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INTRODUCTION



1. Introduction générale et objectifs du travail

La pratique de la médecine traditionnelle est torgod’actualité & Madagascar dont la
majorité de la population n'a pas accés aux médiodsn essentiels pour des raisons
financieres. De plus, la médecine traditionnellétjd’un fort attrait culturel. Depuis plusieurs
siécles, les malgaches trouvent dans la natureude spigner leurs maux ou apaiser leurs
douleurs. Cette pratique ancienne est surtout tmsgdaitilisation des plantes médicinales. Il
faut noter aussi que Madagascar est riche de 120@@00 especes floristiquély dont 80%

sont endémiques et dont beaucoup possedent das tlegtapeutiques.

Actuellement, les instituts, les herboristeriesles centres de bien étre qui traitent les
maladies par les plantes et leurs dérivés sontenepexpansion. A cété, se multiplient les
petits marchands de plantes médicinales ou deepaté plantes ou « mpivarotra tapa-kazo ».
Les tradipraticiens ou guérisseurs traditionnelsrtent également leur place dans la société,

leurs connaissances empiriques se sont transmesgsnggration en génération.

L'importance de la médecine traditionnelle (MTRnaité I'Etat malgache a la valoriser
en l'insérant dans le systeme de soins de sant@nah{regroupement des tradipraticiens au
sein d’'une association reconnue par I'Etat, veete rdédicaments a base de plantes dans les
centres de soin de santé de base, réglementat®ns dente de médicaments a base de
plantes,...). Ceci entre dans le cadre de la stexthlgi’OMS sur la promotion de la médecine
traditionnelle ainsi que la médecine complémentairparalléle. La médecine traditionnelle a
été donc intégrée au sein d’'une direction du Mémestde la santé (DGILMT). Cette entité a
pour mission de formuler et de coordonner le sefiViévaluation d’'une politique nationale de
la MTR et d’élaborer un cadre juridique et régletagr régissant la pratique de cette MTR.
Cette entité, par [I'élaboration de la pharmacopéalgathe, participe également au
recensement des plantes utilisées dans la médeaitiéionnelle. Parmi les pharmacopées
malgaches, citons, la pharmacopée de Madag#2ala pharmacopée de I'Alaoti@), la
pharmacopée de I'Ambongo et du Boi(W), et la plus récente : vers une pharmacopée
malagasy : monographies d’'usg@@ Elles ne contiennent cependant que des monogsphi
reprenant les usages de plantes utilisées dans édeaime traditionnelle. Dans ces
monographies sont détaillées, pour chaque plalatedescription botanique, les indications
thérapeutiques en médecine traditionnelle et delpgies globales a I'exception de la
derniere ou quelques références bibliographiques des études scientifiques sont

mentionnées.



Vu le peu de données disponibles concernant laaptiges plantes utilisées en médecine
traditionnelle, il est important d’entreprendre @é#sdes pour vérifier I'activité de ces plantes,

en identifier et quantifier des principes actifagtsi standardiser les traitements.

Les médicaments traditionnels a Madagascar sorssédaen 4 catégories. Dans la
catégorie 1 se trouvent les médicaments préparés lgsm tradipraticiens de fagon
traditionnelle. Dans la catégorie 2, les médicas@uint les propriétés thérapeutiques et la
formulation sont bien connues par la populationalecet largement employés en
automédication. Les médicaments classés dans éga#& 3 sont issus de la recherche
appliquée, leurs usages thérapeutiques et dosagedisn établis par des scientifiques. La
catégorie 4 regroupe les médicaments importétiatiger et doivent étre enregistrés dans le
pays d’origine. Les différences se situent au nivéa la préparation, des preuves d’efficacité

et d’innocuité, de la vente et de I'entité quidesnmercialise.

La vente des médicaments de la catégorie 3 edtesdjeine autorisation de mise sur le
marché (AMM). L'Institut Malgache de Recherches Agpées (IMRA) fabrique environ 70
préparations a base de plantes dont 4 ont une AB.conventions ont été signées entre le
Ministére de la Santé et 'IMRA pour la vente de c@edicaments autorisés a base de plantes
dans les centres de soins de santé primaires (EB&o&aux). Pour le moment, le Ministére
considere que l'usage traditionnel est une garatgi€innocuité, de I'efficacité et de la non
toxicité de ces plantes et donc que le contrOlgudgité basé uniquement sur l'identification
botanique des matieres premiéres est suffisanh @di compléter ce systeme de controle de
gualité botanique avec un contréle de qualité Isaséa chimie (identification et dosage des
principes actifs) et pour assurer une standardisatés soins, un laboratoire de contrdle et de
standardisation de médicaments a base de plagtésaeé au sein de I'lMRA. Par ailleurs, la
plupart de ces plantes médicinales sont colleciéd'gtat sauvage (aucune culture n’est
signalée a ce jour) et donc les matieres premignewiennent de différents lieux
géographiques et sont collectées a des saisonablemi Par conséquent, les teneurs en
principes actifs de ces plantes peuvent varier driéne non négligeable, ce qui renforce la

nécessité d’'un contréle analytique en plus du émtrotanique.

L’objectif principal de ce travail est de contrilbbug la mise en place d'un systeme de
contrble et de standardisation chimique de médiotsn& base de plantes par l'isolement et
l'identification des principes actifs puis leur dge. Ce travail a également pour but
d’identifier des plantes riches qui pourront semd& sources de matériel pour de futures

cultures et/ou d’évaluer la variation des condgiale récolte et de culture. Deux plantes ont



été sélectionnéeLentellaasiatica et Spirospermunpenduliflorum Les méthodes utilisées
pour les quantifications sont des méthodes chragnaphiques : chromatographie liquide a
haute performance (CLHP) et chromatographie surclmumince a haute performance
(CCMHP).

2. Les plans d’expériences

2.1.Concepts généraux

La séparation et l'identification des composés dhss plantes constituent un grand
challenge a cause du nombre important de const#uprésents dans un extrait. La
chromatographe liquide reste la méthode la plusségi pour résoudre ces problen{é}
mais le développement d’'une méthode chromatographigend beaucoup de temps, vu les
différents paramétres qui affectent la séparatiph de la phase aqueuse, temps de gradient,
température, % en phase organique, % d'agent dmgppent d’ions,...). De plus les
parametres physico-chimiques des composés a sdp#ierLogP, polarité,...) peuvent leur
conférer un comportement chromatographique trégasienou tres différent. Par exemple, la
séparation d’isomeres de position ayant des commpemnts trés proches et de classes
chimiques relativement différentes, tous préseatssde méme extrait est une tache délicate.
Habituellement, I'analyste fait varier un facteuadois ; ce qui rallonge encore plus le temps
de mise au point d'une méthode car le nombre digspées a réaliser peut augmenter
rapidement. De plus cela ne permet pas de vofet'ebmbiné de la modification de plusieurs

facteurs.

Par contre, il existe des approches structurées pguinettent d’étudier I'effet des
modifications de différents facteurs sur la sépamatCitons d’abord les méthodes univariées
qui consistent a tester les effets des facteurspeidamment. Des logiciels sont disponibles
pour ces méthodes, ainsi par exemple le DRjlatilisé tant en chromatographie liquide que
gazeuse. Ce logiciel permet de faire varier degsetms prédéfinis (variation du pH,
température, temps de gradient, phase stationrma@e) d’'un intérét limité car il ne permet

gue de faire varier un seul facteur ou au maximeoxcen méme temgs).

A l'opposé des méthodes univariées, les sciengBqdisposent également des méthodes
multivariées qui consistent a faire varier plussefacteurs simultanément. Ces méthodes
permettent de mettre en évidence les effets desuiacétudiés et les interactions existantes

entre ces facteurs. De plus, les résultats foyraisces méthodes peuvent étre obtenus avec



une incertitude bien définie. Lors de ce travaius avons choisi dutiliser le plan

d’expérience.

2.2. Définitions

Un plan d’expérience est une méthode structuréegemnisée dans le but de déterminer les
relations existantes entre une ou plusieurs régorsdes différents facteurs affectant un

processus.

On appelle réponse une grandeur mesurée a l'aidepéliences (c'est la grandeur
d’intérét). Un facteur est une variable qui affeletgrocessus et qui possede un effet sur la
réponse. L'étude de I'effet de ce facteur se faitga variation, la valeur donnée a un facteur
pour un essai est appelé niveail i(k 1 & n), 'ensemble de ces niveaux constituddmaine

du facteur.

Si plusieurs facteurs ont un effet sur le proceskeissemble de tous les niveaux de ces
facteurs constitue le domaine expérimental (FigUhe expérience réalisée avec un niveau k

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

Facteur 2
A

Point expérimental
k2,

~— | Domaine expérimental

Domaine du facteur
k2,

- » Facteur1
k1, k1, k1

n

Figure 1 : Représentation schématique des composants d'umhaine expérimental.



2.3. Objectif

La théorie des plans d’expériences et les stalisiqqui y sont utilisées permettent
d’identifier le nombre d’expériences minimal a igat afin de tirer le maximum
d’'informations concernant un processus donné. Uneplasieurs réponses seront ensuite
modélisées par une équation mathématique qui agair la suite a prédire ces réponses dans

un domaine expérimental afin de les maximiser olesleninimiser.

2.4. Stratégies de la planification expérimentale

_’[ Question
¥

[ Formalisation
¥

[ Planification
¥

]
]
)
[ Expérimentation |
]
]

[ Analyse (statistique)
¥

_[ Validation et conclusion

Figure 2 : Schéma d’un cycle expérimental.

Il faut donc dans un premier temps se poser lesd®muestions. Quel est le but de
'expérience ? Quelle est I'étendue des connaissamiisponibles concernant le probleme
étudié ? Quels facteurs est-il pertinent d’examiheQuelle réponse sera mesurée et

modélisée ? Quels sont les contraintes expérinental

Aprés avoir identifié le probléme et avoir défifddjectif de I'expérience, on sélectionne
une réponse qui est reliée a l'objectif. Ensuite,Modélisation de cette réponse permet
d’acquérir de l'information sur le processus étudé@ détermine ensuite les facteurs qui sont
liés directement a la réponse avec leurs diffémeivisaux afin d’établir un plan d’expérience.
Les facteurs choisis sont ceux qui ont le plusfdtsfsur la réponse. Si plus de 4 facteurs ont
été sélectionnés, il est préférable de procéder@an de criblage qui consiste a classifier les
différents facteurs en fonction des effets suréponse. Dans le cas contraire (nombre de
facteurs< 3), on peut tout de suite établir un plan expéntalkedont le choix est basé sur les

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

» Les plans factoriels complets : les conditions afméres sont obtenues par toutes les
combinaisons des différents niveaux et des diftéréacteurs (exemple : 4 facteurs a

2 niveaux = 2= 16 conditions opératoires) (Fig. 3a).
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» Les plans factoriels fractionnaires résultent dactionnement d’'un plan factoriel
complet. lls permettent d’étudier tous les factennrais le nombre de conditions
opératoires est divisé par 2 ou par 4 fois ou fge@2emple : plan factoriel complet a
4 facteurs & 2 niveaux:%2 16 conditions opératoires et un plan factoriel
fractionnaire 2= 8 conditions opératoire$). Néanmoins, ces plans fractionnaires
ne permettent pas d'étudier les effets d’ordre sapé (X%, X3,...) et les interactions
d’ordre supérieur.

* plans pour le criblage de facteurs : ce sont destibms du plan factoriel complet
permettant de classer les facteurs en fonctioneffess sur les réponses. Il existe
également des plans spécifiques tels que les gaR$ackett et Burma(®).

* plans pour l'estimation des surfaces de réponskmgpfactoriels complets a 3
niveaux, plans composites centrés, plans de Ddelflég. 3b), plans de Box
Benkhen): estiment 'amplitude et la forme des tefides différents facteurs sur les
réponse$10-12) Ces plans présentent I'avantage de permettreéniaBon des effets
de second ordre €X

* Les plans optimaux ou plans sur mesure, dont las ptilisés sont les plans D-
optimaux (Fig. 3c): utilisés en cas de contraintgdget limité, domaine
expérimental contraint,...). La répartition des psiakpérimentaux dans le domaine
expérimental est définie par un logiciel en prédisaur nombre. Le choix des essais
est fait en minimisant la covariance des parametssnés d’'un modéle donné
(13,14)

« Les plans de mélanges (plans simplex centroidensplattice simplex, plans
optimaux) (Fig. 3d) congus surtout pour des mélangle constituants. Ces
constituants ne sont pas indépendants les uns utess.alLeur somme doit étre
toujours égale a 100% ou a l'unité. Les réponses fmction de la proportion de

chaque constituaris).

Les schémas suivants représentent quelques exedeptgans expérimentaux.
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Figure 3: Exemples de plans expérimentaux avec k facteurs : plan factoriel complet
(2 facteurs a 3 niveaux, 3= 9 conditions opératoires), b : plan de Doehlertrépartition
uniforme des points expérimentaux dans le domainexpérimental, 2 facteurs et 7 points
expérimentaux dont un au centre, les 6 points sor#t la méme distance du centre du
domaine), c: plan D-optimal a 5 points expérimentax, d: plan simplex centroide
(exemple de plan pour un mélange de trois constitaés : conditions opératoires = 7, les
mélange binaires sont représentés par les cotés ttiangle (3), les produits purs sont au
sommet (3) et le point au centre représente un mélge des 3 constituants).

Apres avoir défini le plan qui sera adopté, leséeignces seront réalisées en encodant les
réponses avec le maximum de précision possible. f@psgtitions au centre du plan
expérimental sont nécessaires afin de détermineat@bilité des réponses et de pouvoir
estimer les intervalles de confian(k6). Les réponses seront modélisées par des équations
linéaires multiples. Par exemple, pour un plandaet complet a deux facteub§ et X,

comportant 3 niveaux chacun, une réporigeut étre modélisée par I'équation :
Y = By + Bx Xy + By x X2 + By x Xy + By X X,* + BsX X, + € (Eg. 1)

Cette équation explique que la répoivsest fonction des parametrgs calculer pour le
modele et les(; et X, représentent les facteurs choisis, avec une etrqur est I'erreur du

modele.

Cette modélisation permet I'estimation des parassétiu modeéle par la méthode des
moindres carréf). Le modele obtenu permettra de prédire d’aboradpenses dans tout le
domaine expérimental et également de déterminercteslitions optimales permettant
d’atteindre les objectifs du processus qui ontfétés initialement. Le bon ajustement du
modele peut étre évalué en comparant la varianseréjgonses prédites et la variance

observée expérimentalemdt) et en vérifiant la distribution Gaussienne degliés

Le modéle sera validé et on procedera a la vétificade la concordance des réponses

prédites et obtenues expérimentalement.

12



2.5.Le Design Space (DS) et prédiction.

Comme il a été mentionné plus haut, I'équation dwdéte choisi permettra de prédire les
réponses. Dans cette prédiction, I'erreur n'estgsa® en compte, elle sera donc calculée sur
la base de I'écart entre les prédictions et legmbsions. La méthode de simulation de Monte

Carlo permet de propager I'erreur du modele justpi@ponse.

La modélisation mathématique conduit a la détertiinadu « Design Space » (DS) que
'on peut traduire par « espace de conception ».d@éinition, le DS est la combinaison
multidimensionnelle ou linteraction des différerfiscteurs du processus qui ont permis
d’atteindre I'objectif de la méthode défini au dép&n d’autres termes, c’est un sous espace
du domaine expérimental a l'intérieur duquel legotifs du processus définis a I'avance sont
atteints en considérant l'incertitude (I'erreur) @guocessus étudié. Toutes les conditions
opératoires définies dans ce DS permettent dorgadentir I'obtention de la méme réponse

qui correspond a l'objectif attendu du processus.

De plus, le DS représente la robustesse du prazesau selon 'ICH Q8(R2)17),
travailler dans cette zone n’est pas considéré amnum changement important. Ceci
représente un autre avantage du plan d’expériemgeegmet d’évaluer la robustesse pendant

la mise au point de la méthode.

L’estimation de I'erreur de prédiction peut étraitiée par les intervalles de tolérance avec
un niveau de confiance défini ou3«expectation ». Sp est fixé a 95%, cela signifie qu'au
moins 95% des futurs résultats seront compris dagdimites supérieure et inférieure de

l'intervalle de tolérance (IT) (Eq. 2).
IT = Biais(%) + KCV, (%) (Eq. 2) (cfr validation)

La prédiction sera traduite par I'équation suivante

E(P[L<x <U))=8 (a3

La probabilité d’avoir une future réponse) (Qui correspond a I'objectif fixé comprise a
l'intérieur des limites de tolérance L (Lower/bgsseU (Upper/haute) est estimég &o. Ou
E et P représentent respectivement les opératasatingation de I'espérance mathématique et

de la probabilité.
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2.6. Application a la chromatographie liquide

2.6.1. Sélection de la réponse

La chromatographie liquide est une méthode de a@pardes composés d'un mélange.
L'objectif de la méthode est donc d’avoir une séfian des différents composés de ce
mélange. Habituellement, la résolution entre 2 pitiscents (Eq. 4) est le critere permettant
de caractériser la séparation entre des pics emeltographie liquide. Le critére étant défini
comme une grandeur qui permet de juger si la séparast bonne ou non. Dans ce cas, le
temps de rétention ainsi que la largeur des pingauteur sont les réponses enregistrés pour

chaque pic.

La résolution se calcule de la maniéere suivébéd :

— 118t Ry ~tr)

(Eq. 4)
Wi + Wi

R

out,, ett, sontlestemps de rétention de 2 pics adjaceetstay <t_,

et wy, et w,, sont les largeurs a mi-hauteur de chaque pic.

La résolution entre 2 pics adjacents est bonife 3i1,5. Il est & noter également que cette
résolutionRs n’est pas toujours continue car il se peut qulsangeant un facteur (pH de la
phase mobile par exemple), I'ordre d’élution dess@oit inversé. Cela peut poser probleme
car pour la planification expérimentale, il estigatoire d’avoir un critére qui évolue d’'une
maniere continue. C’est pour cela qu’on a introtliitritereS Le critéreS est défini comme
étant la séparation entre 2 pics adjacents (FigCHst la différence entre le temps de

rétention au début du deuxiéme pigsf} et le temps de rétention & la fin du premier(higy)

selon la formule suivanteS:=tgg, —tgg (EQ. 5)(19).
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Figure 4: Représentation schématique d’'un pic avec les fi#frents temps de rétention
(tre: temps de rétention au début du pictra : temps de rétention a I'apex etge : temps

de rétention a la fin,S: séparation).

L’avantage d'utiliselSa la place de la résolutid® est queS évolue de fagon continue, car
ce critere ne dépend pas de l'ordre d’élution des. B qui fait intervenir une différence
présente également un avantage lors de la propagail'erreur par rapport a I'utilisation de
Rs. L'erreur étant plus faible sur une différence que sn rapporS constitue dés lors le

critére adéquat pour la planification expérimentBleux pics adjacents sont séparéS si0.

Donc, I'objectif de la planification expérimentadst ici d’atteindres> 0.

2.6.2. Modélisation, optimisation et prédiction

Les trois temps de rétention : au dély)( au milieu {ra) et a la fin {rg) seront alors
mesurés et les facteurs de rétenti@ont calculés pour chaque pic. Les réponses nseasli
seront les logarithmes de ces facteurs de rétehtitogkty) avecktr; = (tri-to)/to (to est le
temps mort ou temps de rétention pour un compose retenu sur la colonne). Trois
équations seront donc obtenues, I'une modélisantolgktr;) (ktri = kira) et les deux autres

modélisant les logarithmes des demi-largeurs algautog(v)) avecw, = kigi-kigg; et a droite
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log(w;) avec w = kizerkiri. Pour trois facteurs a trois niveaux, I'équatiaivante peut étre

utilisée :

log(ktn) = By + B X + Lo X2+ B Y + B Y2 + B2+ B 22 + B, XY + Be. X Z +

Eq. 6
BoYZ+ LB XYZ+eE (Ea- )

ou log ktg) est le logarithme du facteur de rétention duipit est I'ordonnée a l'origine
et ... fio sont les parametres du modele mathémati§ue,. Z, sont les facteurs etl’'erreur

résiduelle.

Dans notre cas, comme I'objectif est d’a®ir O, le DS est donc défini comme la zone ou

le critére de séparation sera supérieur a 0 aveprobabilité donnée.

Comme dans la modélisation, on peut également évéierreur du modéle tant sur les
réponses que sur le critere avec un niveau det@uadinnu, le DS est donc défini par

I'équation :
DS ={x, D X|E,[P(S> 1)6]= 7 Eq. 7

ou Xp est un point du domaine expérimentald représente I'ensemble des paramétres du
modeéle,E, est I'espérance mathématigu®, la probabilité etl est le seuil sélectionné a 0
comme expliqué précédemment, du critere de sépai@tit est le niveau de qualité, c'est-a-
dire la probabilité avec laquelle DS sera défirir Bxemple, DS représentera une zone dans

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

3. Validation de méthodes analytiques

La validation d’'une méthode analytique est une étm@cessaire et recommandée
internationalement avant son application en routiS8®/IEC 17025). Elle entre dans le cadre
de la mise en place des systemes d’assuranceéqdalis les laboratoires. Il a été défini
récemment que toute méthode analytique mise au gaits un laboratoire ou améliorée sur
base de la littérature doit étre complétement galidn accord avec les Bonnes Pratiques de
Laboratoires (BPLY20). Depuis 1990, de nombreux guides et documents atdsmont été
publiés par des organismes de normalisation et gtespes d'experts définissant les
démarches a suivre pour la validation d’'une méthd@&#l (21), FDA (22—-24) EURACHEM
(25), IUPAC (26), AOAC (27), EMA (28), NF ISO 572527).
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Dans ces guides sont définis les différents tygeprdcédures analytiques qui doivent étre

validées ainsi que les différents criteres de wadilich recommandés (Table 1).

Table 1: Les différents criteres de validation a défirour chaque type de test.

Type d e tests Dosage Impuretés Identification .Dosage
caractéristiques bioanalyse
._...| [Essais
Quantitatif limites
Exactitude N N N \
Fidélité (répétabilité) N N N \
Fidélité (fidélité
intermédiaire) v v v v
Spécificité/Sélectivité \ \ \ \ \
Limite de détection N N
Limite de quantification \ \
S Fonction de
Linéarité \ \ \ éponse
Intervalle de mesure N N N \
Robustesse \ \

Malgré les consensus établis, beaucoup de confusioh été observées concernant la
terminologie, les définitions et les évaluations deiteres de validation dans ces guides et
normes(29).

La commission SFSTP (Société Francaise des Scietcesrhniques Pharmaceutiques) a
élaboré un guide sur les définitions des terminekdes regles de diagnostic et les regles de
prise de décision de la validati(@0-32)

Dans ce travail, nous utiliserons le concept defilptbexactitude ; une approche qui
permet d'évaluer l'efficacité de la méthode utidisét de montrer la fiabilité des futurs
résultats, ce qui n'est pas le cas dans les aguites dont les approches se focalisent
uniquement sur les performances de la méth@de33) 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’étaflie la méthode correspond a l'usage
pour lequel elle est prévue et de prouver la filgbdes résultats obtenus dans des limites bien
définies. Plus précisément c’est de garantir quaupart de futures mesures seront proches

de la « vraie valeur » et également dans les lgmdtacceptation donc que la différence entre
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la valeur obtenuex avec la méthode et la vraie valqur doit étre suffisamment faible et

inférieure a des valeurs limitesifacceptées par lI'analyste (Eq. 8).
—A<X— W <A = [x— <A (Eq. 8)

ou x est le résultat obtenu par la méthqdela vraie valeur et xles limites d’acceptation
fixées a lI'avance par lI'analyste et qui peut émeiable selon les exigences et le but de la
procédure d’analyse (par exemple : 1 a 2% sur ksenes premiéres, 5% sur les spécialités
pharmaceutiques, 15% en bioanalyse, jusqu’a 30@natyse de matrices complexes comme

les plantes,...).

3.2. Les criteres de validation : définitions

Les principaux critéres de validations les plusoremandés [EURACHEM, ICH, FDA]

sont :
» La spécificité
» La fonction de réponse
» La fidélité (répétabilité et fidélité intermédiajre
* Lajustesse (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 procédureydigale & garantir que le signal mesuré

provient seulement de la substance a analyser.
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3.2.2. Lafonction de réponse

La fonction de réponse d’'une procédure d’analyaduit, a I'intérieur de lintervalle de
dosage, la relation existante entre la réponsendBiget la concentration (quantité) en
substance a examiner dans I'échantillon. La fonctie réponse monotone la plus simple qui

exprime cette relation est appelée «courbe d’énaiges.

La fonction de réponse est déterminée a l'aidestlesdards d’étalonnage et traduit par une
fonctionY (Eqg. 9).

Y=f(X)+& (Eq. 9)

ou ¢ est l'erreur associée a la fonction de répdfige ce qui implique un ajustement de

cette fonction de réponse afin de minimiser I'erreu

Pour cela, plusieurs fonctions peuvent étre eneésag(Table 2). La fonction la plus
utilisée est la droite mais il est souvent nécessie tester plusieurs modeéles de régression :
droite passant par lorigine, fonction quadratiqudpnction logistique a 4
paramétres,.(30,31) (Fig. 5). Une fonction sera ensuite sélectionnée tsase du profil
d’exactitude (cf 1.2.6).

Table 2: Principaux types de fonctions utilisées pour t&blissement de la courbe
d’étalonnage et les équations correspondantes.

Type de fonction Equation
Droite passant par I'origine Y =ax (Eq. 10)
Droite Y =ax+b (Eqg. 11)
Fonction quadratique Y =ax? +bx+c (Eq. 12)

Michaelis Menten 1
ichaelis Menten v = ax (Eq. 13)
b+ x

Michaelis Menten 2
chaet y=—_1¢ (Eq 14)
X

Fonction logistique a 4 parameétres -
i gistiqu p Y:aer_ab (Eq. 15)
X
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Figure 5: Représentation graphique de quelques exemples drodeles de régression

pour la fonction de réponse. (a) régression linéaér simple utilisant un seul niveau de

concentration passant par 0, (b) régression linéadr simple, (c) régression quadratique,
(d) régression logistique(34).

3.2.3. Lalinéarité

La linéarité d’'une procédure d’analyse est sa dapacl’intérieur d’'un certain intervalle
de dosage a obtenir des résultats directement giopoels & la quantité (exemple :

concentration) en analyte dans I'échantillon. Qaralance a la confondre avec la fonction de
réponse.

La linéarité d’'une méthode est démontrée en compéra concentrations introduites dans

les standards de validation (cfr paragraphe suivaonisidérées comme les vraies valeurs et

des résultats de ces mémes standards de validalmriés avec la méthode (Fig. 6).
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Figure 6: Représentation graphique de la linéarité : la fjne continue rouge représente
la relation entre les concentrations introduites etes concentrations calculées (standards
de validation) ; les lignes discontinues bleues regsentent les limites d’acceptation.

3.2.4. Lafidélité (répétabilité et fidélité intermédiaire)

La fidélité exprime I'étroitesse de l'accord entee série de mesures provenant de

multiples prises d’'un méme échantillon homogénsultats d’essais indépendants) dans des

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

fidélité peut étre évaluée a deux niveaux: la teipbté et la fidélité intermédiaire

(intralaboratoire). La fidélité représente I'errealéatoire exprimée en écart type relatif ou

coefficient de variation.

» Répétabilité : conditions ou les résultats d’essai®pendants sont obtenus par la

méme méthode sur des échantillons d’essais idexgidans le méme laboratoire, par

le méme opérateur, utilisant le méme équipememeatlant un court intervalle de

temps (intra-jour).

» Fidélité intermédiaire : conditions ou les résultdtessais indépendants sont obtenus

par la méme méthode sur des échantillons d'esshEstiques dans le méme

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

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

Afin de faciliter la compréhension des formules, t®tations suivantes seront utilisées :

* iindice de sériei fvariant de 1 &)

» jindice de concentrationg\ariant de 1 d)
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« kindice de répétitionk(variant de 1 &).

La répétabilité et la fidélité intermédiaire sombkiées par analyse de variance (ANOVA)
des résultats des standards de validation calpalés chaque niveau de concentrafjpsoit
Xik & partir des standards de calibration. Si towdessEries contiennent le méme nombre de

répétitions, on parle de plan équilibré.
Pour chaque niveau de concentrajion

* Xcorrespond a la moyenne des concentrations cafculé& répétitions pour une

sériei (moyenne intra-série)

ik
% = (Eq. 16)

* X, correspond a la moyenne générale des concentrataoglées des séries etk

répétitions d’un niveau

Mx

>3

v Q=1 k=1
| x

Xik

1 Eq. 17
K (Eq. 17)

=~
II

Xk =—

+  S%nra correspond a I'estimateur de la variance intraesg@nira-jour)

I K
ZZ( ik _Z)z
Szintra =12 Tl(K _1) (Eq 18)

ou xik correspond a la concentration calculée poixelaesérie ek-emerépétition.
| : nombre total de séries

K : nombre total de répétitions

«  S%ner correspond a I'estimateur de la variance inteleséinter-jour)
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K |
Z ()_(i = Xik )2
K=LI=L - Szintra
Szinter = K-1 | (Eq 19)

Si S%ner < 0, alors cet estimateur doit &tre égal & 0.

En conclusion, I'estimateur de la variance intrdes&ina donne une estimation de la

variance de répétabilité. La répétabilité est erpa en écart type, symbolisé Sas :

Sitra =V SPintra (Eq. 20)

tandis que la somme des estimateurs des varianaset inter-séries donne I'estimation
de la fidélité intermédiaire noté&x

S%r = S%nra+S% ey (EQ. 21)

La fidélité intermédiaire est généralement exprimeecart type

Sp = \)Szin'(ra-l-Szinter (Ea. 22)

ou en coefficient de variation

CV;, =L x100(Eq. 23)
Xik

3.2.5. Lajustesse

La justesse exprime I'étroitesse de I'accord el@tnealeur moyenne obtenue & partir d’'une
série de résultats d’'essais et une valeur qui eseptéée soit comme une valeur
conventionnellement vraie, soit comme une valeuréd&rence acceptée. En d’autres termes,
c'est la différence entre la moyenne des mesureséles et répétitions et la valeur
conventionnellement considérée comme la vraie vajaureprésente I'erreur systématique.
La définition de la justesse n’est pas toujoursreldans les guides et une confusion avec
I'exactitude a été observée9).

La justesse est estimée par le biais ou le powagerde recouvrement.

Pour chaque niveau de concentrajion
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* X, correspond a la moyenne des concentrations catcptitel séries eK répétitions

* Prcorrespond a la moyenne des concentrations intexiuiqui sont

conventionnellement considérées comme les vraiesirga
Biais absolu =, —i; (Eq. 24)

Le biais est souvent exprimé en biais relatif :

Biais relatif =100x (*~ATy  (Eq. 25)
Hr

ou également en taux de recouvrement

Recouvrement (%) ;1.00><§ (Eq. 26)
T

La régle de décision de la fidélité et de la justerepose sur le profil d’exactitude (cfr
paragraphe suivant).
3.2.6. L’exactitude

L’exactitude exprime I'étroitesse de l'accord enteerésultat d’'un essai et la valeur
conventionnellement considérée comme la vraie valélétroitesse de I'accord ainsi
observée est la résultante de la somme des ersgat8matique et aléatoire, en d’autres
termes l'erreur totale liée au résultat. Par coneéty I'exactitude est I'expression de la

somme de la justesse et de la fidélité.
Pour une concentration inconnd@btenue avec la méthode,

X =pr + biais + fidélité oupr correspond la valeur conventionnellement consa&léré

comme la vraie valeur
X - ur = biais + fidélité
X - ut = Exactitude

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

vraie valeur) (Fig. 7).

24



Fidelite

Justesse

Exactitude

Figure 7 : Représentation schématique de la fidélité, de lmstesse et de I'exactitude (3
répétitions).

Le profil d’exactitude constitue I'outil de décisigour décider si une méthode est valide

ou non.

Les valeurs suivantes sont nécessaires pour ligsabhent d’'un profil d’exactitude :

* Le biais qui exprime la justesse

* Le coefficient de variation de la fidélité internigide : CVg

* L’intervalle de tolérance d’espérang@u intervalle de prédiction qui est un intervalle
dans lequel les futurs résultats seront comprid. i@tervalle caractérise également la
dispersion des résultats obtenysreprésente la proportion des futurs résultats eudrg

compris dans l'intervalle de tolérance.
EpslPlx ~wl<al28  (Eq.27)

L’équation 25 exprime le fait que pour les futugsultats E, la probabilité P d’avoir des
résultatsx différents de moins dede la vraie valeug; , donc x, — iy inférieur ak (qui est

la limites d’acceptation fixée), est supérieureégale §%. f est fixé a une valeur la plus
grande possible (généralement entre 80 et 95%)tdriralle de tolérancd est un intervalle
symétrique (qui est la somme ou la différence daisbét du coefficient de variation de la
fidélité intermédiaire CVF) multiplié par un facteuk (Eq.27)).IT est calculée selon

'équation 26 proposée par Mee R. M&6).
IT = Biais(%) + KCV,, (%) (Eq. 28)

ouk est un facteur de couverture de l'intervalle déramce calculé comme suit :
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2, 2.
k=QLE) eSS (gq a9)
2 | x K(Sinter + S%intra)

Finra €t Sinter SONt les variances de répétabilité et de fidéligrmédiaire respectivement

1+

Qr(V;T) est le quantile de la distribution tiele Student pour degrés de liberté (donné

dans les tables avec une espéraf)cée v (nombre de degré de liberté) est calculé selon la

formule

R+1)?
v:——(—l——)——I (Eq. 30)
R+> 1--
L,

K-1 Ki

ou R est le rapport entre les variances inter-sérieisited-série qui traduit I'importance

relative de I'effet de la série.

2
S inter

R=
Sz intra

(Eq. 31)

Un autre termd a été introduit afin de simplifier les formuleslﬂI:w/KR—-'F-\il (Eq. 32)
X

Comme l'intervalle de tolérand@& est symétrique, les limites de I'intervalle sonhdo

. 1+ / 1
ITinférieur = bIaIS(%)—Qt (V; ZIBJ 1+ IKBZCVFI (Eq 33)
. 1+ } 1
ITsupsrieur= b|als(%)+Qt(V; Zlgj 1+ IKB2 CVg (Eq. 34)

En résumé, lintervalle de tolérand& est donc la somme ou la différence du biais

(justesse) et de la fidélité intermédiaire muléplipar un facteur proportionneQa une

raison pour laquelle cet intervalle peut étre ciér® comme I'expression de I'exactitude.

Les limites d’acceptation % ou I'erreur totale acceptée délimitent un intdevalutour de

la valeur vraie. Elles sont fixées en fonction ‘dedlyste, de la finalité et des exigences de la
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procédure analytique. Il et souhaité que les valalg ces limites sont les plus petites
possibles. Dans le cas d'une matrice complexe cotemelantes, les limites d’acceptations

maximales admises sont de 30% avec une espéi&qde 80% au minimur(82).

Biai Biais Fidélité intermédiaire
0|a|s A Erreur totale
(/0) biais= Hj - Xijk Szintra + Szinter
~ s
— - —F === =|-4-=== - - =+A
= — - _+
T ==
0 Intervalle de tolérance (T)
[ SR J° d’espérancep
- - - \
S N
N\
\
> Concentrations
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Figure 8: Représentation schématique du profil d’exactitué (La ligne continue rose
représente le biais, les lignes discontinues bleussprésentent I'intervalle de tolérance
d’espérancep, les lignes discontinues rouges représentent lésiites d’acceptation +2,

LOQin : limite de quantification inférieure, LOQsy: limite de quantification

supérieure).

Interprétation du profil d’'exactitude

Si l'intervalle de tolérance d’espéranfeest complétement compris dans les limites
d’acceptation 4., alors la méthode est considérée comme validea'dse qu'au moing%

(80 a 95%) des futurs résultats seront compris tiatervalle de tolérance (Fig. 8).

3.2.7. La limite de détection (LD)

La limite de détection d’'une procédure d’analyselalus petite quantité de I'analyte
dans un échantillon pouvant étre détectée, maigjnantifiée comme une valeur exacte dans

les conditions expérimentales décrites de la praeéd
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3.2.8. Lalimite de quantification (LQ)

La limite de quantification est la plus petite gtinde I'analyte dans un échantillon

pouvant étre dosée dans les conditions expérinesntidicrites avec une exactitude définie.

3.2.9. L'intervalle de dosage

L’intervalle de dosage d’'une procédure d’'analygdaségion entre les niveaux supérieur
et inférieur (ces valeurs incluses) pour laquelle iété démontré que la procédure est
appropriée gquant a son exactitude (justesse +itBji@t sa linéarité, en utilisant la méthode

décrite.

3.2.10.La robustesse

La robustesse d’'une procédure d’analyse est liaj#ita fournir de faibles variations du
résultat lorsqu’on effectue de faibles modificaiotles parametres associés a la procédure

(exemple : gradient de solvant, température...).

4. La méthode de comparaison de Bland et Altman

4.1. Définition et objectif

Lorsque I'on veut remplacer une méthode de référgrar une nouvelle, il est souvent
nécessaire de savoir si cette nouvelle méthodeeddes résultats en accord avec la méthode
de référence. Souvent ces études de comparaisbefertuées inadéquatement, notamment
en se basant sur le coefficient de corrélation. téeénique simple, visuelle et adéquate est
proposée par Bland et Altman. La méthode de Bldndllitenan est une méthode graphique
qui permet de comparer deux méthodes dont 'unea@sidérée comme étant la méthode de
référence. L'objectif est de montrer si la nouvetiéthode peut étre utilisée a la place de la
méthode de référence ou si les deux peuvent étigéas de maniére interchangeal3é—

38).

4.2.Concept de base

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

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

La premiére étape consiste a faire une représentgtaphique des résultats obtenus avec

la premiére méthode en fonction de la deuxiéme odétret de dessiner la droite d’identité
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y = X oU devraient se trouver tous les résultats siées dnéthodes donnaient exactement les

mémes résultats a chaque analyse. Ce graphiqueefpelenjauger rapidement le degré

d’accord entre les deux méthodes.

La seconde étape consiste a déterminer le coeffide corrélationr. Ce coefficient
mesure la linéarité de la relation entre les deéthodes, € 1<r <1). Plusr tend vers 1 plus
la relation entre les résultats des deux méthosielinéaire. Toutefois, une bonne corrélation
n'implique pas que les deux méthodes sont en acdardaleur da dépend de la gamme de
la vraie concentration dans les échantillons : efitecgamme est large, le coefficient de

corrélation sera plus élevé que si elle est étroite

Par contre, il est improbable que les différentéthmdes soient parfaitement en accord en
donnant exactement le méme résultat pour chaquantibbn analysé vu les variations
inhérentes a chaque méthode. Notre objectif esta@rer de combien la nouvelle méthode
va s’écarter de I'ancienne. Si cette différenceaeseptable, 'ancienne méthode pourra étre
remplacée par la nouvelle ou les deux méthodesrguuiétre employées de maniére

interchangeable.

Il est nécessaire de fixer a I'avance les limitéscceptation pour pouvoir par la suite
accepter ou rejeter la nouvelle méthode. Ces Igndtacceptation dépendent de I'objectif des
méthodes et de l'analyste. Pour les matrices complede larges limites d’acceptation de

+ 30% sont employées.
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4.3. Représentation graphique

Axe des Y = différence entre les mesures

20 obtenues par les deux méthodes
/ Différence des mesures pour chaque
échantillon
104 = = = = = =m = & E E O E E mE O E E E OB E mE O E = = O mE = = = m +A
o
[}
§ ————— O e e e e ——— LoA supérieure
2 ° ° ° _Biais = Moyenne des
.0 = 2 différences des mesures
j [ ] [ ] ° °
3 LOA i
8 e o e — — — — — — — — — — — — — — — — — — — —
2
10k = m m omomomomomomeoE omeoE omoEomoEEmoEEmoEm= === o= o= o=
-A
Axe des X = moyenne des valeurs mesurées
avec les deux méthodes
20 1
: v : : :
1 15 2 2.5 3

Moyenne des méthode A et méthode B

Figure 9: Structure du graphigue de Bland et Altman avec és explications des
différents éléments(39).

Pour I'établissement du graphique de Bland et Aftp@onsidérons qug est le résultat
obtenu par la méthode A (nouvelle méthode) ar la méthode B (méthode de référence) sur

le méme échantillon etle nombre d’échantillons analysés.

a. L’axe des abscisses est constitué par la moyerseédaltats obtenus avec les deux
méthodeqy+z )/2

b. L'axe des ordonnées représente la différence degreésultats des deux méthodes
soitd=y-z

c. Ensuite on calcule la moyenne de toutes les diffége obtenues deséchantillons,
soit d (Eq. 33), qui est reportée sur le graphique (®jget I'écart-type de ces
différences; (Eq. 34). Dés lors, en supposant que les diff&@grse distribuent
selon une loi normale, on peut s’attendre a ce9&§dé des différences soient inclues
entre les limitesd —196s, et d +196s,. Ces limites représentent les limits of

agreement (LoA) et sont reportées sur le graph(gige 9).
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d=12 (Eq. 35)

s =2 -d)°  (Eq.36)
i=1

d. Les limites d’acceptatios A sont reportées sur le graphique

Interprétations du graphique de Bland et Altman

Si les LoA sont incluses dans les limites d’accémta les deux méthodes peuvent étre
considérées comme comparables. La nouvelle méthede donc remplacer I'ancienne ou
elles peuvent étre utilisées toutes les deux. Le& parantissent qu'au moins 95% de la
différence des futurs résultats obtenus avec legthodes seront comprises dans les limites

d’acceptation.

5. Les saponosides

Les saponines ou saponosides constituent un grdingérosides largement répandus
chez les végétaugd0). Le terme saponine vient du latin « sapo » qui dne savon ; ceci a

cause de la propriété moussante des saponinesidisizms 'ea(4l).

5.1. Structure des saponosides

Du point de vue structural, les saponosides samétitaés de sucre(s) (glucose, rhamnose,
arabinose, xylose, fucose, acide glucuroniguejé(s) a une génine qui peut étre un stéroide

ou un triterpéng41l).

» Les saponosides triterpéniques: peuvent avoir guoelstte pentacyclique ou
tétracyclique & 30 atomes de carbone et sont geésertout chez les Dicotylédones.
» Les saponosides stéroidiques : avec un squeleXe @omes de carbone, ils sont

exclusivement présents chez le Monocotylédones (g
Le(s) sucre(s) est (sont) lié(s) a la génine eitipasC-3 (monodesmosides) mais quelques
saponosides présentent une deuxiéme chaine désju@e a leurs génines soit en position

C-28 pour les saponines triterpéniques soit entipasC-26 pour les saponines stéroidiques
(bidesmosides42). Les monodesmasides sont les plus abondants aaasureg41).
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Figure 10: Structure des squelettes des génines des sap@sn

Les saponines sont largement répandues dans leela&i I'on fait la liste du nombre
d’espéces et de familles de plantes dans lesquiEesaponines ont été isolées et identifiées
de 1998 a 2004, on observe que des saponines émsabtes de 53 familles, 11 familles
possédant des saponines stéroidiques et 43 desisapdriterpéniques. Les principales
familles représentées sont les Liliaceae, Agavacédiaceae, Solanaceae (saponines
stéroidiques) et les Leguminoseae, Araliaceae, @&ebe, Caryophyllaceae (saponines
triterpéniques)(43). Des saponines triterpéniques ont également étéeis dans quelques

espéces d’animaux mari(¥4,45).

5.2. Propriétés pharmacologiques

Les saponines possédent une large gamme de pésppkarmacologiques a cause de la
diversité de leurs structure$43,46) Des activités molluscicide, anti-inflammatoire,
antibactérienne, antifongique, antiparasitaire, icantéreuse, antivirale, aphrodisiaque,
cicatrisante, antioxydante, hépatoprotetrice, imostimulante et/ou immunomodulatrice ont
été démontrées dans la littératrs,46—49) De plus beaucoup possedent des propriétés
hémolytiqueg50).

5.3. Analyses qualitatives et quantitatives des saponalss
Plusieurs techniques sont utilisées pour les aeslygualitatives et quantitatives des
saponineg$51,52)
5.3.1. Les méthodes biologiques
Les méthodes biologigues sont des méthodes semtitpives basées

- sur la détermination de lindice d’hémolyse indiqud’activité hémolytique d’'un

extrait a saponing®3).
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- sur I'évaluation de I'effet d’'un extrait sur laoissance de colonies de champignons :
Trichodermaviride, Tribolium castaneur{52).

- sur la germination des graines de laifb2).

Une méthode semi-biologique qu’on peut appelealtiographie » consiste a séparer les
composants d’'un extrait par chromatographie surclseumince puis a évaluer l'activité
hémolytigue de chaque tache obtenue en recouvaaptaue avec une solution de sang
préparée dans de la gélatine. Aprés 4 heuresa¢éed non colorées révélent la présence de

saponineg54).

Ces différentes méthodes permettent uniquemenalliér approximativement la teneur en

saponines totales présentes dans un extrait.

5.3.2. Les méthodes non biologiques

Les méthodes non biologiques sont principalementrorchtographiques ou
électrophorétiques. Parmi celles-ci citons la clatmgraphie sur couche mince (CCM)
densitométrique ou colorimétrique, la chromatogmplen phase gazeuse (GC), la
chromatographie liquide a haute performance (CLENR)c différents types de détecteurs et
I'électrophorése capillaire (CE). Ces méthodes pétient la séparation, I'identification et la

quantification des saponines d’un extrait.

5.3.3. La chromatographie sur couche mince (CCM)

Pour la CCM, les plagues de silice sont les plilsségs avec comme phase mobile un
mélange de chloroforme-méthanol-eaundoutanol-acide acétique-eau pour la séparation des
saponines et de benzéne-acétone pour les génilnesme€ les saponines n’absorbent en
général pas ou peu aux UV, l'utilisation d’'un ré&télr est nécessaire. Les réactifs de Carr-
Price, Liebermann-Burchard, acide phosphotungtiquesaldéhyde sulfurigue a 0.5%, la
vanilline sulfurique a 8% sont les plus fréquemmaetilisés pour visualiser les spots et/ou
réaliser des quantifications. La CCM densitoméigpnermet d’obtenir des résultats
comparables a la CLH@®1,52)

5.3.4. La chromatographie en phase gaseuze (GC)

Les saponines sont des molécules non volatiles; dl@st impossible de les quantifier par
GC. Il est donc nécessaire de réaliser une hydraysdes dérivatisations des saponines avant

lanalyse. Par exemple, I'hydrolyse des saponinaasddes espéces delycine et du

33



Medicagosativa ont conduit a la formation de génines et de plus artéfacts (lactones).
Des variations significatives des teneurs en génioet été observées et sont dues aux
influences des conditions de I'hydrolyse (duréeréectifs utilisés). La formation de ces
artefacts implique une difficulté de I'analyse e@ Gde plus elle nécessite plusieurs étapes
préliminaires qui prennent beaucoup de temps et ldsrirésultats obtenus ne sont pas exacts
(51,52)

5.3.5. L’électrophorése capillaire (CE)

L’électrophorése capillaire (CE) est une méthode séparation et de quantification
efficace. Elle permet une séparation rapide (1-89 m'un petit volume d’échantillon (de
l'ordre de nl). Par contre, on observe une moirsiasibilité de détection qu'en CLHP.
Quelques saponines @insenget deMedicagosativaont été séparées et quantifiées par CE
(55,56)

5.3.6. La chromatographie liquide a haute performance (CLHP)

La chromatographie liquide & haute performance fesméthode la plus performante et de
référence pour le dosage des saponines. Elle regnhent utilisée et permet de séparer les

saponines et également leurs génines.

Les différents parameétres influengant une séparaio 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 utilisargragient d’'une phase organique
composée d’ACN ou de MeOH avec une phase aqueustfiéac avec de l'acide
phosphorique, de l'acide acétique, de I'acide fgumei ou du TFA ou parfois une phase

agueuse tamponnée avec du tampon phosphate d’aommoni

5.3.6.2. Les phases stationnaires

Un extrait de plante contient habituellement plusesaponines dont les polarités sont
souvent similaires rendant leur séparation compkgla colonne C18 est largement utilisée
pour tous les types de saponines et permet d'obtere@ bonne séparation. On observe
guelques rares utilisations de silices modifiéase dolonne DIOL a été utilisée pour séparer

7 saponines du Ginseng a une température de 14i@ieftant une réduction de la durée
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d’analyse de 20 & 15 minutes. Une colonne HILIGanis de séparer 3 saponines de Radix
Dipsaci(57).

5.3.6.3. La détection

C'est la partie la plus délicate pour l'analyse mjitative des saponines. L’absence
fréquente de chromophore et de liaisons insatwéegiguées dans leurs structures les rend
difficilement détectables aux UV et oblige I'anabysde travailler avec une gamme de
longueurs d’ondes non spécifiques entre 200 & 210Seules les soyasaponines conjuguées
avec du 2,3-dihydro-2,5-dihydroxy-6-methyl-4-pyrdid@®MHP) absorbent & 295 nm.

Malgré la faible sensibilité de la détection UMgedst largement utilisée pour I'évaluation
guantitative des saponines. Une CLHP-UV d’'un ekttai Ginseng a permis de quantifier 12
saponines dont le notoginsenoside R1 et les gissdg®Rgl, Re, Rhl, Rg2, BORg2, Rb1l,
Rc(8), Rb2, Rb3, Rd and Rg3. Les déterminationsifaéives des saponines dans d’autres

espéces par CLHP-UV sont également mises au point.

D’autres modes de détections ont été utilisés dfaméliorer la détection. Citons la
détection par mesure de la lumiére diffusée parde&lus d’évaporation (Evaporative Light
Scattering Detector, ELSD) et la détection d’aélosthargés (charge aerosol detection,
CAD). Le couplage CLHP-spectrométrie de masse deémmt facilité la détection des

COMpOSES.

Le détecteur ELSD, apparu dans les années 1980aitam essor depuis les années 2000
(58). Ce mode de détection consiste en un passageefilidht de la colonne dans un
nébuliseur ou il est transformé en fin brouillaat pin flux d’azote ou d’air. Les gouttelettes
sont transportées dans un tube, dont la tempérastecontrblée, ou se produit une
évaporation de la phase mobile conduisant a ladtom de fines particules d’analyte. Un
rayon laser traverse l'aérosol ainsi formé. Unetptiode au silicium détecte la lumiére
diffusée a angle droit par rapport a I'écouleméf),60) Cette technique de détection a
permis de quantifier les saponines stéroidiques giasesParis et Trillium (61). Onze
saponines triterpéniques de Ginseng : le notogosda R1, les ginsenosides Rgl, Re, Rf,
Rb1, Rg2, Rc, Rb2, Rb3, Rd et Rg3 ont été quastHigres séparation sur une colonng C
avec un détecteur ELS(®2). D’autres méthodes validées utilisant le détecEL8D pour la
quantification des saponines de plusieurs espéeégétales et marines ont été également

mises au point.

35



La CAD (détection d’aérosols chargés) est une telogie issue de la détection ELSD,
mise au point en 2004. Au niveau du détecteur ClAyant de colonne CLHP est d'abord
nébulisé par un flux d'azote ; les gouttelettest ®msuite séchées afin d'évacuer la phase
mobile, produisant ainsi des particules d'analytés. flux d'azote secondaire se charge
positivement en traversant un fil de platine (Cajosous haute tension. Cette charge est
transférée au flux opposé de particules d'analys. particules chargées sont acheminées
vers un collecteur ou la charge est mesurée palaatrométre a haute sensibilité, générant
un signal directement proportionnel a la quantignalyte présenté63). Une comparaison
entre la détection en ELSD et CAD pour la quardifimn de 10 saikosaponines Blepleurum
falcatum (Apiaceae) a montré que la détection CAD est § fdiis sensible que la détection
ELSD c'est-a-dire que les limites de détection dirent de 1.5 a 4.5 pg/ml en ELSD a 0.25 a
0.75 pg/ml en CAX64).

La spectrométrie de masse est également utilisés th@aucoup de cas d’analyses
guantitatives des saponines. Cette technique asemsbilité supérieure et est plus sélective
par rapport aux autres techniques de détectior. rEfite limitée au niveau de la complexité

de l'ionisation qui affecte la robustesse et dut@éveé de I'appareillage.

Un tableau résumant des exemples de dosages palP @ekl saponines avec différents

types de détecteur se trouve en annexe 1.

L’émergence de ces nouvelles techniques de détectio sont des techniques plus
sensibles et ne nécessitent qu'une petite quateittomposé a analyser (de 'ordre de ng) a
permis d’améliorer la quantification des saponiféSanmoins, ces techniques restent encore
colteuses et ne sont pas adéquates pour les paggeate développement pour des analyses

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

6. Généralités sur les plantes étudiées

6.1. Spirospermunpenduliflorum Thouars (Menispermaceae)

6.1.1. Généralités sur la famille des Menispermaceae

La famille des Menispermaceae compte 75 genre2@teSpéces répartis dans 8 tribus
(165) Ce sont généralement des arbustes ou lianes @iesfamille connue surtout pour la
production d’alcaloides. LaS(-norcoclaurine (Fig. 11), une benzyltétraisoquéimé est la

principale molécule intermédiaire a I'origine desimthése de la majorité des alcaloides de la
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famille (166) Barbosa-Filhoet al. ont proposé un schéma de biosynthése des différents

groupes d’alcaloides. Les isoquinoléines, les pigiennamides et les autres alcaloides sont

classés a part (Fig. 12).
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Figure 12: Relations biosynthétiques proposées entre lesffédrents alcaloides @ la
famille des Menispermaceae (nombre de composés &opour chaque groupej166).

La famille des Menispermaceae compte 23 types al@ildes différents. Fin 1996, 1858
alcaloides avaient été isolés et identifiés de [@4ates(167) La figure 13 nous montre les
différents groupes d’alcaloides retrouvés dans dmilfe des Menispermaceae. Les
bisbenzylisoquinoléines sont les plus abondanigeaenent apres les alcaloides aporphiniques

puis les protoberbérines. Ces 3 groupes d’alcadosimt les groupes caractéristiques qui
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peuvent étre considérés comme des marqueurs chamigde la famille. Les
benzylisoquinoléines (BIQ), les proaporphines, fasrphinanes, les hasubananes et les
erythrines représentent 2 & 4% des groupes totas15 autres sont peu abondants et les

eribidines et acutumines sont propres a la fardéle Menispermaced&67)
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Figure 13: Profil chimique de la famille de Menispermaceadsource : Barbosa-Filhoet
al. (166)).

Barbosa-Filhcet al. ont observé une relation entre les différents tygiakaloides isolés

des genres de la méme tribu et proposent unefatasisin chimiotaxonomique de ces tribus.

Le genreSpirospermunappartient a la tribu des Cocculeae subdivisé& sus-tribus : les
Cocculineae, les Stephaniinae et les Cissampelibaesous-tribu des Stephaniinae est
représentée par le seul genftephaniadans la sous-tribu des Cissampelinae sont re§soup
les genre€issampelosAntizomaet Cycleaet dans la sous-tribu des Cocculinae se trouvent
les genresSpirospermum/limacia Menispermum Sinomenium Diploclisia, Legnephora
Limaciopsis Pachygone Sarcopetalumet Strychnopsis Les bisbenzylisoquinoléines et les

aporphines sont les alcaloides les plus abondantsremuns a tous les genres de cette tribu.

38



6.1.2. Description botanique deSpirospermunpendulifiorum Thouars

Spirospermum penduliflorunfS. penduliflorun) est un petit arbre de la famille des
Menispermacées. Les feuilles sont simples, pervéisea pétiole portant prés de I'apex un
pulvinus distinct. Les fleurs sont groupées en @aes, longues pendantes, vert jaune a
blanchatres. Le fruit est un méricarpe ou groupe2¢ méricarpes drupacés, comprimes

latéralement, circulaires, contenant des grainasbées en fer a cheval (Fig. 14).

Classification classique
Regne : Plantae
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Ranunculales
Famille : Menispermaceae
Genre : Spirospermum
Tribu : Cocculineae
Sous-tribu : Cocculae
Espece : Penduliflorum Thouars

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

Cette plante est endémique de Madagascar et emhatis les foréts humides a basse
altitude (<500 m d’altitude). Elle pousse sur toatpartie Est jusqu’au Nord et au Sud-Ouest
de I'lle (168)

La décoction de feuilles d&. pendulifloruna été utilisée pendant I'époque monarchique a
Madagascar comme vasorelaxante. Plus tard, ortililaée pour le traitement de la malaria

comme adjuvent a la chloroquine. Les feuilles séshéont fumées pour atténuer la
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tuberculose pulmonaire. La décoction de la racstepeise comme cholagogue, tonique et

pour les troubles hépatiquéls9)

Les racines et les feuilles d& penduliflorumont fait I'objet d’études scientifiques.
Rasoanaiveet al. n'ont pas détecté d'alcaloides dans les feuillesy dchantillon collecté a
'Ouest de Madagascdt70) Un fractionnement bioguidé de I'extrait de racameonduit a
l'isolement de la limacine (alcaloide bisbenzyliswpléique) (Fig. 15) qui a montré une
activité antimalariqué171) Frappieret al ont mis en évidence l'activité modulatrice de la
limacine sur la résistance &alsmodium falciparuna la chloroquing172) Ces différentes
études confirment l'usage traditionnel de I'extraié la plante comme adjuvant a la
chloroquine. D’autres études menées sur des élthastcollectés dans une autre région ont
permis d’isoler la columbine (diterpénoide de tygérodane) et la palmatine (alcaloide

quaternaire de type protoberbérine) (Fig. (15)0,173)

~

columbine palmatine limacine

Figure 15: Structure de la columbine, palmatine et limacine

6.2. Centella asiaticaL.) Urban (Apiaceae)

Centella asiatica(C. asiaticg, une plante appartenant a la famille des Apiaceste
originaire de I'Inde et a été largement utilisée lpamédecine ayurvédique d’abord puis dans
de nombreux pays, y compris I'Europ€. asiatica est tres utilisée par l'industrie
pharmaceutique, cosmétique et comme complémentealaite et est reprise dans les

pharmacopées européenne et chinoise. Une monogra@tiOMS existe égaleme(@5,66)
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6.2.1. Description botanique

Classification classique
Regne : Plantae
Sousrégne : Tracheobionta
Superdivision : Spermatophyta
Division : Magnoliphyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Apiales
Famille : Apiaceae
Genre : Centella
Espece : asiatica(L.) Urban

:ﬁ i " %l : »-.
Figure 16: Variétés de C. asiatica Urb. (A :
variétés, C : variété a feuille réniforme).

Figure 17 : Répartition géographique deC. asiatica dans le mondé67).

C. asiatica(L.) Urban plus connue sous le nom de «talapetrast une plante vivace,
herbacée, rampante, stolonifere poussant dansiliesixrhumides. Les feuilles réniformes ou
orbiculaires a bords crénelés ou ondulés sont gég¥ en rosette et portées par un long

pétiole. Lorsqu’elle colonise des emplacements désuelle est trés rasante avec des feuilles
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a pétiole court; par contre, lorsqu’elle croit mard’autres herbes les pétioles peuvent
atteindre jusqu’a 20 cm. Les fleurs sont petitessies, de couleur blanche, bisexuées. Les
fruits secs et indéhiscents (akénes) se séparetgiena maturité (Fig. 16).

6.2.2. Répartition géographique dans le monde et a Madagear

C. asiatica est originaire de I'Inde. Elle pousse spontanémdahs les régions
subtropicales : Chine, Malaisie, Australie, Sri kanNouvelle Guinée, Afrique (Fig. 17). Elle
est largement répandue dans tout Madagascar. Dietiaas phénotypiques ont été observées
selon I'endroit ot pousse la plante. Il existe #ate2 variétés de. asiaticaselon la forme
des feuilles : la forme réniforme ; présente suréoliEst et la forme orbiculaire a 'Ouest. La

variété a feuilles réniformes serait d’origine e et celle a feuilles orbiculaires, africaine.

6.2.3. Contexte général et importance économique deentella asiatica

C. asiaticatient la seconde place api@atharanthus roseugarmi les plantes médicinales
exportées par Madagascar. Les feuilles séchée€seent environ 1/4 des plantes
médicinales exportées. Les pays destinataires laoRtance, I'Allemagne, I'ltalie, I'Inde,
'Espagne et la Corée (Ministére de 'Economie, Bemnces et du Budget 2008B). Cette
demande internationale a diminué en 2007 mais résrppr la suite et n'a cessé d’augmenter
jusqu’en 2009 puis est restée stable jusqu’au mremmestre de I'année 2011 (Fig. 18).
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Figure 18: Evolution de I'exportation de plantes médicinale a Madagascar (source :
INSTAT, 2011 (69)).
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6.2.4. Utilisations et composition chimique

C. asiaticaa été largement utilisée dans la médecine ayuuédpour le traitement de la
lepre, des brllures gastriques, de l'arthrose,vdeses, de I'hypertension artérielle, comme

cicatrisante des blessures et des bralures, etlpouglioration de la mémoirgl,2).

Elle est surtout connue par la présence de tribeqemolécules majoritaires dont la
molécule la plus étudiée est I'asiaticos{@®). Les premiéres études sur la plante ont mené a
l'isolement de cette molécule dans les feuifé$). Le madécassoside, I'acide asiatique et
'acide madécassique ont été isolés par la $dte74) L'asiaticoside B (terminoloside) et sa
génine (I'acide terminolique) qui est un isomerendadécassoside et I'asiaticoside A ont été
également identifiés dans les feuilles (Fig. 19%). Jiang et al. ont isolé et identifié
I'asiaticoside C, D, E et F en utilisant toutespesties de la plante (Fig. 2(16).

Des études plus récentes ont conduit a I'isolerdinttres familles de molécules dont des
alcaloides, des flavonoides glycosidiques, desosdigcharides, des polyacétylénes, des
monoterpénes, des caroténoi@@&3,77,78) Une huile essentielle composée surtout de mono,

di et sesquiterpénes a été extraite des feuillEsratines et des stolofr9,79)
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La majorité des études concernant les activitésnpdieologiques deC. asiatica est
focalisée sur I'extrait brut des feuilles, sur i@goside, le madécassoside, I'acide asiatique et

I'acide madécassique.

Des étude#n vitro etin vivo ont conduit a démontrer I'activité cicatrisantaj gst la plus
connue. L'extrait deC. asiatica favorise I'angiogenése et empéche linhibition de |
réplication de I'’'ADN en cas de vieillissement chlite induit dans les fibroblastes par le
dioxyde de dihydrogéne ¢B,) (80—82) L’extrait présente une activité antioxydante.t€et
activité a été montrée par des tests chimiqueg@&edentin vivo. In vivo, I'extrait de C.
asiaticadiminue les taux de malondialdéhyde, des espécgdaotes radicalaires (ROS) et
des peroxydes qui induisent en cas de stress llesseament des cellules. L’extrait restaure
également la synthése des enzymes antioxydé@2e80) C. asiatica inhibe in vitro la
prolifération des cellules cancéreuses de l'adéngastrique humain, de l'utérus humain
(HeLa) et des mélanomes murif@l). L'extrait renforce les parois des veines en cas
d’hypertension chronique en stimulant la synthéseallagene et a un effet modulateur sur la
prolifération des fibroblastes au niveau de la paemeusg92). Il a un effet anticonvulsif en
agissant sur le systeme cholinergid@8), et améliore la mémoire d’une maniére impliquant
ses propriétés antioxydant@5). L'extrait aqueux des feuilles protége la peautieothes
effets des rayons UV en réduisant I'expressiontdaluronidase et des collagénases (MMP-
1) (94). Des effets contraceptifs sur des rats malesténégalement observés. Les rats traités
avec de I'extraitC. asiaticaprésentent une dégénération des cellules de fanapEgenése

induisant une réduction des spermatozoides etiomaution du taux de testostéro(gbs).

L’asiaticoside est la molécule la plus souventecitdmme responsable des principales
activités pharmacologiques de la plante. Des étudegitro ont confirmé son activité
cicatrisante. Il induit la synthése des collagéhes 11l et la prolifération des fibroblastes
améliorant ainsi la cicatrisatio(6—-102) Cependant, dans une étude effectuée sur les
chéloides (hyperprolifération des fibroblastes deums), I'asiaticoside a I'effet inverse,
diminuant la synthése des collagénes | et Il etptalifération des fibroblaste§103)
L’asiaticoside pourrait donc avoir un effet régalat sur la cicatrisation. Ces différents effets
de l'asiaticoside ont été également montrés paredsaisn vivo en administration orale ou
par application cutang87,101,102,104-107)

Des étudesn vivo ont été rapportées sur le madécassoside qui possesdi une activité
cicatrisante faisant intervenir plusieurs mécansmiaction, comme l'activité antioxydante,

la synthese de collagéne | et 'angiogenése. Bearte également des effets antirhumatismaux
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en protégeant les articulations dans un modélemuliairthrite induite par le collagéne-Il ; on
observe une diminution de I'expression des médiatpto-inflammatoire§108-110) Cette
molécule a un effet protecteur du myocarde (ischgpar I'effet antioxydant en inhibant la
peroxydation des lipides et également en inhibaria¢teur de nécrose tumoralénduit par
les liposaccharidegl11,112) L’acide asiatique améliore les fonctions cogeisymémaoire)
en régulant le taux d'acétylcholine au niveau dappocampe(113,114)et a un réle
protecteur des neurones (effets antioxyda(t4p—119) Il stimule également la fonction
érectile dont le mécanisme n’est pas encore c¢t2n) In vivo, des activités anticancéreuses
sur des lignées de cellules malignes du colon enéianome ont été démontrées ; I'acide
asiatique stimule la synthese de caspase-3, climtmembranes des mitochondries et
entrainant l'apoptose(121,122) Seule une étuden vitro a été réalisée sur l'acide
madécassique montrant son activité anti-inflammaten inhibant la synthése de médiateurs

inflammatoire$123)

L'usage le plus ancien connu d& asiaticadans la médecine traditionnelle est son
utilisation comme cicatrisante. La majorité desdégucliniques réalisées sOr asiaticaont
été faites sur I'extrait brut ou un extrait titré witerpénes : TECA (titrated in asiaticoside,
madecassoside, asiatic acid and madecassic acaterf C. asiaticg. A Madagascar, la
propriété cicatrisante a été mise en évidence 86 d&ns un centre de traitement de la lépre
ou des extraits de feuilles ont été testés sumubdades(124) Elle a été méme démontrée
chez des patients diabétiqud®5) En application cutanée, I'extrait peut étre sélidans le
traitement des eczémas et a un pouvoir raffermissiahydratan{126-130) L’extrait brut
par voie orale présente des effets tonique, ardanl antianxiét¢131,132)et améliore la
mémoire aussi bien chez les personnes agées queleheenfantq133,134) Chez des
malades atteints du virus VIH, I'extrait @ asiaticajoue un réle immunomodulate(t35)
L'efficacitt du TECA a été démontré en cas d'insaffice veineus€136,137) sur le

traitement des ulcéres gastriques et des désdrdpadique$138)(139)

A c6té de leurs propriétés citées ci-dessus, lafide deC. asiaticasont actuellement trés
utilisées dans l'industrie cosmétigue comme cisaties(140) « antidges », hydratantes,

raffermissantes et antirid€s41)

Une surexploitation de la plante est observée @anhé que les collectes se font a I'état
sauvage. Dés lors, une équipe de chercheurs aunpisiat une méthode de multiplicatiom
vitro de C. asiatica (142) dont I'objectif principal est d’avoir des matéselégétaux

disponibles a tout moment. La sélection du maté&eldépart est basée sur la teneur en
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triterpénes des feuilles car il a été montré que \@geiations significatives de la teneur en
triterpénes sont observées selon la date et l@gq#me collecte des feuilles. De plus, les
variétés deC. asiaticade Madagascar sont plus riches en triterpénescglies de I'lnde
(143)

6.2.5. Dosage des principes actifs

Plusieurs méthodes sont décrites dans la littérgiaur séparer, identifier et quantifier les
triterpénes de&. asiatica Les méthodes les plus classiques sont les chogmagehies liquide

et sur couche mince.

6.2.5.1. Dosages par CLHP

La CLHP est la plus utilisée pour la séparatiomehtification et la détermination
quantitative des triterpénes @e asiatica Le tableau suivant (Table 3) résume les méthodes
mises au point décrites dans la littérature, |éf@mintes conditions chromatographiques, les

limites de détections, et indique si ces méthode £t validées ou non.
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Table 3: Méthodes de dosage des triterpénes de feudl€s dsiatica par CLHP.

Principes actifs dosés Conditions chromatographiques LOD Validation Réf
Madécassoside CLC ODS, C18, (150 x 6 mm i.d.,#n) < 0.11x10° pg/ml Validée (144)
MS/ESI
Isocratique : HO (Ac formique 0.1%):ACN (60:40, v/v),
Asiaticoside, madécassoside Kinetex, C18, (100 x 2.1 mm i.d., 2uén) 0,005 pg/ml Validée (145)
Détecteur ampérométrique pulse (DAP) 0,004 pg/ml
Isocratique : HO:ACN 25%
Asiaticoside, madécassoside Lichrospher®100 ; C18 (hm) Non définies Validée (146)
acide asiatique UV 210 nm
Gradient : HO (acide orthophosphorique):ACN
Asiaticoside, acide asiatique Agilent XDB, C-18, (25 x 4.6 mm i.d., 4.6 pm) 1,02, 1,04 pg/ml Non (147)
ELSD validée
Gradient/HO (acide formique 0.1%):ACN
Acide asiatique Diamonsil TM, C18, (250 x 4.6 mm i.d., 5 um) 2.5x10° pg/ml Validée (148)
UV 248 nm
Gradient: HO:ACN
Asiaticoside, madécassoside Cosmosil5, C18-MS-II 1.2x10°, 10°, 10°pug/ml  validée (149)
asiaticoside B ELSD
Gradient ACN (0.01% TFA, 1% TBME)#® (TFA 0.01%)
Asiaticoside, madecassoside Zorbax, C18, (250 x 4.6 mm i.d.) 1,8,1,8,1,5 1etl pgl Non (150)
acide asiatique, acide 205 nm validée
madécassique Gradient HO:ACN
Acide madécassique, acide Agilent Zorbax SB-C18 (150 x 4.6 mm i.d.pBn) Non définies Non (151)
terminolique 204 nm validées
Isocratique : HO:MeOH (65:35, v/v) 4 mM3-CD
Madécassoside,asiaticoside E  Agilent Zorbax SB, C18, (150 mm x 4.6 mm i.d., 5)m Non définies Non (152)
acide madécassique, acide 204 nm validée
terminolique Isocratique : HO:MeOH (50:50, v/v)
H,O:MeOH (65/35 : v/v), 4AmM-CD
Principes actifs dosés Conditions chromatographiques LOD Validation Réf




0S

Asiaticoside, madécassoside Symmetry 300™, C18, (150 x 3.9 mm i.dyrf) Non définies Non (142)
acide asiatique, acide UV 206 nm validée
madécassique Gradient: HO:ACN
Asiaticoside, madécassoside Phenomenex Aqua, 5u C18 (200 A) 0.01 pg/ml Non (153)
asiaticoside B, acide 206 nm validée
madécassique, acide asiatiqu Gradient: ACN (0.1%TFA):kHD(0.1%TFA): TBME
acide terminolique (0.1%TFA)
Asiaticoside CLC-ODS (M), (250 x 4.6 mm i.d., 5 pm) Non définies Non (154)
UV 220 nm validée
Isocratique : HO (1% TFA):MeOH (30:70, v/v)
Asiaticoside, madécassoside LiChrospher 100, C18, (125 x 4 mm i.d., 5 um) <1 pug/ml Non (155)
acide madécassique, acide UV 205 nm validée
asiatique Gradient HO (0.05% HPQO,):ACN (0.05% HPO,)
Asiaticoside, madécassoside Bondapak, C18 (300 x 0.39 mm i.d., 10 pm) 3,3,25, 2,5 pg/ml Non (156)
acide madécassique, acide 220 nm validée
asiatique Gradient: HO:ACN
Asiaticoside, madécassoside C 18, (250 x 4 mm i.d, 5 um) Non définies Validée (157)

acide madécassique, acide
asiatique

200 nm
Gradient : HO:ACN




Dans toutes ces méthodes, un seul type de coloré atilisée : les colonnes en phase
inverse C18. Les différences se situent au nivealadaille de la colonne (variant de 120 a
250 mm x 4.6 mm) et de la taille des particulesZdipum a 5 um). Les triterpénes sont en
majorité détectés sous UV (entre 205 et 220 nnr)cBatre, d’autres modes de détection plus
sensibles ont été également proposés dont la métdet SD (147,149), MS (144) et PAD
(145) Ces modes de détection présentent des limite@etion faibles de I'ordre de 11 ng
(144) & 120 ng(147) contre 1 pg150) a 3 ng(156) pour la détection en UV. Malgré cette
amélioration de la sensibilité, ces méthodes nemtogue les osidgd44,145,149pu I'acide
asiatique(147) D’un autre coté, la détection UV reste encorplis utilisée étant donné sa

meilleure reproductibilité et son accessibilitétacile.

Si on considere les seules méthodes validées (leesane pouvant étre considérées
comme valides selon les critéres actuels), les oaéh mises au point ne séparent pas les 4
triterpénes mais soit les osid@isi4,145,149,154%0it uniquement les acid¢$47,148,151)
soit des acides et des osides mais pas les 4 nedémajoritaires(146,152) Signalons
également que le madécassoside et I'acide madguagsossedent des isoméres qui peuvent
étre séparés en rajoutant désyclodextrines dans la phase mob{E52,153) Aucune
méthode completement validée ne permet donc detifjaares deux acides et les deux
osides sauf si on considére la méthode de la Plcapga Européenne. Cependant, les essais
pour reproduire la séparation se sont avérés infeux et la méthode a été révisée tout
récemment a cause d’'un probléeme au niveau de kEraém. Malgré tout cela, la durée de

'analyse proposée reste toujours lon¢h(@).

6.2.5.2. Dosages par CCMHP

Cette technique présente les avantages d’étre moilteuse que la CLHP, d’étre rapide et

de permettre le dosage simultané de plusieurs éltbas.
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Table 4: Méthodes de séparation et de quantification deterpenes de C. asiatica par CCMHP.

Principes actifs Conditions chromatographiques Rf IOD Réf.
Asiaticoside, madecassoside, acide asiatique, Silica gel 60G 250 pm 0,450,555 | 0,72 ug | (158)
acide madecassique Chloroforme-acide acétique glacial-MeOH 0,94 0,3 ug
(60:32:12:8, v/v) 0,97
anisaldéhyde sulfurique, 100°Cnon définie
Asiaticoside Silica gel 60k, 0,317, | (159)
Acetate d’éthyle-MeOH-tD (100:25:10, v/viv) 1,05 ug
Anisaldéhyde sulfurique, 100°C ; 600 nm
Asiaticoside, madécassoside Silica gel BOF 0,34 0,096 ug| (160)
Butanol-acétate d’éthyle4@ (4:1:5, viviv) 0,42 0,773 pg
Sulfate cérique, 110°C, 570 nm
asiaticoside Toluéne-acétone-MeOH-acide formique 0,26 (161)
(3:2:2:0.05, viviviv)
10% acide sulfurique dans MeOH, 530 nm
Asiaticoside, madécassoside, acide asiatique Acdtéthyle-MeOH-HO (8:2:1, viviv). 0,35 Non (162)
Pas de révélation, UV 365 nm 0,45 définie
0,59
Asiaticoside, madécassoside, acide asiatique, Silica gel 60ks4 0,37 Non (163)
acide madécassique Acétate d’éthyle-MeOH (60:40, v/v) 0,35 définie
Anisaldéhyde sulfurique ; 100-105°C, lumiére 0,90
visible 0,80
Asiaticoside Sicila gel 6Qk, 0,52 Non (164)
Acétate d'éthyle-MeOH-kD (60:12:8, V/v/v) définie

Vanilline-acide sulfurique, 110°C, 620 nm




La séparation par CCMHP des triterpenesCdeasiaticaest réalisée sur des plaques de
silice normales dans tous les cas. Une dérivatisast nécessaire pour pouvoir effectuer la
quantification car les triterpenes absorbent peu @V, uniquement a une faible longueur
d’onde. Habituellement, les plaques sont révélékanésaldéhyde sulfurique puis chauffées
au four pendant 5 a 10 minutes a 100°C ; les bandasspondantes aux triterpénes sont
colorées en vert ou bleu violacé. Les plaques epatite scannées a des longueurs d’onde

comprises entre 530 et 620 nm pour la quantificafi@ble 4).

Souvent, plusieurs triterpenes sont présents dansexirait avec un comportement
chromatographique presque identique, d’ou la difféc de leur séparation sur une méme
plaque. La plupart de ces études ne permettenteodéarivent que la quantification de
certains triterpénes : I'asiaticoside s€lbl), I'asiaticoside et le madécassos{dé0) ou les
osides et l'acide asiatiqu@62) Seules deux études décrivent la séparation desgposes
d’intérét : Bonfill et al (163) et récemment, Jacindd al (158) Les R des triterpénes sont
respectivement de 0,45, 0,55, 0,94, 0,97, ce gligire pour ce dernier spot une migration

trop proche du front de solvant, ce qui pourraéréuellement entrainer une erreur de dosage.

53



1)
(2)
3
4)
(5)
(6)

()

(8)

)

(10)

(11)

(12)

(13)

(14)

(15)

(16)

(17)
(18)
(19)

Bibliographie

Schatz, G. EFlore générique des arbres de Madagacsdlustrée.; Royal Botanical
Gardens, Kew & Missouri Botanical Garden, 2001.

Pernet, R.; Meyer, ®harmacopée de Madagascamstitut de recherche scientifique, 1657.
Zafera Rabesa, Rharmacopée de I'AlaotraAntananarivo, 1986.

Rakotobe, E. A.; Rasolomanana, C. J. .; Randsgolo, S. S?harmacopée de ’Ambongo et
du Boing CIDST.; Antananarivo, 1993.

Ministére de la Santé et du PLanning Famil&®’MT Vers une Pharmacopée malagasy:
monographie d’'usageéAntananarivo, 2009.

Debrus, B. Nouvelle méthodologie pour le déppement de méthodes chromatographiques,
Ulg, 2011.

Imre, M. Computerized design of separationategies by reversed-phase liquid
chromatography: development of DryLab softwa@urnal of Chromatography 2002 965
175-194.

Debrus, B.; Lebrun, P.; Kindenge, J. M.; Letent.; Ceccato, A.; Caliaro, G.; Mbay, J. M.
T.; Boulanger, B.; Marini, R. D.; Rozet, E.; Huhelt Innovative high-performance liquid
chromatography method development for the screeafr® antimalarial drugs based on a
generic approach, using design of experiments,p@déent component analysis and design
spaceJournal of Chromatography 2011 1218 5205-5215.

Zhou, J.; Yu, X.; Ding, C.; Wang, Z.; Zhou,;@ao, H.; Cai, W. Optimization of phenol
degradation byCandidatropicalis Z-04 using Plackett-Burman design and responsiacr
methodologyJournal of Environmental Scienc2811, 23, 22—-30.

Wsal, V.; Fell, A. F. Central composite desigs a powerful optimisation technique for
enantioresolution of the rac-11-dihydrooracin—thengpal metabolite of the potential
cytostatic drug oracinlournal of Biochemical and Biophysical Meth@f2 54, 377-390.
Nechar, M.; Molina, M. F. M.; Rodriguez, L.;Gendra, J. M. B. The application of Doehlert
designs in the optimization of experimental vamablin solid phase spectrophotometry.
Analytica Chimica Actd 995 316 185-193.

Ray, S.; Lalman, J. A. Using the Box—Benkldesign (BBD) to minimize the diameter of
electrospun titanium dioxide nanofibe@hemical Engineering Journ2011 169, 116-125.
Mannarswamy, A.; Munson-McGee, S. H.; SteinBr; Andersen, P. K. D-optimal
experimental designs for Freundlich and Langmusoaption isothermsChemometrics and
Intelligent Laboratory Systen2009 97, 146-151.

Das, R. N.; Lin, D. K. J. On D-optimal robwisigns for lifetime improvement experiments.
Journal of Statistical Planning and Inferen2@11, 141, 3753-3759.

Karaman, S.; Yilmaz, M. T.; Kayacier, A. Silayp lattice mixture design approach on the
rheological behavior of glucomannan based salegyairink mixtures: An optimization
study based on the sensory properfiemd Hydrocolloid2011, 25, 1319-1326.

Lundstedt, T.; Seifert, E.; Abramo, L.; TmelB.; Nystrom, A.; Pettersen, J.; Bergman, R.
Experimental design and optimizatioBhemometrics and Intelligent Laboratory Systems
1998 42, 3-40.

ICH Pharmaceutical development Q8 (R@)9

Pharmacopée européenme éd.; 2002.

Lebrun, P.; Govaerts, B.; Debrus, B.; Ceccéto Caliaro, G.; Hubert, P.; Boulanger, B.
Development of a new predictive modelling techniqadind with confidence equivalence
zone and design space of chromatographic analyte#thodsChemometrics and Intelligent
Laboratory System200§ 91, 4-16.

54



(20)
(21)
(22)

(23)

(24)
(25)
(26)
(27)
(28)

(29)

(30)

(31)

(32)

(33)
(34)
(35)
(36)
(37)
(38)
(39)

(40)

Blume, H.; Brendel, E.; Brudny-Kloppel, M.rébe, S.; Lausecker, B.; Rohde, G.; Siethoff,
C. Workshop/conference report on EMA draft guidelion validation of bioanalytical
methodsEuropean Journal of Pharmaceutical Scien2641 42, 300-305.

ICH Q2 (R1)alidation of Analytical Procedures: Text and metblogy, 2005.

Food and Drug Administration, Internationabn@erence on Harmonization Guideline on
Validation of Analytical Procedures: Methodolodiederal Registel 997 62, 27463-27467.
Food and Drug Administration, Internationabn@erence on Harmonization Guideline on
Validation of Analytical Procedures: Definitions caiferminology.Federal Register1995

60, 11260-11262.

Food and Drug Administration, Guidance fodustry Bioanalytical Methods Validation for
Human Studies, Draft guidance. US Department oftHeand Human Service$998
EURACHEM The Fitness for Purpose of Analytiktethods, A Laboratory Guide to Method
Validation and Related Topic¥st Edition1998

International Union of Pure and Applied Chsimyi (IUPAC) Harmonized Guidelines for
Single-laboratory Validation of Methods of Analydfaure Appl. Chen2002 74, 835-855.
Association of Official Analytical Chemist&@AC) Official Methods of AnalysisAOAC,;

15° éd.; Arlington, VA, 1990; Vol. 1.

EMEA, Committee for medicinal products fommen use (CHMP) Guideline on bioanalytical
method validation2009

Rozet, E.; Ceccato, A.; Hubert, C.; Ziemohs, Oprean, R.; Rudaz, S.; Boulanger, B.;
Hubert, P. Analysis of recent pharmaceutical regumjadocuments on analytical method
validation.Journal of Chromatography 2007, 1158 111-125.

Commission SFSTP, P. Hubert, J.J. Nguyen-Buoulanger, E. Chapuzet, N. Cohen, P.A.
Compagnon, W. Dewé, M. Feinberg, M. Laurentie, Nerdler, G. Muzard, L. Valat
Validation des procédures analytiques quantitatit@smonisation des démarches Partie Il -
StatistiquesSTP PHARMA PRATIQUEX0E 16.

Commission SFSTP, P. Hubert, J.J. Nguyen-lBuBoulanger, E. Chapuzet, N. Cohen, P.A.
Compagnon, W. Dewé, M. Feinberg, M. Laurentie, Nerdler, G. Muzard, L. Valat
Validation des procédures analytiques quantitatikesmonisation des démarches Partie IlI -
Exemples d’applicatior5TP PHARMA PRATIQUEZX0§ 16.

Commission SFSTP, P. Hubert, J.J. Nguyen-lBuBoulanger, E. Chapuzet, N. Cohen, P.A.
Compagnon, W. Dewé, M. Feinberg, M. Laurentie, Nerdler, G. Muzard, L. Valat
Validation des procédures analytiques quantitatibesmonisation des démarcheSTP
PHARMA PRATIQUES003 13, 101-138.

Pharmacopée Européenr# éd.; 2002.

Rozet, E.; Marini, R. D.; Ziemons, E.; Bouen, B.; Hubert, P. Advances in validation, risk
and uncertainty assessment of bioanalytical methddsrnal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysi2011, 55, 848—-858.

Mee, M. R. Beta-expectation and beta-cortt@atance limits for balanced one-way ANOVA
random modelTechnometric4984 26, 251-254.

Bland, J. M.; Altman, D. G. Agreed StatisticMleasurement Method Comparison.
Anesthesiolog012 116, 182-185.

Bland, J. M.; Altman, D. G. Agreement betwaaethods of measurement with multiple
observations per individualournal of Biopharmaceutical Statisti207, 17, 571-582.

Bland, J. M.; Altman, D. G. Measuring agreami& method comparison studi€tatistical
Methods in Medical Researd999 8, 135 —160.

Hanneman, S. K. Design, analysis, and ingation of method-comparison studiésACN
Advanced Critical Car@008 19, 223-234.

Vincken, J.-P.; Heng, L.; de Groot, A.; GreppH. Saponins, classification and occurrence
in the plant kingdomPhytochemistr007, 68, 275—-297.

55



(41)
(42)
(43)
(44)
(45)
(46)
(47)
(48)
(49)

(50)
(51)

(52)

(53)
(54)

(55)
(56)
(57)

(58)
(59)
(60)

(61)

(62)

(63)
(64)

Bruneton, JPharmacognosie Phytochimie Plantes médicinalesvoisier; 4e éd.; Tec &
Doc: 11, rue Lavoisier 75008 Paris, 2009.

Nyberg, N. T.; Kenne, L.; Ronnberg, B.; Sunidt B. G. Separation and structural analysis
of some saponins froiQuillaja saponariaMolina. Carbohydrate Resear@p0Q 323 87-97.
Sparg, S. G.; Light, M. E.; van Staden, Jol&jical activities and distribution of plant
saponinsJournal of Ethnopharmacolog?004 94, 219-243.

Tachibana, K.; Sakaitanai, M.; NakanishiR@voninins: Shark-Repelling Ichthyotoxins from
the Defense Secretion of the Pacific S8eiencel 984 226, 703 —705.

Bordbar, S.; Anwar, F.; Saari, N. High-Vald@mponents and Bioactives from Sea
Cucumbers for Functional Foods. A RevidMainer Drugs2011, 9, 1761-1805.

Man, S.; Gao, W.; Zhang, Y.; Huang, L.; L, Chemical study and medical application of
saponins as anti-cancer agefisoterapia201Q 81, 703—-714.

Lacaille-Dubois, M. A.; Wagner, H. A reviewthe biological and pharmacological activities
of saponinsPhytomedicind 996 2, 363-386.

Lacaille-Dubois, M. A.; Wagner, H. Bioactivgaponins from plants: An update. Dans
Bioactive Natural Products (Part BElsevier, 2000; Vol. Volume 21, Part B, p. 633%#68
Rao, A. V.; Gurfinkel, D. M. The bioactivitpf saponins: triterpenoid and steroidal
glycosidesDrug Metabolism and Drug Interactior00Q 17, 211-235.

Bruneton, JP’harmacognosie: Phytochimie, Plantes médicinales & Doc Lavoisier, 2009.
Oleszek, W.A.; Bialy, Z. Chromatographic dgtmation of plant saponins—An update
(2002—-2005)Journal of Chromatography 2006 1112 78-91.

Oleszek, W.A. Chromatographic determinatiorf @lant saponins. Journal of
Chromatography 2002 967, 147-162.

European Pharmacopoéiall

Wagner, H.; Bladt, 2lant Drug Analysis: A Thin Layer Chromatographya&t Springer,
1996.

Iwagami, S.; Sawabe, Y.; Nakagawa, T. Micekdectrokinetic chromatography for the
analysis of crude drugs (lll). Separation of giredes inGinsengRadix Japanese Journal
of Pharmacognos$992 46, 339-347.

Oleszek, W.; Marston, Aaponins in food, feedstuffs and medicinal pla@psinger, 2000.

Liu, J.; Guo, B.; Huang, W.; Xiao, P.; Sord,, Wang, C. Determination of saponins in
DipsaciRadixby HILIC-HPLC. Zhongguo Zhong Yao Za Zk011 36, 2367—2371.

light scattering detector.

Skoog, D. A.; Holler, J. F.; Nieman, T. Rrincipes d’analyse instrumentaléére éd.; de
boeck, 2003.

Kohler, M.; Haerdi, W.; Christen, P.; Veuthdy-L. The evaporative light scattering detector:
some applications in pharmaceutical analyBis\C Trends in Analytical Chemistiy97, 16,
475-484.

Man, S.; Gao, W.; Zhang, Y.; Wang, J.; Zh®é, Huang, L.; Liu, C. Qualitative and
quantitative determination of major saponinsRaris and Trillium by HPLC-ELSD and
HPLC-MS/MS.Journal of Chromatography B Analytical Technologieshe Biomedical and
Life Science201Q 878 2943—-2948.

Wan, J.-B.; Li, P.; Li, S.; Wang, Y.; Dong, T.-X.; Tsim, K. W.-K. Simultaneous
determination of 11 saponins Ranaxnotoginsengising HPLC-ELSD and pressurized liquid
extraction.Journal of Separation Scien@€06 29, 2190-2196.

Détection d’aérosols chargés Corona (CADS®REPrésentation de CAD.

Eom, H. Y.; Park, S.-Y.; Kim, M. K.; Suh, B.; Yeom, H.; Min, J. W.; Kim, U.; Lee, J,;
Youm, J.-R.; Han, S. B. Comparison between evaperdight scattering detection and
charged aerosol detection for the analysis of saigoninsJournal of Chromatography A
201Q 1217 4347-4354.

56



(65)
(66)
(67)
(68)
(69)
(70)
(71)
(72)
(73)
(74)
(75)
(76)

(77)
(78)
(79)

(80)

(81)

(82)

(83)

(84)

(85)

(86)

(87)

WHO Monographs on selected medicinal plat@99; Vol. 1.

Alorge, L.Plantes médicinales de Madagascar

www.globalspecies.org .

Ministére des Finances et du Budget -Madaga2@08 .

www.instat.mg .

Chong, N.; Aziz, Z. A systematic review ore tbhemical constituents @entella asiatica
Research Journal of Pharmaceutical, Biological &fiemical Science201], 2, 445-459.
Bontems, J. E. A new heteroside, asiaticosidelated from Hydrocotyle asiatica L.
(Umbelliferae) Bulletin of Science Pharmacolo@@41 49, 186—191.

Pinhas, H.; Bondiou, J. C. Chemical consttutof the glycosyl part of madecassoside.
Bulletin de la Société Chimique de Frark®67, 6, 1888-90.

Dutta T. Terpenoids. V. Isolation and idenstion of asiatic acid fronCentella asiatica
Indian Journal of Chemistr§967, 5, 586-587.

Boiteau P.; Chanez M. Isolation of madecaasid, a new triterpene acid from Madagascar
Centella asiaticaSciences Naturellé®4, 407-410.

Sahu, N. P.; Roy, S. K.; Mahato, S. B. Smmmiopic determination of structures of
triterpenoid trisaccharides fro@entella asiaticaPhytochemistryl 989 28, 2852—2854.

Jiang, Z.; Zhang, X.; Zhou, J.; Chen, J. Nigwterpenoid Glycosides fror@entella asiatica
Helvetica Chimica Act2005 88, 297-303.

Food0952pw_ch.

Jamil, S. S.; Nizami, Q.; Salam, Mentella asiatica(Linn.) Urban A Review.Natural
Product Radianc007, 6, 158-170.

Oyedeji, O. A.; Afolayan, A. J. Chemical Comsgiion and Antibacterial Activity of the
Essential Oil ofCentella asiaticaGrowing in South AfricaPharmaceutical Biology005
43, 249-252.

Cheng, C. L.; Guo, J. S.; Luk, J.; Koo, M. W.The healing effects dfentellaextract and
asiaticoside on acetic acid induced gastric ulcerats.Life Science2004 74, 2237-2249.
Kim, Y. J.; Cha, H. J.; Nam, K. H.; Yoon, YLee, H.; An, S.Centella asiaticaextracts
modulate hydrogen peroxide-induced senescencernrahuermal fibroblast€Experimental
Dermatology2011, 20, 998-1003.

Ruszymah, B. H. I.; Chowdhury, S. R.; Manhin,A. B. A.; Fong, O. S.; Adenan, M. |,
Saim, A. B. Aqueous extract @fentella asiaticgpromotes corneal epithelium wound healing
in vitro. Journal of Ethnopharmacology

Hamid, A. A.; Shah, Z. M.; Muse, R.; Mohame$l, Characterisation of antioxidative
activities of various extracts @entella asiaticaL) Urban.Food Chemistry2002 77, 465—
469.

Shinomol, G. K.; Muralidhara Effect Gfentella asiaticdeaf powder on oxidative markers in
brain regions of prepubertal miége vivo and itsin vitro efficacy to ameliorate 3-NPA-
induced oxidative stress in mitochondfdnytomedicin@008

Veerendra Kumar, M. H.; Gupta, Y. K. Effedt different extracts ofCentellaasiatica on
cognition and markers of oxidative stress in rdtrnal of Ethnopharmacolog®002 79,
253-260.

Subathra, M.; Shila, S.; Devi, M. A.; Panrsedvam, C. Emerging role @entella asiatican
improving age-related neurological antioxidant wsaExperimental Gerontolog$0, 707—
715.

Hussin, M.; Abdul-Hamid, A.; Mohamad, S.; 8a&l.; Ismail, M.; Bejo, M. H. Protective
effect of Centellaasiatica extract and powder on oxidative stress in r&tsod Chemistry
2007, 100, 535-541.

57



(88) Gnanapragasam, A.; Ebenezar, K. K.; Sathish,Govindaraju, P.; Devaki, T. Protective
effect of Centellaasiatica on antioxidant tissue defense system againstragld@a induced
cardiomyopathy in ratd.ife Science2004 76, 585-597.

(89) Sainath, S. B.; Meena, R.; Supriya, C.; ReddyP.; Reddy, P. S. Protective role@éntella
asiatica on lead-induced oxidative stress and suppressgdective health in male rats.
Environmental Toxicology and Pharmacold2fy11 32, 146—-154.

(90) Hashim, P.; Sidek, H.; Helan, M. H. M.; SaheX.; Palanisamy, U. D.; llham, M. Triterpene
composition and bioactivities @entellaasiatica Molecules2011, 16, 1310-1322.

(91) Yoshida, M.; Fuchigami, M.; Nagao, T.; Okabk; Matsunaga, K.; Takata, J.; Karube, Y.;
Tsuchihashi, R.; Kinjo, J.; Mihashi, K.; Fujioka, RAntiproliferative constituents from
Umbelliferae plants VII. Active triterpenes and mawinic acid fromCentella asiatica
Biological and Pharmaceutical Bullet@005 28, 173-175.

(92) Incandela, L.; Cesarone, M. R.; Cacchio, I;Sanctis, M. T.; Santavenere, C.; D’Auro, M.
G.; Bucci, M.; Belcaro, G. Total triterpenic framti of Centellaasiaticain chronic venous
insufficiency and in high-perfusion microangiopatiygiology2001 52 Suppl 2S9-13.

(93) Visweswari, G.; Prasad, K. S.; Chetan, PL8kanatha, V.; Rajendra, W. Evaluation of the
anticonvulsant effect o€entella asiatica (gotu kola) in pentylenetetrazol-induced seizures
with respect to cholinergic neurotransmissiBpilepsy and Behavidt01Q 17, 332—-335.

(94) Kwon, M. C.; Choi, W. Y.; Seo, Y. C.; Kim, 8.; Yoon, C. S.; Lim, H. W.; Kim, H. S.; Ahn,
J. hee; Lee, H. Y. Enhancement of the Skin-ProtecActivities of Centella asiatica L.
Urban by a Nano-encapsulation Procdssirnal of Biotechnolog2012 157, 100-106

(95) Yunianto, I.; Das, S.; Mat Noor, M. Antispatagenic and antifertility effect of Pegaga
(Centellaasiatical) on the testis of male Sprague-Dawley ratsClinica Terapeutic201Q
161, 235-239.

(96) Coldren, C. D.; Hashim, P.; Ali, J. M.; Oh;IS; Sinskey, A. J.; Rha, C. Gene expression
changes in the human fibroblast induced@sntellaasiatica triterpenoids.Planta Medica
2003 69, 725-732.

(97) Lee, J.; Jung, E.; Kim, Y.; Park, J.; PatkHbng, S.; Kim, J.; Hyun, C.; Kim, Y. S.; Park, D
Asiaticoside induces human collagen | synthesisutjin TGFbeta receptor | kinase (ThetaRlI
kinase)-independent Smad signaliRtanta Medica2006 72, 324—328.

(98) Lu, L.;Ying, K.; Wei, S.; Fang, Y.; Liu, YLin, H.; Ma, L.; Mao, Y. Asiaticoside induction
for cell-cycle progression, proliferation and cgha synthesis in human dermal fibroblasts.
International Journal of Dermatololog8004 43, 801-807.

(99) Hashim, P.; Sidek, H.; Helan, M. H. M.; SaheX.; Palanisamy, U. D.; llham, M. Triterpene
composition and bioactivities @entellaasiatica Molecules2011], 16, 1310-1322.

(100) Thiers, H.; Fayolle, J.; Boiteau, P.; Ratmanga, A. R. [Asiaticoside; active constituent of
Centellaasiatica initiating agent of the new growth in the earlsige of cicatrization of skin
ulcers].Lyon Médicalel957 89, 389—-395.

(101) Kimura, Y.; Sumiyoshi, M.; Samukawa, K.; &a, N.; Sakanaka, M. Facilitating action of
asiaticoside at low doses on burn wound repair imanechanismEuropean Journal of
Pharmacology2008 584, 415-423.

(102) Shukla, A.; Rasik, A. M.; Jain, G. K.; ShankR.; Kulshrestha, D. K.; Dhawan, B. N.vitro
andin vivo wound healing activity of asiaticoside isolatednfrCentellaasiatica Journal of
Ethnopharmacolog$999 65, 1-11.

(103) Tang, B.; Zhu, B.; Liang, Y.; Bi, L.; Hu, ;ZChen, B.; Zhang, K.; Zhu, J. Asiaticoside
suppresses collagen expression and P@&fad signaling through inducing Smad7 and
inhibiting TGFBRI and TGFBRII in keloid fibroblastsArchives of Dermatological Research
2011 303 563-572.

(104) Asiaticoside in Leprosithe Lancell948 252, 697.

58



(105) Anne, M. The effect of asiaticoside on plgnsin organ culture.European Journal of
Pharmacologyl 968 4, 331-339.

(106) J.C., L. The morphological and pharmacolaigaffects of asiaticoside upon skmvitro and
in viva. European Journal of Pharmacolod®67, 1, 414-424.

(107) Sikareepaisan, P.; Ruktanonchai, U.; SupapRo Preparation and characterization of
asiaticoside-loaded alginate films and their po#rfbr use as effectual wound dressings.
Carbohydrate Polymer2011, 83, 1457-1469.

(108) Liu, M.; Dai, Y.; Yao, X.; Li, Y.; Luo, Y.Xia, Y.; Gong, Z. Anti-rheumatoid arthritic effect
of madecassoside on type Il collagen-induced aighriin mice. International
Immunopharmacolog2008§ 8, 1561-1566.

(109) Li, H.; Gong, X.; Zhang, L.; Zhang, Z.; LuB,; Zhou, Q.; Chen, J.; Wan, J. Madecassoside
attenuates inflammatory response on collagen-irdluagthritis in DBA/1 mice.
Phytomedicin009 16, 538-546.

(110) Liu, M.; Dai, Y.; Li, Y.; Luo, Y.; Huang, FGong, Z.; Meng, Q. Madecassoside isolated from
Centellaasiaticaherbs facilitates burn wound healing in miBéanta Medica2008 74, 809—
815.

(111) Li, H.; Gong, X.; Zhang, L.; Zhang, Z.; Lue,; Zhou, Q.; Chen, J.; Wan, J. Madecassoside
attenuates inflammatory response on collagen-ildlucathritis in DBA/L mice.
Phytomedicin@009 16, 538-546.

(112) Cao, W.; Li, X.-Q.; Zhang, X.-N.; Hou, Y.;edAg, A.-G.; Xie, Y.; Wang, S.-W.
Madecassoside suppresses LPS-induced dNsroduction in cardiomyocytes through
inhibition of ERK, p38, and NkB activity. International Immunopharmacolog301Q 10,
723-729.

(113) Nasir, M. N.; Habsah, M.; Zamzuri, |.; Raman&.; Hasnan, J.; Abdullah, J. Effects of asiatic
acid on passive and active avoidance task in maedbe—Dawley ratsJournal of
Ethnopharmacolog011 134, 203-209.

(114) Boopathy, R.; Chitra, L.; Srilakshmi Prabié, Babu, S. A. Effect of asiatic acid on
hippocampal cell line: A novel inhibitor of acetgldinesterase fronCentella asiatica
Alzheimer's and Dement2009 5, P328—-P329.

(115) Yun, K.-J.; Kim, J.-Y.; Kim, J.-B.; Lee, KM.; Jeong, S.-Y.; Park, H.-J.; Jung, H.-J.; Chg, Y.
W.; Yun, K.; Lee, K.-T. Inhibition of LPS-induced@®and PGE2 production by asiatic acid
via NF«B inactivation in RAW 264.7 macrophages: Possiboivement of the IKK and
MAPK pathwaysInternational Immunopharmacolo@008 8, 431-441.

(116) Zhang, X.; Wu, J.; Dou, Y.; Xia, B.; Rong,.VRimbach, G.; Lou, Y. Asiatic acid protects
primary neurons against C2-ceramide-induced ap@ptesropean Journal of Pharmacology
2012

(117) Krishnamurthy, R. G.; Senut, M.-C.; Zemke; Bin, J.; Frenkel, M. B.; Greenberg, E. J.;
Yu, S.-W.; Ahn, N.; Goudreau, J.; Kassab, M.; Plaic K. S.; Majid, A. Asiatic Acid, a
Pentacyclic Triterpene Fro@entellaasiaticg Is Neuroprotective in a Mouse Model of Focal
Cerebral Ischemialournal of Neuroscience Resea2b09 87, 2541-2550.

(118) Boopathy, R.; Chitra, L.; Srilakshmi Prabié, Babu, S. A. Effect of asiatic acid on
hippocampal cell line: A novel inhibitor of acetgldinesterase fronCentella asiatica
Alzheimer's and Dement2009 5, P328—-P329.

(119) Jew, S.; Yoo, C.; Lim, D.; Kim, H.; Mook-Jginl.; Whan Jung, M.; Choi, H.; Jung, Y.; Kim,
H.; Park, H. Structure—activity relationship studf asiatic acid derivatives against beta
amyloid (AB)-induced neurotoxicityBioorganic & Medicinal Chemistry Letterd00Q 10,
119-121.

(120) Qinna, N.; Taha, H.; Matalka, K. Z.; Badw#n,A. A new herbal combination, Etana, for
enhancing erectile function: an efficacy and sagtyy in animalslnternational Journal of
Impotence Resear@009 21, 315-320.

59



(121) Tang, X.-L.; Yang, X.-Y.; Jung, H.-J.; Kin®.-Y.; Jung, S.-Y.; Choi, D.-Y.; Park, W.-C.;
Park, H. Asiatic Acid Induces Colon Cancer Cell @tto Inhibition and Apoptosis through
Mitochondrial Death CascadBiological & Pharmaceutical Bulleti2009 32, 1399-1405.

(122) Park, B. C.; Bosire, K. O.; Lee, E.-S.; L¥e S.; Kim, J.-A. Asiatic acid induces apoptosis i
SK-MEL-2 human melanoma cellGancer Letter2005 218 81-90.

(123) Won, J.-H.; Shin, J.-S.; Park, H.-J.; Judg,J.; Koh, D.-J.; Jo, B.-G.; Lee, J.-Y.; Yun, K;
Lee, K.-T. Anti-inflammatory Effects of Madecassixid via the Suppression of NEB
Pathway in LPS-Induced RAW 264.7 Macrophage CPlsnta Medica2009 76, 251-257.

(124) Boiteau, P.; Allorge-Boiteau, Plantes médicinales de Madagascar: cinquante-hlaibies
médicinales utilisées sur le marché de TananarXen(a) & MadagascarKARTHALA
Editions, 1993.

(125) Paocharoen, V. The efficacy and side effeft®ral Centella asiaticaextract for wound
healing promotion in diabetic wound patierltsurnal of the Medical Association of Thailand
201Q 93 Suppl 7S166-170.

(126) Haftek, M.; Mac Mary, S.; Bitoux, M. L.; Creidi, P.; Seité, S.; Rper, A.; Humbert, P.
Clinical, biometric and structural evaluation oeétlong- term effects of a topical treatment
with ascorbic acid and madecassoside in photoagathh skin.Experimental Dermatology
2008 17, 946-952.

(127) Ahshawat, M. S.; Saraf, S.; Saraf, S. Pagpmar and characterization of herbal creams for
improvement of skin viscoelastic propertiggternational Journal of Cosmetic Scien2@08
30, 183-193.

(128) Martelli, L.; Berardesca, E.; Martelli, Mopical formulation of a new plant extract complex
with refirming properties. Clinical and non-invasivevaluation in a double-blind trial.
International Journal of Cosmetic Scieri2@0Q 22, 201-206.

(129) Klovekorn, W.; Tepe, A.; Danesch, U. A ramdped, double-blind, vehicle-controlled, half-
side comparison with a herbal ointment containitghonia aquifolium Viola tricolor and
Centella asiatica for the treatment of mild-to-moderate atopic deitisa International
Journal of Clinical Pharmacology and Therapeut&07, 45, 583—-591.

(130) Gomes, J.; Pereira, T.; Vilarinho, C.; Daal. da L.; Brito, C. Contact dermatitis due to
Centellaasiatica Contact Dermatiti01Q 62, 54-55.

(131) Mato, L.; Wattanathorn, J.; Muchimapura, ¥agngun, T.; Piyawatkul, N.; Yimtae, K.;
Thanawirattananit, P.; Sripanidkulchai, Bentellaasiaticaimproves Physical Performance
and Health-Related Quality of Life in Healthy ElgerVolunteer. Evidence-Based
Complementary and Alternative Medicip@11, 2011

(132) Jana, U.; Sur, T. K.; Maity, L. N.; Debnakh,K.; Bhattacharyya, D. A clinical study on the
management of generalized anxiety disorder Wigimtellaasiatica Nepal Medical College J
ournal201Q 12, 8-11.

(133) Katz, M.; Adar Levine, A.; Kol-Degani, H.;a-Venaki, L. A Compound Herbal Preparation
(CHP) in the Treatment of Children With ADHD: A R#omized Controlled Trialournal of
Attention Disorder201Q 14, 281 —291.

(134) Wattanathorn, J.; Mator, L.; Muchimapurg, ®ngun, T.; Pasuriwong, O.; Piyawatkul, N.;
Yimtae, K.; Sripanidkulchai, B.; Singkhoraard, dsRive modulation of cognition and mood
in the healthy elderly volunteer following the adinsiration ofCentellaasiatica Journal of
Ethnopharmacolog®008 116 325-332.

(135) Gupta, G. D.; Sujatha, N.; Dhanik, A.; Ri,P. Clinical Evaluation of Shilajatu Rasayana in
patients with HIV InfectionAyu201Q 31, 28-32.

(136) Pointel, J. P.; Boccalon, H.; Cloarec, Medevehat, C.; Joubert, M. Titrated extract of
Centella asiatica (TECA) in the treatment of venous insufficiency thfe lower limbs.
Angiology1987, 38, 46-50.

60



(137) Chiummariello, S.; De Gado, F.; Monarca, Ruggiero, M.; Carlesimo, B.; Scuderi, N.;
Alfano, C. [Multicentric study on a topical compalnvith lymph-draining action in the
treatment of the phlebostatic ulcer of the infetiotbs]. Il Giornale di chirurgia2009 30,
497-501.

(138) Huriez, C. [Action of the titrated extradt©entella asiatican the cicatrization of leg ulcers
(10 mg. tablets). Apropos of 50 casdslle Medical1971 17, Suppl 3:574-579.

(139) Darnis, F.; Orcel, L.; de Saint-Maur, P. Mamou, P. [Use of a titrated extract ©éntella
asiatica in chronic hepatic disorders (author's translffeminaires des Hopitaux
Thérapeutiqued979 55, 1749-1750.

(140) CentellaPhytosome: improved action in vein and skin discsd-itoterapia2005 76, III.

(141) Mukherjee, P. K.; Maity, N.; Nema, N. K.;r&ar, B. K. Bioactive compounds from natural
resources against skin agifjiytomedicine

(142) Randriamampionona, D.; Diallo, B.; Rakot@me, F.; Rabemanantsoa, C.; Cheuk, K;
Corbisier, A.-M.; Mabhillon, J.; Ratsimamanga, Sl; Faziri, M. Comparative analysis of
active constituents itCentellaasiatica samples from Madagascar: Application for ex situ
conservation and clonal propagatifitoterapia2007, 78, 482—-489.

(143) Rouillard-Guellec, F.; Robin, J.-R.; Rak®&atsimamanga, A.; Ratsimamanga, S.;
Rasoanaivo, P. Etude comparative @entella asiatica d’'origine malgache et d'origine
indienne.Comparative study Gentella asiaticaof Madagascar origin and Indian orig#cta
botanica gallical997 144, 381-508.

(144) Han, W.-J.; Xia, Y.-F.; Dai, Y. Developmeand validation of high-performance liquid
chromatography/electrospray ionization mass spety for assay of madecassoside in rat
plasma and its application to pharmacokinetic stugipmedical Chromatography: BMC
2011

(145) Kwon, H.-J.; Park, J.-H.; Kim, G.-T.; ParK,-D. Determination of madecassoside and
asiaticoside contents @f. asiaticaleaf andC. asiaticacontaining ointment and dentifrice by
HPLC-coupled pulsed amperometric detectiicrochemical JournaR011, 98, 115-120.

(146) Tiwari, R. K.; Chanda, S.; Deepak, M.; MuBi.; Agarwal, A. HPLC method validation for
simultaneous estimation of madecassoside, asia&ea@nd asiatic acid i€entella asiatica
Journal of Chemical and Pharmaceutical Resed0hQ 2, 223—229.

(147) Devkota, A.; Dall’Acqua, S.; Comai, S.; lmemti, G.; Jha, P. KCentellaasiatica(L.) Urban
from Nepal: Quali-quantitative analysis of sampiesn several sites, and selection of high
terpene containing populations for cultivati@diochemical Systematics and Ecola2y1Q
38, 12-22.

(148) Zheng, X.-C.; Wang, S.-H. Determination afatic acid in beagle dog plasma after oral
administration ofCentellaasiaticaextract by precolumn derivatization RP-HPLIournal of
Chromatography 009 877, 477-481.

(149) Zhang, F.; Wei, Y.; Zhu, J.; Gong, Z. Simunkous quantitation of three major triterpenoid
glycosides inCentella asiatica extracts by high performance liquid chromatograp¥ith
evaporative light scattering detecti@iomedical Chromatograph3008 22, 119-124.

(150) James, J. T.; Meyer, R.; Dubery, I. A. Chtgasation of two phenotypes Gentellaasiatica
in Southern Africa through the composition of fdtiterpenoids in callus, cell suspensions
and leavesPlant Cell Tissue and Organ Cultug®08 94, 91-99.

(151) PAN, J.; KAI, G.; YUAN, C.; ZHOU, B.; JIN, RYUAN, Y. Separation and Determination
of Madecassic Acid in Extracts ofentella asiatica Using High Performance Liquid
Chromatography withp-Cyclodextrin as Mobile Phase AdditiveChinese Journal of
Chromatography2007, 25, 316-318.

(152) Guiging Kai , Chuanxun Yuan, and Yuan Yudian Pan Separation of Madecassoside and
Madecassic Acid Isomers by High Performance Liguthromatography Usingp-
Cyclodextrin as Mobile Phase AdditivBulletin of the Korean Chemical Soci&§08 29.

61



(153) Schaneberg, B. T.; Mikell, J. R.; Bedir, Ehan, I. A. An improved HPLC method for
gquantitative determination of six triterpenes Qentella asiatica extracts and commercial
productsPharmazie2003 58, 381-384.

(154) Verma, R. K.; Bhartariya, K. G.; Gupta, M..;MSushil Kumar Reverse-phase High
Performance Liquid Chromatography of AsiaticosideCentella asiatica Phytochemical
Analysis1999 10, 191-193.

(155) Gunther, B.; Wagner, H. Quantitative detetion of triterpenes in extracts and
phytopreparations d@entellaasiatica(L.) urban.Phytomedicind996 3, 59-65.

(156) Inamdar, P. K.; Yeole, R. D.; Ghogare, A, @ Souza, N. J. Determination of biologically
active constituents i@entellaasiatica Journal of Chromatography 2996 742 127-130.

(157) www.edgm.e&uropean Pharmacopoeiéth ed.; 2008.

(158) Jacinda, J.; lan, D. Identification and Qifenation of Triterpenoid Centelloids i€entella
asiatica(L.) Urban by Densitometric TLClournal of Planar Chromatograph3011, 24, 82—
87.

(159) Ganse, H.; Gbaguidi, F.; Agbani, P. O.; do8s G.; Moudachirou, M.; Sinsin, B. A.; Quetin-
Leclercq, J.; Aminou, T. Densitometric HPTLC quéin#tion of asiaticoside isolated from
Centella asiatica(L.) Urb (Apiaceae) of Beninlnternational Journal of Biological and
Chemical Sciencez011, 4.

(160) Thomas, M. T.; Kurup, R.; Johnson, A. J.afidirika, S. P.; Mathew, P. J.; Dan, M.; Baby, S.
Elite genotypes/chemotypes, with high contents aflecassoside and asiaticoside, from sixty
accessions o€entellaasiatica of south India and the Andaman Islands: For cation and
utility in cosmetic and herbal drug applicatiomsdustrial Crops and Product201Q 32,
545-550.

(161) Sathiyanarayanan, L.; Paradkar, A. R.; Mdhad. R. Development and validation of a
densitometric HPTLC method for simultaneous analgdiwedelolactone and asiaticoside in
a polyherbal formulatiorActa Chromatographic201Q 22, 651-663.

(162) Zainol, N. A.; Voo, S. C.; Sarmidi, M. R.;z&, R. A. Profiling ofCentellaasiatica (L.)
Urban extractThe Malaysian Journal of Analytical Scien@38 12, 322-327.

(163) Bonfill, M.; Mangas, S.; Cusidd, R. M.; Osyr..; Pifiol, M. T.; Palazén, J. Identification of
triterpenoid compounds o€entella asiatica by thin- layer chromatography and mass
spectrometryBiomedical Chromatograph3006 20, 151-153.

(164) Gupta, A. P.; Gupta, M. M.; Kumar, S. Higkriormance thin layer chromatography of
asiaticoside irCentellaasiatica Journal of the Indian Chemical Sociat§, 321-322.

(165) Watson, L.; Dallwitz, M. J. The Families Bfowering Plants: Descriptions, lllustrations,
Identification, and Information Retrieva00Q

(166) Barbosa-Filho, J.; Vasconcelos Leitdo daklayunE.; Gray, A. |. Alkaloids of the
menispermaceae. Dafi$ie Alkaloids: Chemistry and Biologjcademic Press, 2000; Vol.
Volume 54, p. 1-190.

(167) www.uj.ac.za .

(168) Tropicos | NameSpirospermunpenduliflorumDC.

(169) Schmelzer, G. H.; Gurib-Fakim, Rlantes médicinales; PROTA, 2008.

(170) Rasoanaivo, P.; Ratsimamanga-Urverg, S.p®RaRatsimamanga, A. Isoquinoline alkaloid
constituents ofSpirospermum penduliflorurand Strychnopsis thouarsii (Menispermaceae).
Biochemical Systematics and Ecold@95 23, 679-680.

(171) Ratsimamanga-Urverg, S.; Rasoanaivo, P.;i&&%manana, L.; Milijaona, R.; Rafatro, H.;
Verdier, F.; Rakoto-Ratsimamanga, A.; Le Bras,In.vitro antimalarial activity and
chloroquine potentiating action of two bisbenzyjamoline enantiomer alkaloids isolated
from StrychnopsishouarsiiandSpirospermum penduliflorurRlanta Medical992 58, 540—
543.

62



(172) Frappier, F.; Jossang, A.; Soudon, J.; GdivpRasoanaivo, P.; Ratsimamanga-Urverg, S.;
Saez, J.; Schrevel, J.; Grellier, P. Bisbenzyligngjines as modulators of chloroquine
resistance in Plasmodium falciparum and multidregjstance in tumor cellé&ntimicrobial
Agents and Chemotheraft996 40, 1476-1481.

(173) Schlitter, E.; Weber, N. Isolation of columband palmatine fromSpirospermum
penduliflorum Lloydia 1972 35, 181-182.

63






Chapitre 1

Isolation and identification of vasorelaxant
molecules from leaves obpirospermum

penduliflorum Thouars (Menispermaceae)



Spirospermum penduliflorufthouars is an endemic species of Madagascar ggowirthe
rainforest and used by the local population tottrealaria (roots) and hypertension (leaves).
Previous studies confirmed the traditional usehefroots as an adjuvant of chloroquine but|we
decided to investigate the antihypertensive progeerdf the plant's leaves as they are very
commonly used remedy. Before developing an analytitethod to control the quality of this
plant, we first sought to verify its activity andentify active molecules. To do so, we analyzed
the vasorelaxant activity of crude extracts, islatand identified active molecules by
bioguided fractionations. This work was the resiila collaboration with R. Razafindrazaka,
Pr A. Randriantsoa and Dr G. Raoelison from IMRA &n N. Morel from UCL.

This chapter is derived from a manuscript submiteegublication.
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1. Introduction

Madagascar is one of the lands where traditionaliome based on the use of plants has
an important place in the society. Several plantdalagasy flora are alleged to possess
therapeutic virtues and are largely used by thellpopulation. Numerous of these plants are
used without pharmacological or phytochemical dataclinical evaluation. Aiming at
promoting the safety and effectiveness of the timul therapeutic means, a traditional
medicine service was created inside the Ministrghiarge of the public health. This service is
engaged to integrate the traditional medicine asomventional therapeutic mean in the
national health system, to identify and survey thedicinal plants and other traditional
practices used by Malagasy population and to ediattonal pharmacopoeia. This study
contributed to this National Health Policy by intigating plants used for the treatment of
hypertension. Among these plant§pirospermum penduliflorum(S. penduliflorum
(Menispermaceae) is mentioned to be effective agarterial hypertension. The aim of the
present study was to verify the traditional usehef plant and to determine the nature of the
active compounds by a bio-guided fractionation apph combining chromatographic

methods with vasorelaxant activity tests.

2. Material and methods

2.1.Plant material

Fresh leaves ofS. pendulifforumwere collected in the East coast of Madagascar
(18°51’0'S, 49°7'59"E). Botanical identification wa made by the botanist Benja

Rakotonirina. A voucher specimen was depositedeaherbarium of the IMRA (n° AML13).

2.2.Chemical compound and apparatus

Dicentrine was purchased from Sequoia ResearchuPt®@Pangbourne, UK). Methanol,
ethylacetate, dichloromethane and ammonia solu#®% were purchased from Scharlab
(Barcelona, Spain). Silica gel 60 and silica gefFg#plates were from Merck (Darmstadt,

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

HPLC Schimadzu CLASS-VP system (Japan) consistead laE-10ATVP pumps, a DAD
detector SPDM-10 AVP an automatic injector SIL-10A® and a controller system SCL-
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10AVP, all piloted by a CLASS-VP software. Sepamatwas performed with reversed-phase
C18 LichroCART column (250 x 4nm i.d.; particle size: fim) (Merck, Darmstadt,
Germany).

2.3. Extraction

The plant material used was in form of finely grdad powder of the dried leaves.
Extraction was performed by successive macerafidheoplant material (750) in increasing
polarity solvents namely hexane, dichloromethanethamnol (2.3 of each and for 24)
(Fig. 21). The extracts were filtered and driedemeduced pressure.

750 g of powdered leaves

Maceration: hexane
2.51/24h

Extract hexane

Residu 1
(129)

Maceration: dichloromethane
2.51/ 24h

i xtract dichloromethane
Residu 2 (15g)

Maceration: methanol
2.51/ 24h

Extract methanol

Residu 3 (37.59)

Figure 21: Extraction of leaves ofS. penduliflorum

2.4. Pharmacological experiments

Wistar rats of either sex weighing between 20000g3were used in the study. Animals were
killed; the thoracic aorta was isolated and cub inbgs of 2 mm in length. The rings were
mounted under a tension of 2g in an organ bathatang physiological solution (mM: NaCl:
122, KCI: 5.9, NaHC® 15, MgC}. 1.25, CaCl 1.25, and glucose: 11). The bath solution
was maintained at 37°C and gassed with 95%ar 5% CQ. Aorta were equilibrated in the
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medium for 2 hours and bath solution was changeztye0 minutes. After 1 hour of
equilibration, the tension was adjusted to 2g. Rlegirine (1uM) was added to the bath in
order to pre-contract the aorta. Cumulative comegions of the extract dissolved in
DMSO/water (90/10, v/v) at 100g/ml were added to the organ bath and the retaxatas
evaluated. Concentration-response curves of phehgitee (from 10 M to 3x10° M) were
realized in aorta rings without or in the presewntdifferent concentrations of dicentrine
(0.1uM and 1uM), the contraction was then evaluated. Contrastiand relaxations were
recorded with an Ugobasile 7003 isometric forcaddmcer.

All experiments were performed in accordance wiiterinational guidelines and the local
ethic committee.

ICso were determined by the analysis of the sigmoidale-fitting of the concentration-

response.

2.5. Bioguided fractionation

Figure 22 summarizes the fractionation of the diotinethane extract. The first
fractionation was realised on an open column chtography (100 x 4@m) with silica gel
60 (0.063-0.200nm) as stationary phase and using dichloromethatbamol (99:1, v/v) as
mobile phase. Eight sub-fractions were obtainet-fgactions 5 and 6 were passed through a
Sephadex Gel LH-20 column (1@®0 cm). These fractionations led to obtain 5 sub-fadi
from 5 (5.1-5.5) and 5 sub-fractions from 6 (6.%)6The sub-fraction 5.3 was separated with
a silica gel open column using hexanel/ethyl acktet#hanol (2:6:2, v/v/v). Seven sub-
fractions were obtained (5.3.1-5.3.7). Preparathia layer chromatographies of 5.3.6, 6.3
and 6.4 using ethyl acetate/methanol (9:1, v/ivinabile phase were done separately. The
spots having the same Rf were combined and ledtairo4 sub-fractions: RR, RR1, RR2
and RR3. Final purification of RR1 was also perfedmwith preparative thin layer
chromatography, realised on silica gel 6&QF plates (Merck) using
hexane/ethylacetate/ethanol/MPH (6/6/2.5/0.01) as mobile phase. The separated
components were visualised under visible and utitawlight (254 and 365m). The purity
of the isolated compounds was analysed on HPLQURP18 column chromatography, with
a gradient of acetonitrile-ammonium acetate aquesmlistion (10mM) adjusted to ph 3
with acetic acid (90:10,v/v). Detection wavelengttas set at 30@m according to the

conditions described in the literatyge.
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{ Dichloromethane extract (1000mg) }

Separation on silicagel 60 column
Dichloromethane/methanol (99:1,v/v)

Sub-fractions

1 2 3 4 5 6 7 8
(207 mg)] ((273mg)| ((62.2mg)| |(120.2mg)| ((123.7mg)| | (30mg) (190mg)| | (20mg)
Separation on Sephadex LH 20 Separation on Sephadex LH 20
Dichloromethane/methanol (1:1,v/v) Dichloromethane/methanol (1:1,v/v)

Sub-fractions
[ | I I | [ | I I |
51 5.2 53 5.4 55
[(ls.lmg)] [(l.gmg) [(71.9mg)] [(19.2mg)][(3.lmg) [ 6.1 ] [ 62 ] [ 6.3 ][ 64 ][ 65 ]

Separation on silicagel 60column
Hexane/ethyl acetate/methanol (2:6:2,v/v/v)

Sub-fractions

o)) =) ) e

Preparative TLC |
Ethyl acetate/methanol (9:1,v/v) |
[ — I 1
RR RR1 RR2 RR3
[

Preparative TLC
Hexane/ethyl acetate/ethanol/NH ,OH (6:6:2.5:0.01, v/v/viv)

I

Figure 22: Bioguided fractionation of the leaves ofS. penduliflorum (the most active
fractions are in red).

2.6. ldentification method

Identification of the isolated compounds was perfed by direct injection into a LCQ
Advantage Thermo Finnigan (Waltham, MA, USA) magsctrometer piloted by X-Calibur
software. Mass spectra were determined using EBiceoin positive mode, a vaporizer
temperature of 455°C, a sheat gaz flow rate ata4b)(and a capillary voltage at 2V as
conditions.’®*C NMR and'H NMR spectra were recorded on a Bruker Avance DRX-
spectrometer in CDGI CD;OD or DMSO at 400 MHZz(H) and 100 MHz €C), at 30°C. A
combination of COSY, HMQC, HMBC and ROESY experitsewere used when necessary

for the assignment dH and™*C chemical shifts.
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2.7. Statistical analysis

The data were analysed using a Studeitést and were considered to be significantly
different wherp < 0.05.

3. Results

3.1. Identification of the active fraction

When tested on phenylephrine-contracted aortaditidoromethane extract (DCM) was
the most active fraction compared to hexane anchamel extracts with 1§ values of
0.3ug/ml, 25ug/ml and 1.Qug/ml respectively (Table 5). Isoprenaline, usedreference

standard exhibited vasorelaxant activity with agyliZ 1.7 pg/ml (data not shown).

Table 5 : Vasorelaxant activities of different exsirts of S. pendulifiorum leaves in rat aorta
contracted by phenylephrine ({IM), (n=6).

Extract Hexane Dichloromethane Methanol

ICso (Wg/mI)| 25 0.3 1.9

After different chromatographic fractionations bétdichloromethane extract, several sub-
fractions were obtained (Fig. 22). Table 6 shoveswthsorelaxant activities of the 4 final sub-
fractions (RR, RR1, RR2 and RR3). It was shown RR1 sub-fraction presented the highest

relaxation of the contracted rat aorta.

Table 6: Vasorelaxant activities of the four sub-fractien RR, RR1, RR2, RR3 on
phenylpephrine-induced contraction of rat aorta atug/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 twb se@arated spots at Rf 0.62 and
0.81 which gave a positive reaction with Dragendarhgent. Bioassay-guided fractionation
by successive open column chromatographies follolegurification on preparative TLC

led to the isolation of two active compound@ignd2.

Compoundl, which was the major alkaloidjave a molecular ion peak atz 340 in the

positive mode, in accordance with the moleculamida of GoH2,04N. Furthermore, 20C
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were observed on tHéC NMR spectra. Comparison of our data with literatdata(2) and a
reference sample allowed us to identify this conmabas dicentrine with typical fragments at
m/z309, 279, 264, 251, 236, 220.

Compound gave an ion peak at/z324 in positive mode, differing from compouhdby
16 mass units giving the molecular formula ofH;;04N. Positive ESI M8 spectra of2
revealed fragments at/z324corresponding to [M+H]and other fragments at/z293, 263,
235, 205, 177. These results are in accordancetiuite found in the literature for neolitsine

(2). Thus,2 was identified as neolitsine (Fig. 23).

Dicentrine (Mw = 339) Neolitsine (Mw = 323)

Figure 23 Structures of dicentrine (1) and neolitsine (2).

3.3. Effect of dicentrine on the vasoconstriction induce by phenylephrine

Because of the small amount of neolitsine thatddd isolated, the determination of its
pharmacological profile was not possible. Dicemrimas tested for its relaxing activity on
phenylephrine-induced contraction in endotheliumwdked artery rings. As shown in
figure 24A, preincubation of the aorta with dicentrinefgd the concentration-contraction
curve of phenylephrine to the right, in a concerdaradependent manner. The @alue of
phenylephrine was significantly increased fromnh2 to 52nM and 341InM in the absence
and in the presence of QUM and 1uM of dicentrine, respectively (IdgCso values were
-7.9+£0.02 in control aorta, -7.140.05 and -6.4% 0.03, in the presence of QUM and

1 uM dicentrine, respectively < 0.05 dicentrine vs control) (Fig. 24).

Dicentrine relaxed aorta pre-contracted with pheplgtine, with a logle (M) value of
-5.53+ 0.05 (IGo value was 2.95M).
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O Control
A Dicentrine 0.1 uM
e Dicentrine 1 yM

120-

100+

60

Contraction (%)

40-

204

109 10® 107 106  10%
Phenylpehrine (M)

Figure 24 :Effect of dicentrine on the concentration-effectcurves of phenylephrine in
endothelium-denuded rat aorta.

4. Discussion and Conclusion

High blood pressure represents the main cause athde the world. A recent study in
2009 on the prevalence of hypertension in Antanandfladagascar revealed that 28.05% of
adult population suffer from this disease with aamege of 49 years. High blood pressure
prevalence increased from 19.10% in 2000 to 28.062009 in Antananariv@3). The fact is
that hypertension requires a long-term treatmenthvimplies a high cost. Consequently, the
alternative is the traditional phytomedicine whgsactice is current in Madagascar a®d
penduliflorumis used in Malagasy traditional medicine to tregpertension. Our results
show that the crude extracts of its leaves extdbggnificant concentration-dependent
relaxation on rat aorta pre-contracted by phenyieph The dichloromethane extract $f

penduliflorumleaves was the most active fractionsd€ 0.3 pug/ml).

Bioguided fractionations of dichloromethane extréed to obtain RR sub-fraction in
which aporphine alkaloids were isolated and idedifas dicentrine and neolitsine. The
vasorelaxant activity of dicentrine was also denratsd with a 16 value of 2.951M. These
results confirmed those published in the literat{4®). Despite that the neolitsine activity
could not be demonstrated, the literature datartepat it is a potent vasorelaxing agent on
precontracted rat aorta preparati¢dy Indeed, Menispermaceae family is known to be rich
of aporphine alkaloidé7—9). The presence of dicentrine and neolitsine mayethe use of
the plant as antihypertensive. However, the tottty of the use of the plant is uncertain
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because dicentrine and neolitsine were confirmdaketaytotoxic even if 165 were higher on
cultured cell{10-12)

On the other hand, a previous study mentionedrtbadlkaloid was found in leav€$3).
Their plant materials were collected in anotherggaphic region than the region where we
collected our samples. It could suggest that tremtal composition 08. penduliflorums
affected by this parameter. These observations sheweed for chemical control of samples
of this plant, that is why we developed a method tfte identification, separation and
quantification of dicentrine for routine quality ool of the leaves o6.penduliflorumin

order to assure the safety and effectiveness dfaliional use of this plant.
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Chapitre 2
Development of a HPLC-UV method for the

guantification of dicentrine in leaves of
Spirospermum penduliflorumThouars:

application of design of experiments (DOE)



In the previous chapter, we showed that leavesetgtrof Spirospermum penduliflorum
possessed vasorelaxant properties. We also deratatsthat this effect was mainly diyie
to the presence of aporhine alkaloids: dicentring aeolitsine. Moreover, we observed

that dicentrine was the major molecule respongini¢his activity.However, according tp

the literature, alkaloids are not present in alvks samples ofs. penduliflorum.

Furthermore, in various studies, high doses of rdiage proved cytotoxic activity forf

human cell lines; therefore, we sought to developHRLC-UV method for the
quantification of this molecule in order to asstss effectiveness but also the safety

the plant.

As method development was time consuming; we agyphie DOE in order to determine

the optimum conditions allowing the separationlbftee alkaloids present in the leaves

This chapter is adapted from the following publiblagticle.
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1. Introduction

Nowadays, traditional medicine still holds an intpot place to cure diseases in
developing countries. It is mainly due to the nooessibility of modern medicine by the local
population. The safety, effectiveness and qualitimished herbal medicinal products depend
on the quality of their source materials, which aaclude hundreds of natural constituents,

and how elements are handled through productiocesses.

S. penduliflorumThouars (Menispermaceae) was chosen among & Isedicinal plants
used by Malagasy population because it is an erdspacies of Madagascar. The decoction
of all parts is traditionally used as vasorelaxd@ptand the decoction of leaves is also used for
the treatment of malaria and as a chloroquine adjuvihe dried leaves are also smoked for
pulmonary tuberculosis treatment. The decoctioroofs was taken as cholagogue, tonic and
for hepatic disorder§?). Different studies on root extracts 8f penduliflorumallowed the
isolation of some active molecules: columbine (@iane- type diterpenoid), palmitine
(protoberberine-type quaternary alkaloid) and limadbisbenzylisoquinoline alkaloidp).
Recently, Raoelison al. (submitted for publication) found a vasorelaxarihdty on isolated
rat aorta using a dichloromethane leaves extragt aporphine alkaloids were then isolated
by bioguided fractionation: dicentrine and neotiesi (Fig. 23), both known to possess
antihypertensive activities. In their experimentabdel, dicentrine gave an J€value of

2.95 + 0.04 pg/ml on rat aorta relaxation.

In the previous studies, Tem al also demonstrated that dicentrine is a strongulas
a-1 adrenoceptor antagonist having antiplat@et6) and antiarrhythmic activitieér). It
confirms the traditional use of this plant as atirgpertensive. Laet al (8) and Tsaiet al
(9) proposed two HPLC methods for the quantificatibmioentrine in rat plasma and urine.
The first method was not validaté#l). The second metho®) was fully validated but the
separation of some peaks was not complete. A validdPLC method was also described by
Stévigny et al for the quantification of aporphin alkaloids @fassytha filiformis (10)
Besides, the present matrix was more complex affereint than plasma, urine ai@hssytha
filiformis. Therefore, a HPLC method coupled with UV and Mfedtion was developed to
separate and quantify these molecules and to datfiieoquality and effectiveness of this
plant. The optimization of chromatographic methéatsplant extracts is often intricate and

can be time consuming. In fact, it is a thorny peabto separate components because of the
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number of compounds, the similarities between th@matographic behaviours of some of
them while some others have widely distinct physibemical properties (e.g. polarities, pKa,
Log P). Usually, optimization of a chromatographmethod is achieved by changing
parameters one by one which is commonly called “daetor/variable at a time”
methodology. On the contrary, design of experimg¢MsE) methodology investigates the
factors effects and the interactions between thgnmbdifying multiple factors at a time.
Combined with design space (D@)1-16) it leads to a powerful methodology (DoE-DS)
allowing the identification of optimal condition®tf the achievement of robust analytical
methods. In the present study, DoE-DS methodology used to develop a method for the
separation of aporphin alkaloids contained in lsaagract ofS. penduliflorum The method
was then fully validated using the total error agpicand the accuracy profile approach for the

quantification of dicentrine in these leaves exg4t7,18)

2. Material and methods

2.1.Chemicals and reagents

Dicentrine reference standard was purchased fromudga Research Products Ltd.
(Pangbourne, Ukraine). The reagents were purchasefbllows: methanol HPLC grade,
ethoxyethane from VWR (Leuven, Belgium), dichlordheme from Sigma Aldrich (St.
Louis, MO, USA), ammonia solution (25%) from J.Tak&r (Deventer, Netherlands), acetic
acid from Fisher scientific (Erembodegem, Belgiumipmonium formate and anhydrous

sodium sulphate from Merck (Darmstadt, Germany).

2.2.Plant material

Fresh leaves db. penduliflorumwere collected in March 2007 and December 2008en
Eastern Region of Madagascar (18°51'0’'S, 49°7’59"H)e voucher specimens (AML 13)
were deposited at the herbarium of the “Institutlddahe de Recherches Appliquées”
(IMRA). Leaves were dried at ambient temperature t@aduced to powder. In order to have a
homogenous powder, the dried powdered leaves wassep through a sieve of 710 um
meshes. The powdered leaves were stored at antbimperature in obscurity and in a dry

area.
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2.3. Apparatus

Chromatographic separations were performed witeversed-phase C18 LiChroCART
column (250 mm x 4 mm i.d.; particle size: 5 umilefck, Darmstadt, Germany), a HPLC
Waters 2690 separation module (Waters, Milford, MASA) coupled to a UV
spectrophotometric detector Kromaton (Angers, Fexnall controlled by Borwin software
(Borwin, Rostock, Germany). The column was mairgdinat 30°C. For the peaks
identification, a LCQ Advantage Thermo Finnigan (Wam, MA, USA) mass spectrometer
with ESI ion source in positive mode was used, @ovider temperature of 455°C, a sheat gaz
flow rate at 45 (arb) and a capillary voltage at ¥ conditions and piloted by X-Calibur

software.

Method validation experiments were performed usindlerck Hitachi HPLC system
consisting of a pump L6200, an automatic inject& 2000 A, and a UV detector L400; all

piloted by the Borwin software.

2.4.Plant extraction

One gram of powdered leaves was macerated inaxiedl water bath at 50°C for 1 hour
with 50 ml of methanol-acetic acid 99% (99:1, v/Vhe residue was washed with 10 ml of
the same solvent and filtered through a filter pap&5, Whatman). These operations were

repeated 4 times in order to have an extractichlodurs.

The extracts were combined and evaporated to dsyneder reduced pressure. Dried
crude extract was diluted in 50 ml of water acalifiwith 1% of acetic acid, filtered and
washed twice with 30 ml of diethylether. The aqueentract was basified with NBH to
pH 9.5. Liquid-liquid extraction was performed fouimes with 50 ml of dichloromethane.
Organic phases were dried over anhydrous sodiurtatacand evaporated to dryness. The
dried crude extract was diluted to 40 ml of metharittered through a 0.45 um filter
(Whatman). Finally, 20 pl of this solution weredaojed into the HPLC system.

2.5.Preliminary assay

Preliminary tests were performed to identify thitical factors (i.e. the factors having the
highest effect on the responses) to be further whethg optimization procedure. These
preliminary tests also allowed the establishmernhefranges of factors. Generally, the factors

can be classified in 3 groups:
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¢ The stationary phase: particles size, length aadheier of the column
« The mobile phase: % of organic solvent, pH, butf@rcentration, ions pair agent...

» Physical factors: temperature, pression, viscadithe mobile phase...

Different columns were therefore tested to chandeornatographic selectivity: a
LiChroCART® RP-18e column (250 mm x 4 mm i.d.; particle s&em), a LiChroCART
RP-select B (C8 endcapped) column (250 mm X 4 mdn particle size: 5um) and a
Alusphef’ C8 column (250 mm x 4 mm i.d.; particle size: 3)pmere tested. pH and gradient
slopes were also varied. The mobile phase considtadnixture of ammonium buffer 10 mM

and methanol (80:20: v/v) as solvent A and methasdolvent B.

2.6. Experimental design

The method optimization involved a full factoriagésign set up with 3 chromatographic
factors: pH and gradient slope were both studie8 ketvels and methanol proportion at the
beginning of the gradient (pci) was studied at vele (Table 7). Table 8 summarizes the
gradient conditions which ensue from the DoE. Asalserved in the preliminary test that
the peaks were eluated at 60% of methanol, 12 rdiffegradient times to obtain 60%
methanol in the mobile phase were defined usingapdi gradient slope angsed for 3 pH
levels. Finally a total of 43 analyses were peridnincluding the 36 conditions defined by
the DoE. The conditions at pH 2.5, pci=30%, sleg@b6/min; pH 4.5, pci= 30%,
slope = 0.6% and pH 4.5, pci = 50%, slope = 0.4%/mere carried out in duplicate and 4
independent repetitions were performed at pH 4&,=pl0%, slope = 0.6%/min. These
independent repetitions were carried out to eséntia¢ responses variability over the whole
experimental domain: at some extreme points (He2b, pci = 30%, slope = 1%/min and pH
4.5, pci =50%, slope = 0.4%/min) and at the twanfgowhich are the closest to the DoE
geometrical center (i.e. pH 4.5, pci=30%, sloge6% and pH 4.5, pci=40%,

slope = 0.6%/min).

Table 7 Chromatographic parameters studied for the methodbust optimization. pci:
methanol proportion at the beginning of the gradien

Parameter Levels
pH 2545 7
Gradient slope (%/min)0.4| 0.6 | 1
pci (%) 20| 30| 4Q50
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Table 8 Gradient conditions tested for the robust optiration of the HPLC method.

Gradient slope (%/min)
0.4 0.6 1
pci | Time (min) MeOH | Time (min) MeOH Time MeOH (%)
(%) (%) (%) (min)
0 20 0 20 0 20
20 100 60 66.6 60 40 60
110 60 77 60 50 60
111 20 78 20 51 20
0 30 0 30 0 30
30 75 60 50 60 30 60
85 60 60 60 40 60
86 30 61 30 41 30
0 40 0 40 0 40
40 50 60 33.3 60 20 60
60 60 43 60 30 60
61 40 44 40 31 40
0 50 0 50 0 50
50 25 60 16.6 60 10 60
35 60 26 60 20 60
36 50 44 50 21 50

2.7.Design of experiments and design space methodology

DoE provides a structured methodology for the dweieation of effects and the
interactions between factors affecting a procesktha output response of that procéks).
The most common objective of chromatographic methdelvelopment is to determine the
operating conditions which allow obtaining an ogmlnseparation of all compounds in the
shortest analysis time. Factors which have thedsgkffects on the response (and therefore
on the separation) must be selected. Usually, bnentatographic resolutiorR§) between
two adjacent peaks is modelled to assess separit@mrerthelessikRs cannot be selected as
the response of multiple linear models due to disoaities when selectivity changes and
peaks interbred11,20) Hence, the beginning, apex and etil tk tg, respectively) of each
peak were measured. The chromatographic behavioeach peak was modeled by 3
equations. The first modeling the logarithm of teeention factor (lod¢ri)) with

kiri = (tri - to)/to andty: the column dead time, the second modeling tharltign of the left
half-width, log{v) with w = ki - kigi @and the third modeling the logarithm of the rigladf-
width, logfw,) with w, = kg - kiri. These responses were modeled by multiple lingaatéeons
(Eq. 37).
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log(ktr;) = By + Bi.PH + B,.pH? + B5.pci+ B,.pci? + S slopet+ S, slop€ +

B.pH.pci+ SB;.pH.slopet Sy.pcislopet B,,.pH.pcislopet £
Eq. 37

where logkri) represents the logarithm of the retention fadidgr) of the ith peak.
Logarithms of peaks half-widths were modelled by #ame equations. Tlfgto S are the
parameters of the mathematic model, pH, pci angeslare the factors of the design of
experiments and is representative of the residual error assumdeetaormally distributed.
Furthermore, a new separation criteri@was used to ease the predictive error propagation
from the modelled responses to this criter(@i-13,20) S is defined as the difference
betweens (the beginning) of the second peak anthe end) of the first peak of the critical
pair (i.e. the two most proximate peaks). The eaffecting the modelled responses was
estimated and propagatedSaising Monte Carlo simulations and allowed to cotaghe DS.
The DS corresponds to a region of the experimeafdgalain where the probability to attain
S> 0 (i.e. baseline-resolved peaks) is higher thaplected quality lev§l1-13) The quality
level and the design space shapes are also retatdgerof the robustness of a meth@d—

24). This is expressed in Eq. 38.
DS ={x, O |E,[P(s> 6] 7} £q. 38

wherexp is a point in the experimental domajn, 2 is the threshold on the separation
criterion S 0 is the estimated parameter of the model and the quality level. P and E

correspond to the estimators of probability andhmatatical expectation, respectively.

This equation can be interpreted as follds is defined as a part of the experimental
domain where fogg point of this domain, the estimat&g probabilityP to attainS >4 (in our
casel should be> 0), with 6, the parameters of the model; is higher thaguality level. A
low 7 value does not mean that unacceptable separatiuid be obtained (i.65< 0). The
peak could be well separated concurrently with latikely high error tarnishing théR
predictions leading to predictions of low probakilivhile peaks could be well separated. On

the other hand, a highvalue could induce obtaining a good separatid).

2.8. Chromatographic conditions

The mobile phase consisted of methanol and ammorfiommate buffer (20 mM)

Experiments were carried out in gradient mode (Bagle 7 for gradients). The pH of the
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agueous solution was adjusted to 2.5, 4.5 or 7 gatitentrated formic acid or ammonia. The
column was thermostated at 30°C, flow rate was/inmland the detection was performed at

a wavelength of 307 nm.

2.9. Determination of extraction efficiency

One gram of dried and powdered leaves was extrastel@scribed in figure 25. The leaves
were first extracted for 1 hour. The residue wasiperated and extracted again with fresh
solvent for 1 hour. This was repeated until theagdtion of leaves in dicentrine. Each extract
obtained after each extraction was evaporated yoeds separately and fractionated. The
alkaloidic fraction was injected separately ontoLl@Rcolumn. The kinetics of the extraction

was established by monitoring the peak area ohtlices.

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)

Extraction for 1h

Methanol/acetic acid (99:1, v/v)

Extract 3 Residu 3

Figure 25 Extraction procedure performed to assess extraabin efficiency.

2.10. Method validation

Selectivity, response function, trueness, precisigrpeatability and intermediate
precision), accuracy, linearity, range, limits adtection (LOD) and quantification (LOQ)
were the criteria determined to validate the met{®ig25,26) The validation of the method
was done during three days to evaluate time-deperideermediate precision. Data were
analyzed with e-noval V3.0 software (Arlenda, LieBelgium).
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2.10.1.Calibration standards

Stock solution of 1 mg/ml of dicentrine was prephia methanol. This solution was
diluted and four concentration levels (10, 25, 5@ &5 pug/ml) were used to establish the

calibration curve. Each level of the calibratioarstards was analyzed in duplicate.

2.10.2.Validation standards

Validation standards were prepared within the mafiried extract of leaves was diluted
in 40 ml of methanol. This solution was spiked éach final validation standards at 10, 25,
50, and 75 ug/ml of dicentrine. Each level of thalidation standards was analyzed

independently in triplicate.

3. Results and discussion

3.1. Preliminary tests

Different chromatographic profiles of the total aliid extract of the leaves d&.
penduliflorum were obtained after changing the HPLC conditio8g.(26). These

chromatograms showed that dicentrine was the niostdant in the extract.

We observed that no significant difference was olexkwith the different types of column
used: C18, C8, RP-select B. On the other handgtha@ient mode affects the retention time.
The pH has also its effect because alkaloids amsable. We can conclude here that the pH,
the initial proportion of methanol and the slopetloé gradient were the parameters which
influence the separation and the retention timea ddlumn type did not have a significative
effect. We observed also that all the peaks waree@lwith a maximum of 60% of methanol
in water. Then, the pH of the aqueous phase, th@liproportion of methanol and the
gradient slope were selected as parameters faxjerimental design and the separation was
performed with RP-select B column type becausedbiemn allows to work with a higher

level of pH.
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Figure 26: Chromatograms obtained with different chromatographic conditions for the
separation of the alkaloids in leaves 08. penduliflorum (A: ammonium buffer 20mM
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 meldor each response. In total, we found 13
peaks whose MS spectra were in accordance withparphine alkaloid skeleton in the total
alkaloid extract. As depicted in figure 27a, the@abacy between the experimental retention
times and the predicted ones is good. The adjustetficients of determinatioeradj) are
summarized in Table 9. Furthermore, the correspandesiduals were normally distributed
for most compounds - for each response p-valueg wd.05; (p-values for logg) are
presented in Table 10) -and mainly located intoititerval [-2, 2] minutes (Fig. 27b).

Despite the high number of interactions added éntiodel (see Eq. 37), a curved tendency
can be observed on the residuals in figure 27budigests that some terms of higher orders
(e.q. pl-f) could have been added in the model to avoid shght lack of fit situation.
Additionally, the heteroscedasticity of the residudistribution on figure 27b highlights the
need to perform the logarithmic transformation usegredict logkr). Indeed, the p-value
computed on the modeled response {@i(were acceptable (> 0.05; see Table 10) for 10 of
the 13 compounds suggesting that the models wedtabk for the optimization of the

separation.

Then, once the responses are correctly modele@rtbe can be propagated from them to
the separation criterio8. This step is carried out to estimate the prealicérror affectinds
and to give confidence in predicted optima. Thhs, predicted criterion was computed over
the whole experimental domain using a grid seampraach. Moreover, the probability to
reach the criterion threshol®>0 min was also computed from 2000 Monte Carlo
simulations over each point of this g(itil—13) Figure 28 displays the probability surfaces to

at least reach a complete separation for eachestydirameters: BE& 0 min).

Table 9 Adjusted coefficient of determination ﬁgdj) for the 3 modeled responses.

q Rzadj d I:zzadj
Compounds oo ka) [ Togw) | Togww) | “°™PU"S Togka) [ Togtwi) | Togiws)
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 0.9768 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 0.8340
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Table 10 Shapiro-Wilk normality test p-values for log®.

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 witliadient starting at 32% of methanol

and whose slope was 0.42%/min. On figure 28, thesDfedged in by a red line.
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The DS corresponds to a probability of 14% to gebmplete separation and gives the
optimal operating conditions in the light of thesiduals range (between -2 and +2 min) in
which all compounds should be separated.. As deghion figure 29b, the chromatogram
recorded at the above mentioned optimal operatimglition allows the complete separation
of all the investigated compounds and is in acawdato the predicted chromatogram
(Fig. 29a).

(a) (b) 8
4 7 9 12 » 9 12
4
12 3| s6 1011\ 13 . 123\ s6 A 1011/\13
f T T T T T T T
0 10 20 30 0 10 20 30
Time (min) Time (min)

Figure 29 (a) Predicted chromatogram at optimal conditions(see text for details), (b)
experimental chromatogram recorded at optimal condions of total alkaloids extract of
S. penduliflorum. Peak numbering: 1 =unidentified peak, 2 =isocgdine, 3-
6 = unidentified peaks, 7 =glaucine, 8 =dicentrmy 9-11 = unidentified peaks,
12 = neolitsine, 13- unidentified peak.
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The use of DoE and DS allowed separating of 13 @am@s whose UV and MS spectra
indicated that they possess an aporphine skelatoang them dicentrine, a positiomsbmer
of dicentrine and neolitsine. Other compounds sashsocorydine and glaucine (Fig. 30)
were identified by the comparison of their masscapewith literature and with our database
(27).

Isocorydine Glaucine

Figure 30 : Structure of alkaloids found in the leaes extract ofS. penduliflorum

3.3. Extraction efficiency

The kinetic of the extracted amount of dicentrikeg(31) showed that a significant
quantity of dicentrine is extracted after 2 houssuflent t-test (p<0.05), but not after 3 or 4
hours. This result shows that 3 hours of extractom sufficient but we applied 4 hours of
extraction to account for possible rich samplestthtarmore, 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, &t a third and fouth hour
extraction obtained with the same powdered leaved 8. penduliflorum (n = 3).* means a
significant amount of dicentrine extracted (Student-test *p<0.05)
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3.4. Method validation

The method validation focused on the demonstraifdhe ability of the optimized method
to accurately quantify dicentrine in extracts $f penduliflorum The assessed validation
criteria were method selectivity, trueness, precisiinearity, range, LOQ and LOD as well
as the accuracy of the generated results. Theteglexf the most adequate response function
was also performed during the method validatiorsplit7,28) To achieve this, the accuracy
profile methodology was endorsed which allows toide about the validity of the method.
This accuracy profile is based on the predictivaligy of future results that will be generated
by the method under trigR9,30) In this framework two values have to be definegriari.
The first one is the acceptance limits. They regmeshe maximum relative error that is
acceptable for the future application of the metbethg validated. These acceptance limits
were set att 30% as commonly done for plant matri¢@$,31,32) The second one is the
guarantee or minimum probability to have futureuhessincluded within these limits. It was
set at 90%.

3.4.1. Selectivity

The selectivity of the method was insured by thengarison of the retention time and
mass spectra with the reference standard of dioentMass spectra at the beginning, the
middle and the end of the chromatographic peaka®ndrine were recorded and found to be

comparable (Fig. 32).
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Figure 32 Positive ion mode mass spectra of dicentrine stdard (a), and at the
beginning, apex and end of the dicentrine peak inotal alkaloid extract (b, c, d) ofS.

penduliflorum [M+H=340].

3.4.2. Response function

Calibration standards without matrix were prepaddfour concentration levels of
dicentrine. Analyses were performed in duplicatalidation standards were prepared
independently with the matrix and also containedvkm concentrations of dicentrine at the
same four concentration levels. They were analyaedplicate. These validation standards
concentration levels were considered as converijotraie values. The concentration for
both calibration and validation standards rangenfrlO to 75 pg/ml. Different regression
models were fitted on the calibration standardhsag: simple linear regression, weighted
(1/X) linear regression, weighted (Z)Xlinear regression, linear regression throughtt@di
with the highest calibration level only, linear regsion after logarithmic transformation,
quadratic regression, weighted 1/X quadratic regjoes and weighted 1/X quadratic

regression (some examples of regression modelspresented in the figure 33 below).
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Different accuracy profiles of dicentrine with different regression models
line is the relative bias (%), the dashe lines are thep-expectation tolerance

limits (p = 90%) and the dotted lines represent the acceptaa limits (£ 30%)).

According to accuracy indeil8), the weighted (1/X?) linear regression model waes t

most adequate calibration model. Indeed, the 9B®xpectation tolerance intervals are

included inside the 30% acceptance limits within the range of 10 tqugsml of dicentrine

(17,28,30) These tolerance intervals are intervals one &@mado include each future result
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with 90% probability, thus giving a high level oi@rantee about the suitability of the method
for its intended purpos@8,30)

3.4.3. Trueness

The systematic error between the accepted trueesaltithe validation standards and the
mean experimental ones represents the trueneke ofi¢thod17,30) It can be expressed in
relative bias which did not exceed -10% (see Taleshowing the adequate trueness of the

method.

3.4.4. Precision

Precision represents the variation of the resdldiaentrine in intraday (or repeatability)
and interday conditions (intermediate precisi@),25,30) Precision was assessed during
three days (p = 3) with three independent repesti; = 3) at each of the four concentration
levels of the validation standards, leading to Sults per level of dicentrine and a total
amount of 36 results. It was evaluated in termsefzftive standard deviation (RSD%) values.
These values did not exceed 10% for repeatabiktywall as for intermediate precision
(Table 11).

3.4.5. Accuracy

Accuracy refers to the closeness of agreement leeiviee test result and the accepted
reference value, namely the conventionally trueeé21,25,30) Accuracy takes into account
the sum of systematic and random errors givingttha error(30). The acceptance limits

have been set at + 30% according to the complexitiie matrix (plant extrac(p6,31,32)

Figure 33 shows that the 90Beexpectation upper and lower tolerance limits atalty
included inside the acceptance limits for the whamacentration range of 10 to 75 pg/ml of
dicentrine when a weighted (17Xlinear regression model is used as calibratiaweeuThis
demonstrates the accuracy of the results obtaigatieodeveloped metho(l7,28,29) This
dicentrine concentration interval is very small dngge of the closeness of the retention times
of dicentrine and of its isomer. A high concentratievel of dicentrine may cause a coelution

with its isomer, impairing its accurate quantifioat
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Table 11:Validation results of the HPLC-UV method for theetermination of dicentrine in
leaves extract of S. penduliflorum (3 series, 3 edifions)

Validation Dicentrine
criteria
Response | Weighted (1/X?3)
function linear regression
Calibration range
(4 levels)
10-75 pg/ml
Trueness Concentration Relative bias (%)
(g/ml)
10 -9.4
25 -5.6
50 -2.8
75 -1.4
Precision Concentration Repeatability (RSD%) Intermediate
(ng/ml) precision (RSD%)
10 9.1 9.6
25 5.6 5.9
50 2.8 7.9
75 1.7 2.8
Accuracy Concentration | 90%p-expectation lower and
(ng/ml) upper tolerance limits of the
relative error (%)
10 -28.6, 9.9
25 -17.5, 6.3
50 -26.5, 20.9
75 -8.3, 5.6
Linearity
Slope 0.9995
Intercept -1.176
r’ 0.991

Limits of detection (LOD) and quantification (LOQyere 3.0 pug/ml and 10.0 pg/ml
respectively. The LOD was estimated using the metancept of the calibration model and
the residual variance of the regression. For th@litOvas obtained from the accuracy profile
(Fig. 32) as the smallest concentration where O B-expectation tolerance limits remain
inside the +30% acceptance limif$7,21,30) Consequently, the range over which the

method is valid extends from 10 to 75 pg/ml of dicme as shown on figure 33.

3.4.6. Linearity

The linearity of an analytical method is the apilitithin a definite range to obtain results

directly proportional to the concentration of thealte in the sampl€l17,21,30) It was
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evaluated comparing spiked samples with differeaicentrations and standard solutions.
Good relationship was shown between introduced laeck calculated concentration. A
regression line fitted on the back-calculated tssobtained with the selected calibration
curve and the concentration levels of the valigdasitandards led to the equation:

Y =-1.176 + 0.9995X.

The linearity of the results generated by the metisademonstrated in figure 34 showing
that the 90%p-expectation tolerance limits expressed in conediotm units are totally
included between the + 30% acceptance limits.

Linear Profile

40 60 80 100
L
Ay
A}

back calculated concentration (ug/ml)
20
Ay

0 20 40 60 80

Introduced concentration (ug/ml)

Figure 34: Linearity profile of dicentrine. The continuous line is the identity line y = x,
the dotted lines are the = 30% acceptance limits pressed in concentration units (ug/ml
of dicentrine) and the dashed lines are the upperral lower B-expectation tolerance
limits (p = 90%) also expressed in pg/ml of dicentrine.

3.5.Sample analyses

Two samples of leaves &. penduliflorumcollected in the same region but in different
period were analyzed 3 times. Sample 1 was cotleéatdlarch 2007 while the second one in
December 2009. The amounts of dicentrine obtaisgtyuhe newly developed and validated
method were respectively 1.42 + 0.06% (m/m) fora8d 1.015 + 0.007% for S2.
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4. Conclusion

A novel analytical method for the quantificationddentrine in leaves @&. penduliflorum
was developed using DoE and DS methodology. Thihodelogy allowed the separation of
dicentrine and its positional isomer without usspecific column or mobile phase. The DS
which corresponds to the robustness of the methasl also defined. 11 other compounds
were then separated and some of them were idehtie MS detection, showing the
advantage of hyphenated techniques for peak ideatidn and to confirm the selectivity of
the analytical method.. This method was then ssfaly validated using the accuracy

profile methodology within the range of 10 to 79mbof dicentrine.

This analytical method is suitable for routine gsak and was used for the quantification
of dicentrine, the major vasorelaxant compoundwia plant samples, giving results of 1.42
and 1.015%. These preliminary results show theabdity of the active principle content in
plants according to their harvesting season. t alwws the necessity of a quantification of
dicentrine to standardize the activity of the plextract, and then of the development of such
a validated method. Moreover, the developed methlbmved the separation of several
alkaloids and molecules whose structures were aedlypy MS. Nevertheless, MS did not
allow to determine the stereochemistry and tomjstish between isomers, but the analytical
method can also be the basis of preparative patifios of crude extract &. penduliflorum
to provide enough pure compounds for NMR analyBi®e determination of the structures

and stereochemistries of these compounds coulshakyfdetermined.
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Chapitre 3

Quantitative determination of triterpenic
glycosides and their aglycones in leaves of
CentellaasiaticaUrb. (Apiaceae) by HPLC-
Uv



Centella asiaticgL.) Urb. (C. asiaticg known as a memory enhancer, a tonic and m;JinIy
for its wound healing properties is largely use@vadays in cosmetic industries as indicated
in the introduction section. Its anti-age propertend its effectiveness for the treatment] of
skin disorders (varicous vein, stretch marks, wesk.) were also investigated and proved to
be mainly due to the presence of triterpenes impthnat leaves: asiaticoside, madecassoside,
asiatic acid and madecassic acid. The contenitefgenes in leaves is therefore an important
quality feature of batches which collected in difet geographical regions and periods and

thus may contain variable amounts of triterpefigs

This work dealt with the development and validata@ran improved HPLC-UV method fd

=

the quantification of these four major triterpemedeaves ofC. asiatica It was published
before the revised monograph of the European Pltapogia.
This chapter is adapted from the article publishetburnal of chromatography B.
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1. Introduction

Centella asiatica(Apiaceae) is an ethnomedicinal herbaceous speorggnated from
India which grows spontaneously in subtropical eegi China, Malaysia, Australia, America,
South Africa and Madagascar. In Madagascar, tha gdargely used by the local population
and is the second medicinal species expai2edC. asiaticais claimed to have a number of
medicinal properties and is used in Ayurvedic megidor the treatment of leprosy, skin
tuberculosis, wound healing, stomach aches, aghviaricose veins, high blood pressure and
as a memory enhancé3). Recently, several studies demonstrated that a@stafcthe plant
possess antioxidant activii#,5), have antiproliferative effects in tumor ce(), improve
venous wall alterations in chronic venous hypeitensind protect the venous endothelium
(7). Asiaticoside, one of its active molecules, is mngubto cause changes in gene expression
and to induce type | collagen synthesis in humaroliilasts(8—10) Madecassoside was
reported to have an anti-rheumatoid effect and wdwaling propertie€l1,12) Triterpenes
of C. asiatica(Fig. 35)are components of medicinal drugs and are much isedsmetic
preparations for skin caf@3,14) Collected during all year long, considerable défezes of
the triterpenoid contents were observed accordingygographic regions, phenotype and
genotype(15,16) so the assessment of a validated analytical mathadcessary. This will

also help local population to determine the bekivaiing and harvesting conditions.

R
OH 1
Asiaticoside R1=H R2 = Glu-Glu-Rha
Madecassoside R1=0H R2 = Glu-Glu-Rha
Asiatic acid R1=H R2=H

Madecassicacid R1=0OH R2=H

Figure 35 Structure of triterpenes of C. asiatica(Glu: glucose, Rha: rhamnose).
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Most studies led ol. asiaticareport the quantification of heterosidés,18) acids(19)
or acids and heterosides but with insufficientlyideted methodg15,16,20-22) Several
reported methods were based on HPLC differing amithe mobile phase composition or in
the detection system. Xingyet al (17) proposed a method only dedicated for the
guantification of madecassoside and asiaticosidaguacetonitrile/water (29/17, v/v) in
isocratic mode. Quantification of only madecassqsadgaticoside and its isomer has been
reported by Zhangt al (18) using ELSD detector. An addition of cyclodextrintive mobile
phase was used for the quantification of the soldecessic aci@l9). The existing methods
for the simultaneous quantification of madecassosadgaticoside, madecassic acid and
asiatic acid used either acetonitrile/wa(@0), acetonitrile/water with TFA 0.1%21) or
acetonitrile/water each containing 0.05% o0fPBy as mobile phas€22), together with
detection at 205 nm. Most methods did not give gaswlution or were not suitable for LC—
MS and all were insufficiently validate@20-22) The monography of the European
Pharmacopeidl) quantifies total triterpenes (Fig. 35B)t our attempts to reproduce the
separation did not allow us to quantify precisehese compounds. Only the peak
corresponding to madecassoside was clearly idehtiisiaticoside and the two aglycones
eluted during the washing part of the gradientwede not distinguished (Fig. 35b). This was
also observed by the European Pharmacopeia expent gh which the monography is under
revision. The main objective of this work is thusiprove the existing methods based on
HPLC-UV and validate it for the simultaneous quiatitbn of madecassoside, asiaticoside
and their aglycones, madecassic and asiatic atidsasiatica

2. Materials and methods

2.1.Chemicals and plant material

Asiaticoside (99%, HPLC), madecassoside (98%, HPlaSjatic acid (99%, HPLC) and
madecassic acid (95%, HPLC) were purchased fronraBxthese (Genay, France).
Acetonitrile and methanol HPLC grade were from &pol VWR (Leuven, Belgium). Fresh
leaves ofC. asiatica(L.) Urban were collected in December 2007 andudan 2008 at the
East and High Plateau regions of Madagascar (18838, 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°@dged and sifted with a sieve of
355 pm meshed). The powdered leaves were stored at ambient tenyperiat obscurity and
in a dry area. One gram dried powdered legi¢svere extracted by Soxhlet for 8 h with
100 ml of methanol. The extracts were evaporatedryoess under reduced pressure. The
dried crude extract was dissolved in 10 ml of methafiltered through a 0.45 um filter
(Whatman, New Jersey, USA).

2.2.Apparatus

The HPLC Waters 2690 separation module (Waterdpohi] MA, USA) used consisted of a
pump, an autoinjector, a UV spectrophotometric deteKromaton (Angers, France), all
controlled by Borwin software (Borwin, Rostock, Gamy).

For the determination of mass spectra, a LCQ AdgmfThermo Finnigan (Waltham, MA,
USA) was used piloted by X-Calibur softwaf@hromatographic separation was performed
with a reversephase RP-18 LIChroCART® column (28@m x 4mm 1.D.; particlesize:

5 um). Mobile phase was a gradient of acetonitrileévétable 13, 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 acidewmgrepared in methanol at 5.0 and
2.5 mg/ml, respectively, and stored at 0°C. Dilntwas done for each experiment. Three
concentrations (m = 3) of asiaticoside (0.5, 2.8 &M mg/ml) and of asiatic acid (0.25, 1.0
and 2.5 mg/ml) were used. Each concentration wasyzed two times (n = 2) for 3 days
(k = 3). The extract solution was diluted with neatbl (1:5, v/v) for the preparation of the

validation standards and spiked with three knownceatrations of a stock mixture of
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asiaticoside and asiatic acid. Each validationdsiesh was analysed three times (n = 3) for 3
days (k = 3).

2.4.Evaluation of the extraction

The extraction method described in European Phapusmsa (1) was verified. The
extraction kinetic was established by evaluating geak area (HPLC analysis) of each
compound after 4, 6, 8 and 10 h (n = 3). The mpgrapriate Soxhlet extraction time was

determined using these data.

2.5.Validation of the method

All the reference compounds are commercially abédldut asiaticoside and asiatic acid
were selected to achieve the validation of the puthnd to quantify madecassoside and
madecassic acid, respectively, because we obsémeadical response factors for the two
osides and the two aglycones in HPLC-UV (Table I3)nsequently, choosing only two

references reduces the cost of the analysis.

The calibration standard and the validation stashdaith matrix were used for the

validation of the method.

Table 13 Peaks area ratio of the different compounds intigated with asiaticoside

Compounds Madecassosigde Asiaticoside Madecassig asiatic acid
Reference standards Purity 97.94% 99.2% 95% 99%
Peak area ratiqn = 2) 1+058 1.0+0.2 21+13 21+0.3

ZArea ratio for each compound was calculated usiegésponse of asiaticoside (major compound) asenece.
RSD (%)

As C. asiaticais a biological matrix, relatively large acceptarinits are prescribe(23).
Validation of the method was done for 3 days byirtgsthe following criteria: response
function, linearity, trueness, precision (repediyband intermediate precision), accuracy,
limits of detection (LOD) and quantification (LOQand quantification range. Statistical

analyses of data were done using the e-noval \Atler{da-Liége) software.
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3. Results and discussions

3.1.Chromatographic separation

The chromatogram of an extract®©f asiaticausing the European Pharmacopoeia method
showed that all peaks eluted at the end of theigmadFig. 36b). Comparison of the
chromatogram (Fig.36a) with the chromatograms abthiwith our method (Fig. 36¢ and d)
shows its good resolution and the interest of deigeloped method for the quantification of
aglycones. We also observed that madecassosidésaismer (asiaticoside B also called
terminoloside) were slightly separated, but as lam¢éhconsidered to be active and are usually
not separated; we added both areas and considetieghésaks as one madecassoside peak to

allow comparison with other results.

(@) ®)

©

.........

Figure 36 (a) Chromatogram of a crude extract of C. asiatica given in European
Pharmacopoeia (2002) (1) (1: solvent, 2: madecassiss (TR =5.8), 3: asiaticoside
(TR=8.1), 4. madecassic acid (TR=17.6), 5 as@ acid (TR=21.7)). (b)
Chromatogram of a crude extract of C. asiaticaobtained in our lab with European
Pharmacopoeia method (1: madecassoside). (c) Chrotagram of reference standards
with the developed method (1: madecassoside and iisomer asiaticoside B, 2:
asiaticoside, 3: madecassic acid, 4: asiatic acigjl) Chromatogram of a crude extract of
C. asiaticawith the developed method.
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3.2. Optimization of the extraction

Several extraction modes were proposed such asrat@ace sonication or Soxhlet.
Soxhlet extraction was selected as it is easieotrol. As illustrated in figure 3despite the
visible increase of the mean extraction efficiefmythe 4 triterpenes between 4 and 8 hours
of extraction, the Student test (p value <0.05) dat detect anysignificant difference
between all extraction durations However, an exiwactime of 8 h was used for all
experiments as recommended by the European Phgpeiacdhese results also indicated
that the problem observed with the European Phaspeaa method is due to the

chromatographic conditions and not an extractidora

4,0E+07
3.5E+07 + — ,i —_— -E
—_ — —f
3.0E+07 + _i---.{
2 5E+07 4 } -t E =X = asiatic acid
©
% i‘—{/i__-i = & =madecassic aci
% 2.0E+07 A =8 3siaticoside
g =+ = madecassoside
1.5E+07 -
1.0E+07 1 —--—=3--—"t—=--1
5.0E+06 -
0.0E+00
4 6 8 10
extraction time (hour)

Figure 37. Madecassoside, asiaticoside, madecassic and asiacids responses after
different times of Soxhlet extraction of C. asiatica(n =3, RSD < 1%).No statistical
difference was observed between quantity extractedt 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 thengarison of retention times and mass
spectra with reference compounds. Mass spectra amalysed at three levels (beginning,
middle and end) of each peak investigated and fooihé comparable (Fig. 38a—d).
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Figure 38 Positive ion mode mass spectra obtained for peaks the methanol extract of
C. asiatica (.a) madecassoside [M+NH" =992; (b) asiaticoside [M+NH]" = 976; (c)
madecassic acid [M+NH]" = 522; (d) asiatic acid [M+NH;]" = 506.

3.3.2. Response function

Calibration standards of asiaticoside and asiaiit &ere prepared without matrix (m = 3,
n=2). Ten different regression models were testedh as: linear regression, linear
regression through O fitted using the highest lewdly, linear regression through O fitted
using the lowest level only, weighted (1/X) lineeggression, weighted (17X linear
regression, linear regression after logarithm fiamsation, linear regression after square root
transformation, quadratic regression, weighted Y1d¥adratic regression, weighted (3yX
guadratic regression. Accuracy profiles were plottedetermine the most suitable regression
model(24). A regression model is selected if the 9p%xpectation tolerance intervals were
totally included inside the + 20% acceptance lirpitsdefined. For both analytes (asiaticoside
and asiatic acid), figure 38a-g show that for aacurprofiles obtained by linear regressions
except the linear regression through 0O fitted usireglowest level for asiatic acid, the 95%
expectation tolerance intervals were not includedhie acceptance limits over the whole
concentration range of the validation standard.ti@nother hand, all quadratic regressions
gave good results (Fig. 39h-j). The quadratic regim was then selected as the most
adequate one for both standards for the respons¢ida.
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Figure 39 Accuracy profiles of asiaticoside and asiatic adi obtained with different
regression models (The plain line is the relativeiéis, dashed lines are th@-expectation
tolerance limits (3 = 95%) and dotted lines represent the acceptancaniits (+ 20%). The
dots represent the relative back-calculated concergtions of the validation standards
and are plotted according to their targeted concemation).

3.3.3. Trueness and precision

Trueness(25,26) is expressed in relative bias (%) at each concamtrdevel of the
validation standards. Relative bias was less tlan(Bable 14)for asiaticoside and 10% for

acid asiatic showing the excellent trueness ofrikéhod.

Precision was evaluated in terms of standard dewigSD, mg/ml) and relative standard
deviation (RSD %) values for repeatability and intediate precisiorf27,28) As seen in
Table 14 RSD (%) for repeatability and intermediate pramisilid not exceed 4%.

3.3.4. Accuracy, LOD and LOQ

Accuracy allows to evaluate total error, the sunsydtematic and random errors of the
tests resultq424-28) For asiaticoside and asiatic acid, as illustratedfigure 39h, their
respective accuracy profiles obtained with quadnagression show that the relative upper

and lower 959@-expectation tolerance limits are totally includeside the acceptance limits
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set at £ 20%. The method can thus be considered@sate between 1.0 and 3.0 mg/ml for

asiaticoside and between 0.5 and 2.0 mg/ml fotiasiaid.

For asiaticoside and asiatic acid, LOD (the smakpmntity of the analyte that can be
detectable in the sample, but not quantifiable) vile@4.13 and 0.0023 mg/ml, respectively.
These results were estimated using the mean iptexfethe calibration model and the
residual variance of the regression. The LOQ (thmlest quantity quantifiable in the
sample) were determined with the accuracy profikeshay are the smallest concentration
levels where the 95% -expectation tolerance limgtaain inside the £ 20% acceptance limits
(24-26) In other words, they are the smallest concentrdéwels with a maximum total error
of 20%. As shown in figure 39h, the LOQ are the lsa concentration levels of the

validation standards, i.e. 1.0 and 0.5 mg/ml faataside and asiatic acid, respectively.

3.3.5. Uncertainty of the measurment

Uncertainty of the measurement characterises tispedsion of the values that could
reasonably be attributed to the measurement rg@430) It was evaluated using expanded
uncertainty where true value can be observed witbrdidence level at 95%. Table 15 shows
that relative expanded uncertainties were less 108 for asiaticoside and asiatic acid which
means that the unknown true value is located atgimum of + 10% around the measured

result.

3.3.6. The linearity

The linearity demonstrated the relationship betweistroduced and calculated
concentration(25,26,28) using 95% B—expectation tolerance interval approach. It was
evaluated comparing spiked samples and standamtics@.The concentrations of the
validation standards were back-calculated in otdedetermine, by concentration level, the
mean relative bias as well as the upper and Igwexpectation tolerance intervals. The
acceptance limits were set at + 20%. In order tmalestrate method linearity, a regression
line was fitted on the calculated concentrationthefvalidation standards as a function of the
introduced concentrations by applying a linear esgion model. The equations obtained for
asiaticoside and asiatic acid with their coefficiehtletermination are presented in Table 14.
The slopes values obtained for the two standarde,wespectively 1.02, 1.023. Figure 40a

and b demonstrate the linearity of the results.
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Figure 40 Linear profiles of asiaticoside (c) and asiatic @d (d). The continuous line is
identity line (y =x), the dotted lines are the uppr and lower acceptance limits in
absolute values and the dashed lines are the uppand lower B-expectation tolerance

limits (p = 95%).

Table 14 Validation results in crude extract of C. asiac

Validation Asiaticoside Asiatic acid
criteria
Response Quadratic regression Quadratic regression
function Calibration range (3 points) Calibration range (3 points)
0.5 -5 mg/ml 0.25 - 2.5 mg/ml
Trueness Concentration Relative bias ~ Concentration Relative bias
(%) (%)
1 mg/ml 2.6 0.5 mg/mi 9.7
2 mg/mi 0.7 1 mg/ml -5.8
3 mg/ml 2.2 2 mg/ml 3
Precision Repeatability Intermediate Repeatability Intermediate
(SD mg/ml) precision (SD mg/ml) precision
(RSD %) (RSD %)
0.2313 2.9 0.2421 15
0.0987 2.5 0.1427 1.8
0.252 15 0.1997 3.3
Accuracy | p-expectation lower and B-expectation lower and
upper tolerance limits of upper tolerance limits of
the relative error (%) the relative error (%)
-11.5, 16.6 2.5,16.9
-11.6, 13.0 -14.6, 3.1
-5.0,9.3 -13.4,19.3
Linearity
Slope 1.02 1.023
Intercept -0.005007 -0.01017
r2 0.998 0.9912
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Table 15 Estimates of the measurement uncertainties retht® asiaticoside and asiatic
acid, at each concentration level investigated ialidation using quadratic regression
model

Concentration Mean Uncertainty | Uncertainty | Expanded Relative
level (mg/ml) introduced of the bias (mg/ml) Uncertainty | Expanded
concentration (mg/ml) (mg/ml) Uncertainty

(mg/ml) (%)

1.0 1.0 0.016 0.032 0.065 6.6

Asiaticoside 2.0 2.0 0.028 0.057 0.114 5.7
3.0 3.0 0.025 0.051 0.102 3.4

0.5 0.5 0.004 0.008 0.017 34

Asiatic acid 1.0 1.0 0.010 0.020 0.041 4.1
2.0 2.0 0.038 0.076 0.152 7.6

3.3.7. Application to samples ofC. asiatica

Three samples o€. asiaticawere collected in the East and High Plateau regioh
Madagascar. Extracts were analyzed and the resbttsned by our method and the data
described in the literatuf@5,16)are given in Table 1@ur results are in the same range than
those obtained in the previous works. The heteessaie more abundant than aglycones and
asiaticoside is often the major compound. Neveesdgl differences occur between samples
and those analyzed here seemed less rich tharnthieespbut we have to point out that all
these other methods were not validated so thebiktjaof these results needs caution. This
proposed method gives low RSD (%) values and igmblel. These results stress the
importance of a good quantification method to deimenthe best culture and harvesting

conditions.

A validated method for the quantification of asiasicle, madecassoside, asiatic and
madecassic acids in drug samplesCofasiaticawas developed. This method allows the
simultaneous quantification of madecassoside, esstie, madecassic acid and asiatic acid.
Most of other validated methods only quantified sahthese active molecules. Furthermore,
the method described in European Pharmacopeiardiegve good signal to noise ratio for
the accurate quantification of aglycones and wasreptoducible in our laboratory. The
method developed and validated was then successapiplied to quantify these four

compounds in different samples©f asiaticacollected in Madagascar.
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Table 16 Comparison of the content of triterpenes in C.iatica samples analysed by our
method (n = 3) in % of the dry plant with resultsvgn in previous works [14, 15]

Sample Madecassoside  Asiaticoside  Madecassic acidsiatidacid
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] 476 +£1.342 5.23 + 0.025 1.97 + 0.007 891+ 0.08
CA-2 [14] 4.28 +0.124 4.52 +0.138 1.88 £ 0.07 914+70.102
CA-3 [14] 5.89 £ 0.15 6.42 + 0.48 0.23 £ 0.00 0416.07
CA-4 [14] 3.23+£0.06 3.37 £ 0.26 0.37 £ 0.09 0+4a.17
CA-5 [14] 474 £0.23 4.58 £ 0.63 0.23 +0.08 0+26.10
CA-6 [14] 2.38+0.18 2.67 +0.27 0.42 +0.29 0136.28
CA-7 [14] 2.76 +0.29 3.09 £ 0.24 0.12 £ 0.05 0400.07
Leaves type-1 [15] 3.62 +£0.29 3.68 +0.04 0.1180 0.05 +0.02
Leaves type-2 [15] 2.76 £ 0.15 3.13+0.14 0.5910 0.64 £0.14

+*RSD%
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Chapitre 4

A HPTLC method for separation and
guantification of four triterpenes in Centella
asiatica(L.) Urb (APIACEAE)



A validated HPLC-UV method was developed in thevjmes chapter for thd

quantification of the main triterpenes and aglysonef C. asiatica leaves. In

Madagascar, it is difficult to purchase and mamtAiPLC equipments and to obtain

good quality solvents. Consequently, we decidedl@gelop an alternative HPTLC

method which was proven to be rapid and less exgernban HPLC, allowing thg
quantification of several samples simultaneouslye ¥lso developed an ultrason

extraction method which can be used instead oSthélet extraction.
All these methods were validated using the BlardiAitman method comparison.

An adapted version of this chapter will be subrditier publication in the Journal g

Separation Sciences.

-

ic
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1. Introduction

Quality control is a step to guarantee the stangatidn of the activity of medicinal plant
based products. It was demonstrated that the anufuattive principles in a plant varied

significantly from region to region and accordingthe period of the collectioil).

Centella asiatica(L.) Urb (Apiaceae) ¢. asiaticg is largely exploited nowadays for the
preparation of crude extracts or extraction ohitive molecules: asiaticoside, madecassoside
and their aglycones: asiatic acid and madecasglq@ig. 41). These four molecules are very
well known for their antioxidant and wound healengfivities and are largely used in cosmetic
or pharmaceutical industries. At least 120 tondrafd leaves o€. asiaticaare exported each
year by Madagasc#R). To assess the quality of batches, it is necessagyantify the active
molecules. Furthermore, two phenotypic varietie€ofasiaticaexist at Madagascar which
differ in the size and the shape of the leaf. ThesiWegion variety has a larger leaf size than
the East one. Rahajanirired al (3) demonstrated that the total triterpenes contenthef
leaves from East region is higher than the Wesbregut in a small sample and also they
demonstrated the variability of the amount of asiside in leaves but only those collected in

the East region.

In the literature, the majority of the studies re¢gbe use of the HPLC-UV quantification
of the 4 triterpenes. Recently, we developed a HRPMCmethod for this quantification and
observed that this method was time consuming fgelamumber of samplgd). That is why
we developed a HPTLC method which is more rapidaten less expensive than the HPLC-
UV method.

In the literature were reported a few studies coring the quantification of triterpenes in
leaves onC. asiaticawith a HPTLC method. These studies were focuselg on the
guantification of madecassoside and asiaticosige, nhajor triterpenes constituents of the
leaves(5,6). The most recent study published by Jaciedal. (7) allowed the quantification
of the 4 triterpenes df. asiaticabut we observed that this method was not verycteeand
had a low sensitivity. So we developed a new HPTe@Gsitometric method for the
quantification of these 4 molecules which was \atkd by the comparison with the HPLC-
UV method using the Bland and Altman method congoaxri A more rapid ultrasonic

extraction method was also developed instead obthlet extraction which lasted 8 hours.
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Asiaticoside R1=H R2 = Glu-Glu-Rha
Madecassoside R1=0H R2= Glu-Glu-Rha
Asiatic acid R1=H R2=H
Madecassicacid R1=0OH 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@fasiatica(L.) Urban were collected at the East, West
and High Plateau regions of Madagascar in 201&ddat ambient temperature, at 40°C and
reduced in powder. Dried powdered leaves wereeslaftith a sieve of 335 pm mesh@&3

and stored at ambient temperature in obscurityimaddry area.

2.2. Reagents and chemicals

Asiaticoside (99 %), madecassoside (98 %), asa&id (99%) and madecassic acid (95%)
were purchased from Extrasynthese (Genay, Fraiitbyl acetate, methanol and hexane
HPLC grade were from Prolabo, VWR (Leuven, Belgiud)isaldehyde was from Sigma-
Aldrich (Steinheim, Germany); sulphuric acid > 98%d glacial acetic acid were from Fisher
Scientific (Loughborough-Leicestershire, UK).

2.3. Apparatus

HPTLC consisted of a TLC automatic sampler 4 ATEANIAG), an UV densitometric
detector scanner 3 (CAMAG), a chromatogram immaersievice Ill (CAMAG), a HPTLC-
MS interface (CAMAG) coupled with Orbitrap Thermoiéntific MS detection.
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2.4. Sample preparation

500 mg powdered leaves

30 ml Methanol x 30 minutes
Ultrasonic bath

Centrifugation
10 minutes 4000G

Residue Supernatant

Figure 42 Protocol of extraction of powdered leaves of. asiatica.

Dried powdered leaves (500 mg) were extracted irasonic bath for 30 minutes with
30 ml of methanol. The extracts were centrifuged@i0 G for 10 minutes. The supernatant
was recuperated and the residue was extracted agfhirthe same procedure 3 more times.
All the supernatants were combined and evaporatedryness under reduced pressure
(Fig 42). The dried crude extract was diluted wathml of methanol. Two concentrations
were used for the quantification: for the acidg #tock solution was used directly; for the

osides, the stock solution was diluted 10 times.

2.5. Preparation of standard solutions

Stock solutions of asiaticoside, madecassosidelatrig/ml; asiatic and madecassic acids
at 0.1 mg/ml were prepared separately. Five qualeniels, respectively from 0.15 to 0.75 pg
for osides and from 0.1 to 0.5 pg for acids wereduBr 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 60.5 plates (Merck) were prewashed with methanol-water
(4/1: viv), heated at 100°C for 1 hour before use.
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2.6.2. Sample application

1, 2, 3, 4, 5 ul of the standard solutions and &fihe sample were applied as 6 mm bands
with ATS 4. The first application was done at 8 rfrom the lower edge and 15 mm from the
left edge. The distance between tracks was sd atri.

2.6.3. Chromatography

Chromatographic separation was performed with azbotal development chamber
saturated for 15 min. Preliminary assays using dhifferent solvent mixtures composed of
hexane/ ethyl acetate /methanol (5:3:1, v/v/v),clhbnly allowed the separation of osides,
and ethyl acetate /methanol/acetic acid/water 282} /allowing the separation of acids were
realised. Different combination of these mixturesrevtried and a separation of the four
triterpenes on the same plate was then obtaineng usi solvent system composed of
hexane/ethyl acetate/methanol/water (0.5:8:2:2yMyon a distance of 80 mm.

2.6.4. Derivatisation and detection

The plate was immersed in an anisaldehyde sulphegigent for the derivatisation with an
immersion device (speed: 25 mm/s, immersion time). IThe anisaldehyde reagent was
composed by a mixture of 1 ml anisaldehyde, 5 netiacacid, 85 ml methanol and 5 ml
sulphuric acid. The plate was then heated at 1G&°&°C) for 10 minutes. The detection
wavelength was determined by the maximum peak waggh in the spectra of each
molecule analysed between 200 to 700 nm.

2.7.Evaluation of the extraction efficiency

The ultrasonic extraction efficiency was evaluateyl comparison with the Soxhlet
extraction described in the European pharmacop{®iawhose completeness was also
verified in our previous workd). Extraction was repeated 3 times with ultrasonid &oxhlet
methods on 4 samples for osides and 2 samplescids.alrhe extracts were evaporated to

dryness and diluted in methanol before HPLC ansilysi
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2.8.Method validation

2.8.1. Stability on the plate

Two dimensions (2D) chromatographies were perfortoeevaluate the stability of the 4
molecules on the plat®). Each migration was done on a distance of 80 mth thie same

mobile phase.

2.8.2. LOD and LOQ

The LOD and LOQ of each triterpene were determimedording to the European

Pharmacopoeia methd@#). This method is based on the signal-to-noise (&ihl).

S/N:% Eqg. 39

WhereH is defined as the height of the peak of the stahdamponent measured from the
maximum of the peak to the extrapolated baselind@signal anth the range of the noise in
a chromatogram obtained after application of albldig. 43) observed over a distance equal
to at least 5 times the width at half-height of #tendard component and around the place

where this peak would be found.

Figure 43 schematic identification of peak signal and the &seline noisg8).

The limit of detection (LOD) corresponds to a sigimanoise 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 bydheparison of the mass spectra of the
standards with the corresponding spots in the sanngihg the HPTLC-MS interface coupled
with a mass detector (Fig 44). The HPTLC-MS integfanlet was recorded to a pump
allowing the extraction of the analyte with methlaN&1,OH (1%) at a flow rate set at
0.2 ml/min. The interface outlet was connected to APCI-MS orbitrap (vaporizer
temperature: 400, sheat gas flow rate: 20, capilemperature: 250, capillary voltage: 46,
tube lens: 55).

Figure 44: Representation of the TLC-MS interface (A) coupld with MS detector (B)
(Thermo-Scientific).

2.8.4. Response function, repeatability, trueness and acracy

The major validation criteria were assessed usimg Bland and Altman method
comparison. We considered that the HPLC methodchés reference method, then paired
measurements were done for each sample (n = 1@sfdes, n = 4 for acids) and the results
were compared. The repeatability was given withefetitions for each sample. For the

accuracy, the acceptance limits were set at + 30%.

2.8.5. Statistics

Statistical analyses of data were done using MaftSsexcel 2007.
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3. Results and discussion

3.1.Chromatographic separation

Good separation of madecassoside, asiaticosideeagassic acid and acid asiatic was
obtained (Fig. 45). The {Robtained with 7 independent repetitions were retbpsy
0.12+0.02, 0.17£0.02, 0.61+0.03 and 0.65080for madecassoside, asiaticoside,

madecassic acid and asiatic acid.

—t s
2
1

Figure 45 Chromatogram of standards and methanolic extractsof C. asiatica (1:
madecassoside, 2: asiaticoside, 3: madecassic adidasiatic acid).

3.2. Stability on the plate

No degradatiorwas observed for each triterpene because alie spots are situated on the

diagonal of the chromatogram (Fig. 46)
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Figure 46: Chromatograms showing the stability of asiaticasle (1), madecassoside (2),
asiatic acid (3) and madecassic acid (4).

3.3.Wavelength determination

After derivatization, the plate was scanned disebtcause the intensity of the coloration
decreased. The spectra of madecassoside, asidticasiadecassic acid and asiatic acid
showed the same maximum of absorption at 600 nign 4H), then the quantification was

performed at this wavelength.

Spectra comparison
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Figure 47: Absorption spectra of the 4 triterpenes in leavegxtract of C. asiatica.
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3.4. Determination of the extraction efficiency

Numerous extraction methods of the leave€ oésiaticawere described in the literature.
Soxhlet (8), maceration (10), subcritical water(11), microwave-assisted solvent and
sonication (12) are the extraction methods usually used. Skeral. showed that the
microwave assisted solvent extraction gave slightigher results than Soxhlet and
sonication. Soxhlet and maceration extractions w@ree consuming and sophisticated
materials are required for the subcritical wated amcrowave assisted solvent extractions.
Ultrasonic extraction is the most simple and is en@pid than Soxhlet and maceration. The
comparison with Soxhlet extraction showed thatasitnic extraction seemed a little bit less
efficient; netherthless, the Bland-Altman plot dersivated that for the 4 triterpenes, the 95%
limits of agreement (LoA) are totally included betwn the acceptance limits set at + 15%
(Fig. 48). These results confirm that both methods/ be considered as equivalent with a
probability of 95% so that the 95% of the futuragonic extraction data will be contained in

these limits of acceptance.

Bland-Altman plot of Madecassoside Bland-Altman plot of Asiaticoside
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Figure 48 Bland-Altman plot of the Soxhlet and ultrasonic &traction of madecassoside,
asiaticoside, madecassic and asiatic acids in leavef C. asiatica (results obtained by
HPLV method). (The dots represent the relative diférence between both methods for
each paired measurements, the blue line representhie mean of all the relative
differences, the dotted black lines the LoA and thelotted red lines the acceptance limits
set at £ 15%).
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3.5. Method validation

The method was demonstrated to be selective foensdoside, asiaticoside, madecassic
and asiatic acids in the extract®f asiaticaas MS spectra were similar to those of reference
standard (Fig. 48).
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The heights and the areas of the peaks of madestdssasiaticoside, madecassic acid and
asiatic acid were the two responses used to estathie response function. Figus@ showed

that the responses (area and height) did not isertaearly with the quantity of calibration

standards within the range of 0.15 to 0.750 pg$ides and 0.1 to 0.5 ug for acids.
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Figure 50 Response functions of madecassoside, asiaticosideadecassic acid and
asiatic acid (area vs quantity/ height vs quantity,)

So, linear regression, polynomial, Michaelis—Menﬂe(r%) and Michaelis-Menten 2

aX
b+ X

height) and using different regression equationsewsompared with the HPLC results.

(

+c) were teste@13). The different results calculated with the twop@sses (area and

Figure51 represents for each regression model the LoAsndrthe bias in blue expressed in
relative difference between these HPTLC and the EiPésults (reference method). If we
compare the different regression models we obsethadl the height polynomial, for
madecassoside and madecassic acid and the araarkgeession for asiaticoside and asiatic
acid were the adequate response functions bedcaegaive the lowest bias and LoA values.

Dotted red line represents a relative differencé when HPLC and HPTLC results are equal.
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Figure 51: Comparison of the LoA and the bias of the HPTLC esults obtained with
different regression models. The + error representhe LOA, dots represent the bias of
the HPTLC results compared with HPLC results.

Table 17 shows the results obtained by the pairedsorement with HPLC and HPTLC
methods for the 4 triterpenes using the selectgdession model. Scatter diagrams of the
results obtained by the two methods were presantéuke figure 52 for each triterpene. The

diagonal line represents the line of equality. Theelation analysis results show us that for
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madecassoside, asiaticoside, the r values were ¢wsl (0.9930 and 0.9934) and for

madecassic and asiatic acids, the r were respcv@/75 and 0.8883.

Table 17 Madecassoside, asiaticoside, madecassic and iasatids results obtained with
10 paired analysis of leaves of C. asiatica with HPand 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 5.76 542
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

138



Madecassoside Asiaticoside
8 6
= 6 = _
£ r=09930 £, r=0.9934
£ £
£, £
o o
— - 2
= =
a 2 o
T T
0+ T T T . 0+ T T ,
0 2 4 6 8 0 4 6 8
HPLC (mg/ml) HPLC (mg/ml)
Madecassic acid Asiatic acid
15 15
r=0.8883
= = *
£ £
5 10 r=09775 5 10
é é g
o P o
£ 05 £ 05
o o
T T
0.0 4 T T T T T ! 0.0 + T T !
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 12
HPLC (mg/ml) HPLC (mg/ml)

Figure 52 Scatter diagrams, correlation coefficient of theamount of madecassoside,
asiaticoside, madecassic and asiatic acids obtainedth paired HPLC and HPTLC
measurments in different samples o€. asiaticaleaves.

These results give us only an overview of the i@labetween the 2 methods but not their

agreement. On the contrary, the graphical methaotpeoison of Bland and Altman (Fig. 53)

led us to estimate this agreement.
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Bland-Altman plot of Madecassoside Bland-Altman plot of Asiatic acid
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Figure 53 Bland-Altman plot of the amounts of madecassosidesiaticoside, asiatic and
madecassic acid in leaves extract . asiaticaobtained by HPLC and HPTLC methods.
(Dots represent the relative difference between bt methods for each paired
measurement, the blue plain line represents the béathe dotted black lines the LoA and
the dotted red lines the acceptance limits set at30%).

The LoA obtained for madecassoside and asiaticamiddower than those obtained for
madecassic and asiatic acids but all are totaljuded in the acceptance limits (£ 30%)
showing that the degree of agreement of the metfaxlacceptable. It can be suggested that
the low content of the acids generate more erran fior the osides. In conclusion, we can
confirm that the HPTLC method can replace the HPh€thod or that the two methods can
be used interchangeably. We can also be confithentit95% of relative differences between
HPTLC and HPLC of the future measurements will féthin these LoA.

The trueness expressed as bias was respectivaly%4.-5.68%, 5.28% and 2.24% for
madecassoside, asiaticoside, madecassic and amiidis. Precision was evaluated by the
relative standard deviation (RSD %), RSD of 1.39%82%, 1.64% and, 1.47% were
obtained. The negative values of the trueness stigjggt HPTLC method gives lower results
than HPLC, it is the case for the osides and theosipe for the acids. Netherthless, these
values demonstrated the excellent trueness angbti precision of the HPTLC method. For

the accuracy, Figure 52 shows for the four tritagsethat the LoA (which corresponds to the
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accuracy value) are totally included in the acasgedimits set at £ 30% which is acceptable
for complex matrices as plants. The method was deemonstrated to be accurate in the range
of 0.15 to 0.75 ug for osides and 0.1 to 0.5 paatods.

The LOD and LOQ were respectively 0.03 ug and 0idé&0or osides and 0.01 pug and
0.1 pg for acids. These results showed that thithodeis more sensitive than the method
proposed by Jacindat al. (7) Thomaset al (5) and Ganse al. (6) in which the LOD were
higher than 0.317 ug.

3.6.Sample analysis

The HPTLC method was applied to quantify the tpéres in leaves of samples ©f
asiaticacollected in the East and West regions of Madagasicthe same period. The results

were summarized in Table 18.

Table 18 Content of triterpenes in C. asiatica samples leagted in the East and West
regions of Madagascar analysed by the HPTLC methlod% of the dry plant).

Locality |Lot | Madecassoside Asiaticoside | Madecassic acidAsiatic acid Total

guantified
triterpenes*

East region| 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

12 3.68 £ 0.05 447 +0.1 <LOD <LOD 8.15

West region 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 +0.01§ <LOD <LOD 6.79

18 1.94 +0.03 2.70 £ 0.0 <LOD <LOD 4.94

19 1.10 + 0.002 1.22+0.01 0.66+x0.009 0.78:9R.0 3.76

20 | 2.67 +£0.004 3.00+£0.1 <LOD <LOD 5.67
21 1.97 £+ 0.07 241+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 £ 0.0p4 6.8

24 3.27+0.1 4.66 +0.3 <LOD <LOD 7.93

*Total tripernes : sum of quantified osides andlaci
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The means of the total triperpenes contents ofsdraples of the East phenotype @f
asiaticaand of the West are quite equal (6.86% and 6.724ariability of the content of
triterpenes in samples from both regions was oleskrirom 3.76 to 9.51% for the West
variety and 4.67 to 10.26% for the East one. Rald@je et al. had demonstrated that the East
variety is richer in triterpenes than the West ona;, results showed that on average, these
contents were quite equal. However, the variabihitythe content of triterpenes within the
varieties confirmed the need of the quality contsbthe batches and the analysis of large
number of samples. Further, Rahajanirgtaal. demonstrated that the culture of the variety
from the East region gave more biomass than theaifes the same culture conditiofist).
Even thought, we can suggest the exploitation ef \est phenotype by means of good

growing conditions.

We proposed here a simple and accurate HPTLC médtrothe quantification of the
triterpenes in leaves @. asiatica The ultrasonic extraction also allowed the siam#tous
extraction of large number of samples. This metisocomplementary to HPLC and suitable

for routine quality control of. asiatica
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La médecine traditionnelle constitue une richesskkuelle et sa pratique est encore
largement répandue a Madagascar ou les plantedesoplus utilisées. La valorisation de
cette richesse culturelle implique son intégratians le systeme de soins de santé national, ce
qui nécessite I'obtention de données scientificafeés d’assurer la sécurité de la population,
I'efficacité et la standardisation des soins. Dasplle contrble de qualité de ces plantes
médicinales ne peut se limiter au niveau botanigukes grandes variations de compositions
chimiques au sein de la méme espéce). Ce travail avait comme objectif de mettre au poin
des méthodes simples et rapides qui seront uslie@eroutine pour le contréle de qualité de
plantes médicinales et contribuer entre autres\alarisation de la MTR. Pour cela, deux
plantes ont été choisiesS. penduliflorum utilisée pour ses propriétés vasorelaxantes. et
asiaticg tres exploitée pour ses propriétés cicatrisashtes principalement a la présence de 4
triterpénes : madécassoside, asiaticoside, acidécnasique et acide asiatique. Il a donc été
nécessaire dans un premier temps de vérifier Vidétet identifier les principes actifs &
penduliflorum Nous nous sommes ensuite attachés a la miseistudume méthode CLHP-
UV pour le dosage de la molécule majoritaire. Rouasiatica deux méthodes de dosage par
CLHP-UV et CCMHP des 4 triterpenes ont été dévedegpet validées. Dans ce chapitre
seront discutés les résultats obtenus et une gobale de la littérature en relation avec ces

résultats.

1. Isolement et identification de molécules a propriés vasorelaxantes dans les feuilles

de S. pedulifiorumThouars

S. penduliflorunmest une plante endémique de Madagascar dont ldedeant été et sont
toujours couramment utilisées en décoction en meBdedraditionnelle pour traiter
I'hypertension. Elle a été choisie car aucune énldeait été faite pour vérifier ses propriétés
antihypertensives. Aprés avoir mis en évidence fdtefvasorelaxant d’extraits, des
fractionnements bioguidés ont permis d’isoler paupremiere fois dans les feuilles 8e
pendulifiorumdes alcaloides aporphiniques : la dicentrine etélalitsine. La dicentrine est
connue comme antagoniste des récepteurs adrénesgidu(3-5), ce qui est corroboré par
nos résultats. La néolitsine a été moins étudideqplune seule étude montre son activité
vasorelaxant€6). Les travaux que nous avons réalisés en collabaravec les équipes de
pharmacologie de 'IMRA et de 'UCL nous ont donermis de confirmer ['utilisation
traditionnelle de la plante comme vasorelaxantearii®ins, Rasoanaivet al. (7) avaient

mentionné qu’aucun alcaloide n'avait été détecteésdaur échantillon de feuilles de.
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penduliflorum Ces résultats contradictoires pourraient étreligugs par le fait que nos
échantillons ont été collectés dans une autre géographique, or il est connu que la zone de
récolte peut avoir un effet déterminant sur la cosipn chimique(2). Suite & nos résultats,
nous avons effectué un rapide screening d'échamsilideS. penduliflorumcollectés dans
différents endroits par CCM. Ces échantillons databllectés dans les années 95 et étaient
conservés dans I'échantillothéque de I'lMRA. Ce temis a montré que sur les 6 échantillons

analysés, les teneurs en dicentrine et néolitgineisférieures a la limite de détection.

Ces résultats montrent I'importance du contrélegdalité chimique des plantes utilisées
dans la médecine traditionnelle. Par conséquenis mvons décidé de mettre au point une
méthode de dosage de la dicentrine dont I'actigitété démontrée et qui est l'alcaloide

majoritaire dans les feuilles & penduliflorum

2. Mise au point d'une méthode de quantification de lalicentrine danssS.

penduliflorum

Nous avons choisi la CLHP-UV car des méthodes dmagm de la dicentrine par CLHP-
UV étaient décrites dans la littératy9). Ces méthodes ont servi de base pour notre étude
mais la complexité de lI'extrait & analyser a nét&ame optimisation de la séparation en
modifiant différents paramétres influencant la safyan. Des études préliminaires effectuées,
nous avons observé que la composition de la phasermaire (C-8, C-18, RP select-B : C-8)
n'avait pas un effet significatif mais logiguemepte le pH et le gradient étaient importants.
Nous avons également observé que tous les alcalétdent élués a 60% de méthanol dans
'eau. Si on analyse l'effet de chaque facteur laprés I'autre pour optimiser la séparation,

un grand nombre d’essais doivent étre réaliségucprend beaucoup de temps.

Nous avons donc décidé d'appliquer un plan d'exmee, une méthode structurée et
rapide qui permet de tester plusieurs paraméti@$ais. Le plan d’expérience nous a permis,
en réalisant seulement 36, expériences de prédie eéterminer les conditions optimales
pour séparer les 13 alcaloides présents dansudlededeS. penduliflorumen 67 minutes. Le
plan d’expérience est largement utilisé dans leld@pement d’'une méthode et permet non
seulement de prédire les conditions optimales elysant I'effet combiné de plusieurs
facteurs mais également de tester la robustesséa deéthode(10). D’ailleurs I''CH
recommande son utilisation dans les démarchestésidll). En effet, dans le développement

pharmaceutique, le concept de « design » (planpéieance) est utilisé afin d’assurer que la
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méthode est de bonne qualité mais que c’est égatelmecas pour les produits (résultats)
issus de cette méthode. L'analyse de 2 lots déldsuie plantes collectées a des périodes
différentes a montré des teneurs en dicentrineectises de 1.46 + 0.006% et 1.05 £ 0.007%.
Ces résultats montrent également la variation derleur en principes actifs en fonction de la
période de collecte et lintérét de réaliser desangications pour déterminer les

conditionsoptimales de culture ou la période opinaiz collecte.

Quelques études ont rapporté que la dicentrina @&blitsine présentaient des activités
cytotoxiques(12—14) mais cet effet s’observe a une concentration 18 $apérieure a la
concentration vasorelaxante. En effet, vitro la dicentrine pure présente une activité
vasorelaxante avec unesiCde 2.95 uM et est cytotoxique contre des lignéexeallules
cancéreuses et normales avec ung m@nimale de 28.3 uML12). Ce rapport pourrait paraitre
faible comparé a d'autrs médicaments, mais il faussi tenir compte du fait que
I'activité/toxicité d’une molécule pure ne peut e directement extrapolée a un extrait brut
qgui contient de nombreuses autres molécules quemtumodifier la disponibilité et/ou
réduire la toxicité. Il est donc important de quigat la dicentrine dans les plantes utilisées
pour protéger la population vis-a-vis d'une évehltudoxicité et de déterminer la dose

moyenne a utiliser.

3. Analyse quantitative des triterpenes des feuillesadC. asiatica(L.) Urban

C. asiaticaa été choisie dans notre étude du fait de sonreatjpm massive de Madagascar
et de son utilisation locale dans plusieurs prémara médicamenteuses. Le contrle de
qualité des différents lots de plante est ausssegire car des normes de teneur en principes
actifs sont habituellement exigées par les clieBts. plus, I'acquisition de ces données
constitue, non seulement une valeur ajoutée auexpbrté, mais permet également de
standardiser les médicaments & base de cette pladéedéfinir des conditions de collecte ou

culture optimales.

Notre objectif était de mettre au point des métsosienples et rapides pour les pays en
voie de développement afin d’assurer localemeaobldrole et la standardisation des matieres

premiéres et des produits finis & base de planéecnales.
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3.1. Mise au point d’'une méthode de dosage par CLHP-UVas triterpénes dans les
feuilles deC. asiaticaUrban

La technigue d’analyse par CLHP-UV est souvenisd®# pour le dosage des saponines
malgré le fait que ces molécules n'absorbent quia faible longueur d’onde limitant les
types de solvants que I'on peut utiliser et récitida sensibilité. Dans la Pharmacopée
Européenne a été décrite une méthode CLHP-UV géiéarévisée suite a un probléme
rencontré au niveau de la séparatfbh) ce que nous avons également observé. Notons que
cette révision est postérieure a nos travaux. eoss donc décidé d’améliorer les méthodes
existantes dans la littérature et de valider lavetie méthode obtenue. Cette méthode permet
de séparer le madécassoside, I'asiaticoside, Bagiddécassique et I'acide asiatique en 55
minutes soit 30 minutes de moins que la méthodeséévde la Pharmacopée Européenne
(16). Inamdaret al avaient aussi développé une méthode de sépakdtida dosage de ces
triterpeneq17). Cette méthode bien que seulement partiellemdittéeaest la plus citée et la
plus utilisée dans la littérature, mais les avagsage la méthode que nous avons développée,
outre le fait qu’elle soit complétement validéd, gselle utilise uniguement deux standards :
I'asiaticoside et I'acide asiatique, ce qui réduitilisation de standards, difficiles d’acces.
Les autres méthodes qui permettent de doser letefpénes ne sont pas validgés,19)
Pourtant, la validation est une étape recommandé€IfH (20,21) Elle a comme objectif
de démontrer qu'une méthode est bien appropriéenauslisation. En d’autres termes, la
validation garantit la fiabilité des résultats gaement de la méthode utilis€20,22—-24)
Dans plusieurs guides sont définies des procédumasvre pour la validation de méthodes
(ICH, FDA, ...). Dans notre cas, la méthode baséelesyrofil d’exactitude a été adoptée
(SFSTP pharma). Cette procédure garantit a la daois la méthode est bonne et que les
résultats obtenus sont exacts en évaluant I'exaetiqui combine les différents criteres de
validation avec des limites d’acceptation fixédaaance a l'intérieur desquelles la méthode

est valide.
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Figure 54 : lllustrations de deux méthodes présentant les mées justesse (bias) et fidélité
intermédiaire (precision) donnant deux résultats diférents (a) résultats non acceptables,

(b) résultats acceptables (: vraie valeur, X : moyenne des résultats) (source Rozet,
2009).

Cette figure nous montre que deux méthodes quiesattement les mémes erreurs
systématique (biais) et aléatoire (fidélité) nerdent pas obligatoirement les mémes résultats.
Une méthode présentant un biais relatif et undifiddéntermédiaire inclus dans des limites
acceptables (<15%) ne donnent pas obligatoirementésultats acceptables (Fig. 54a), d’ou

la nécessité d'utiliser I'exactitude qui prend empte la somme de ces deux types d’erreurs
(Fig. 54b).

Nous avons donc développé une méthode CLHP-UV eafi@mble et appropriée pour des
analyses de routine de feuilles @e asiaticaet la quantification des 4 principes actifs
majeurs

3.2. CCMHP des triterpénes des feuilles d€. asiaticalrban. Comparaison avec la
méthode CLHP-UV

Aprés avoir validé la méthode CLHP-UV, nous noums@s concentrés sur une autre
méthode qui est plus rapide et moins colteuseCAMHP densitométrie. Cette méthode
requiert moins de volume de solvant, le temps diaeaest beaucoup plus court car plusieurs
échantillons peuvent étre analysés en méme tengplus, I'absorption aux UV des solvants

ne constitue pas non plus un probléme étant doneéeyjsolvant de migration est évaporé
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apres la migration. Par conséquent, une large gadenselvants peut étre utilis€zs). Nous
avons donc développé une méthode pour le dosage tdésrpenes d€. asiaticarapide, qui
permet d’analyser jusqu'a 7 échantillons sur urkepé de 20 x 10 cm par exemple avec une
durée totale de 55 minutes (saturation de la cuavigration, dérivatisation, analyse). 20
échantillons de deux variétés @e asiaticaont été analysés et on a observé qu’en moyenne,
ces deux variétés présentent des teneurs en ériiestotaux de 6.86 et de 6.77%. La variété
qui pousse a I'Est est la plus exploitée vu la lziese élevée obtenue par rapport a la variété

gui pousse a I'Ouest (Fig. 55).

Figure 55: Variétés deC. asiaticaUrb. (A : variété a feuille orbiculaire, B : feuilles des 2
variétés, C : variété a feuille réniforme).

La validation a été faite en comparant les rémutihtenus par CCMHP avec ceux obtenus
par CLHP-UV considérée comme méthode de référdrmceomparaison a été réalisée par le
test de Bland et Altman qui est largement utilisgéaut pour les tests cliniques et peut étre
également appliqué en analy&6). Elle est basée sur la détermination des « Lirofts
Agreement » (LoA) qui doivent étre comprises erlgs limites d’acceptation qui sont
également fixées au préalable par I'analyste aifiadiliter la prise de décision. Nous avons
obtenu une justesse < |5,68|% et une fidélitérmédiaire < 1.64%. Les LOA calculées étaient
comprises entre les limites d’acceptation fixées d80%, une valeur acceptable pour les
échantillons complexes comme les extraits de mact qui montre que la méthode CCMHP
peut étre utilisée a la place de la méthode CLHPR-U¥ sélectivité de la méthode a été
démontrée en couplant CCMHP et spectrométrie deeras utilisant une interface TLC-MS
gui permet de récupérer le contenu des spots @tjixte directement dans le détecteur MS.
En CCMHP, une tache peut éventuellement correspoagiiusieurs molécules si le solvant
de migration n’est pas adéquat. Nous avons pu diéerogue la méthode est sélective,
confirmant ainsi I'efficacité de la technique cotg{27). Des valeurs négatives de la justesse
(- 4,17% pour le madécassoside et - 5.68% pouratiasside) montrent que la méthode
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CCMHP donne des valeurs un peu plus faibles quedthode CLHP. Malgré cela, ces
différences sont acceptables et les deux méthaelesept étre utilisées interchangeablement.
Jacindaet al. (28) ont également mentionné que la CCMHP donne ded#tatsplus faibles
que la CLHP mais dans leur travail, la comparaides résultats obtenus avec une méthode
CLHP n’est basée sur aucun test statistique. batels de détection de la méthode de Jacinda
et al. étaient de 0.3 pg pour les acides et 0.72 pug lesunsides. Dans notre cas, ces limites
sont respectivement de 0.01 et 0.03 pg, ce quimaaat meilleure sensibilité. De plus, nous
avons obtenu une meilleure séparation surtout lesuacides (Fig. 56).

A B

——

4
—3

AR

extrait standards extrait | standards

Figure 56: Chromatogrammes du madécassoside (1), de l'ad@iside (2), de I'acide
madécassique (3) et de l'acide asiatique (4) de wibns standards et d’extraits deC.
asiaticaobtenus avec notre méthode (A) et la méthode déaipar Jacindaet al.(B).

Ce test de Bland et Altman a montré que nous adons réussi a développer une méthode

CCMHP plus rapide et appropriée pour des analysesodtine des triterpénes dans les
feuilles deC. asiatica.
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Le but de notre travail était la mise au point déthndes pour le contrdle de qualité de
plantes médicinales malgaches et la déterminaggrcdnditions optimales de culture/récolte.
C. asiaticaet S. penduliflorumont été choisies pour cette étude. Le schéma ecides
(Fig.57) résume les objectifs, les procédures ssipbur atteindre ces objectifs et les résultats

obtenus.

Obijectif: mise au point et validation de méthodes
pour le contréle qualité de plantes médicinales

Spirospermum penduliflorumThouars

Fractionnements bioguidés:
*Tests d’activité sur des aortes isolés de rats
*Colonne ouvertes, CCM

Mise au point d’'une méthode
CLHP- UV, validation

Isolement :
dicentrine et néolitsine

Méthode CLHP validée

Mise au point d'une méthode CLHP:

Mise au point d'une méthode Application du plan d’expérience

CCMHP, comparaison avec CLHP

Méthode CCMHP validée Méthode CLHP validée

Figure 57 : Résumé des études et des résultats obtenus.

Nous avons ainsi identifié les principes actif<éditrine et néolitsine) des feuilles 8e
penduliflorum. L’activité vasorelaxante de la dicentrine a étée&mant démontrém vitro sur
des aortes isolées de rats contractées avec lglppBrine avec une Kg de 2.95 uM. Une
méthode de dosage de la dicentrine, molécule ntwjeride la plante a été mise au point en

appliguant un plan d’expérience. Les conditionsiropkes en CLHP-UV permettant de
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séparer les 13 alcaloides aporphiniques présentslesd suivantes: pH 3.0, pourcentage de
méthanol au départ de 32%, gradient de 0.42% déameélminute. Cette méthode a été
complétement validée avec une exactitude de + 306%s pne gamme de concentrations
comprise entre 10 & 75 pg/ml. Cette méthode apiqaée sur 2 échantillons seulement de
la plante vu la difficulté d’accés aux zones oplente pousse abondamment et indiquent une
différence relative d’environ 50% entre les deukaitillons, ce qui montre la nécéssité

d’analyse chimique des lots commercialisés poundstadiser les traitements.

En ce qui concerne I&€. asiatica une méthode CLHP-UV a été mise au point en
améliorant les méthodes décrites dans la littéeatOette méthode et a été montrée comme
valide entre des concentrations de 0.5 & 2 mg/mt |gs acides madécassique et asiatique et
entre 1 & 3 mg/ml pour le madécassoside et I'assitie. Une méthode CCMHP plus rapide,
plus sensible et moins colteuse que la CLHP a gdatemdent mise au point et validée en
comparant les résultats avec ceux de la méthodePAlW par la méthode de comparaison de
Bland et Altman. Cette méthode CCMHP a été valjplge des concentrations de 100 pg/mi
a 500 pg/ml pour les acides et 150 ug/ml a 750 pdur les osides. Il a été prouvé que ces
deux méthodes peuvent étre considérées comme &qias Ceci prouve également que la

méthode de comparaison de Bland et Altman estegipé en analyse quantitative.

Ces méthodes pourront étre utilisées en routing [goaontrole de qualité des matiéres
premiéres et des produits finis a base de cesgdaitpour définir les meilleures conditions
de culture/collecte. Elles serviront égalementab@er une monographie des deux plantes
pour la réalisation d’une pharmacopée malgacher RoG. asiatica la détermination des

teneurs en triterpenes apportera de la valeurégaaux extraits ou lots de plante a exporter.

Ces travaux ouvrent de nombreuses perspectivessi #identification des autres
alcaloides présents dans les feuilleSdpenduliflorurret la détermination de leurs propriétés
pharmacologiques seraient intéressantes. Des étudie® compléeteront utilement les études
in vitro effectuées. Il serait utile aussi d’analyser d'esiots de plantes provenant d’autres
zones géographiques afin de vérifier la présencaayud’alcaloides et de déterminer s'il

existe deux chimiotypes distincts de la plante.

La majorité des plantes médicinales malgaches culldctées a I'état sauvage. Méme si
aucune menace ne pése sur ces ressources, laungena d’'une culture serait essentielle
pour la survie de ces especes. Par conséquennétbsdes devront étre appliquées dans le

futur sur plusieurs échantillons afin de pouvoieritfier la période et I'endroit ou le
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maximum de teneur en principes actifs est obsee® échantillons types pourront servir par

la suite de matériel végétal pour la culture.

La formation en analyse, plan d’expérience et déoympdment de méthodes me permettra,
une fois rentrée a Madagascar, de mettre au paiatrds méthodes de dosage pour le
contrdle de qualité de plantes utilisées en méddcaditionnelle, identifier les principes
actifs, mieux standardiser les traitements et dakeagriculteurs locaux a optimiser leurs

cultures et récoltes.
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ANNEXE



Table 19 Analyse par CLHP des saponines avec les diffésetdétécteurs décrites dans la littérature (2006-201

ANNEXE 1

Espéces Phase mobile Phase stationnaire Détection éf@ences
Ginsenosides 0.1% ac formique-MeOH C1850mnx4.6mm i.d.,5u) MS/APCI (1)
Ac. acétique-H20-ACN C18 (250mm4.6mm i.d.,5) MS (2)
C18 (250mmx3.2mm i.d.,51) UV 202 nm 3)
H20-ACN
H20-ACN C18(250 mm x 4.6 mm i.d., pm) | ELSD (4),(5),(6),(7)
ACN-H20 DIOL (250 mmx2-mm i.d., 5u) | ELSD (8)
Tampon phosphate-ACN C18 UV 200nm (9)
Non définie C18 203 nm DAD (10),(12),(12)
0.01%ac acétique-ACN C18 (150 mmx2.1 mm i.d., 5u) ESI/MS (13),(14)
0.1% ac formique-ACN C18 ELSD (15),(16),(17)
Tampon ammonium-ACN C18 ESI/MS (18),(19),(20)
ACN-H,0 C18 UV 203nm (21)
ACN-H,O C18 UV 203 - 206nm | (22)
Bupleurum ACN-H20 C18 UV 203 nm (23)
Astragalosides 0.1% ac formique-ACN C18 @250x4.6um i.d.,5) MSJ/ESI (24)
0.3% ac formique-ACN C18(250 mnx4.6 mm i.d. f) DAD- 280nm (25)
0.3% ac acétique/ACN C18 ELSD (26),(27)
ACN-H,0O C18 ELSD (28),(29),(30)
(31),(32),(33)
ACN-H,0 C18 ESI/MS (34
ACN-H;O HILIC (250 mnx 4.6 mm i.d.,5u) | UV 203nm (35)
Dipacus asperoides ACN-H,O ODS Kromasil UV 212nm (36)
Paris 0.1%ac formique/ACN C18 (150 mrx 4.6 mm i.d.,5u) ESI/MS (37),(38)
ACN-H,0 C18(150 mmx 4.6 mmi.d.,.5p) | ELSD (39),(40),(41)




Espéces Phase mobile Phase stationnaire Détection éf@ences
Platycosides ACN/KO C18 (150 mrx 4.6 mm i.d., 5u) | ELSD (42)
0.1% ac aceétigue-MeOH C18 (250 mmx 4.6 mmi.d., 5p) | UV 210 nm (43)
Lonicerae japonicae ACN-ac acétique OoDS ELSD (44)
Saikosaponines ACN-H,0 C18 UV 205 nm-ELSD (45)
ACN-tampon acétate d'ammoniupC18 (100mmx4.6mm i.d.,2.7u) ELSD-CAD (46)
Saponaria officinalis 0. ac phosphorique/ACN C18 UV 210 nm 47)
Saponin Il 0.02% ac phosphorique/ACN C18 UV 283 n (48)
Zizyphus jujuba var. sapinogaAc formique-ACN C18(250 mrx 4.6 mm i.d.,5n) UV 203 nm (49)
210nm (50)
Ac acétiqgue-ACN C18 ELSD (51),(52)
Tubeimoside | ACN-HO C 18 (150 mm x 2.1mm i.d.,3.5u MS (53)
Aesculus chinensis ACN-0.2% ac phosphorique C18 (200 mm 4.6 mm .5, ESI/TOF (54)
Tupistra chinensis ACN-H,0 OoDSs UV 203 nm (55)
Concombre de mer Non définie Non définie ELSD (56)
Momordica charantia Ac.acétigue-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-H,0 C18 (100mmx4.6 mm i.d.) ELSD (64)
Pueraria Ac formique-ACN C18 ELSD (65)
Yucca TFA-ACN C18 modifiée ESI/MS (66),(67)




Espéces Phase mobile Phase stationnaire Détection éf@ences
Pulsatilla koreana H,O-ACN C18 ELSD (68)
Impatiens H,O-MeOH OoDS ELSD (69)
Medicago polymorpha ACN-TFA C18 DAD 2150 nm (70)
Glycyrrhiza glabra ACN-TFA C18 ESI/MS (72)
Xanthoceras sorbifolia MeOH/ac formique C18 ESI/MS (72)
Caulophyllum thalictroides | Acetate d’ammonium-.ACN C18 ELSD (73)
Labisia pumila H20O/ACN C18 ELSD (74)
Pulsatilla koreana MeOH-H,0 C18 (150mmx4.6mm i.d., 2.7p) | CAD (75)
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(8)

9)
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