 

n’implique pas que les deux méthodes sont en accord : la valeur de r dépend de la gamme de 

la vraie concentration dans les échantillons : si cette gamme est large, le coefficient de 

corrélation sera plus élevé que si elle est étroite. 

Par contre, il est improbable que les différentes méthodes soient parfaitement en accord en 

donnant exactement le même résultat pour chaque échantillon analysé vu les variations 

inhérentes à chaque méthode. Notre objectif est de montrer de combien la nouvelle méthode 

va s’écarter de l’ancienne. Si cette différence est acceptable, l’ancienne méthode pourra être 

remplacée par la nouvelle ou les deux méthodes pourront être employées de manière 

interchangeable. 

Il est nécessaire de fixer à l’avance les limites d’acceptation pour pouvoir par la suite 

accepter ou rejeter la nouvelle méthode. Ces limites d’acceptation dépendent de l’objectif des 

méthodes et de l’analyste. Pour les matrices complexes ; de larges limites d’acceptation de 

± 30% sont employées. 
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4.3. Représentation graphique 
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Figure 9 : Structure du graphique de Bland et Altman avec les explications des 
différents éléments (39). 

Pour l’établissement du graphique de Bland et Altman, considérons que y est le résultat 

obtenu par la méthode A (nouvelle méthode) et z par la méthode B (méthode de référence) sur 

le même échantillon et n le nombre d’échantillons analysés. 

a. L’axe des abscisses est constitué par la moyenne des résultats obtenus avec les deux 

méthodes 2/)( zy +  

b. L’axe des ordonnées représente la différence entre les résultats des deux méthodes 

soit zyd −=  

c. Ensuite on calcule la moyenne de toutes les différences obtenues des n échantillons, 

soit d  (Eq. 33), qui est reportée sur le graphique (Fig. 9) et l’écart-type de ces 

différences ds  (Eq. 34). Dès lors, en supposant que les différences se distribuent 

selon une loi normale, on peut s’attendre à ce que 95% des différences soient inclues 

entre les limites dsd 96.1−  et dsd 96.1+ . Ces limites représentent les limits of 

agreement (LoA) et sont reportées sur le graphique (Fig. 9). 
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d. Les limites d’acceptation λ±  sont reportées sur le graphique 

Interprétations du graphique de Bland et Altman : 

Si les LoA sont incluses dans les limites d’acceptation, les deux méthodes peuvent être 

considérées comme comparables. La nouvelle méthode peut donc remplacer l’ancienne ou 

elles peuvent être utilisées toutes les deux. Les LoA garantissent qu’au moins 95% de la 

différence des futurs résultats obtenus avec les 2 méthodes seront comprises dans les limites 

d’acceptation. 

5. Les saponosides 

Les saponines ou saponosides constituent un groupe d’hétérosides largement répandus 

chez les végétaux (40). Le terme saponine vient du latin « sapo » qui veut dire savon ; ceci à 

cause de la propriété moussante des saponines dissouts dans l’eau (41). 

5.1. Structure des saponosides 

Du point de vue structural, les saponosides sont constitués de sucre(s) (glucose, rhamnose, 

arabinose, xylose, fucose, acide glucuronique,…) lié(s) à une génine qui peut être un stéroïde 

ou un triterpène (41). 

• Les saponosides triterpéniques : peuvent avoir un squelette pentacyclique ou 

tétracyclique à 30 atomes de carbone et sont présents surtout chez les Dicotylédones. 

• Les saponosides stéroïdiques : avec un squelette à 27 atomes de carbone, ils sont 

exclusivement présents chez le Monocotylédones (Fig. 10). 

Le(s) sucre(s) est (sont) lié(s) à la génine en position C-3 (monodesmosides) mais quelques 

saponosides présentent une deuxième chaîne de sucre(s) liée à leurs génines soit en position 

C-28 pour les saponines triterpéniques soit en position C-26 pour les saponines stéroidiques 

(bidesmosides) (42). Les monodesmosides sont les plus abondants dans la nature (41). 
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Figure 10 : Structure des squelettes des génines des saponines. 

Les saponines sont largement répandues dans les plantes. Si l’on fait la liste du nombre 

d’espèces et de familles de plantes dans lesquelles des saponines ont été isolées et identifiées 

de 1998 à 2004, on observe que des saponines ont été isolées de 53 familles, 11 familles 

possédant des saponines stéroidiques et 43 des saponines triterpéniques. Les principales 

familles représentées sont les Liliaceae, Agavaceae, Alliaceae, Solanaceae (saponines 

stéroïdiques) et les Leguminoseae, Araliaceae, Rubiaceae, Caryophyllaceae (saponines 

triterpéniques) (43). Des saponines triterpéniques ont également été isolées dans quelques 

espèces d’animaux marins (44,45). 

5.2. Propriétés pharmacologiques 

Les saponines possèdent une large gamme de propriétés pharmacologiques à cause de la 

diversité de leurs structures (43,46). Des activités molluscicide, anti-inflammatoire, 

antibactérienne, antifongique, antiparasitaire, anticancéreuse, antivirale, aphrodisiaque, 

cicatrisante, antioxydante, hépatoprotetrice, immunostimulante et/ou immunomodulatrice ont 

été démontrées dans la littérature (43,46–49). De plus beaucoup possèdent des propriétés 

hémolytiques (50). 

5.3. Analyses qualitatives et quantitatives des saponosides 

Plusieurs techniques sont utilisées pour les analyses qualitatives et quantitatives des 

saponines (51,52). 

5.3.1. Les méthodes biologiques 

Les méthodes biologiques sont des méthodes semi-quantitatives basées 

- sur la détermination de l’indice d’hémolyse indiquant l’activité hémolytique d’un 

extrait à saponines (53). 
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-  sur l’évaluation de l’effet d’un extrait sur la croissance de colonies de champignons : 

Trichoderma viride, Tribolium castaneum (52). 

- sur la germination des graines de laitue (52). 

Une méthode semi-biologique qu’on peut appeler « bioautographie » consiste à séparer les 

composants d’un extrait par chromatographie sur couche mince puis à évaluer l’activité 

hémolytique de chaque tache obtenue en recouvrant la plaque avec une solution de sang 

préparée dans de la gélatine. Après 4 heures, les taches non colorées révèlent la présence de 

saponines (54). 

Ces différentes méthodes permettent uniquement d’évaluer approximativement la teneur en 

saponines totales présentes dans un extrait. 

5.3.2. Les méthodes non biologiques 

Les méthodes non biologiques sont principalement chromatographiques ou 

électrophorétiques. Parmi celles-ci citons la chromatographie sur couche mince (CCM) 

densitométrique ou colorimétrique, la chromatographie en phase gazeuse (GC), la 

chromatographie liquide à haute performance (CLHP) avec différents types de détecteurs et 

l’électrophorèse capillaire (CE). Ces méthodes permettent la séparation, l’identification et la 

quantification des saponines d’un extrait. 

5.3.3. La chromatographie sur couche mince (CCM) 

Pour la CCM, les plaques de silice sont les plus utilisées avec comme phase mobile un 

mélange de chloroforme-méthanol-eau ou n-butanol-acide acétique-eau pour la séparation des 

saponines et de benzène-acétone pour les génines. Comme les saponines n’absorbent en 

général pas ou peu aux UV, l’utilisation d’un révélateur est nécessaire. Les réactifs de Carr-

Price, Liebermann-Burchard, acide phosphotungtique, anisaldéhyde sulfurique à 0.5%, la 

vanilline sulfurique à 8% sont les plus fréquemment utilisés pour visualiser les spots et/ou 

réaliser des quantifications. La CCM densitométrique permet d’obtenir des résultats 

comparables à la CLHP (51,52). 

5.3.4. La chromatographie en phase gaseuze (GC) 

Les saponines sont des molécules non volatiles, donc il est impossible de les quantifier par 

GC. Il est donc nécessaire de réaliser une hydrolyse ou des dérivatisations des saponines avant 

l’analyse. Par exemple, l’hydrolyse des saponines dans des espèces de Glycine et du 
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Medicago sativa, ont conduit à la formation de génines et de plusieurs artéfacts (lactones). 

Des variations significatives des teneurs en génines ont été observées et sont dues aux 

influences des conditions de l’hydrolyse (durée et réactifs utilisés). La formation de ces 

artefacts implique une difficulté de l’analyse en GC ; de plus elle nécessite plusieurs étapes 

préliminaires qui prennent beaucoup de temps et dont les résultats obtenus ne sont pas exacts 

(51,52). 

5.3.5. L’électrophorèse capillaire (CE) 

L’électrophorèse capillaire (CE) est une méthode de séparation et de quantification 

efficace. Elle permet une séparation rapide (1-30 min) d’un petit volume d’échantillon (de 

l’ordre de nl). Par contre, on observe une moindre sensibilité de détection qu’en CLHP. 

Quelques saponines du Ginseng et de Medicago sativa ont été séparées et quantifiées par CE 

(55,56). 

5.3.6. La chromatographie liquide à haute performance (CLHP) 

La chromatographie liquide à haute performance reste la méthode la plus performante et de 

référence pour le dosage des saponines. Elle est largement utilisée et permet de séparer les 

saponines et également leurs génines. 

Les différents paramètres influençant une séparation en CLHP sont les solvants (phases 

mobiles), la phase stationnaire et la détection. 

5.3.6.1. Les phases mobiles 

Les saponines sont séparées en CLHP en utilisant un gradient d’une phase organique 

composée d’ACN ou de MeOH avec une phase aqueuse acidifiée avec de l’acide 

phosphorique, de l’acide acétique, de l’acide formique ou du TFA ou parfois une phase 

aqueuse tamponnée avec du tampon phosphate d’ammonium. 

5.3.6.2. Les phases stationnaires 

Un extrait de plante contient habituellement plusieurs saponines dont les polarités sont 

souvent similaires rendant leur séparation compliquée. La colonne C18 est largement utilisée 

pour tous les types de saponines et permet d’obtenir une bonne séparation. On observe 

quelques rares utilisations de silices modifiées. Une colonne DIOL a été utilisée pour séparer 

7 saponines du Ginseng à une température de 14°C, permettant une réduction de la durée 
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d’analyse de 20 à 15 minutes. Une colonne HILIC a permis de séparer 3 saponines de Radix 

Dipsaci (57). 

5.3.6.3. La détection 

C’est la partie la plus délicate pour l’analyse quantitative des saponines. L’absence 

fréquente de chromophore et de liaisons insaturées conjuguées dans leurs structures les rend 

difficilement détectables aux UV et oblige l’analyste de travailler avec une gamme de 

longueurs d’ondes non spécifiques entre 200 à 210 nm. Seules les soyasaponines conjuguées 

avec du 2,3-dihydro-2,5-dihydroxy-6-methyl-4-pyrone (DDMHP) absorbent à 295 nm. 

Malgré la faible sensibilité de la détection UV, elle est largement utilisée pour l’évaluation 

quantitative des saponines. Une CLHP-UV d’un extrait de Ginseng a permis de quantifier 12 

saponines dont le notoginsenoside R1 et les ginsenosides Rg1, Re, Rh1, Rg2, 20 R-Rg2, Rb1, 

Rc(8), Rb2, Rb3, Rd and Rg3. Les déterminations quantitatives des saponines dans d’autres 

espèces par CLHP-UV sont également mises au point. 

D’autres modes de détections ont été utilisés afin d'améliorer la détection. Citons la 

détection par mesure de la lumière diffusée par les résidus d’évaporation (Evaporative Light 

Scattering Detector, ELSD) et la détection d’aérosols chargés (charge aerosol detection, 

CAD). Le couplage CLHP-spectrométrie de masse a également facilité la détection des 

composés. 

Le détecteur ELSD, apparu dans les années 1980, connait un essor depuis les années 2000 

(58). Ce mode de détection consiste en un passage de l’effluent de la colonne dans un 

nébuliseur où il est transformé en fin brouillard par un flux d’azote ou d’air. Les gouttelettes 

sont transportées dans un tube, dont la température est contrôlée, où se produit une 

évaporation de la phase mobile conduisant à la formation de fines particules d’analyte. Un 

rayon laser traverse l’aérosol ainsi formé. Une photodiode au silicium détecte la lumière 

diffusée à angle droit par rapport à l’écoulement (59,60). Cette technique de détection a 

permis de quantifier les saponines stéroïdiques des genres Paris et Trillium (61). Onze 

saponines triterpéniques de Ginseng : le notoginsenoside R1, les ginsenosides Rg1, Re, Rf, 

Rb1, Rg2, Rc, Rb2, Rb3, Rd et Rg3 ont été quantifiés après séparation sur une colonne C18 

avec un détecteur ELSD (62). D’autres méthodes validées utilisant le détecteur ELSD pour la 

quantification des saponines de plusieurs espèces végétales et marines ont été également 

mises au point. 
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La CAD (détection d’aérosols chargés) est une technologie issue de la détection ELSD, 

mise au point en 2004. Au niveau du détecteur CAD, l'éluant de colonne CLHP est d'abord 

nébulisé par un flux d'azote ; les gouttelettes sont ensuite séchées afin d'évacuer la phase 

mobile, produisant ainsi des particules d'analytes. Un flux d'azote secondaire se charge 

positivement en traversant un fil de platine (Corona) sous haute tension. Cette charge est 

transférée au flux opposé de particules d'analyte. Les particules chargées sont acheminées 

vers un collecteur où la charge est mesurée par un électromètre à haute sensibilité, générant 

un signal directement proportionnel à la quantité d'analyte présente (63). Une comparaison 

entre la détection en ELSD et CAD pour la quantification de 10 saikosaponines de Bupleurum 

falcatum (Apiaceae) a montré que la détection CAD est 6 fois plus sensible que la détection 

ELSD c'est-à-dire que les limites de détection diminuent de 1.5 à 4.5 µg/ml en ELSD à 0.25 à 

0.75 µg/ml en CAD (64). 

La spectrométrie de masse est également utilisée dans beaucoup de cas d’analyses 

quantitatives des saponines. Cette technique a une sensibilité supérieure et est plus sélective 

par rapport aux autres techniques de détection. Elle reste limitée au niveau de la complexité 

de l’ionisation qui affecte la robustesse et du coût élevé de l’appareillage. 

Un tableau résumant des exemples de dosages par CLHP des saponines avec différents 

types de détecteur se trouve en annexe 1.  

L’émergence de ces nouvelles techniques de détection qui sont des techniques plus 

sensibles et ne nécessitent qu’une petite quantité de composé à analyser (de l’ordre de ng) a 

permis d’améliorer la quantification des saponines. Néanmoins, ces techniques restent encore 

coûteuses et ne sont pas adéquates pour les pays en voie de développement pour des analyses 

de routine. La détection UV semble toujours la méthode la plus prisée et la plus simple. 

6. Généralités sur les plantes étudiées 

6.1. Spirospermum penduliflorum Thouars (Menispermaceae) 

6.1.1. Généralités sur la famille des Menispermaceae 

La famille des Menispermaceae compte 75 genres et 520 espèces répartis dans 8 tribus 

(165). Ce sont généralement des arbustes ou lianes. C’est une famille connue surtout pour la 

production d’alcaloïdes. La (S)-norcoclaurine (Fig. 11), une benzyltétraisoquinoléine est la 

principale molécule intermédiaire à l’origine de la synthèse de la majorité des alcaloïdes de la 
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famille (166). Barbosa-Filho et al. ont proposé un schéma de biosynthèse des différents 

groupes d’alcaloïdes. Les isoquinoléines, les phenéthylcinnamides et les autres alcaloïdes sont 

classés à part (Fig. 12). 
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Figure 11 : Structure de la (S)-Norcoclaurine 
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Figure 12 : Relations biosynthétiques proposées entre les différents alcaloïdes de la 
famille des Menispermaceae (nombre de composés isolés pour chaque groupe) (166). 

La famille des Menispermaceae compte 23 types d’alcaloïdes différents. Fin 1996, 1858 

alcaloïdes avaient été isolés et identifiés de 244 plantes (167). La figure 13 nous montre les 

différents groupes d’alcaloïdes retrouvés dans la famille des Menispermaceae. Les 

bisbenzylisoquinoléines sont les plus abondants et viennent après les alcaloïdes aporphiniques 

puis les protoberbérines. Ces 3 groupes d’alcaloïdes sont les groupes caractéristiques qui 
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peuvent être considérés comme des marqueurs chimiques de la famille. Les 

benzylisoquinoléines (BIQ), les proaporphines, les morphinanes, les hasubananes et les 

erythrines représentent 2 à 4% des groupes totaux. Les 15 autres sont peu abondants et les 

eribidines et acutumines sont propres à la famille des Menispermaceae (167). 

 
Figure 13 : Profil chimique de la famille de Menispermaceae (source : Barbosa-Filho et 
al. (166)). 

Barbosa-Filho et al. ont observé une relation entre les différents types d’alcaloïdes isolés 

des genres de la même tribu et proposent une classification chimiotaxonomique de ces tribus. 

Le genre Spirospermum appartient à la tribu des Cocculeae subdivisée en 3 sous-tribus : les 

Cocculineae, les Stephaniinae et les Cissampelinae. La sous-tribu des Stephaniinae est 

représentée par le seul genre : Stephania, dans la sous-tribu des Cissampelinae sont regroupés 

les genres Cissampelos, Antizoma et Cyclea et dans la sous-tribu des Cocculinae se trouvent 

les genres Spirospermum, Limacia, Menispermum, Sinomenium, Diploclisia, Legnephora, 

Limaciopsis, Pachygone, Sarcopetalum et Strychnopsis. Les bisbenzylisoquinoléines et les 

aporphines sont les alcaloïdes les plus abondants et communs à tous les genres de cette tribu. 
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6.1.2. Description botanique de Spirospermum penduliflorum Thouars 

Spirospermum penduliflorum (S. penduliflorum.) est un petit arbre de la famille des 

Menispermacées. Les feuilles sont simples, penninerves à pétiole portant près de l’apex un 

pulvinus distinct. Les fleurs sont groupées en panicules, longues pendantes, vert jaune à 

blanchâtres. Le fruit est un méricarpe ou groupe de 2-9 méricarpes drupacés, comprimés 

latéralement, circulaires, contenant des graines courbées en fer à cheval (Fig. 14). 

Classification classique 

Règne : Plantae 

Classe :  Magnoliopsida 

Ordre : Ranunculales 

Famille : Menispermaceae 

Genre : Spirospermum 

Tribu : Cocculineae 

Sous-tribu : Cocculae 

Espèce : Penduliflorum Thouars 

 
Figure 14 : S. penduliflorum (A : pied en fleurs, B : photo d’herbier avec les fruits). 

Cette plante est endémique de Madagascar et répartie dans les forêts humides à basse 

altitude (<500 m d’altitude). Elle pousse sur toute la partie Est jusqu’au Nord et au Sud-Ouest 

de l’île (168). 

La décoction de feuilles de S. penduliflorum a été utilisée pendant l’époque monarchique à 

Madagascar comme vasorelaxante. Plus tard, on l’a utilisée pour le traitement de la malaria 

comme adjuvent à la chloroquine. Les feuilles séchées sont fumées pour atténuer la 
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tuberculose pulmonaire. La décoction de la racine est prise comme cholagogue, tonique et 

pour les troubles hépatiques (169). 

Les racines et les feuilles de S. penduliflorum ont fait l’objet d’études scientifiques. 

Rasoanaivo et al. n’ont pas détecté d’alcaloïdes dans les feuilles d’un échantillon collecté à 

l’Ouest de Madagascar (170). Un fractionnement bioguidé de l’extrait de racine a conduit à 

l’isolement de la limacine (alcaloïde bisbenzylisoquinoléique) (Fig. 15) qui a montré une 

activité antimalarique (171). Frappier et al. ont mis en évidence l’activité modulatrice de la 

limacine sur la résistance de Palsmodium falciparum à la chloroquine (172). Ces différentes 

études confirment l’usage traditionnel de l’extrait de la plante comme adjuvant à la 

chloroquine. D’autres études menées sur des échantillons collectés dans une autre région ont 

permis d’isoler la columbine (diterpénoïde de type clérodane) et la palmatine (alcaloïde 

quaternaire de type protoberbérine) (Fig. 15) (170,173). 
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Figure 15 : Structure de la columbine, palmatine et limacine. 

6.2. Centella asiatica (L.) Urban (Apiaceae) 

Centella asiatica (C. asiatica), une plante appartenant à la famille des Apiaceae est 

originaire de l’Inde et a été largement utilisée par la médecine ayurvédique d’abord puis dans 

de nombreux pays, y compris l’Europe. C. asiatica est très utilisée par l’industrie 

pharmaceutique, cosmétique et comme complément alimentaire et est reprise dans les 

pharmacopées européenne et chinoise. Une monographie de l’OMS existe également (65,66). 
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6.2.1. Description botanique 

Classification classique 
Règne : Plantae 
Sousrègne : Tracheobionta 
Superdivision : Spermatophyta 
Division : Magnoliphyta 
Classe : Magnoliopsida 
Ordre : Apiales 
Famille : Apiaceae 
Genre : Centella 
Espèce : asiatica (L.) Urban 

 
Figure 16 : Variétés de C. asiatica Urb. (A : variété à feuille orbiculaire, B : feuilles des 2 
variétés, C : variété à feuille réniforme). 

 
Figure 17 : Répartition géographique de C. asiatica dans le monde (67). 

C. asiatica (L.) Urban plus connue sous le nom de «talapetraka» est une plante vivace, 

herbacée, rampante, stolonifère poussant dans les milieux humides. Les feuilles réniformes ou 

orbiculaires à bords crénelés ou ondulés sont disposées en rosette et portées par un long 

pétiole. Lorsqu’elle colonise des emplacements dénudés, elle est très rasante avec des feuilles 
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à pétiole court ; par contre, lorsqu’elle croit parmi d’autres herbes les pétioles peuvent 

atteindre jusqu’à 20 cm. Les fleurs sont petites, sessiles, de couleur blanche, bisexuées. Les 

fruits secs et indéhiscents (akènes) se séparent en deux à maturité (Fig. 16). 

6.2.2. Répartition géographique dans le monde et à Madagascar 

C. asiatica est originaire de l’Inde. Elle pousse spontanément dans les régions 

subtropicales : Chine, Malaisie, Australie, Sri Lanka, Nouvelle Guinée, Afrique (Fig. 17). Elle 

est largement répandue dans tout Madagascar. Des variations phénotypiques ont été observées 

selon l’endroit où pousse la plante. Il existe en effet 2 variétés de C. asiatica selon la forme 

des feuilles : la forme réniforme ; présente surtout à l’Est et la forme orbiculaire à l’Ouest. La 

variété à feuilles réniformes serait d’origine indienne et celle à feuilles orbiculaires, africaine. 

6.2.3. Contexte général et importance économique de Centella asiatica 

C. asiatica tient la seconde place après Catharanthus roseus parmi les plantes médicinales 

exportées par Madagascar. Les feuilles séchées représentent environ 1/4 des plantes 

médicinales exportées. Les pays destinataires sont la France, l’Allemagne, l’Italie, l’Inde, 

l’Espagne et la Corée (Ministère de l’Economie, des Finances et du Budget 2008) (68). Cette 

demande internationale a diminué en 2007 mais a repris par la suite et n’a cessé d’augmenter 

jusqu’en 2009 puis est restée stable jusqu’au premier trimestre de l’année 2011 (Fig. 18). 
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Figure 18 : Evolution de l'exportation de plantes médicinales à Madagascar (source : 
INSTAT, 2011 (69)). 
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6.2.4. Utilisations et composition chimique 

C. asiatica a été largement utilisée dans la médecine ayurvédique pour le traitement de la 

lèpre, des brûlures gastriques, de l’arthrose, des varices, de l’hypertension artérielle, comme 

cicatrisante des blessures et des brûlures, et pour l’amélioration de la mémoire (1,2). 

Elle est surtout connue par la présence de triterpènes, molécules majoritaires dont la 

molécule la plus étudiée est l’asiaticoside (70). Les premières études sur la plante ont mené à 

l’isolement de cette molécule dans les feuilles (71). Le madécassoside, l’acide asiatique et 

l’acide madécassique ont été isolés par la suite (72–74). L’asiaticoside B (terminoloside) et sa 

génine (l’acide terminolique) qui est un isomère du madécassoside et l’asiaticoside A ont été 

également identifiés dans les feuilles (Fig. 19) (75). Jiang et al. ont isolé et identifié 

l’asiaticoside C, D, E et F en utilisant toutes les parties de la plante (Fig. 20) (76). 

Des études plus récentes ont conduit à l’isolement d’autres familles de molécules dont des 

alcaloïdes, des flavonoïdes glycosidiques, des oligosaccharides, des polyacétylènes, des 

monoterpènes, des caroténoïdes (70,77,78). Une huile essentielle composée surtout de mono, 

di et sesquiterpènes a été extraite des feuilles, des racines et des stolons (70,79). 
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Figure 19: Structure des triterpènes majoritaires de Centella asiatica. 
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La majorité des études concernant les activités pharmacologiques de C. asiatica est 

focalisée sur l’extrait brut des feuilles, sur l’asiaticoside, le madécassoside, l’acide asiatique et 

l’acide madécassique. 

Des études in vitro et in vivo ont conduit à démontrer l’activité cicatrisante, qui est la plus 

connue. L’extrait de C. asiatica favorise l’angiogenèse et empêche l’inhibition de la 

réplication de l’ADN en cas de vieillissement cellulaire induit dans les fibroblastes par le 

dioxyde de dihydrogène (H2O2) (80–82). L’extrait présente une activité antioxydante. Cette 

activité a été montrée par des tests chimiques et également in vivo. In vivo, l’extrait de C. 

asiatica diminue les taux de malondialdéhyde, des espèces oxydantes radicalaires (ROS) et 

des peroxydes qui induisent en cas de stress le viellissement des cellules. L’extrait restaure 

également la synthèse des enzymes antioxydantes.(83–90). C. asiatica inhibe in vitro la 

prolifération des cellules cancéreuses de l’adénome gastrique humain, de l’utérus humain 

(HeLa) et des mélanomes murins (91). L’extrait renforce les parois des veines en cas 

d’hypertension chronique en stimulant la synthèse de collagène et a un effet modulateur sur la 

prolifération des fibroblastes au niveau de la paroi veineuse (92). Il a un effet anticonvulsif en 

agissant sur le système cholinergique (93), et améliore la mémoire d’une manière impliquant 

ses propriétés antioxydantes (85). L’extrait aqueux des feuilles protège la peau contre les 

effets des rayons UV en réduisant l’expression de l’hyaluronidase et des collagénases (MMP-

1) (94). Des effets contraceptifs sur des rats mâles ont été également observés. Les rats traités 

avec de l’extrait C. asiatica présentent une dégénération des cellules de la spermatogenèse 

induisant une réduction des spermatozoïdes et une diminution du taux de testostérone (95). 

L’asiaticoside est la molécule la plus souvent citée comme responsable des principales 

activités pharmacologiques de la plante. Des études in vitro ont confirmé son activité 

cicatrisante. Il induit la synthèse des collagènes I et III et la prolifération des fibroblastes 

améliorant ainsi la cicatrisation (96–102). Cependant, dans une étude effectuée sur les 

chéloïdes (hyperprolifération des fibroblastes dermiques), l’asiaticoside a l’effet inverse, 

diminuant la synthèse des collagènes I et III et la prolifération des fibroblastes (103). 

L’asiaticoside pourrait donc avoir un effet régulateur sur la cicatrisation. Ces différents effets 

de l’asiaticoside ont été également montrés par des essais in vivo en administration orale ou 

par application cutanée (97,101,102,104–107). 

Des études in vivo ont été rapportées sur le madécassoside qui possède aussi une activité 

cicatrisante faisant intervenir plusieurs mécanismes d’action, comme l’activité antioxydante, 

la synthèse de collagène I et l’angiogenèse. Il présente également des effets antirhumatismaux 
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en protégeant les articulations dans un modèle murin d’arthrite induite par le collagène-II ; on 

observe une diminution de l’expression des médiateurs pro-inflammatoires (108–110). Cette 

molécule a un effet protecteur du myocarde (ischémie) par l’effet antioxydant en inhibant la 

peroxydation des lipides et également en inhibant le facteur de nécrose tumorale α induit par 

les liposaccharides (111,112). L’acide asiatique améliore les fonctions cognitives (mémoire) 

en régulant le taux d’acétylcholine au niveau de l’hippocampe (113,114) et a un rôle 

protecteur des neurones (effets antioxydants) (115–119). Il stimule également la fonction 

érectile dont le mécanisme n’est pas encore connu (120). In vivo, des activités anticancéreuses 

sur des lignées de cellules malignes du colon et de mélanome ont été démontrées ; l’acide 

asiatique stimule la synthèse de caspase-3, clivant les membranes des mitochondries et 

entraînant l’apoptose. (121,122). Seule une étude in vitro a été réalisée sur l’acide 

madécassique montrant son activité anti-inflammatoire en inhibant la synthèse de médiateurs 

inflammatoires(123). 

L’usage le plus ancien connu de C. asiatica dans la médecine traditionnelle est son 

utilisation comme cicatrisante. La majorité des études cliniques réalisées sur C. asiatica ont 

été faites sur l’extrait brut ou un extrait titré en triterpènes : TECA (titrated in asiaticoside, 

madecassoside, asiatic acid and madecassic acid extract of C. asiatica). À Madagascar, la 

propriété cicatrisante a été mise en évidence en 1936 dans un centre de traitement de la lèpre 

où des extraits de feuilles ont été testés sur des malades (124). Elle a été même démontrée 

chez des patients diabétiques (125). En application cutanée, l’extrait peut être utilisé dans le 

traitement des eczémas et a un pouvoir raffermissant et hydratant (126–130). L’extrait brut 

par voie orale présente des effets tonique, antioxydant, antianxiété (131,132) et améliore la 

mémoire aussi bien chez les personnes âgées que chez les enfants (133,134). Chez des 

malades atteints du virus VIH, l’extrait de C. asiatica joue un rôle immunomodulateur (135). 

L’efficacité du TECA a été démontré en cas d’insuffisance veineuse (136,137), sur le 

traitement des ulcères gastriques et des désordres hépatiques (138)(139). 

A côté de leurs propriétés citées ci-dessus, les feuilles de C. asiatica sont actuellement très 

utilisées dans l’industrie cosmétique comme cicatrisantes (140), « antiâges », hydratantes, 

raffermissantes et antirides (141). 

Une surexploitation de la plante est observée étant donné que les collectes se font à l’état 

sauvage. Dès lors, une équipe de chercheurs a mis au point une méthode de multiplication in 

vitro de C. asiatica (142) dont l’objectif principal est d’avoir des matériels végétaux 

disponibles à tout moment. La sélection du matériel de départ est basée sur la teneur en 
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triterpènes des feuilles car il a été montré que des variations significatives de la teneur en 

triterpènes sont observées selon la date et la période de collecte des feuilles. De plus, les 

variétés de C. asiatica de Madagascar sont plus riches en triterpènes que celles de l’Inde 

(143). 

6.2.5. Dosage des principes actifs 

Plusieurs méthodes sont décrites dans la littérature pour séparer, identifier et quantifier les 

triterpènes de C. asiatica. Les méthodes les plus classiques sont les chromatographies liquide 

et sur couche mince. 

6.2.5.1. Dosages par CLHP  

La CLHP est la plus utilisée pour la séparation, l’identification et la détermination 

quantitative des triterpènes de C. asiatica. Le tableau suivant (Table 3) résume les méthodes 

mises au point décrites dans la littérature, les différentes conditions chromatographiques, les 

limites de détections, et indique si ces méthodes ont été validées ou non. 



 

 

Table 3 : Méthodes de dosage des triterpènes de feuilles de C. asiatica par CLHP. 
Principes actifs dosés Conditions chromatographiques LOD  Validation Réf 

Madécassoside CLC ODS, C18, (150 × 6 mm i.d., 5 µm) 
MS/ESI+ 

Isocratique : H2O (Ac formique 0.1%):ACN (60:40, v/v), 

< 0.11x10-3 µg/ml Validée (144) 

Asiaticoside, madécassoside Kinetex, C18, (100 × 2.1 mm i.d., 2.6 µm) 
Détecteur ampérométrique pulse (DAP) 

Isocratique : H2O:ACN 25% 

0,005 µg/ml 
0,004 µg/ml 

Validée (145) 

Asiaticoside, madécassoside, 
acide asiatique 

Lichrospher®100 ; C18 (5 µm) 
UV 210 nm 

Gradient : H2O (acide orthophosphorique):ACN 

Non définies Validée (146) 

Asiaticoside, acide asiatique Agilent XDB, C-18, (25 × 4.6 mm i.d., 4.6 µm) 
ELSD 

Gradient/H2O (acide formique 0.1%):ACN 

1,02, 1,04 µg/ml Non 
validée 

(147) 

Acide asiatique Diamonsil TM, C18, (250 × 4.6 mm i.d., 5 µm) 
UV 248 nm 

Gradient: H2O:ACN 

2.5x10-3 µg/ml Validée (148) 

Asiaticoside, madécassoside, 
asiaticoside B 

Cosmosil5, C18-MS-II 
ELSD  

Gradient ACN (0.01% TFA, 1% TBME):H2O (TFA 0.01%) 

1.2x10-3 , 10-3 , 10-3 µg/ml validée (149) 

Asiaticoside, madecassoside, 
acide asiatique, acide 

madécassique 

Zorbax, C18, (250 × 4.6 mm i.d.) 
205 nm 

Gradient H2O:ACN 

1,8, 1,8, 1,5, 1 et 1 µg/ml Non 
validée 

(150) 

Acide madécassique, acide 
terminolique  

Agilent Zorbax SB-C18 (150 × 4.6 mm i.d., 5 µm) 
204 nm 

Isocratique : H2O:MeOH (65:35, v/v) 4 mM β-CD 

Non définies Non 
validées 

(151) 

Madécassoside,asiaticoside B, 
 acide madécassique, acide 

terminolique 

Agilent Zorbax SB, C18, (150 mm × 4.6 mm i.d., 5 µm), 
204 nm 

Isocratique : H2O:MeOH (50:50, v/v) 
H2O:MeOH (65/35 : v/v), 4mM β-CD 

Non définies Non 
validée 

(152) 

Principes actifs dosés Conditions chromatographiques LOD  Validation Réf 
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Asiaticoside, madécassoside, 
acide asiatique, acide 

madécassique 

 Symmetry 300™, C18, (150 × 3.9 mm i.d., 5 µm) 
UV 206 nm 

Gradient: H2O:ACN 

Non définies Non 
validée 

(142) 

Asiaticoside, madécassoside, 
asiaticoside B, acide 

madécassique, acide asiatique, 
acide terminolique 

Phenomenex Aqua, 5µ C18 (200 Å) 
206 nm 

Gradient: ACN (0.1%TFA):H2O(0.1%TFA):TBME 
(0.1%TFA) 

0.01 µg/ml Non 
validée 

(153) 

Asiaticoside CLC-ODS (M), (250 × 4.6 mm i.d., 5 µm) 
UV 220 nm 

Isocratique : H2O (1% TFA):MeOH (30:70, v/v) 

Non définies Non 
validée 

(154) 

Asiaticoside, madécassoside, 
acide madécassique, acide 

asiatique 

LiChrospher 100, C18, (125 × 4 mm i.d., 5 µm) 
UV 205 nm 

Gradient H2O (0.05% H3PO4):ACN (0.05% H3PO4) 

< 1 µg/ml Non 
validée 

(155) 

Asiaticoside, madécassoside, 
acide madécassique, acide 

asiatique 

Bondapak, C18 (300 × 0.39 mm i.d., 10 µm) 
220 nm 

Gradient: H2O:ACN 

3, 3, 2,5, 2,5 µg/ml Non 
validée 

(156) 

Asiaticoside, madécassoside, 
acide madécassique, acide 

asiatique 

C 18, (250 × 4 mm i.d, 5 µm) 
200 nm 

Gradient : H2O:ACN 

Non définies Validée (157) 
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Dans toutes ces méthodes, un seul type de colonne a été utilisée : les colonnes en phase 

inverse C18. Les différences se situent au niveau de la taille de la colonne (variant de 120 à 

250 mm x 4.6 mm) et de la taille des particules (de 2.6 µm à 5 µm). Les triterpènes sont en 

majorité détectés sous UV (entre 205 et 220 nm). Par contre, d’autres modes de détection plus 

sensibles ont été également proposés dont la détection ELSD (147,149) , MS (144) et PAD 

(145). Ces modes de détection présentent des limites de détection faibles de l’ordre de 11 ng 

(144) à 120 ng (147) contre 1 µg (150) à 3 µg (156) pour la détection en UV. Malgré cette 

amélioration de la sensibilité, ces méthodes ne dosent que les osides (144,145,149) ou l’acide 

asiatique (147). D’un autre côté, la détection UV reste encore la plus utilisée étant donné sa 

meilleure reproductibilité et son accessibilité plus facile. 

Si on considère les seules méthodes validées (les autres ne pouvant être considérées 

comme valides selon les critères actuels), les méthodes mises au point ne séparent pas les 4 

triterpènes mais soit les osides (144,145,149,154) soit uniquement les acides (147,148,151) 

soit des acides et des osides mais pas les 4 molécules majoritaires (146,152). Signalons 

également que le madécassoside et l’acide madécassique possèdent des isomères qui peuvent 

être séparés en rajoutant des β-cyclodextrines dans la phase mobile (152,153). Aucune 

méthode complètement validée ne permet donc de quantifier les deux acides et les deux 

osides sauf si on considère la méthode de la Pharmacopée Européenne. Cependant, les essais 

pour reproduire la séparation se sont avérés infructueux et la méthode a été révisée tout 

récemment à cause d’un problème au niveau de la séparation. Malgré tout cela, la durée de 

l’analyse proposée reste toujours longue (53). 

6.2.5.2. Dosages par CCMHP 

Cette technique présente les avantages d’être moins coûteuse que la CLHP, d’être rapide et 

de permettre le dosage simultané de plusieurs échantillons. 



 

         

Table 4 : Méthodes de séparation et de quantification des triterpènes de C. asiatica par CCMHP. 

Principes actifs Conditions chromatographiques Rf LOD Réf. 
Asiaticoside, madecassoside, acide asiatique, 

acide madecassique 
Silica gel 60G 250 µm 

Chloroforme-acide acétique glacial-MeOH-H2O 
(60:32:12:8, v/v) 

anisaldéhyde sulfurique, 100°C, λ non définie 

0,45 0,55 
0,94 
0,97 

0,72 µg 
0,3 µg 

 

(158) 

Asiaticoside Silica gel 60F254 
Acetate d’éthyle-MeOH-H2O (100:25:10, v/v/v) 

Anisaldéhyde sulfurique, 100°C ; 600 nm 

 0,317, 
1,05 µg 

(159) 

Asiaticoside, madécassoside Silica gel 60F254 

Butanol-acétate d’éthyle-H2O (4:1:5, v/v/v) 
Sulfate cérique, 110°C, 570 nm 

0,34 
0,42 

0,096 µg 
0,773 µg 

(160) 

asiaticoside Toluène-acétone-MeOH-acide formique 
(3:2:2:0.05, v/v/v/v) 

10% acide sulfurique dans MeOH, 530 nm 

0,26  (161) 

Asiaticoside, madécassoside, acide asiatique Acétate d’éthyle-MeOH-H2O (8:2:1, v/v/v). 
Pas de révélation, UV 365 nm 

0,35 
0,45 
0,59 

Non 
définie 

(162) 

Asiaticoside, madécassoside, acide asiatique, 
acide madécassique 

Silica gel 60F254 

Acétate d’éthyle-MeOH (60:40, v/v) 
Anisaldéhyde sulfurique ; 100-105°C, lumière 

visible 

0,37 
0,35 
0,90 
0,80 

Non 
définie 

(163) 

Asiaticoside Sicila gel 60F254 

Acétate d’éthyle-MeOH-H2O (60:12:8, v/v/v) 
Vanilline-acide sulfurique, 110°C, 620 nm 

0,52 Non 
définie 

(164) 
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La séparation par CCMHP des triterpènes de C. asiatica est réalisée sur des plaques de 

silice normales dans tous les cas. Une dérivatisation est nécessaire pour pouvoir effectuer la 

quantification car les triterpènes absorbent peu aux UV, uniquement à une faible longueur 

d’onde. Habituellement, les plaques sont révélées à l’anisaldéhyde sulfurique puis chauffées 

au four pendant 5 à 10 minutes à 100°C ; les bandes correspondantes aux triterpènes sont 

colorées en vert ou bleu violacé. Les plaques sont ensuite scannées à des longueurs d’onde 

comprises entre 530 et 620 nm pour la quantification (Table 4). 

Souvent, plusieurs triterpènes sont présents dans un extrait avec un comportement 

chromatographique presque identique, d’où la difficulté de leur séparation sur une même 

plaque. La plupart de ces études ne permettent ou ne décrivent que la quantification de 

certains triterpènes : l’asiaticoside seul (161), l’asiaticoside et le madécassoside (160) ou les 

osides et l’acide asiatique (162). Seules deux études décrivent la séparation des 4 composés 

d’intérêt : Bonfill et al. (163) et récemment, Jacinda et al. (158). Les Rf des triterpènes sont 

respectivement de 0,45, 0,55, 0,94, 0,97, ce qui indique pour ce dernier spot une migration 

trop proche du front de solvant, ce qui pourrait éventuellement entraîner une erreur de dosage. 
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Spirospermum penduliflorum Thouars is an endemic species of Madagascar growing in the 

rainforest and used by the local population to treat malaria (roots) and hypertension (leaves). 

Previous studies confirmed the traditional use of the roots as an adjuvant of chloroquine but we 

decided to investigate the antihypertensive properties of the plant’s leaves as they are very 

commonly used remedy. Before developing an analytical method to control the quality of this 

plant, we first sought to verify its activity and identify active molecules. To do so, we analyzed 

the vasorelaxant activity of crude extracts, isolated and identified active molecules by 

bioguided fractionations. This work was the result of a collaboration with R. Razafindrazaka, 

Pr A. Randriantsoa and Dr G. Raoelison from IMRA and Pr N. Morel from UCL. 

This chapter is derived from a manuscript submitted for publication. 
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1. Introduction 

Madagascar is one of the lands where traditional medicine based on the use of plants has 

an important place in the society. Several plants in Malagasy flora are alleged to possess 

therapeutic virtues and are largely used by the local population. Numerous of these plants are 

used without pharmacological or phytochemical data or clinical evaluation. Aiming at 

promoting the safety and effectiveness of the traditional therapeutic means, a traditional 

medicine service was created inside the Ministry in charge of the public health. This service is 

engaged to integrate the traditional medicine as a conventional therapeutic mean in the 

national health system, to identify and survey the medicinal plants and other traditional 

practices used by Malagasy population and to edit a national pharmacopoeia. This study 

contributed to this National Health Policy by investigating plants used for the treatment of 

hypertension. Among these plants, Spirospermum penduliflorum (S. penduliflorum) 

(Menispermaceae) is mentioned to be effective against arterial hypertension. The aim of the 

present study was to verify the traditional use of the plant and to determine the nature of the 

active compounds by a bio-guided fractionation approach combining chromatographic 

methods with vasorelaxant activity tests. 

2. Material and methods 

2.1. Plant material 

Fresh leaves of S. penduliflorum were collected in the East coast of Madagascar 

(18°51’0’S, 49°7’59”E). Botanical identification was made by the botanist Benja 

Rakotonirina. A voucher specimen was deposited at the herbarium of the IMRA (n° AML13). 

2.2. Chemical compound and apparatus 

Dicentrine was purchased from Sequoia Research Products (Pangbourne, UK). Methanol, 

ethylacetate, dichloromethane and ammonia solution 25% were purchased from Scharlab 

(Barcelona, Spain). Silica gel 60 and silica gel 60F254 plates were from Merck (Darmstadt, 

Germany), Sephadex gel from Pharmacia biotech Healthcare (Diegem, Belgium). 

HPLC Schimadzu CLASS-VP system (Japan) consisted of a LC-10ATVP pumps, a DAD 

detector SPDM-10 AVP an automatic injector SIL-10ADVP and a controller system SCL-
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10AVP, all piloted by a CLASS-VP software. Separation was performed with reversed-phase 

C18 LichroCART® column (250 x 4 mm i.d.; particle size: 5 µm) (Merck, Darmstadt, 

Germany). 

2.3. Extraction 

The plant material used was in form of finely grounded powder of the dried leaves. 

Extraction was performed by successive maceration of the plant material (750 g) in increasing 

polarity solvents namely hexane, dichloromethane, methanol (2.5 l of each and for 24 h) 

(Fig. 21). The extracts were filtered and dried under reduced pressure. 
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Maceration: hexane
2.5 l/ 24h

Residu 1 Extract hexane
(12g)

Residu 3 Extract methanol
(37.5g)
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Figure 21: Extraction of leaves of S. penduliflorum. 

2.4. Pharmacological experiments 

Wistar rats of either sex weighing between 200 to 300g were used in the study. Animals were 

killed; the thoracic aorta was isolated and cut into rings of 2 mm in length. The rings were 

mounted under a tension of 2g in an organ bath containing physiological solution (mM: NaCl: 

122, KCl: 5.9, NaHCO3: 15, MgCl2: 1.25, CaCl2: 1.25, and glucose: 11). The bath solution 

was maintained at 37°C and gassed with 95% O2 and 5% CO2. Aorta were equilibrated in the 
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medium for 2 hours and bath solution was changed every 30 minutes. After 1 hour of 

equilibration, the tension was adjusted to 2g. Phenylephrine (1µM) was added to the bath in 

order to pre-contract the aorta. Cumulative concentrations of the extract dissolved in 

DMSO/water (90/10, v/v) at 100 µg/ml were added to the organ bath and the relaxation was 

evaluated. Concentration-response curves of phenylephrine (from 10-9 M to 3x10-5 M) were 

realized in aorta rings without or in the presence of different concentrations of dicentrine 

(0.1 µM and 1 µM), the contraction was then evaluated. Contractions and relaxations were 

recorded with an Ugobasile 7003 isometric force transducer. 

All experiments were performed in accordance with international guidelines and the local 

ethic committee. 

IC50 were determined by the analysis of the sigmoidal curve-fitting of the concentration-

response. 

2.5.  Bioguided fractionation  

Figure 22 summarizes the fractionation of the dichloromethane extract. The first 

fractionation was realised on an open column chromatography (100 x 40 cm) with silica gel 

60 (0.063-0.200 mm) as stationary phase and using dichloromethane/methanol (99:1, v/v) as 

mobile phase. Eight sub-fractions were obtained. Sub-fractions 5 and 6 were passed through a 

Sephadex Gel LH-20 column (100 x 20 cm). These fractionations led to obtain 5 sub-fractions 

from 5 (5.1-5.5) and 5 sub-fractions from 6 (6.1-6.5). The sub-fraction 5.3 was separated with 

a silica gel open column using hexane/ethyl acetate/methanol (2:6:2, v/v/v). Seven sub-

fractions were obtained (5.3.1-5.3.7). Preparative thin layer chromatographies of 5.3.6, 6.3 

and 6.4 using ethyl acetate/methanol (9:1, v/v) as mobile phase were done separately. The 

spots having the same Rf were combined and led to obtain 4 sub-fractions: RR, RR1, RR2 

and RR3. Final purification of RR1 was also performed with preparative thin layer 

chromatography, realised on silica gel 60F254 plates (Merck) using 

hexane/ethylacetate/ethanol/NH4OH (6/6/2.5/0.01) as mobile phase. The separated 

components were visualised under visible and ultraviolet light (254 and 365 nm). The purity 

of the isolated compounds was analysed on HPLC using RP18 column chromatography, with 

a gradient of acetonitrile-ammonium acetate aqueous solution (10 mM) adjusted to pH = 3 

with acetic acid (90:10,v/v). Detection wavelength was set at 307 nm according to the 

conditions described in the literature (1). 
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Figure 22 : Bioguided fractionation of the leaves of S. penduliflorum (the most active 
fractions are in red). 

2.6. Identification method 

Identification of the isolated compounds was performed by direct injection into a LCQ 

Advantage Thermo Finnigan (Waltham, MA, USA) mass spectrometer piloted by X-Calibur 

software. Mass spectra were determined using ESI source in positive mode, a vaporizer 

temperature of 455°C, a sheat gaz flow rate at 45 (arb) and a capillary voltage at 2V as 

conditions. 13C NMR and 1H NMR spectra were recorded on a Bruker Avance DRX-400 

spectrometer in CDCl3, CD3OD or DMSO at 400 MHz (1 H) and 100 MHz (13C), at 30°C. A 

combination of COSY, HMQC, HMBC and ROESY experiments were used when necessary 

for the assignment of 1H and 13C chemical shifts. 
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2.7. Statistical analysis 

The data were analysed using a Student’s t-test and were considered to be significantly 

different when p < 0.05. 

3. Results  

3.1. Identification of the active fraction 

When tested on phenylephrine-contracted aorta, the dichloromethane extract (DCM) was 

the most active fraction compared to hexane and methanol extracts with IC50 values of 

0.3 µg/ml, 25 µg/ml and 1.9 µg/ml respectively (Table 5). Isoprenaline, used as reference 

standard exhibited vasorelaxant activity with an IC50 of 1.7 µg/ml (data not shown). 

Table 5 : Vasorelaxant activities of different extracts of S. penduliflorum leaves in rat aorta 
contracted by phenylephrine (1 µM), (n=6). 

Extract Hexane Dichloromethane Methanol 

IC50 (µg/ml) 25 0.3 1.9 

 

After different chromatographic fractionations of the dichloromethane extract, several sub-

fractions were obtained (Fig. 22). Table 6 shows the vasorelaxant activities of the 4 final sub-

fractions (RR, RR1, RR2 and RR3). It was shown that RR1 sub-fraction presented the highest 

relaxation of the contracted rat aorta. 

Table 6 : Vasorelaxant activities of the four sub-fractions RR, RR1, RR2, RR3 on 
phenylpephrine-induced contraction of rat aorta at 1 µg/ml. 

Fractions  RR RR1 RR2 RR3 
Relaxation (%) (n = 4) 12.5 ± 0.09 100 ± 8.50 7.19 ± 0.64 37.53 ± 0.41 

3.2. Identification of active compounds 

The developed TLC chromatogram of RR1 showed two well separated spots at Rf 0.62 and 

0.81 which gave a positive reaction with Dragendorff reagent. Bioassay-guided fractionation 

by successive open column chromatographies followed by purification on preparative TLC 

led to the isolation of two active compounds, 1 and 2. 

Compound 1, which was the major alkaloid, gave a molecular ion peak at m/z 340 in the 

positive mode, in accordance with the molecular formula of C20H21O4N. Furthermore, 20C 
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were observed on the 13C NMR spectra. Comparison of our data with literature data (2) and a 

reference sample allowed us to identify this compound as dicentrine with typical fragments at 

m/z 309, 279, 264, 251, 236, 220. 

Compound 2 gave an ion peak at m/z 324 in positive mode, differing from compound 1 by 

16 mass units giving the molecular formula of C19H17O4N. Positive ESI MSn spectra of 2 

revealed fragments at m/z 324 corresponding to [M+H]+ and other fragments at m/z 293, 263, 

235, 205, 177. These results are in accordance with those found in the literature for neolitsine 

(2). Thus, 2 was identified as neolitsine (Fig. 23). 
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Figure 23: Structures of dicentrine (1) and neolitsine (2). 

3.3. Effect of dicentrine on the vasoconstriction induced by phenylephrine 

Because of the small amount of neolitsine that could be isolated, the determination of its 

pharmacological profile was not possible. Dicentrine was tested for its relaxing activity on 

phenylephrine-induced contraction in endothelium-denuded artery rings. As shown in 

figure 24A, preincubation of the aorta with dicentrine shifted the concentration-contraction 

curve of phenylephrine to the right, in a concentration-dependent manner. The EC50 value of 

phenylephrine was significantly increased from 12 nM to 52 nM and 341 nM in the absence 

and in the presence of 0.1 µM and 1 µM of dicentrine, respectively (log EC50 values were  

-7.9 ± 0.02 in control aorta, -7.14 ± 0.05 and -6.47 ± 0.03, in the presence of 0.1 µM and 

1 µM dicentrine, respectively, p < 0.05 dicentrine vs control) (Fig. 24). 

Dicentrine relaxed aorta pre-contracted with phenylephrine, with a logIC50 (M) value of  

-5.53 ± 0.05 (IC50 value was 2.95 µM). 
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Figure 24 :Effect of dicentrine on the concentration-effect curves of phenylephrine in 
endothelium-denuded rat aorta. 

4. Discussion and Conclusion 

High blood pressure represents the main cause of death in the world. A recent study in 

2009 on the prevalence of hypertension in Antananarivo-Madagascar revealed that 28.05% of 

adult population suffer from this disease with a mean age of 49 years. High blood pressure 

prevalence increased from 19.10% in 2000 to 28.05% in 2009 in Antananarivo (3). The fact is 

that hypertension requires a long-term treatment which implies a high cost. Consequently, the 

alternative is the traditional phytomedicine whose practice is current in Madagascar and S. 

penduliflorum is used in Malagasy traditional medicine to treat hypertension. Our results 

show that the crude extracts of its leaves exhibited significant concentration-dependent 

relaxation on rat aorta pre-contracted by phenylephrine. The dichloromethane extract of S. 

penduliflorum leaves was the most active fraction (IC50 < 0.3 µg/ml).  

Bioguided fractionations of dichloromethane extract led to obtain RR1 sub-fraction in 

which aporphine alkaloids were isolated and identified as dicentrine and neolitsine. The 

vasorelaxant activity of dicentrine was also demonstrated with a IC50 value of 2.95 µM. These 

results confirmed those published in the literature (4-5). Despite that the neolitsine activity 

could not be demonstrated, the literature data report that it is a potent vasorelaxing agent on 

precontracted rat aorta preparations (6). Indeed, Menispermaceae family is known to be rich 

of aporphine alkaloids (7–9). The presence of dicentrine and neolitsine may support the use of 

the plant as antihypertensive. However, the total safety of the use of the plant is uncertain 
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because dicentrine and neolitsine were confirmed to be cytotoxic even if IC50 were higher on 

cultured cells (10–12).  

On the other hand, a previous study mentioned that no alkaloid was found in leaves (13). 

Their plant materials were collected in another geographic region than the region where we 

collected our samples. It could suggest that the chemical composition of S. penduliflorum is 

affected by this parameter. These observations show the need for chemical control of samples 

of this plant, that is why we developed a method for the identification, separation and 

quantification of dicentrine for routine quality control of the leaves of S.penduliflorum in 

order to assure the safety and effectiveness of the traditional use of this plant. 
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In the previous chapter, we showed that leaves extracts of Spirospermum penduliflorum 

possessed vasorelaxant properties. We also demonstrated that this effect was mainly due 

to the presence of aporhine alkaloids: dicentrine and neolitsine. Moreover, we observed 

that dicentrine was the major molecule responsible for this activity.However, according to 

the literature, alkaloids are not present in all leaves samples of S. penduliflorum. 

Furthermore, in various studies, high doses of dicentrine proved cytotoxic activity for 

human cell lines; therefore, we sought to develop a HPLC-UV method for the 

quantification of this molecule in order to assess the effectiveness but also the safety of 

the plant. 

As method development was time consuming; we applied the DOE in order to determine 

the optimum conditions allowing the separation of all the alkaloids present in the leaves. 

This chapter is adapted from the following published article. 
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1. Introduction 

Nowadays, traditional medicine still holds an important place to cure diseases in 

developing countries. It is mainly due to the non accessibility of modern medicine by the local 

population. The safety, effectiveness and quality of finished herbal medicinal products depend 

on the quality of their source materials, which can include hundreds of natural constituents, 

and how elements are handled through production processes. 

S. penduliflorum Thouars (Menispermaceae) was chosen among a list of medicinal plants 

used by Malagasy population because it is an endemic species of Madagascar. The decoction 

of all parts is traditionally used as vasorelaxant (1) and the decoction of leaves is also used for 

the treatment of malaria and as a chloroquine adjuvant. The dried leaves are also smoked for 

pulmonary tuberculosis treatment. The decoction of roots was taken as cholagogue, tonic and 

for hepatic disorders (2). Different studies on root extracts of S. penduliflorum allowed the 

isolation of some active molecules: columbine (clerodane- type diterpenoid), palmitine 

(protoberberine-type quaternary alkaloid) and limacine (bisbenzylisoquinoline alkaloid) (3). 

Recently, Raoelison et al. (submitted for publication) found a vasorelaxant activity on isolated 

rat aorta using a dichloromethane leaves extract. Two aporphine alkaloids were then isolated 

by bioguided fractionation: dicentrine and neolitsine (Fig. 23), both known to possess 

antihypertensive activities. In their experimental model, dicentrine gave an IC50 value of 

2.95 ± 0.04 µg/ml on rat aorta relaxation. 

In the previous studies, Teng et al. also demonstrated that dicentrine is a strong vascular  

α-1 adrenoceptor antagonist having antiplatelet (4–6), and antiarrhythmic activities (7). It 

confirms the traditional use of this plant as an antihypertensive. Lai et al. (8) and Tsai et al. 

(9) proposed two HPLC methods for the quantification of dicentrine in rat plasma and urine. 

The first method was not validated (8). The second method (9) was fully validated but the 

separation of some peaks was not complete. A validated HPLC method was also described by 

Stévigny et al. for the quantification of aporphin alkaloids of Cassytha filiformis (10). 

Besides, the present matrix was more complex and different than plasma, urine and Cassytha 

filiformis. Therefore, a HPLC method coupled with UV and MS detection was developed to 

separate and quantify these molecules and to control the quality and effectiveness of this 

plant. The optimization of chromatographic methods for plant extracts is often intricate and 

can be time consuming. In fact, it is a thorny problem to separate components because of the 
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number of compounds, the similarities between the chromatographic behaviours of some of 

them while some others have widely distinct physico-chemical properties (e.g. polarities, pKa, 

Log P). Usually, optimization of a chromatographic method is achieved by changing 

parameters one by one which is commonly called “one factor/variable at a time” 

methodology. On the contrary, design of experiments (DoE) methodology investigates the 

factors effects and the interactions between them by modifying multiple factors at a time. 

Combined with design space (DS) (11–16), it leads to a powerful methodology (DoE-DS) 

allowing the identification of optimal conditions for the achievement of robust analytical 

methods. In the present study, DoE-DS methodology was used to develop a method for the 

separation of aporphin alkaloids contained in leaves extract of S. penduliflorum. The method 

was then fully validated using the total error concept and the accuracy profile approach for the 

quantification of dicentrine in these leaves extracts (17,18). 

2. Material and methods 

2.1. Chemicals and reagents 

Dicentrine reference standard was purchased from Sequoia Research Products Ltd. 

(Pangbourne, Ukraine). The reagents were purchased as follows: methanol HPLC grade, 

ethoxyethane from VWR (Leuven, Belgium), dichloromethane from Sigma Aldrich (St. 

Louis, MO, USA), ammonia solution (25%) from J.T. Baker (Deventer, Netherlands), acetic 

acid from Fisher scientific (Erembodegem, Belgium), ammonium formate and anhydrous 

sodium sulphate from Merck (Darmstadt, Germany). 

2.2. Plant material 

Fresh leaves of S. penduliflorum were collected in March 2007 and December 2009 in the 

Eastern Region of Madagascar (18°51’0’S, 49°7’59”E). The voucher specimens (AML 13) 

were deposited at the herbarium of the “Institut Malgache de Recherches Appliquées” 

(IMRA). Leaves were dried at ambient temperature and reduced to powder. In order to have a 

homogenous powder, the dried powdered leaves were passed through a sieve of 710 µm 

meshes. The powdered leaves were stored at ambient temperature in obscurity and in a dry 

area. 
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2.3. Apparatus 

Chromatographic separations were performed with a reversed-phase C18 LiChroCART® 

column (250 mm × 4 mm i.d.; particle size: 5 µm), (Merck, Darmstadt, Germany), a HPLC 

Waters 2690 separation module (Waters, Milford, MA, USA) coupled to a UV 

spectrophotometric detector Kromaton (Angers, France); all controlled by Borwin software 

(Borwin, Rostock, Germany). The column was maintained at 30°C. For the peaks 

identification, a LCQ Advantage Thermo Finnigan (Waltham, MA, USA) mass spectrometer 

with ESI ion source in positive mode was used, a vaporizer temperature of 455°C, a sheat gaz 

flow rate at 45 (arb) and a capillary voltage at 2V as conditions and piloted by X-Calibur 

software. 

Method validation experiments were performed using a Merck Hitachi HPLC system 

consisting of a pump L6200, an automatic injector AS 2000 A, and a UV detector L400; all 

piloted by the Borwin software. 

2.4. Plant extraction 

One gram of powdered leaves was macerated in a refluxing water bath at 50°C for 1 hour 

with 50 ml of methanol-acetic acid 99% (99:1, v/v). The residue was washed with 10 ml of 

the same solvent and filtered through a filter paper (N°5, Whatman). These operations were 

repeated 4 times in order to have an extraction of 4 hours. 

The extracts were combined and evaporated to dryness under reduced pressure. Dried 

crude extract was diluted in 50 ml of water acidified with 1% of acetic acid, filtered and 

washed twice with 30 ml of diethylether. The aqueous extract was basified with NH4OH to 

pH 9.5. Liquid-liquid extraction was performed four times with 50 ml of dichloromethane. 

Organic phases were dried over anhydrous sodium acetate and evaporated to dryness. The 

dried crude extract was diluted to 40 ml of methanol, filtered through a 0.45 µm filter 

(Whatman). Finally, 20 µl of this solution were injected into the HPLC system. 

2.5. Preliminary assay 

Preliminary tests were performed to identify the critical factors (i.e. the factors having the 

highest effect on the responses) to be further used during optimization procedure. These 

preliminary tests also allowed the establishment of the ranges of factors. Generally, the factors 

can be classified in 3 groups: 
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• The stationary phase: particles size, length and diameter of the column 

• The mobile phase: % of organic solvent, pH, buffer concentration, ions pair agent... 

• Physical factors: temperature, pression, viscosity of the mobile phase... 

Different columns were therefore tested to change chromatographic selectivity: a 

LiChroCART® RP-18e column (250 mm × 4 mm i.d.; particle size: 5 µm), a LiChroCART® 

RP-select B (C8 endcapped) column (250 mm × 4 mm i.d.; particle size: 5 µm) and a 

Aluspher® C8 column (250 mm × 4 mm i.d.; particle size: 3 µm) were tested. pH and gradient 

slopes were also varied. The mobile phase consisted of a mixture of ammonium buffer 10 mM 

and methanol (80:20: v/v) as solvent A and methanol as solvent B.  

2.6. Experimental design 

The method optimization involved a full factorial design set up with 3 chromatographic 

factors: pH and gradient slope were both studied at 3 levels and methanol proportion at the 

beginning of the gradient (pci) was studied at 4 levels (Table 7). Table 8 summarizes the 

gradient conditions which ensue from the DoE. As we observed in the preliminary test that 

the peaks were eluated at 60% of methanol, 12 different gradient times to obtain 60% 

methanol in the mobile phase were defined using pci and gradient slope and used for 3 pH 

levels. Finally a total of 43 analyses were performed including the 36 conditions defined by 

the DoE. The conditions at pH 2.5, pci = 30%, slope = 1%/min; pH 4.5, pci = 30%, 

slope = 0.6% and pH 4.5, pci = 50%, slope = 0.4%/min were carried out in duplicate and 4 

independent repetitions were performed at pH 4.5, pci = 40%, slope = 0.6%/min. These 

independent repetitions were carried out to estimate the responses variability over the whole 

experimental domain: at some extreme points (i.e. pH 2.5, pci = 30%, slope = 1%/min and pH 

4.5, pci = 50%, slope = 0.4%/min) and at the two points which are the closest to the DoE 

geometrical center (i.e. pH 4.5, pci = 30%, slope = 0.6% and pH 4.5, pci = 40%, 

slope = 0.6%/min). 

Table 7: Chromatographic parameters studied for the method robust optimization. pci: 
methanol proportion at the beginning of the gradient. 

Parameter Levels 
pH 2.5 4.5 7  

Gradient slope (%/min) 0.4 0.6 1  
pci (%) 20 30 40 50 
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Table 8: Gradient conditions tested for the robust optimization of the HPLC method. 

Gradient slope (%/min) 
 0.4 0.6 1 

pci 
(%) 

Time (min) MeOH 
(%) 

Time (min) MeOH  
(%) 

Time  
(min) 

MeOH (%) 

0 20 0 20 0 20 
100 60 66.6 60 40 60 
110 60 77 60 50 60 

 
20 

111 20 78 20 51 20 
0 30 0 30 0 30 
75 60 50 60 30 60 
85 60 60 60 40 60 

 
30 

86 30 61 30 41 30 
0 40 0 40 0 40 
50 60 33.3 60 20 60 
60 60 43 60 30 60 

 
40 

61 40 44 40 31 40 
0 50 0 50 0 50 
25 60 16.6 60 10 60 
35 60 26 60 20 60 

 
50 

36 50 44 50 21 50 

2.7. Design of experiments and design space methodology 

DoE provides a structured methodology for the determination of effects and the 

interactions between factors affecting a process and the output response of that process (19). 

The most common objective of chromatographic methods development is to determine the 

operating conditions which allow obtaining an optimal separation of all compounds in the 

shortest analysis time. Factors which have the highest effects on the response (and therefore 

on the separation) must be selected. Usually, the chromatographic resolution (RS) between 

two adjacent peaks is modelled to assess separation. Nevertheless, RS cannot be selected as 

the response of multiple linear models due to discontinuities when selectivity changes and 

peaks interbred (11,20). Hence, the beginning, apex and end (tB, tR, tE, respectively) of each 

peak were measured. The chromatographic behavior of each peak was modeled by 3 

equations. The first modeling the logarithm of the retention factor (log(ktRi)) with  

ktRi = (tRi - t0)/t0 and t0: the column dead time, the second modeling the logarithm of the left 

half-width, log(wl) with wl = ktRi - ktBi and the third modeling the logarithm of the right half-

width, log(wr) with wr = ktEi - ktRi. These responses were modeled by multiple linear equations 

(Eq. 37). 
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 Eq. 37 

where log(ktRi) represents the logarithm of the retention factor (ktR) of the ith peak. 

Logarithms of peaks half-widths were modelled by the same equations. The β1 to β10 are the 

parameters of the mathematic model, pH, pci and slope are the factors of the design of 

experiments and ε is representative of the residual error assumed to be normally distributed. 

Furthermore, a new separation criterion, S, was used to ease the predictive error propagation 

from the modelled responses to this criterion (11–13,20). S is defined as the difference 

between tB (the beginning) of the second peak and tE (the end) of the first peak of the critical 

pair (i.e. the two most proximate peaks). The error affecting the modelled responses was 

estimated and propagated to S using Monte Carlo simulations and allowed to compute the DS. 

The DS corresponds to a region of the experimental domain where the probability to attain 

S > 0 (i.e. baseline-resolved peaks) is higher than a selected quality level (11–13). The quality 

level and the design space shapes are also representative of the robustness of a method (21–

24). This is expressed in Eq. 38.  

( )[ ]{ }πθλχ θ ≥>∈= SPExDS 0  Eq. 38 

where x0 is a point in the experimental domain, χ. λ is the threshold on the separation 

criterion S, θ is the estimated parameter of the model and π is the quality level. P and E 

correspond to the estimators of probability and mathematical expectation, respectively. 

This equation can be interpreted as follow: DS is defined as a part of the experimental 

domain where for x0 point of this domain, the estimated Eθ probability P to attain S > λ (in our 

case λ should be ≥ 0), with θ, the parameters of the model; is higher than π quality level. A 

low π value does not mean that unacceptable separations could be obtained (i.e. S < 0). The 

peak could be well separated concurrently with a relatively high error tarnishing the tR 

predictions leading to predictions of low probability while peaks could be well separated. On 

the other hand, a high π value could induce obtaining a good separation (12). 

2.8. Chromatographic conditions 

The mobile phase consisted of methanol and ammonium formate buffer (20 mM) 

Experiments were carried out in gradient mode (see Table 7 for gradients). The pH of the 
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aqueous solution was adjusted to 2.5, 4.5 or 7 with concentrated formic acid or ammonia. The 

column was thermostated at 30°C, flow rate was 1 ml/min and the detection was performed at 

a wavelength of 307 nm. 

2.9. Determination of extraction efficiency 

One gram of dried and powdered leaves was extracted as described in figure 25. The leaves 

were first extracted for 1 hour. The residue was recuperated and extracted again with fresh 

solvent for 1 hour. This was repeated until the exhaustion of leaves in dicentrine. Each extract 

obtained after each extraction was evaporated to dryness separately and fractionated. The 

alkaloidic fraction was injected separately onto HPLC column. The kinetics of the extraction 

was established by monitoring the peak area of dicentrine. 

1g of powdered leaves

Extraction for 1h x 2
Methanol/acetic acid (99:1, v/v)

Extract 1 Residu 1

Extraction for 1h 
Methanol/acetic acid (99:1, v/v)

Extract 2 Residu 2

Extraction for 1h 
Methanol/acetic acid (99:1, v/v)

Extract 3 Residu 3

1g of powdered leaves

Extraction for 1h x 2
Methanol/acetic acid (99:1, v/v)

Extract 1 Residu 1

Extraction for 1h 
Methanol/acetic acid (99:1, v/v)

Extract 2 Residu 2

Extraction for 1h 
Methanol/acetic acid (99:1, v/v)

Extract 3 Residu 3
 

Figure 25: Extraction procedure performed to assess extraction efficiency. 

2.10. Method validation 

Selectivity, response function, trueness, precision (repeatability and intermediate 

precision), accuracy, linearity, range, limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) 

were the criteria determined to validate the method (21,25,26). The validation of the method 

was done during three days to evaluate time-dependant intermediate precision. Data were 

analyzed with e-noval V3.0 software (Arlenda, Liège, Belgium). 
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2.10.1. Calibration standards 

Stock solution of 1 mg/ml of dicentrine was prepared in methanol. This solution was 

diluted and four concentration levels (10, 25, 50 and 75 µg/ml) were used to establish the 

calibration curve. Each level of the calibration standards was analyzed in duplicate. 

2.10.2. Validation standards 

Validation standards were prepared within the matrix. Dried extract of leaves was diluted 

in 40 ml of methanol. This solution was spiked to reach final validation standards at 10, 25, 

50, and 75 µg/ml of dicentrine. Each level of the validation standards was analyzed 

independently in triplicate. 

3. Results and discussion 

3.1. Preliminary tests 

Different chromatographic profiles of the total alkaloid extract of the leaves of S. 

penduliflorum were obtained after changing the HPLC conditions (Fig. 26). These 

chromatograms showed that dicentrine was the most abundant in the extract. 

We observed that no significant difference was observed with the different types of column 

used: C18, C8, RP-select B. On the other hand, the gradient mode affects the retention time. 

The pH has also its effect because alkaloids are ionisable. We can conclude here that the pH, 

the initial proportion of methanol and the slope of the gradient were the parameters which 

influence the separation and the retention time. The column type did not have a significative 

effect. We observed also that all the peaks were eluted with a maximum of 60% of methanol 

in water. Then, the pH of the aqueous phase, the initial proportion of methanol and the 

gradient slope were selected as parameters for the experimental design and the separation was 

performed with RP-select B column type because this column allows to work with a higher 

level of pH. 
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tR=93.18tR=93.18

(a) C18, pH 2, Isocratic mode 95A/5B: v/v

tR=50.36tR=50.36

tR=52.3tR=52.3

(b) C8, pH 7, gradient mode: 0 to 100% of B 
in 90min

(c) RP-select B, pH 7, gradient mode: 0 to 
40% of B in 60 min, 40 to 100% in 80 min, 
100 to 0% in 81 min

tR=93.18tR=93.18

(a) C18, pH 2, Isocratic mode 95A/5B: v/v

tR=50.36tR=50.36

tR=52.3tR=52.3

(b) C8, pH 7, gradient mode: 0 to 100% of B 
in 90min

(c) RP-select B, pH 7, gradient mode: 0 to 
40% of B in 60 min, 40 to 100% in 80 min, 
100 to 0% in 81 min

 
Figure 26: Chromatograms obtained with different chromatographic conditions for the 
separation of the alkaloids in leaves of S. penduliflorum (A: ammonium buffer 10mM 
and methanol (80:20, v/v), B: methanol). 
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3.2. Experimental design 

The first step is to verify the validity of the model for each response. In total, we found 13 

peaks whose MS spectra were in accordance with an aporphine alkaloid skeleton in the total 

alkaloid extract. As depicted in figure 27a, the adequacy between the experimental retention 

times and the predicted ones is good. The adjusted coefficients of determination (R2
adj) are 

summarized in Table 9. Furthermore, the corresponding residuals were normally distributed 

for most compounds - for each response p-values were > 0.05; (p-values for log(ktR) are 

presented in Table 10) -and mainly located into the interval [-2, 2] minutes (Fig. 27b).  

Despite the high number of interactions added in the model (see Eq. 37), a curved tendency 

can be observed on the residuals in figure 27b. It suggests that some terms of higher orders 

(e.g. pH3) could have been added in the model to avoid this slight lack of fit situation. 

Additionally, the heteroscedasticity of the residuals distribution on figure 27b highlights the 

need to perform the logarithmic transformation used to predict log(ktR). Indeed, the p-value 

computed on the modeled response (log(ktR)) were acceptable (> 0.05; see Table 10) for 10 of 

the 13 compounds suggesting that the models were suitable for the optimization of the 

separation. 

Then, once the responses are correctly modeled, the error can be propagated from them to 

the separation criterion S. This step is carried out to estimate the prediction error affecting S 

and to give confidence in predicted optima. Thus, the predicted criterion was computed over 

the whole experimental domain using a grid search approach. Moreover, the probability to 

reach the criterion threshold S > 0 min was also computed from 2000 Monte Carlo 

simulations over each point of this grid (11–13). Figure 28 displays the probability surfaces to 

at least reach a complete separation for each studied parameters: P(S > 0 min). 

Table 9: Adjusted coefficient of determination (R2adj) for the 3 modeled responses. 

R2
adj R2

adj Compounds 
log(ktR) log(wl) log(wr) 

Compounds 
log(ktR) log(wl) log(wr) 

1 0.9995 0.9305 0.8374 8 0.9996 0.9016 0.9816 
2 0.9995 0.9278 0.9754 9 0.9996 0.9901 0.9592 
3 0.9995 0.8926 0.9763 10 0.9997 0.7972 0.7215 
4 0.9996 0.9828 0.6205 11 0.9995 0.7923 0.6341 
5 0.9997 0.8521 0.8258 12 0.9995 0.7876 0.8241 
6 0.9993 0.8202 0.7595 13 0.9998 0.8588 0.7886 
7 0.9995 0.9641 0.9497 mean 0.9995 0.8844 0.8349 
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Table 10: Shapiro-Wilk normality test p-values for log(ktR). 

Compounds p-value Compounds p-value 
1 0.243 8 0.524 
2 0.028 9 0.446 
3 0.028 10 0.057 
4 0.091 11 0.433 
5 0.075 12 0.127 
6 0.004 13 0.502 
7 0.622   

The optimal separation was predicted at pH 3.0 with a gradient starting at 32% of methanol 

and whose slope was 0.42%/min. On figure 28, the DS is hedged in by a red line. 

 

Figure 27: (a) Correlation between predicted and experimental responses of total 
alkaloids of S. penduliflorum. (b) Corresponding residual distributions. 
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Figure 28: Probability surfaces to reach at least S > 0 min. (a) pH vs gradient slope 
(%/min), (b) pH vs pci (%) and (c) pci (%) vs gradient slope (%/min). The DS is 
encircled by the red lines. 

The DS corresponds to a probability of 14% to get a complete separation and gives the 

optimal operating conditions in the light of the residuals range (between -2 and +2 min) in 

which all compounds should be separated.. As depicted on figure 29b, the chromatogram 

recorded at the above mentioned optimal operating condition allows the complete separation 

of all the investigated compounds and is in accordance to the predicted chromatogram 

(Fig. 29a). 

Fig 5Fig 5
 

Figure 29: (a) Predicted chromatogram at optimal conditions (see text for details), (b) 
experimental chromatogram recorded at optimal conditions of total alkaloids extract of 
S. penduliflorum. Peak numbering: 1 = unidentified peak, 2 = isocorydine, 3-
6 = unidentified peaks, 7 = glaucine, 8 = dicentrine, 9-11 = unidentified peaks, 
12 = neolitsine, 13 = unidentified peak. 
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The use of DoE and DS allowed separating of 13 compounds whose UV and MS spectra 

indicated that they possess an aporphine skeleton, among them dicentrine, a positional isomer 

of dicentrine and neolitsine. Other compounds such as isocorydine and glaucine (Fig. 30) 

were identified by the comparison of their mass spectra with literature and with our database 

(27).  

N

CH3

O

CH3O
H3C

O

O

H

H

Isocorydine

N

CH3

O

CH3

O
CH3

O

CH3O
H3C

H

Glaucine  
Figure 30 : Structure of alkaloids found in the leaves extract of S. penduliflorum 

3.3. Extraction efficiency 

The kinetic of the extracted amount of dicentrine (Fig. 31) showed that a significant 

quantity of dicentrine is extracted after 2 hours (Student t-test (p<0.05), but not after 3 or 4 

hours. This result shows that 3 hours of extraction are sufficient but we applied 4 hours of 

extraction to account for possible rich samples. Furthermore, an extraction efficiency of 

99.61 ± 0.01% (n = 3) was obtained. 
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Figure 31: Dicentrine peak area responses after 2 hours, after a third and fouth hour 
extraction obtained with the same powdered leaves of S. penduliflorum (n = 3).* means a 
significant amount of dicentrine extracted (Student t-test *p<0.05)  
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3.4. Method validation 

The method validation focused on the demonstration of the ability of the optimized method 

to accurately quantify dicentrine in extracts of S. penduliflorum. The assessed validation 

criteria were method selectivity, trueness, precision, linearity, range, LOQ and LOD as well 

as the accuracy of the generated results. The selection of the most adequate response function 

was also performed during the method validation phase (17,28). To achieve this, the accuracy 

profile methodology was endorsed which allows to decide about the validity of the method. 

This accuracy profile is based on the predictive quality of future results that will be generated 

by the method under trial (29,30). In this framework two values have to be defined a priori. 

The first one is the acceptance limits. They represent the maximum relative error that is 

acceptable for the future application of the method being validated. These acceptance limits 

were set at ± 30% as commonly done for plant matrices (26,31,32). The second one is the 

guarantee or minimum probability to have future results included within these limits. It was 

set at 90%. 

3.4.1. Selectivity 

The selectivity of the method was insured by the comparison of the retention time and 

mass spectra with the reference standard of dicentrine. Mass spectra at the beginning, the 

middle and the end of the chromatographic peak of dicentrine were recorded and found to be 

comparable (Fig. 32). 
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Figure 32: Positive ion mode mass spectra of dicentrine standard (a), and at the 
beginning, apex and end of the dicentrine peak in total alkaloid extract (b, c, d) of S. 
penduliflorum [M+H=340]. 

3.4.2. Response function 

Calibration standards without matrix were prepared at four concentration levels of 

dicentrine. Analyses were performed in duplicate. Validation standards were prepared 

independently with the matrix and also contained known concentrations of dicentrine at the 

same four concentration levels. They were analyzed in triplicate. These validation standards 

concentration levels were considered as conventionally true values. The concentration for 

both calibration and validation standards ranged from 10 to 75 µg/ml. Different regression 

models were fitted on the calibration standards such as: simple linear regression, weighted 

(1/X) linear regression, weighted (1/X2) linear regression, linear regression through 0 fitted 

with the highest calibration level only, linear regression after logarithmic transformation, 

quadratic regression, weighted 1/X quadratic regression and weighted 1/X2 quadratic 

regression (some examples of regression models were presented in the figure 33 below). 
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Linear regression Weighted (1/X) Linear Regression

Linear Regression after 
Square root transformation 

Linear Regression after logarithm 
transformation

Weighted (1/X²) linear regressionQuadratic Regression

Linear regression Weighted (1/X) Linear Regression

Linear Regression after 
Square root transformation 

Linear Regression after logarithm 
transformation

Weighted (1/X²) linear regressionQuadratic Regression
 

Figure 33: Different accuracy profiles of dicentrine with different regression models 
(The plain line is the relative bias (%), the dashed lines are the β-expectation tolerance 
limits (β = 90%) and the dotted lines represent the acceptance limits (± 30%)). 

According to accuracy index (18), the weighted (1/X²) linear regression model was the 

most adequate calibration model. Indeed, the 90% β-expectation tolerance intervals are 

included inside the ± 30% acceptance limits within the range of 10 to 75 µg/ml of dicentrine 

(17,28,30). These tolerance intervals are intervals one can claim to include each future result 
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with 90% probability, thus giving a high level of guarantee about the suitability of the method 

for its intended purpose (28,30).  

3.4.3. Trueness 

The systematic error between the accepted true values of the validation standards and the 

mean experimental ones represents the trueness of the method (17,30). It can be expressed in 

relative bias which did not exceed -10% (see Table 11) showing the adequate trueness of the 

method. 

3.4.4. Precision 

Precision represents the variation of the results of dicentrine in intraday (or repeatability) 

and interday conditions (intermediate precision) (21,25,30). Precision was assessed during 

three days (p = 3) with three independent repetitions (n = 3) at each of the four concentration 

levels of the validation standards, leading to 9 results per level of dicentrine and a total 

amount of 36 results. It was evaluated in terms of relative standard deviation (RSD%) values. 

These values did not exceed 10% for repeatability as well as for intermediate precision 

(Table 11).  

3.4.5. Accuracy 

Accuracy refers to the closeness of agreement between the test result and the accepted 

reference value, namely the conventionally true value (21,25,30). Accuracy takes into account 

the sum of systematic and random errors giving the total error (30). The acceptance limits 

have been set at ± 30% according to the complexity of the matrix (plant extract) (26,31,32). 

Figure 33 shows that the 90% β-expectation upper and lower tolerance limits are totally 

included inside the acceptance limits for the whole concentration range of 10 to 75 µg/ml of 

dicentrine when a weighted (1/X2) linear regression model is used as calibration curve. This 

demonstrates the accuracy of the results obtained by the developed method. (17,28,29). This 

dicentrine concentration interval is very small because of the closeness of the retention times 

of dicentrine and of its isomer. A high concentration level of dicentrine may cause a coelution 

with its isomer, impairing its accurate quantification. 
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Table 11: Validation results of the HPLC-UV method for the determination of dicentrine in 
leaves extract of S. penduliflorum (3 series, 3 repetitions) 

Validation 
criteria 

Dicentrine   

Response 
function 

Weighted (1/X²) 
linear regression 
Calibration range 

(4 levels) 
10-75 µg/ml 

  

Trueness Concentration 
(µg/ml) 

10 
25 
50 
75 

Relative bias (%) 
 

-9.4 
-5.6 
-2.8 
-1.4 

 

Precision Concentration 
(µg/ml) 

10 
25 
50 
75 

Repeatability (RSD%) 
 

9.1 
5.6 
2.8 
1.7 

Intermediate 
precision (RSD%) 

9.6 
5.9 
7.9 
2.8 

Accuracy Concentration 
(µg/ml) 

 
10 
25 
50 
75 

90% β-expectation lower and 
upper tolerance limits of the 

relative error (%) 
-28.6, 9.9 
-17.5, 6.3 
-26.5, 20.9 
-8.3, 5.6 

 

Linearity 
Slope 

Intercept 
r2 

 
0.9995 
-1.176 
0.991 

  

 

Limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) were 3.0 µg/ml and 10.0 µg/ml 

respectively. The LOD was estimated using the mean intercept of the calibration model and 

the residual variance of the regression. For the LOQ it was obtained from the accuracy profile 

(Fig. 32) as the smallest concentration where the 90% β-expectation tolerance limits remain 

inside the ± 30% acceptance limits (17,21,30). Consequently, the range over which the 

method is valid extends from 10 to 75 µg/ml of dicentrine as shown on figure 33. 

3.4.6. Linearity 

The linearity of an analytical method is the ability within a definite range to obtain results 

directly proportional to the concentration of the analyte in the sample (17,21,30). It was 
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evaluated comparing spiked samples with different concentrations and standard solutions. 

Good relationship was shown between introduced and back calculated concentration. A 

regression line fitted on the back-calculated results obtained with the selected calibration 

curve and the concentration levels of the validation standards led to the equation: 

Y = -1.176 + 0.9995X. 

The linearity of the results generated by the method is demonstrated in figure 34 showing 

that the 90% β-expectation tolerance limits expressed in concentration units are totally 

included between the ± 30% acceptance limits. 

 
Figure 34: Linearity profile of dicentrine. The continuous line is the identity line y = x, 
the dotted lines are the ± 30% acceptance limits expressed in concentration units (µg/ml 
of dicentrine) and the dashed lines are the upper and lower β-expectation tolerance 
limits (β = 90%) also expressed in µg/ml of dicentrine. 

3.5. Sample analyses 

Two samples of leaves of S. penduliflorum collected in the same region but in different 

period were analyzed 3 times. Sample 1 was collected in March 2007 while the second one in 

December 2009. The amounts of dicentrine obtained using the newly developed and validated 

method were respectively 1.42 ± 0.06% (m/m) for S1 and 1.015 ± 0.007% for S2. 
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4. Conclusion 

A novel analytical method for the quantification of dicentrine in leaves of S. penduliflorum 

was developed using DoE and DS methodology. This methodology allowed the separation of 

dicentrine and its positional isomer without using specific column or mobile phase. The DS 

which corresponds to the robustness of the method was also defined. 11 other compounds 

were then separated and some of them were identified by MS detection, showing the 

advantage of hyphenated techniques for peak identification and to confirm the selectivity of 

the analytical method.. This method was then successfully validated using the accuracy 

profile methodology within the range of 10 to 75 µg/ml of dicentrine. 

This analytical method is suitable for routine analyses and was used for the quantification 

of dicentrine, the major vasorelaxant compound, in two plant samples, giving results of 1.42 

and 1.015%. These preliminary results show the variability of the active principle content in 

plants according to their harvesting season. It also shows the necessity of a quantification of 

dicentrine to standardize the activity of the plant extract, and then of the development of such 

a validated method. Moreover, the developed method allowed the separation of several 

alkaloids and molecules whose structures were analysed by MS. Nevertheless, MS did not 

allow to determine the stereochemistry and to distinguish between isomers, but the analytical 

method can also be the basis of preparative purifications of crude extract of S. penduliflorum 

to provide enough pure compounds for NMR analysis. The determination of the structures 

and stereochemistries of these compounds could be finally determined. 
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Centella asiatica (L.) Urb. (C. asiatica) known as a memory enhancer, a tonic and mainly 

for its wound healing properties is largely used nowadays in cosmetic industries as indicated 

in the introduction section. Its anti-age properties and its effectiveness for the treatment of 

skin disorders (varicous vein, stretch marks, wrinkles…) were also investigated and proved to 

be mainly due to the presence of triterpenes in the plant leaves: asiaticoside, madecassoside, 

asiatic acid and madecassic acid. The content of triterpenes in leaves is therefore an important 

quality feature of batches which collected in different geographical regions and periods and 

thus may contain variable amounts of triterpenes (1). 

This work dealt with the development and validation of an improved HPLC-UV method for 

the quantification of these four major triterpenes in leaves of C. asiatica. It was published 

before the revised monograph of the European Pharmacopoeia. 

This chapter is adapted from the article published in Journal of chromatography B. 
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1. Introduction 

Centella asiatica (Apiaceae) is an ethnomedicinal herbaceous species, originated from 

India which grows spontaneously in subtropical regions: China, Malaysia, Australia, America, 

South Africa and Madagascar. In Madagascar, the plant is largely used by the local population 

and is the second medicinal species exported (2). C. asiatica is claimed to have a number of 

medicinal properties and is used in Ayurvedic medicine for the treatment of leprosy, skin 

tuberculosis, wound healing, stomach aches, arthritis, varicose veins, high blood pressure and 

as a memory enhancer (3). Recently, several studies demonstrated that extracts of the plant 

possess antioxidant activity (4,5), have antiproliferative effects in tumor cells (6), improve 

venous wall alterations in chronic venous hypertension and protect the venous endothelium 

(7). Asiaticoside, one of its active molecules, is reported to cause changes in gene expression 

and to induce type I collagen synthesis in human fibroblasts (8–10). Madecassoside was 

reported to have an anti-rheumatoid effect and wound healing properties (11,12). Triterpenes 

of C. asiatica (Fig. 35) are components of medicinal drugs and are much used in cosmetic 

preparations for skin care (13,14). Collected during all year long, considerable differences of 

the triterpenoid contents were observed according to geographic regions, phenotype and 

genotype (15,16), so the assessment of a validated analytical method is necessary. This will 

also help local population to determine the best cultivating and harvesting conditions. 

HO

R1

HO

O

O

OH

R2

Asiaticoside R1 = H R2 = Glu-Glu-Rha
Madecassoside R1 = OH R2 = Glu-Glu-Rha
Asiatic acid R1 = H R2 = H
Madecassic acid R1 = OH R2 = H  

Figure 35: Structure of triterpenes of C. asiatica (Glu: glucose, Rha: rhamnose). 
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Most studies led on C. asiatica report the quantification of heterosides (17,18), acids (19) 

or acids and heterosides but with insufficiently validated methods (15,16,20–22). Several 

reported methods were based on HPLC differing only in the mobile phase composition or in 

the detection system. Xingyi et al. (17) proposed a method only dedicated for the 

quantification of madecassoside and asiaticoside using acetonitrile/water (29/17, v/v) in 

isocratic mode. Quantification of only madecassoside, asiaticoside and its isomer has been 

reported by Zhang et al. (18) using ELSD detector. An addition of cyclodextrin in the mobile 

phase was used for the quantification of the sole madecassic acid (19). The existing methods 

for the simultaneous quantification of madecassoside, asiaticoside, madecassic acid and 

asiatic acid used either acetonitrile/water (20), acetonitrile/water with TFA 0.1% (21) or 

acetonitrile/water each containing 0.05% of H3PO4 as mobile phase (22), together with 

detection at 205 nm. Most methods did not give good resolution or were not suitable for LC–

MS and all were insufficiently validated (20–22). The monography of the European 

Pharmacopeia (1) quantifies total triterpenes (Fig. 35a) but our attempts to reproduce the 

separation did not allow us to quantify precisely these compounds. Only the peak 

corresponding to madecassoside was clearly identified, asiaticoside and the two aglycones 

eluted during the washing part of the gradient and were not distinguished (Fig. 35b). This was 

also observed by the European Pharmacopeia expert group in which the monography is under 

revision. The main objective of this work is thus to improve the existing methods based on 

HPLC-UV and validate it for the simultaneous quantitation of madecassoside, asiaticoside 

and their aglycones, madecassic and asiatic acids in C. asiatica. 

2. Materials and methods 

2.1. Chemicals and plant material 

Asiaticoside (99%, HPLC), madecassoside (98%, HPLC), asiatic acid (99%, HPLC) and 

madecassic acid (95%, HPLC) were purchased from Extrasynthese (Genay, France). 

Acetonitrile and methanol HPLC grade were from Prolabo, VWR (Leuven, Belgium). Fresh 

leaves of C. asiatica (L.) Urban were collected in December 2007 and January 2008 at the 

East and High Plateau regions of Madagascar (18°58’18”S, 048°34’49”E and 18°55’34”S, 

047°28’48”E). 
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Leaves were separated from stems, dried at 40°C, powdered and sifted with a sieve of 

355 µm meshes (1). The powdered leaves were stored at ambient temperature in obscurity and 

in a dry area. One gram dried powdered leaves (1) were extracted by Soxhlet for 8 h with 

100 ml of methanol. The extracts were evaporated to dryness under reduced pressure. The 

dried crude extract was dissolved in 10 ml of methanol, filtered through a 0.45 µm filter 

(Whatman, New Jersey, USA). 

2.2. Apparatus 

The HPLC Waters 2690 separation module (Waters, Milford, MA, USA) used consisted of a 

pump, an autoinjector, a UV spectrophotometric detector Kromaton (Angers, France), all 

controlled by Borwin software (Borwin, Rostock, Germany). 

For the determination of mass spectra, a LCQ Advantage Thermo Finnigan (Waltham, MA, 

USA) was used piloted by X-Calibur software. Chromatographic separation was performed 

with a reversed phase RP-18 LiChroCART® column (250 mm × 4 mm I.D.; particle size: 

5 µm). Mobile phase was a gradient of acetonitrile/water (Table 12), a flow rate of 1 ml/min 

and detection at 206 nm. 

Table 12: Gradient conditions for HPLC 

Time (Minutes) Pump A Water % Pump B Acetonitrile % 

0 80 20 

15 65 35 

30 35 65 

35 20 80 

40 20 80 

45 80 20 

55 80 20 

2.3. Standards solutions 

Stock solutions of asiaticoside and asiatic acid were prepared in methanol at 5.0 and 

2.5 mg/ml, respectively, and stored at 0°C. Dilution was done for each experiment. Three 

concentrations (m = 3) of asiaticoside (0.5, 2.5 and 5.0 mg/ml) and of asiatic acid (0.25, 1.0 

and 2.5 mg/ml) were used. Each concentration was analyzed two times (n = 2) for 3 days 

(k = 3). The extract solution was diluted with methanol (1:5, v/v) for the preparation of the 

validation standards and spiked with three known concentrations of a stock mixture of 
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asiaticoside and asiatic acid. Each validation standard was analysed three times (n = 3) for 3 

days (k = 3). 

2.4. Evaluation of the extraction 

The extraction method described in European Pharmacopoeia (1) was verified. The 

extraction kinetic was established by evaluating the peak area (HPLC analysis) of each 

compound after 4, 6, 8 and 10 h (n = 3). The most appropriate Soxhlet extraction time was 

determined using these data. 

2.5. Validation of the method 

All the reference compounds are commercially available but asiaticoside and asiatic acid 

were selected to achieve the validation of the method and to quantify madecassoside and 

madecassic acid, respectively, because we observed identical response factors for the two 

osides and the two aglycones in HPLC-UV (Table 13). Consequently, choosing only two 

references reduces the cost of the analysis. 

The calibration standard and the validation standard with matrix were used for the 

validation of the method. 

Table 13: Peaks area ratio of the different compounds investigated with asiaticoside 

Compounds Madecassoside Asiaticoside Madecassic acid Asiatic acid 

Reference standards Purity 97.94% 99.2% 95% 99% 

Peak area ratioa (n = 2) 1 ± 0.5b 1.0 ± 0.2b 2.1 ± 1.3b 2.1 ± 0.3 b 
aArea ratio for each compound was calculated using the response of asiaticoside (major compound) as reference. 
bRSD (%) 

As C. asiatica is a biological matrix, relatively large acceptance limits are prescribed (23). 

Validation of the method was done for 3 days by testing the following criteria: response 

function, linearity, trueness, precision (repeatability and intermediate precision), accuracy, 

limits of detection (LOD) and quantification (LOQ), and quantification range. Statistical 

analyses of data were done using the e-noval V2.0 (Arlenda-Liège) software. 
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3. Results and discussions 

3.1. Chromatographic separation 

The chromatogram of an extract of C. asiatica using the European Pharmacopoeia method 

showed that all peaks eluted at the end of the gradient (Fig. 36b). Comparison of the 

chromatogram (Fig.36a) with the chromatograms obtained with our method (Fig. 36c and d) 

shows its good resolution and the interest of this developed method for the quantification of 

aglycones. We also observed that madecassoside and its isomer (asiaticoside B also called 

terminoloside) were slightly separated, but as both are considered to be active and are usually 

not separated; we added both areas and considered both peaks as one madecassoside peak to 

allow comparison with other results. 
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Figure 36: (a) Chromatogram of a crude extract of C. asiatica given in European 
Pharmacopoeia (2002) (1) (1: solvent, 2: madecassoside (TR = 5.8), 3: asiaticoside 
(TR = 8.1), 4: madecassic acid (TR = 17.6), 5: asiatic acid (TR = 21.7)). (b) 
Chromatogram of a crude extract of C. asiatica obtained in our lab with European 
Pharmacopoeia method (1: madecassoside). (c) Chromatogram of reference standards 
with the developed method (1: madecassoside and its isomer asiaticoside B, 2: 
asiaticoside, 3: madecassic acid, 4: asiatic acid). (d) Chromatogram of a crude extract of 
C. asiatica with the developed method. 
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3.2. Optimization of the extraction 

Several extraction modes were proposed such as maceration, sonication or Soxhlet. 

Soxhlet extraction was selected as it is easier to control. As illustrated in figure 37, despite the 

visible increase of the mean extraction efficiency for the 4 triterpenes between 4 and 8 hours 

of extraction, the Student test (p value <0.05) did not detect any significant difference 

between all extraction durations However, an extraction time of 8 h was used for all 

experiments as recommended by the European Pharmacopeia. These results also indicated 

that the problem observed with the European Pharmacopeia method is due to the 

chromatographic conditions and not an extraction failure. 
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Figure 37: Madecassoside, asiaticoside, madecassic and asiatic acids responses after 
different times of Soxhlet extraction of C. asiatica (n = 3, RSD < 1%).No statistical 
difference was observed between quantity extracted at the different extraction times 
(Student test p<0.05) 

3.3. Method validation 

3.3.1. Selectivity and peak purity 

Selectivity and peak purity were analysed by the comparison of retention times and mass 

spectra with reference compounds. Mass spectra were analysed at three levels (beginning, 

middle and end) of each peak investigated and found to be comparable (Fig. 38a–d). 
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Figure 38: Positive ion mode mass spectra obtained for peaks of the methanol extract of 
C. asiatica: (.a) madecassoside [M+NH4]

+ = 992; (b) asiaticoside [M+NH4]
+ = 976; (c) 

madecassic acid [M+NH4]
+ = 522; (d) asiatic acid [M+NH4]

+ = 506. 

3.3.2. Response function 

Calibration standards of asiaticoside and asiatic acid were prepared without matrix (m = 3, 

n = 2). Ten different regression models were tested such as: linear regression, linear 

regression through 0 fitted using the highest level only, linear regression through 0 fitted 

using the lowest level only, weighted (1/X) linear regression, weighted (1/X2) linear 

regression, linear regression after logarithm transformation, linear regression after square root 

transformation, quadratic regression, weighted (1/X) quadratic regression, weighted (1/X2) 

quadratic regression. Accuracy profiles were plotted to determine the most suitable regression 

model (24). A regression model is selected if the 95% β-expectation tolerance intervals were 

totally included inside the ± 20% acceptance limits predefined. For both analytes (asiaticoside 

and asiatic acid), figure 38a-g show that for accuracy profiles obtained by linear regressions 

except the linear regression through 0 fitted using the lowest level for asiatic acid, the 95% β-

expectation tolerance intervals were not included in the acceptance limits over the whole 

concentration range of the validation standard. On the other hand, all quadratic regressions 

gave good results (Fig. 39h-j). The quadratic regression was then selected as the most 

adequate one for both standards for the response function. 
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Asiaticoside Asiatic acid

a) Linear regression

Asiaticoside Asiatic acid

a) Linear regression

b) Linear regression through 0 fitted using the highest level onlyb) Linear regression through 0 fitted using the highest level only

c) Linear Regression through 0 fitted using the lowest level only c) Linear Regression through 0 fitted using the lowest level only 

d) Weighted (1/X) linear regressiond) Weighted (1/X) linear regression

Asiaticoside Asiatic acid

a) Linear regression

Asiaticoside Asiatic acid

a) Linear regression

b) Linear regression through 0 fitted using the highest level onlyb) Linear regression through 0 fitted using the highest level only

c) Linear Regression through 0 fitted using the lowest level only c) Linear Regression through 0 fitted using the lowest level only 

d) Weighted (1/X) linear regressiond) Weighted (1/X) linear regression
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e) Weighted (1/X2) linear regression

f) Linear regression after logarithm transformation f) Linear regression after logarithm transformation 

g) Linear regression after square root transformationg) Linear regression after square root transformation

h) Quadratic regression h) Quadratic regression 

e) Weighted (1/X2) linear regression

f) Linear regression after logarithm transformation f) Linear regression after logarithm transformation 

g) Linear regression after square root transformationg) Linear regression after square root transformation

h) Quadratic regression h) Quadratic regression 
 



Chapitre 3 

  115  

j) Weighted (1/X2) quadratic regression

i) Weighted (1/X) quadratic regressioni) Weighted (1/X) quadratic regression

j) Weighted (1/X2) quadratic regression

i) Weighted (1/X) quadratic regressioni) Weighted (1/X) quadratic regressioni) Weighted (1/X) quadratic regressioni) Weighted (1/X) quadratic regression

 
Figure 39: Accuracy profiles of asiaticoside and asiatic acid obtained with different 
regression models (The plain line is the relative bias, dashed lines are the β-expectation 
tolerance limits (β = 95%) and dotted lines represent the acceptance limits (± 20%). The 
dots represent the relative back-calculated concentrations of the validation standards 
and are plotted according to their targeted concentration).  

3.3.3.  Trueness and precision 

Trueness (25,26) is expressed in relative bias (%) at each concentration level of the 

validation standards. Relative bias was less than 3% (Table 14) for asiaticoside and 10% for 

acid asiatic showing the excellent trueness of the method. 

Precision was evaluated in terms of standard deviation (SD, mg/ml) and relative standard 

deviation (RSD %) values for repeatability and intermediate precision (27,28). As seen in 

Table 14, RSD (%) for repeatability and intermediate precision did not exceed 4%. 

3.3.4. Accuracy, LOD and LOQ 

Accuracy allows to evaluate total error, the sum of systematic and random errors of the 

tests results (24–28). For asiaticoside and asiatic acid, as illustrated in figure 39h, their 

respective accuracy profiles obtained with quadratic regression show that the relative upper 

and lower 95% β-expectation tolerance limits are totally included inside the acceptance limits 
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set at ± 20%. The method can thus be considered as accurate between 1.0 and 3.0 mg/ml for 

asiaticoside and between 0.5 and 2.0 mg/ml for asiatic acid. 

For asiaticoside and asiatic acid, LOD (the smallest quantity of the analyte that can be 

detectable in the sample, but not quantifiable) were 0.0113 and 0.0023 mg/ml, respectively. 

These results were estimated using the mean intercept of the calibration model and the 

residual variance of the regression. The LOQ (the smallest quantity quantifiable in the 

sample) were determined with the accuracy profiles as they are the smallest concentration 

levels where the 95% -expectation tolerance limits remain inside the ± 20% acceptance limits 

(24–26). In other words, they are the smallest concentration levels with a maximum total error 

of 20%. As shown in figure 39h, the LOQ are the smallest concentration levels of the 

validation standards, i.e. 1.0 and 0.5 mg/ml for asiaticoside and asiatic acid, respectively. 

3.3.5. Uncertainty of the measurment 

Uncertainty of the measurement characterises the dispersion of the values that could 

reasonably be attributed to the measurement results (29,30). It was evaluated using expanded 

uncertainty where true value can be observed with a confidence level at 95%. Table 15 shows 

that relative expanded uncertainties were less than 10% for asiaticoside and asiatic acid which 

means that the unknown true value is located at a maximum of ± 10% around the measured 

result. 

3.3.6. The linearity 

The linearity demonstrated the relationship between introduced and calculated 

concentration (25,26,28) using 95% β–expectation tolerance interval approach. It was 

evaluated comparing spiked samples and standard solutions.The concentrations of the 

validation standards were back-calculated in order to determine, by concentration level, the 

mean relative bias as well as the upper and lower β–expectation tolerance intervals. The 

acceptance limits were set at ± 20%. In order to demonstrate method linearity, a regression 

line was fitted on the calculated concentrations of the validation standards as a function of the 

introduced concentrations by applying a linear regression model. The equations obtained for 

asiaticoside and asiatic acid with their coefficient of determination are presented in Table 14. 

The slopes values obtained for the two standards were, respectively 1.02, 1.023. Figure 40a 

and b demonstrate the linearity of the results. 
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(a) (b)(a) (b)  
Figure 40: Linear profiles of asiaticoside (c) and asiatic acid (d). The continuous line is 
identity line (y = x), the dotted lines are the upper and lower acceptance limits in 
absolute values and the dashed lines are the upper and lower β-expectation tolerance 
limits (β = 95%). 

Table 14: Validation results in crude extract of C. asiatica. 

Validation 
criteria 

Asiaticoside Asiatic acid 

Response 
function 

Quadratic regression 
Calibration range (3 points) 

0.5 – 5 mg/ml 

Quadratic regression 
Calibration range (3 points) 

0.25 – 2.5 mg/ml 
Trueness Concentration Relative bias 

(%) 
Concentration Relative bias 

(%) 
 1 mg/ml 

2 mg/ml 
3 mg/ml 

2.6 
0.7 
2.2 

0.5 mg/ml 
1 mg/ml 
2 mg/ml 

9.7 
-5.8 
3 

Precision Repeatability 
(SD mg/ml) 

Intermediate 
precision 
(RSD %) 

Repeatability 
(SD mg/ml) 

Intermediate 
precision 
(RSD %) 

 0.2313 
0.0987 
0.252 

2.9 
2.5 
1.5 

0.2421 
0.1427 
0.1997 

1.5 
1.8 
3.3 

Accuracy β-expectation lower and 
upper tolerance limits of 

the relative error (%) 
-11.5, 16.6 
-11.6, 13.0 
-5.0, 9.3 

 β-expectation lower and 
upper tolerance limits of 

the relative error (%) 
2.5, 16.9 
-14.6, 3.1 
-13.4, 19.3 

 

Linearity 
Slope 

Intercept 
r² 

 
1.02 

-0.005007 
0.998 

  
1.023 

-0.01017 
0.9912 
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Table 15: Estimates of the measurement uncertainties related to asiaticoside and asiatic 
acid, at each concentration level investigated in validation using quadratic regression 
model 

 Concentration 
level (mg/ml) 

Mean 
introduced 

concentration 
(mg/ml) 

Uncertainty 
of the bias 
(mg/ml) 

Uncertainty 
(mg/ml) 

Expanded 
Uncertainty 

(mg/ml) 

Relative 
Expanded 

Uncertainty 
(%) 

1.0 1.0 0.016 0.032  0.065  6.6 
2.0 2.0 0.028  0.057  0.114  5.7 Asiaticoside 
3.0 3.0  0.025  0.051  0.102  3.4 
0.5 0.5 0.004  0.008  0.017  3.4 
1.0 1.0  0.010  0.020  0.041  4.1 Asiatic acid 
2.0 2.0  0.038  0.076  0.152 7.6  

3.3.7. Application to samples of C. asiatica 

Three samples of C. asiatica were collected in the East and High Plateau regions of 

Madagascar. Extracts were analyzed and the results obtained by our method and the data 

described in the literature (15,16) are given in Table 16. Our results are in the same range than 

those obtained in the previous works. The heterosides are more abundant than aglycones and 

asiaticoside is often the major compound. Nevertheless, differences occur between samples 

and those analyzed here seemed less rich than the others, but we have to point out that all 

these other methods were not validated so the reliability of these results needs caution. This 

proposed method gives low RSD (%) values and is reliable. These results stress the 

importance of a good quantification method to determine the best culture and harvesting 

conditions. 

A validated method for the quantification of asiaticoside, madecassoside, asiatic and 

madecassic acids in drug samples of C. asiatica was developed. This method allows the 

simultaneous quantification of madecassoside, asiaticoside, madecassic acid and asiatic acid. 

Most of other validated methods only quantified some of these active molecules. Furthermore, 

the method described in European Pharmacopeia does not give good signal to noise ratio for 

the accurate quantification of aglycones and was not reproducible in our laboratory. The 

method developed and validated was then successfully applied to quantify these four 

compounds in different samples of C. asiatica collected in Madagascar. 
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Table 16: Comparison of the content of triterpenes in C. asiatica samples analysed by our 
method (n = 3) in % of the dry plant with results given in previous works [14, 15] 

Sample Madecassoside Asiaticoside Madecassic acid Asiatic acid 
S1 1.7 ± 0.04 2.0 ± 0.02 0.95 ± 0.039 0.98 ± 0.03 
S2 1.27 ± 0.013 1.63 ± 0.04 <LOD <LOD 
S3 1.64 ± 0.02 1.75 ± 0.02 0.72 ± 0.02 0.72 ± 0.08 

CA-1 [14] 4.76 ± 1.342 5.23 ± 0.025 1.97 ± 0.007 1.89 ± 0.08 
CA-2 [14] 4.28 ± 0.124 4.52 ± 0.138 1.88 ± 0.07 1.79 ± 0.102 
CA-3 [14] 5.89 ± 0.15 6.42 ± 0.48 0.23 ± 0.00 0.16 ± 0.07 
CA-4 [14] 3.23 ± 0.06 3.37 ± 0.26 0.37 ± 0.09 0.44 ± 0.17 
CA-5 [14] 4.74 ± 0.23 4.58 ± 0.63 0.23 ± 0.08 0.25 ± 0.10 
CA-6 [14] 2.38 ± 0.18 2.67 ± 0.27 0.42 ± 0.29 0.36 ± 0.28 
CA-7 [14] 2.76 ± 0.29 3.09 ± 0.24 0.12 ± 0.05 0.09 ± 0.07 

Leaves type-1 [15] 3.62 ± 0.29 3.68 ± 0.04 0.11 ± 0.01 0.05 ± 0.02 
Leaves type-2 [15] 2.76 ± 0.15 3.13 ± 0.14 0.59 ± 0.12 0.64 ± 0.14 

±RSD% 
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A validated HPLC-UV method was developed in the previous chapter for the 

quantification of the main triterpenes and aglycones of C. asiatica leaves. In 

Madagascar, it is difficult to purchase and maintain HPLC equipments and to obtain 

good quality solvents. Consequently, we decided to develop an alternative HPTLC 

method which was proven to be rapid and less expensive than HPLC, allowing the 

quantification of several samples simultaneously. We also developed an ultrasonic 

extraction method which can be used instead of the Soxhlet extraction. 

All these methods were validated using the Bland and Altman method comparison. 

An adapted version of this chapter will be submitted for publication in the Journal of 

Separation Sciences. 
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1. Introduction 

Quality control is a step to guarantee the standardization of the activity of medicinal plant 

based products. It was demonstrated that the amount of active principles in a plant varied 

significantly from region to region and according to the period of the collection (1).  

Centella asiatica (L.) Urb (Apiaceae) (C. asiatica) is largely exploited nowadays for the 

preparation of crude extracts or extraction of its active molecules: asiaticoside, madecassoside 

and their aglycones: asiatic acid and madecassic acid (Fig. 41). These four molecules are very 

well known for their antioxidant and wound healing activities and are largely used in cosmetic 

or pharmaceutical industries. At least 120 tons of dried leaves of C. asiatica are exported each 

year by Madagascar (2). To assess the quality of batches, it is necessary to quantify the active 

molecules. Furthermore, two phenotypic varieties of C. asiatica exist at Madagascar which 

differ in the size and the shape of the leaf. The West region variety has a larger leaf size than 

the East one. Rahajanirina et al. (3) demonstrated that the total triterpenes content of the 

leaves from East region is higher than the West region but in a small sample and also they 

demonstrated the variability of the amount of asiaticoside in leaves but only those collected in 

the East region.  

In the literature, the majority of the studies report the use of the HPLC-UV quantification 

of the 4 triterpenes. Recently, we developed a HPLC-UV method for this quantification and 

observed that this method was time consuming for large number of samples (4). That is why 

we developed a HPTLC method which is more rapid but also less expensive than the HPLC-

UV method. 

In the literature were reported a few studies concerning the quantification of triterpenes in 

leaves on C. asiatica with a HPTLC method. These studies were focused only on the 

quantification of madecassoside and asiaticoside, the major triterpenes constituents of the 

leaves (5,6). The most recent study published by Jacinda et al. (7) allowed the quantification 

of the 4 triterpenes of C. asiatica but we observed that this method was not very selective and 

had a low sensitivity. So we developed a new HPTLC-densitometric method for the 

quantification of these 4 molecules which was validated by the comparison with the HPLC-

UV method using the Bland and Altman method comparison. A more rapid ultrasonic 

extraction method was also developed instead of the Soxhlet extraction which lasted 8 hours. 
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HO

R1

HO

O

O

OH

R2

Asiaticoside R1 = H R2 = Glu-Glu-Rha
Madecassoside R1 = OH R2 = Glu-Glu-Rha
Asiatic acid R1 = H R2 = H
Madecassic acid R1 = OH R2 = H  

Figure 41: Structure of major triterpenes of C. asiatica. 

2. Materials and methods 

2.1.  Plant material 

Fresh leaves of the two varieties of C. asiatica (L.) Urban were collected at the East, West 

and High Plateau regions of Madagascar in 2011, dried at ambient temperature, at 40°C and 

reduced in powder. Dried powdered leaves were siefted with a sieve of 335 µm meshes (8) 

and stored at ambient temperature in obscurity and in a dry area. 

2.2.  Reagents and chemicals 

Asiaticoside (99 %), madecassoside (98 %), asiatic acid (99%) and madecassic acid (95%) 

were purchased from Extrasynthese (Genay, France). Ethyl acetate, methanol and hexane 

HPLC grade were from Prolabo, VWR (Leuven, Belgium). Anisaldehyde was from Sigma-

Aldrich (Steinheim, Germany); sulphuric acid > 95% and glacial acetic acid were from Fisher 

Scientific (Loughborough-Leicestershire, UK). 

2.3. Apparatus 

HPTLC consisted of a TLC automatic sampler 4 ATS4 (CAMAG), an UV densitometric 

detector scanner 3 (CAMAG), a chromatogram immersion device III (CAMAG), a HPTLC-

MS interface (CAMAG) coupled with Orbitrap Thermo Scientific MS detection. 
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2.4. Sample preparation 

500 mg  powdered leaves

30 ml Methanol x 30 minutes 
Ultrasonic bath

Residue

Centrifugation 
10 minutes 4000G

Supernatant

500 mg  powdered leaves

30 ml Methanol x 30 minutes 
Ultrasonic bath

Residue

Centrifugation 
10 minutes 4000G

Supernatant
 

Figure 42: Protocol of extraction of powdered leaves of C. asiatica. 

Dried powdered leaves (500 mg) were extracted in ultrasonic bath for 30 minutes with 

30 ml of methanol. The extracts were centrifuged at 4000 G for 10 minutes. The supernatant 

was recuperated and the residue was extracted again with the same procedure 3 more times. 

All the supernatants were combined and evaporated to dryness under reduced pressure 

(Fig 42). The dried crude extract was diluted with 20 ml of methanol. Two concentrations 

were used for the quantification: for the acids, the stock solution was used directly; for the 

osides, the stock solution was diluted 10 times. 

2.5. Preparation of standard solutions 

Stock solutions of asiaticoside, madecassoside at 0.15 mg/ml; asiatic and madecassic acids 

at 0.1 mg/ml were prepared separately. Five quantity levels, respectively from 0.15 to 0.75 µg 

for osides and from 0.1 to 0.5 µg for acids were used for the calibration standards. Five 

independent analysis were realised for each level. 

2.6. Chromatography 

2.6.1. Stationary phase 

HPTLC 10 x 10 cm silicagel 60 F254 plates (Merck) were prewashed with methanol-water 

(4/1: v/v), heated at 100°C for 1 hour before use. 
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2.6.2. Sample application  

1, 2, 3, 4, 5 µl of the standard solutions and 1 µl of the sample were applied as 6 mm bands 

with ATS 4. The first application was done at 8 mm from the lower edge and 15 mm from the 

left edge. The distance between tracks was set at 10 mm. 

2.6.3. Chromatography 

Chromatographic separation was performed with a horizontal development chamber 

saturated for 15 min. Preliminary assays using two different solvent mixtures composed of 

hexane/ ethyl acetate /methanol (5:3:1, v/v/v), which only allowed the separation of osides, 

and ethyl acetate /methanol/acetic acid/water (9/1/2/2) allowing the separation of acids were 

realised. Different combination of these mixtures were tried and a separation of the four 

triterpenes on the same plate was then obtained using a solvent system composed of 

hexane/ethyl acetate/methanol/water (0.5:8:2:2, v/v/v/v) on a distance of 80 mm. 

2.6.4. Derivatisation and detection 

The plate was immersed in an anisaldehyde sulphuric reagent for the derivatisation with an 

immersion device (speed: 25 mm/s, immersion time: 1 s). The anisaldehyde reagent was 

composed by a mixture of 1 ml anisaldehyde, 5 ml acetic acid, 85 ml methanol and 5 ml 

sulphuric acid. The plate was then heated at 100°C (± 5°C) for 10 minutes. The detection 

wavelength was determined by the maximum peak wavelength in the spectra of each 

molecule analysed between 200 to 700 nm. 

2.7. Evaluation of the extraction efficiency 

The ultrasonic extraction efficiency was evaluated by comparison with the Soxhlet 

extraction described in the European pharmacopoeia (8) whose completeness was also 

verified in our previous work (4). Extraction was repeated 3 times with ultrasonic and Soxhlet 

methods on 4 samples for osides and 2 samples for acids. The extracts were evaporated to 

dryness and diluted in methanol before HPLC analysis. 
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2.8. Method validation 

2.8.1. Stability on the plate 

Two dimensions (2D) chromatographies were performed to evaluate the stability of the 4 

molecules on the plate (9). Each migration was done on a distance of 80 mm with the same 

mobile phase.  

2.8.2. LOD and LOQ 

The LOD and LOQ of each triterpene were determined according to the European 

Pharmacopoeia method (8). This method is based on the signal-to-noise ratio (S/N). 

h

H
NS

2
/ =  Eq. 39 

Where H is defined as the height of the peak of the standard component measured from the 

maximum of the peak to the extrapolated baseline of the signal and h the range of the noise in 

a chromatogram obtained after application of a blank (Fig. 43) observed over a distance equal 

to at least 5 times the width at half-height of the standard component and around the place 

where this peak would be found. 

 
Figure 43: schematic identification of peak signal and the baseline noise (8). 

The limit of detection (LOD) corresponds to a signal-to-noise ratio of 3 and 10 for the limit 

of quantification (LOQ). 
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2.8.3. Selectivity 

The selectivity of the method was evaluated by the comparison of the mass spectra of the 

standards with the corresponding spots in the sample using the HPTLC-MS interface coupled 

with a mass detector (Fig 44). The HPTLC-MS interface inlet was recorded to a pump 

allowing the extraction of the analyte with methanol-NH4OH (1%) at a flow rate set at 

0.2 ml/min. The interface outlet was connected to an APCI-MS orbitrap (vaporizer 

temperature: 400, sheat gas flow rate: 20, capillary temperature: 250, capillary voltage: 46, 

tube lens: 55). 

A BA B

 
Figure 44: Representation of the TLC-MS interface (A) coupled with MS detector (B) 
(Thermo-Scientific). 

2.8.4. Response function, repeatability, trueness and accuracy 

The major validation criteria were assessed using the Bland and Altman method 

comparison. We considered that the HPLC method is the reference method, then paired 

measurements were done for each sample (n = 10 for osides, n = 4 for acids) and the results 

were compared. The repeatability was given with 2 repetitions for each sample. For the 

accuracy, the acceptance limits were set at ± 30%. 

2.8.5. Statistics 

Statistical analyses of data were done using Microsoft ® excel 2007. 
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3. Results and discussion 

3.1. Chromatographic separation 

Good separation of madecassoside, asiaticoside, madecassic acid and acid asiatic was 

obtained (Fig. 45). The Rf obtained with 7 independent repetitions were respectively 

0.12 ± 0.02, 0.17 ± 0.02, 0.61 ± 0.03 and 0.65 ± 0.03 for madecassoside, asiaticoside, 

madecassic acid and asiatic acid. 

  
Figure 45: Chromatogram of standards and methanolic extracts of C. asiatica (1: 
madecassoside, 2: asiaticoside, 3: madecassic acid, 4: asiatic acid). 

3.2. Stability on the plate 

No degradation was observed for each triterpene because all the spots are situated on the 

diagonal of the chromatogram (Fig. 46). 
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Figure 46 : Chromatograms showing the stability of asiaticoside (1), madecassoside (2), 
asiatic acid (3) and madecassic acid (4). 

3.3. Wavelength determination 

After derivatization, the plate was scanned directly because the intensity of the coloration 

decreased. The spectra of madecassoside, asiaticoside, madecassic acid and asiatic acid 

showed the same maximum of absorption at 600 nm (Fig. 47), then the quantification was 

performed at this wavelength. 

— Madecassoside

— Asiaticoside

— Madecassic acid

— Asiatic acid

— Madecassoside

— Asiaticoside

— Madecassic acid

— Asiatic acid

 
Figure 47: Absorption spectra of the 4 triterpenes in leaves extract of C. asiatica. 



Chapitre 4 

  133  

3.4. Determination of the extraction efficiency 

Numerous extraction methods of the leaves of C. asiatica were described in the literature. 

Soxhlet (8), maceration (10), subcritical water (11), microwave-assisted solvent and 

sonication (12) are the extraction methods usually used. Shen et al. showed that the 

microwave assisted solvent extraction gave slightly higher results than Soxhlet and 

sonication. Soxhlet and maceration extractions were time consuming and sophisticated 

materials are required for the subcritical water and microwave assisted solvent extractions. 

Ultrasonic extraction is the most simple and is more rapid than Soxhlet and maceration. The 

comparison with Soxhlet extraction showed that ultrasonic extraction seemed a little bit less 

efficient; netherthless, the Bland-Altman plot demonstrated that for the 4 triterpenes, the 95% 

limits of agreement (LoA) are totally included between the acceptance limits set at ± 15% 

(Fig. 48). These results confirm that both methods may be considered as equivalent with a 

probability of 95% so that the 95% of the future ultrasonic extraction data will be contained in 

these limits of acceptance. 
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Figure 48: Bland-Altman plot of the Soxhlet and ultrasonic extraction of madecassoside, 
asiaticoside, madecassic and asiatic acids in leaves of C. asiatica (results obtained by 
HPLV method). (The dots represent the relative difference between both methods for 
each paired measurements, the blue line represents the mean of all the relative 
differences, the dotted black lines the LoA and the dotted red lines the acceptance limits 
set at ± 15%). 
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3.5. Method validation 

The method was demonstrated to be selective for madecassoside, asiaticoside, madecassic 

and asiatic acids in the extract of C. asiatica as MS spectra were similar to those of reference 

standard (Fig. 48). 



 

   

 
Figure 49: Comparison of the exact mass spectra of asiatic acid, madecassic acid, asiaticoside and madecassoside (+ NH4

+ added in the 
mobile phase in order to facilitate the ionization) in the standard solution and in the leaves extract of C. asiatica. 
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The heights and the areas of the peaks of madecassoside, asiaticoside, madecassic acid and 

asiatic acid were the two responses used to establish the response function. Figure 50 showed 

that the responses (area and height) did not increase linearly with the quantity of calibration 

standards within the range of 0.15 to 0.750 µg for osides and 0.1 to 0.5 µg for acids. 

OSIDES HEIGHT

0

100

200

300

400

500

0 200 400 600 800

ng

he
ig

ht

madecassoside

asiaticoside

ACIDS HEIGHT

0

100

200

300

400

0 200 400 600

ng

he
ig

ht

madecassic acid

asiatic acid

 

OSIDES AREA

0

2000

4000

6000

8000

0 200 400 600 800
ng

A
re

a

madecassoside

asiaticoside

ACIDS AREA

0

2000

4000

6000

8000

10000

0 200 400 600

ng

A
re

a

madecassic acid

asiatic acid

 
Figure 50: Response functions of madecassoside, asiaticoside, madecassic acid and 
asiatic acid (area vs quantity/ height vs quantity). 

So, linear regression, polynomial, Michaelis-Menten 1 (
Xb

aX

+
) and Michaelis-Menten 2 

( c
Xb

aX +
+

) were tested (13). The different results calculated with the two responses (area and 

height) and using different regression equations were compared with the HPLC results. 

Figure 51 represents for each regression model the LoAs around the bias in blue expressed in 

relative difference between these HPTLC and the HPLC results (reference method). If we 

compare the different regression models we observed that the height polynomial, for 

madecassoside and madecassic acid and the area linear regression for asiaticoside and asiatic 

acid were the adequate response functions because they give the lowest bias and LoA values. 

Dotted red line represents a relative difference of 0 when HPLC and HPTLC results are equal. 
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Figure 51: Comparison of the LoA and the bias of the HPTLC results obtained with 
different regression models. The ± error represent the LoA, dots represent the bias of 
the HPTLC results compared with HPLC results. 

Table 17 shows the results obtained by the paired measurement with HPLC and HPTLC 

methods for the 4 triterpenes using the selected regression model. Scatter diagrams of the 

results obtained by the two methods were presented in the figure 52 for each triterpene. The 

diagonal line represents the line of equality. The correlation analysis results show us that for 
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madecassoside, asiaticoside, the r values were close to 1 (0.9930 and 0.9934) and for 

madecassic and asiatic acids, the r were respectively 0.9775 and 0.8883. 

 Table 17: Madecassoside, asiaticoside, madecassic and asiatic acids results obtained with 
10 paired analysis of leaves of C. asiatica with HPLC and HPTLC methods. 

 Madecassoside Asiaticoside 
Sample HPLC HPTLC  HPLC HPTLC 

1 2.14 1.92 2.52 2.33 
1 2.16 1.93 2.52 2.40 
2 7.30 7.35 2.18 1.80 
2 7.30 7.36 2.18 1.90 
3 3.30 3.33 3.94 3.82 
3 3.32 3.34 3.94 3.88 
4 3.30 2.75 4.20 3.70 
4 3.32 2.92 4.22 3.77 
5 3.38 3.27 4.30 3.95 
5 3.44 3.28 4.40 4.17 
6 3.30 2.84 3.50 3.18 
6 3.28 2.91 3.50 3.20 
7 2.78 2.80 2.82 2.70 
7 2.79 2.91 2.83 2.70 
8 4.52 4.59 5.76 5.42 
8 4.42 4.60 5.82 5.43 
9 5.30 5.26 4.64 4.32 
9 5.28 5.33 4.62 4.41 
10 2.36 2.26 3.40 3.22 
10 2.40 2.28 3.36 3.24 
 Madecassic acid Asiatic acid 
 HPLC HPTLC  HPLC HPTLC 
1 0.63 0.65 0.63 0.65 
1 0.61 0.66 0.61 0.66 
2 0.96 1.09 0.96 1.09 
2 0.95 1.10 0.95 1.10 
3 0.71 0.78 0.71 0.78 
3 0.71 0.76 0.71 0.76 
4 0.68 0.65 0.68 0.65 
4 0.67 0.62 0.67 0.62 
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Figure 52: Scatter diagrams, correlation coefficient of the amount of madecassoside, 
asiaticoside, madecassic and asiatic acids obtained with paired HPLC and HPTLC 
measurments in different samples of C. asiatica leaves. 

These results give us only an overview of the relation between the 2 methods but not their 

agreement. On the contrary, the graphical method comparison of Bland and Altman (Fig. 53) 

led us to estimate this agreement. 
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Bland-Altman plot of Madecassoside
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Figure 53: Bland-Altman plot of the amounts of madecassoside, asiaticoside, asiatic and 
madecassic acid in leaves extract of C. asiatica obtained by HPLC and HPTLC methods. 
(Dots represent the relative difference between both methods for each paired 
measurement, the blue plain line represents the bias, the dotted black lines the LoA and 
the dotted red lines the acceptance limits set at ± 30%). 

The LoA obtained for madecassoside and asiaticoside are lower than those obtained for 

madecassic and asiatic acids but all are totally included in the acceptance limits (± 30%) 

showing that the degree of agreement of the method was acceptable. It can be suggested that 

the low content of the acids generate more error than for the osides. In conclusion, we can 

confirm that the HPTLC method can replace the HPLC method or that the two methods can 

be used interchangeably. We can also be confident that 95% of relative differences between 

HPTLC and HPLC of the future measurements will fall within these LoA. 

The trueness expressed as bias was respectively -4.17%, -5.68%, 5.28% and 2.24% for 

madecassoside, asiaticoside, madecassic and asiatic acids. Precision was evaluated by the 

relative standard deviation (RSD %), RSD of 1.39%, 1.82%, 1.64% and, 1.47% were 

obtained. The negative values of the trueness suggest that HPTLC method gives lower results 

than HPLC, it is the case for the osides and the opposite for the acids. Netherthless, these 

values demonstrated the excellent trueness and the good precision of the HPTLC method. For 

the accuracy, Figure 52 shows for the four triterpenes that the LoA (which corresponds to the 
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accuracy value) are totally included in the acceptance limits set at ± 30% which is acceptable 

for complex matrices as plants. The method was then demonstrated to be accurate in the range 

of 0.15 to 0.75 µg for osides and 0.1 to 0.5 µg for acids. 

The LOD and LOQ were respectively 0.03 µg and 0.150 µg for osides and 0.01 µg and 

0.1 µg for acids. These results showed that this method is more sensitive than the method 

proposed by Jacinda et al. (7), Thomas et al. (5) and Ganse at al. (6) in which the LOD were 

higher than 0.317 µg. 

3.6. Sample analysis 

The HPTLC method was applied to quantify the triterpenes in leaves of samples of C. 

asiatica collected in the East and West regions of Madagascar at the same period. The results 

were summarized in Table 18. 

Table 18: Content of triterpenes in C. asiatica samples collected in the East and West 
regions of Madagascar analysed by the HPTLC method (in % of the dry plant). 

Locality Lot  Madecassoside Asiaticoside Madecassic acid Asiatic acid Total 
quantified 

triterpenes* 
1 2.15 ± 0.006 2.52± 0.06 < LOD < LOD  4.67 
2 2.37 ± 0.03 2.86 ± 0.04 < LOD  < LOD  5.23 
3 2.78± 0.05 2.83 ± 0.006 < LOD  < LOD  5.61 
4 2.35 ± 0.03 2.57 ± 0.14 < LOD  < LOD  4.92 
5 2.28 ± 0.03 2.87 ± 0.01 < LOD  < LOD  5.15 
6 3.38 ± 0.07 3.56 ± 0.06 < LOD  < LOD  6.94 
7 2.26 ± 0.18 3.22 ± 0.20 < LOD  < LOD  5.48 
8 2.87 ± 0.12 2.93 ± 0.01 < LOD  < LOD  5.8 
9 4.47 ± 0.08 5.79 ± 0.06 < LOD  < LOD  10.26 
10 5.29 ± 0.07 4.63 ± 0.09 < LOD  < LOD  9.92 
11 4.18 ± 0.01 6.05 ± 0.3 < LOD  < LOD  10.23 

East region 

12 3.68 ± 0.05 4.47 ± 0.1 < LOD  < LOD  8.15 
13 7.30±0.25 2.18 ± 0.10 < LOD  < LOD  9.48 
14 3.31 ±0.07 3.94 ±0.05 < LOD  < LOD  7.25 
15 2.75 ± 0.07 4.21 ± 0.07 < LOD  < LOD  6.96 
16 3.41 ±0.29 4.35 ±0.22 < LOD  < LOD  7.76 
17 3.29± 0.02 3.5 ± 0.018 < LOD  < LOD  6.79 
18 1.94 ± 0.03 2.70 ± 0.01  < LOD  < LOD  4.94 
19 1.10 ± 0.002 1.22 ± 0.01 0.66 ± 0.009 0.78 ± 0.002 3.76 
20 2.67 ± 0.004 3.00 ± 0.1 < LOD  < LOD  5.67 
21 1.97 ± 0.07 2.41 ± 0.1 0.74 ± 0.01 < LOD  4.38 
22 4.68 ± 0.02 4.83 ± 0.07 < LOD  < LOD  9.51 
23 3.46 ± 0.1 3.34 ± 0.09 < LOD  0.41 ± 0.004 6.8 

West region 

24 3.27 ± 0.1 4.66 ± 0.3 < LOD  < LOD  7.93 
*Total tripernes : sum of quantified osides and acids 
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The means of the total triperpenes contents of the samples of the East phenotype of C. 

asiatica and of the West are quite equal (6.86% and 6.77%). A variability of the content of 

triterpenes in samples from both regions was observed, from 3.76 to 9.51% for the West 

variety and 4.67 to 10.26% for the East one. Rahajanirina et al. had demonstrated that the East 

variety is richer in triterpenes than the West one; our results showed that on average, these 

contents were quite equal. However, the variability of the content of triterpenes within the 

varieties confirmed the need of the quality control of the batches and the analysis of large 

number of samples. Further, Rahajanirina et al. demonstrated that the culture of the variety 

from the East region gave more biomass than the Western in the same culture conditions (14). 

Even thought, we can suggest the exploitation of the West phenotype by means of good 

growing conditions. 

We proposed here a simple and accurate HPTLC method for the quantification of the 

triterpenes in leaves of C. asiatica. The ultrasonic extraction also allowed the simultaneous 

extraction of large number of samples. This method is complementary to HPLC and suitable 

for routine quality control of C. asiatica. 
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La médecine traditionnelle constitue une richesse culturelle et sa pratique est encore 

largement répandue à Madagascar où les plantes sont les plus utilisées. La valorisation de 

cette richesse culturelle implique son intégration dans le système de soins de santé national, ce 

qui nécessite l’obtention de données scientifiques afin d’assurer la sécurité de la population, 

l’efficacité et la standardisation des soins. De plus, le contrôle de qualité de ces plantes 

médicinales ne peut se limiter au niveau botanique vu les grandes variations de compositions 

chimiques au sein de la même espèce (1,2). Ce travail avait comme objectif de mettre au point 

des méthodes simples et rapides qui seront utilisées en routine pour le contrôle de qualité de 

plantes médicinales et contribuer entre autres à la valorisation de la MTR. Pour cela, deux 

plantes ont été choisies : S. penduliflorum, utilisée pour ses propriétés vasorelaxantes et C. 

asiatica, très exploitée pour ses propriétés cicatrisantes dues principalement à la présence de 4 

triterpènes : madécassoside, asiaticoside, acide madécassique et acide asiatique. Il a donc été 

nécessaire dans un premier temps de vérifier l’activité et identifier les principes actifs de S. 

penduliflorum. Nous nous sommes ensuite attachés à la mise au point d’une méthode CLHP-

UV pour le dosage de la molécule majoritaire. Pour C. asiatica, deux méthodes de dosage par 

CLHP-UV et CCMHP des 4 triterpènes ont été développées et validées. Dans ce chapitre 

seront discutés les résultats obtenus et une revue globale de la littérature en relation avec ces 

résultats. 

1. Isolement et identification de molécules à propriétés vasorelaxantes dans les feuilles 

de S. peduliflorum Thouars 

S. penduliflorum est une plante endémique de Madagascar dont les feuilles ont été et sont 

toujours couramment utilisées en décoction en médecine traditionnelle pour traiter 

l’hypertension. Elle a été choisie car aucune étude n’avait été faite pour vérifier ses propriétés 

antihypertensives. Après avoir mis en évidence l’effet vasorelaxant d’extraits, des 

fractionnements bioguidés ont permis d’isoler pour la première fois dans les feuilles de S. 

penduliflorum des alcaloïdes aporphiniques : la dicentrine et la néolitsine. La dicentrine est 

connue comme antagoniste des récepteurs adrénergiques α-1 (3–5), ce qui est corroboré par 

nos résultats. La néolitsine a été moins étudiée puisqu’une seule étude montre son activité 

vasorelaxante (6). Les travaux que nous avons réalisés en collaboration avec les équipes de 

pharmacologie de l’IMRA et de l’UCL nous ont donc permis de confirmer l’utilisation 

traditionnelle de la plante comme vasorelaxante. Néanmoins, Rasoanaivo et al. (7) avaient 

mentionné qu’aucun alcaloïde n’avait été détecté dans leur échantillon de feuilles de S. 
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penduliflorum. Ces résultats contradictoires pourraient être expliqués par le fait que nos 

échantillons ont été collectés dans une autre zone géographique, or il est connu que la zone de 

récolte peut avoir un effet déterminant sur la composition chimique (2). Suite à nos résultats, 

nous avons effectué un rapide screening d’échantillons de S. penduliflorum collectés dans 

différents endroits par CCM. Ces échantillons ont été collectés dans les années 95 et étaient 

conservés dans l’échantillothèque de l’IMRA. Ce test nous a montré que sur les 6 échantillons 

analysés, les teneurs en dicentrine et néolitsine sont inférieures à la limite de détection. 

Ces résultats montrent l’importance du contrôle de qualité chimique des plantes utilisées 

dans la médecine traditionnelle. Par conséquent, nous avons décidé de mettre au point une 

méthode de dosage de la dicentrine dont l’activité a été démontrée et qui est l’alcaloïde 

majoritaire dans les feuilles de S. penduliflorum.  

2. Mise au point d’une méthode de quantification de la dicentrine dans S. 

penduliflorum 

Nous avons choisi la CLHP-UV car des méthodes de dosage de la dicentrine par CLHP-

UV étaient décrites dans la littérature (8,9). Ces méthodes ont servi de base pour notre étude 

mais la complexité de l’extrait à analyser a nécessité une optimisation de la séparation en 

modifiant différents paramètres influençant la séparation. Des études préliminaires effectuées, 

nous avons observé que la composition de la phase stationnaire (C-8, C-18, RP select-B : C-8) 

n’avait pas un effet significatif mais logiquement que le pH et le gradient étaient importants. 

Nous avons également observé que tous les alcaloïdes étaient élués à 60% de méthanol dans 

l’eau. Si on analyse l’effet de chaque facteur l’un après l’autre pour optimiser la séparation, 

un grand nombre d’essais doivent être réalisés, ce qui prend beaucoup de temps. 

Nous avons donc décidé d’appliquer un plan d’expérience, une méthode structurée et 

rapide qui permet de tester plusieurs paramètres à la fois. Le plan d’expérience nous a permis, 

en réalisant seulement 36, expériences de prédire et de déterminer les conditions optimales 

pour séparer les 13 alcaloïdes présents dans les feuilles de S. penduliflorum en 67 minutes. Le 

plan d’expérience est largement utilisé dans le développement d’une méthode et permet non 

seulement de prédire les conditions optimales en analysant l’effet combiné de plusieurs 

facteurs mais également de tester la robustesse de la méthode (10). D’ailleurs l’ICH 

recommande son utilisation dans les démarches qualités (11). En effet, dans le développement 

pharmaceutique, le concept de « design » (plan d’expérience) est utilisé afin d’assurer que la 
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méthode est de bonne qualité mais que c’est également le cas pour les produits (résultats) 

issus de cette méthode. L’analyse de 2 lots de feuilles de plantes collectées à des périodes 

différentes a montré des teneurs en dicentrine respectives de 1.46 ± 0.006% et 1.05 ± 0.007%. 

Ces résultats montrent également la variation de la teneur en principes actifs en fonction de la 

période de collecte et l’intérêt de réaliser des quantifications pour déterminer les 

conditionsoptimales de culture ou la période optimale de collecte. 

Quelques études ont rapporté que la dicentrine et la néolitsine présentaient des activités 

cytotoxiques (12–14) mais cet effet s’observe à une concentration 10 fois supérieure à la 

concentration vasorelaxante. En effet, in vitro la dicentrine pure présente une activité 

vasorelaxante avec une IC50 de 2.95 µM et est cytotoxique contre des lignées de cellules 

cancéreuses et normales avec une IC50 minimale de 28.3 µM (12). Ce rapport pourrait paraître 

faible comparé à d’autrs médicaments, mais il faut aussi tenir compte du fait que 

l’activité/toxicité d’une molécule pure ne peut pas être directement extrapolée à un extrait brut 

qui contient de nombreuses autres molécules qui peuvent modifier la disponibilité et/ou 

réduire la toxicité. Il est donc important de quantifier la dicentrine dans les plantes utilisées 

pour protéger la population vis-à-vis d’une éventuelle toxicité et de déterminer la dose 

moyenne à utiliser.  

3. Analyse quantitative des triterpènes des feuilles de C. asiatica (L.) Urban 

C. asiatica a été choisie dans notre étude du fait de son exportation massive de Madagascar 

et de son utilisation locale dans plusieurs préparations médicamenteuses. Le contrôle de 

qualité des différents lots de plante est aussi nécessaire car des normes de teneur en principes 

actifs sont habituellement exigées par les clients. De plus, l’acquisition de ces données 

constitue, non seulement une valeur ajoutée au lot exporté, mais permet également de 

standardiser les médicaments à base de cette plante et de définir des conditions de collecte ou 

culture optimales. 

Notre objectif était de mettre au point des méthodes simples et rapides pour les pays en 

voie de développement afin d’assurer localement le contrôle et la standardisation des matières 

premières et des produits finis à base de plantes médicinales.  
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3.1. Mise au point d’une méthode de dosage par CLHP-UV des triterpènes dans les 

feuilles de C. asiatica Urban 

La technique d’analyse par CLHP-UV est souvent utilisée pour le dosage des saponines 

malgré le fait que ces molécules n’absorbent qu’à une faible longueur d’onde limitant les 

types de solvants que l’on peut utiliser et réduisant la sensibilité. Dans la Pharmacopée 

Européenne a été décrite une méthode CLHP-UV qui a été révisée suite à un problème 

rencontré au niveau de la séparation (15) ce que nous avons également observé. Notons que 

cette révision est postérieure à nos travaux. Nous avons donc décidé d’améliorer les méthodes 

existantes dans la littérature et de valider la nouvelle méthode obtenue. Cette méthode permet 

de séparer le madécassoside, l’asiaticoside, l’acide madécassique et l’acide asiatique en 55 

minutes soit 30 minutes de moins que la méthode révisée de la Pharmacopée Européenne 

(16). Inamdar et al. avaient aussi développé une méthode de séparation et de dosage de ces 

triterpènes (17). Cette méthode bien que seulement partiellement validée est la plus citée et la 

plus utilisée dans la littérature, mais les avantages de la méthode que nous avons développée, 

outre le fait qu’elle soit complètement validée, est qu’elle utilise uniquement deux standards : 

l’asiaticoside et l’acide asiatique, ce qui réduit l’utilisation de standards, difficiles d’accès. 

Les autres méthodes qui permettent de doser les 4 triterpènes ne sont pas validées (18,19). 

Pourtant, la validation est une étape recommandée par l’ICH (20,21). Elle a comme objectif 

de démontrer qu’une méthode est bien appropriée à son utilisation. En d’autres termes, la 

validation garantit la fiabilité des résultats et également de la méthode utilisée (20,22–24). 

Dans plusieurs guides sont définies des procédures à suivre pour la validation de méthodes 

(ICH, FDA, …). Dans notre cas, la méthode basée sur le profil d’exactitude a été adoptée 

(SFSTP pharma). Cette procédure garantit à la fois que la méthode est bonne et que les 

résultats obtenus sont exacts en évaluant l’exactitude qui combine les différents critères de 

validation avec des limites d’acceptation fixées à l’avance à l’intérieur desquelles la méthode 

est valide. 
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Figure 54 : Illustrations de deux méthodes présentant les mêmes justesse (bias) et fidélité 
intermédiaire (precision) donnant deux résultats différents (a) résultats non acceptables, 

(b) résultats acceptables (µT : vraie valeur, X  : moyenne des résultats) (source Rozet, 
2009). 

Cette figure nous montre que deux méthodes qui ont exactement les mêmes erreurs 

systématique (biais) et aléatoire (fidélité) ne donnent pas obligatoirement les mêmes résultats. 

Une méthode présentant un biais relatif et une fidélité intermédiaire inclus dans des limites 

acceptables (<15%) ne donnent pas obligatoirement des résultats acceptables (Fig. 54a), d’où 

la nécessité d’utiliser l’exactitude qui prend en compte la somme de ces deux types d’erreurs 

(Fig. 54b). 

Nous avons donc développé une méthode CLHP-UV rapide, fiable et appropriée pour des 

analyses de routine de feuilles de C. asiatica et la quantification des 4 principes actifs 

majeurs. 

3.2. CCMHP des triterpènes des feuilles de C. asiatica Urban. Comparaison avec la 

méthode CLHP-UV 

Après avoir validé la méthode CLHP-UV, nous nous sommes concentrés sur une autre 

méthode qui est plus rapide et moins coûteuse : la CCMHP densitométrie. Cette méthode 

requiert moins de volume de solvant, le temps d’analyse est beaucoup plus court car plusieurs 

échantillons peuvent être analysés en même temps. De plus, l’absorption aux UV des solvants 

ne constitue pas non plus un problème étant donné que le solvant de migration est évaporé 
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après la migration. Par conséquent, une large gamme de solvants peut être utilisée (25). Nous 

avons donc développé une méthode pour le dosage des 4 triterpènes de C. asiatica rapide, qui 

permet d’analyser jusqu’à 7 échantillons sur une plaque de 20 x 10 cm par exemple avec une 

durée totale de 55 minutes (saturation de la cuve, migration, dérivatisation, analyse). 20 

échantillons de deux variétés de C. asiatica ont été analysés et on a observé qu’en moyenne, 

ces deux variétés présentent des teneurs en triterpènes totaux de 6.86 et de 6.77%. La variété 

qui pousse à l’Est est la plus exploitée vu la biomasse élevée obtenue par rapport à la variété 

qui pousse à l’Ouest (Fig. 55). 

 
Figure 55 : Variétés de C. asiatica Urb. (A : variété à feuille orbiculaire, B : feuilles des 2 
variétés, C : variété à feuille réniforme). 

 La validation a été faite en comparant les résultats obtenus par CCMHP avec ceux obtenus 

par CLHP-UV considérée comme méthode de référence. La comparaison a été réalisée par le 

test de Bland et Altman qui est largement utilisé surtout pour les tests cliniques et peut être 

également appliqué en analyse (26). Elle est basée sur la détermination des « Limits of 

Agreement » (LoA) qui doivent être comprises entre les limites d’acceptation qui sont 

également fixées au préalable par l’analyste afin de faciliter la prise de décision. Nous avons 

obtenu une justesse < |5,68|% et une fidélité intermédiaire < 1.64%. Les LoA calculées étaient 

comprises entre les limites d’acceptation fixées à ± 30%, une valeur acceptable pour les 

échantillons complexes comme les extraits de plantes, ce qui montre que la méthode CCMHP 

peut être utilisée à la place de la méthode CLHP-UV. La sélectivité de la méthode a été 

démontrée en couplant CCMHP et spectrométrie de masse en utilisant une interface TLC-MS 

qui permet de récupérer le contenu des spots et les injecte directement dans le détecteur MS. 

En CCMHP, une tâche peut éventuellement correspondre à plusieurs molécules si le solvant 

de migration n’est pas adéquat. Nous avons pu démontrer que la méthode est sélective, 

confirmant ainsi l’efficacité de la technique couplée (27). Des valeurs négatives de la justesse 

(- 4,17% pour le madécassoside et - 5.68% pour l’asiaticoside) montrent que la méthode 
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CCMHP donne des valeurs un peu plus faibles que la méthode CLHP. Malgré cela, ces 

différences sont acceptables et les deux méthodes peuvent être utilisées interchangeablement. 

Jacinda et al. (28) ont également mentionné que la CCMHP donne des résultats plus faibles 

que la CLHP mais dans leur travail, la comparaison des résultats obtenus avec une méthode 

CLHP n’est basée sur aucun test statistique. Les limites de détection de la méthode de Jacinda 

et al. étaient de 0.3 µg pour les acides et 0.72 µg pour les osides. Dans notre cas, ces limites 

sont respectivement de 0.01 et 0.03 µg, ce qui montre sa meilleure sensibilité. De plus, nous 

avons obtenu une meilleure séparation surtout pour les acides (Fig. 56). 

 
Figure 56 : Chromatogrammes du madécassoside (1), de l’asiaticoside (2), de l’acide 
madécassique (3) et de l’acide asiatique (4) de solutions standards et d’extraits de C. 
asiatica obtenus avec notre méthode (A) et la méthode décrite par Jacinda et al. (B). 

Ce test de Bland et Altman a montré que nous avons donc réussi à développer une méthode 

CCMHP plus rapide et appropriée pour des analyses de routine des triterpènes dans les 

feuilles de C. asiatica. 
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Le but de notre travail était la mise au point de méthodes pour le contrôle de qualité de 

plantes médicinales malgaches et la détermination des conditions optimales de culture/récolte. 

C. asiatica et S. penduliflorum ont été choisies pour cette étude. Le schéma ci-dessous 

(Fig.57) résume les objectifs, les procédures suivies pour atteindre ces objectifs et les résultats 

obtenus. 

Objectif : mise au point et validation de méthodes 
pour le contrôle qualité de plantes médicinales

Centella asiatica (L.) Urb Spirospermum penduliflorum Thouars

Principes actifs connus: 
asiaticoside, madécassoside, 

acide asiatique, acide madécassique
Fractionnements bioguidés:
•Tests d’activité sur des aortes isolés de rats
•Colonne ouvertes, CCM 

Mise au point d’une méthode
CLHP- UV, validation 

Mise au point d’une méthode CLHP:
Application du plan d’expérienceMise au point d’une méthode

CCMHP, comparaison avec CLHP

Méthode CLHP validée

Méthode CLHP validée

Isolement :
dicentrine et néolitsine

Méthode CCMHP validée

Objectif : mise au point et validation de méthodes 
pour le contrôle qualité de plantes médicinales

Centella asiatica (L.) Urb Spirospermum penduliflorum Thouars

Principes actifs connus: 
asiaticoside, madécassoside, 

acide asiatique, acide madécassique
Fractionnements bioguidés:
•Tests d’activité sur des aortes isolés de rats
•Colonne ouvertes, CCM 

Mise au point d’une méthode
CLHP- UV, validation 

Mise au point d’une méthode CLHP:
Application du plan d’expérienceMise au point d’une méthode

CCMHP, comparaison avec CLHP

Méthode CLHP validée

Méthode CLHP validée

Isolement :
dicentrine et néolitsine

Méthode CCMHP validée
 

Figure 57 : Résumé des études et des résultats obtenus. 

Nous avons ainsi identifié les principes actifs (dicentrine et néolitsine) des feuilles de S. 

penduliflorum. L’activité vasorelaxante de la dicentrine a été également démontrée in vitro sur 

des aortes isolées de rats contractées avec la phénylephrine avec une IC50 de 2.95 µM. Une 

méthode de dosage de la dicentrine, molécule majoritaire de la plante a été mise au point en 

appliquant un plan d’expérience. Les conditions optimales en CLHP-UV permettant de 
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séparer les 13 alcaloïdes aporphiniques présents sont les suivantes: pH 3.0, pourcentage de 

méthanol au départ de 32%, gradient de 0.42% de méthanol/minute. Cette méthode a été 

complètement validée avec une exactitude de ± 30% pour une gamme de concentrations 

comprise entre 10 à 75 µg/ml. Cette méthode a été appliquée sur 2 échantillons seulement de 

la plante vu la difficulté d’accès aux zones où la plante pousse abondamment et indiquent une 

différence relative d’environ 50% entre les deux échantillons, ce qui montre la nécéssité 

d’analyse chimique des lots commercialisés pour standardiser les traitements. 

En ce qui concerne la C. asiatica, une méthode CLHP-UV a été mise au point en 

améliorant les méthodes décrites dans la littérature. Cette méthode et a été montrée comme 

valide entre des concentrations de 0.5 à 2 mg/ml pour les acides madécassique et asiatique et 

entre 1 à 3 mg/ml pour le madécassoside et l’asiaticoside. Une méthode CCMHP plus rapide, 

plus sensible et moins coûteuse que la CLHP a été également mise au point et validée en 

comparant les résultats avec ceux de la méthode CLHP-UV par la méthode de comparaison de 

Bland et Altman. Cette méthode CCMHP a été validée pour des concentrations de 100 µg/ml 

à 500 µg/ml pour les acides et 150 µg/ml à 750 µg/ml pour les osides. Il a été prouvé que ces 

deux méthodes peuvent être considérées comme équivalentes. Ceci prouve également que la 

méthode de comparaison de Bland et Altman est applicable en analyse quantitative.  

Ces méthodes pourront être utilisées en routine pour le contrôle de qualité des matières 

premières et des produits finis à base de ces plantes et pour définir les meilleures conditions 

de culture/collecte. Elles serviront également à élaborer une monographie des deux plantes 

pour la réalisation d’une pharmacopée malgache. Pour la C. asiatica, la détermination des 

teneurs en triterpènes apportera de la valeur ajoutée aux extraits ou lots de plante à exporter.  

Ces travaux ouvrent de nombreuses perspectives : ainsi l’identification des autres 

alcaloïdes présents dans les feuilles de S. penduliflorum et la détermination de leurs propriétés 

pharmacologiques seraient intéressantes. Des études in vivo complèteront utilement les études 

in vitro effectuées. Il serait utile aussi d’analyser d’autres lots de plantes provenant d’autres 

zones géographiques afin de vérifier la présence ou non d’alcaloïdes et de déterminer s’il 

existe deux chimiotypes distincts de la plante. 

La majorité des plantes médicinales malgaches sont collectées à l’état sauvage. Même si 

aucune menace ne pèse sur ces ressources, la mise au point d’une culture serait essentielle 

pour la survie de ces espèces. Par conséquent, ces méthodes devront être appliquées dans le 

futur sur plusieurs échantillons afin de pouvoir identifier la période et l’endroit où le 
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maximum de teneur en principes actifs est observé, ces échantillons types pourront servir par 

la suite de matériel végétal pour la culture. 

La formation en analyse, plan d’expérience et développement de méthodes me permettra, 

une fois rentrée à Madagascar, de mettre au point d’autres méthodes de dosage pour le 

contrôle de qualité de plantes utilisées en médecine traditionnelle, identifier les principes 

actifs, mieux standardiser les traitements et aider les agriculteurs locaux à optimiser leurs 

cultures et récoltes.
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ANNEXE 1 

Table 19: Analyse par CLHP des saponines avec les différents détécteurs décrites dans la littérature (2006-2011). 

Espèces Phase mobile Phase stationnaire Détection Références 
0.1% ac formique-MeOH C18 (150mm×4.6mm i.d.,5µ) MS/APCI (1) 
Ac. acétique-H2O-ACN C18 (250mm×4.6mm i.d.,5µ) MS (2) 
 
H2O-ACN 
 

C18 (250mm×3.2mm i.d.,5µ) UV 202 nm 
 

(3) 

H2O-ACN C18 (250 mm × 4.6 mm i.d., 5 µm) ELSD (4),(5),(6),(7) 
ACN-H2O DIOL (250 mm×2-mm i.d., 5µ) ELSD (8) 
Tampon phosphate-ACN C18 UV 200nm (9) 
Non définie C18 203 nm DAD (10),(11),(12) 
0.01%ac acétique-ACN C18 (150 mm×2.1 mm i.d., 5µ) ESI/MS (13),(14) 
0.1% ac formique-ACN C18 ELSD (15),(16),(17) 
Tampon ammonium-ACN C18 ESI/MS (18),(19),(20) 
ACN-H2O C18 UV 203nm (21) 

Ginsenosides 
 
 

ACN-H2O C18 UV 203 - 206nm (22) 
Bupleurum ACN-H2O C18 UV 203 nm (23) 

0.1% ac formique-ACN C18 (250×4.6µm i.d.,5µ) MS/ESI (24) 
0.3% ac formique-ACN C18 (250 mm×4.6 mm i.d. 5µ) DAD- 280nm (25) 
0.3% ac acétique/ACN C18  ELSD (26),(27) 
ACN-H2O C18 ELSD 

 
(28),(29),(30) 
(31),(32),(33) 

ACN-H2O C18 ESI/MS (34) 

Astragalosides 

ACN-H2O HILIC (250 mm× 4.6 mm i.d.,5µ) UV 203nm (35) 
Dipacus asperoides ACN-H2O ODS Kromasil UV 212nm (36) 

0.1%ac formique/ACN C18 (150 mm× 4.6 mm i.d.,5µ) ESI/MS (37),(38) Paris 
ACN-H2O C18(150 mm× 4.6 mm i.d.,5µ) ELSD (39),(40),(41) 



 

 

Espèces Phase mobile Phase stationnaire Détection Références 
Platycosides ACN/H2O C18 (150 mm× 4.6 mm i.d., 5µ) ELSD (42) 

0.1% ac acétique-MeOH C18 (250 mm× 4.6 mm i.d., 5µ) UV 210 nm (43) 
Lonicerae japonicae ACN-ac acétique ODS ELSD (44) 

ACN-H2O C18 UV 205 nm-ELSD (45) Saikosaponines 
ACN-tampon acétate d’ammonium C18 (100mmx4.6mm i.d.,2.7µ) ELSD-CAD (46) 

Saponaria officinalis 0. ac phosphorique/ACN C18 UV 210 nm (47) 
Saponin I,II 0.02% ac phosphorique/ACN C18 UV 203 nm (48) 

Ac formique-ACN 
 

C18(250 mm× 4.6 mm i.d.,5µ) 
 

UV 203 nm 
210nm 

(49) 
(50) 

Zizyphus jujuba var. sapinosa 

Ac acétique-ACN C18 ELSD (51),(52) 
Tubeimoside I ACN-H2O C 18 (150 mm x 2.1mm i.d.,3.5µ) MS (53) 
Aesculus chinensis  ACN-0.2% ac phosphorique C18 (200 mm 4.6 mm i.d;x, 5µ) ESI/TOF (54) 

Tupistra chinensis ACN-H2O ODS UV 203 nm (55) 

Concombre de mer Non définie Non définie ELSD (56) 

Momordica charantia Ac.acétique-MeOH-ACN C18 ELSD-UV203 nm (57),(58) 
Clematis Ac formique-ACN C18 ELSD (59) 
Gynostemma pentaphyllum Ac formique-ACN C18 ESI/MS (60) 

Soyasaponins Ac acétique/MeOH C18 ESI/MS (61) 
Panicum virgatum Ac formique/ACN C8 ESI/MS (62) 
Conodopsis lanceolata Ac formique/ACN C18 ESI/MS (63) 
Bacopa monnieri ACN-H2O C18 (100mm×4.6 mm i.d.)  ELSD (64) 
Pueraria Ac formique-ACN C18 ELSD (65) 
Yucca TFA-ACN C18 modifiée ESI/MS (66),(67) 



 

 

Espèces Phase mobile Phase stationnaire Détection Références 
Pulsatilla koreana H2O-ACN C18 ELSD (68) 

Impatiens H2O-MeOH ODS ELSD (69) 

Medicago polymorpha ACN-TFA C18 DAD 2150 nm (70) 

Glycyrrhiza glabra ACN-TFA C18 ESI/MS (71) 

Xanthoceras sorbifolia MeOH/ac formique C18 ESI/MS (72) 

Caulophyllum thalictroides Acetate d’ammonium-.ACN C18 ELSD (73) 

Labisia pumila  H2O/ACN C18 ELSD (74) 

Pulsatilla koreana MeOH-H2O C18 (150mm×4.6mm i.d., 2.7µ) CAD (75) 
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