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INTRODUCTION: 

Aconit (Aconitum), Ranunculaceae 

Racines utilisées en Chine depuis plus de 2000 ans (Shen Nong Ben Cao 
Jing, -100 avant JC ) 
 
Propriétés antirhumatismales, analgésiques et anti-inflammatoires. 
 

MAIS... Forte toxicité causée par 3 alcaloïdes 

Aconitine (R1=C2H5; 
R2=OH) 
 
Mesaconitine (R1=CH3; 
R2=OH) 
 
Hypaconitine (R1=CH3; 
R2=H) 



-  Extraction, Séparation et Quantification délicates 

-  Pas de protocole standard performant dans la pharmacopée chinoise 

Nécessité d’une méthode précise, rapide, 
reproductible pour l’analyse d’une grande 
quantité de racines. 

•  HPLC: (Hikino et al, 1983; Kitagawa et al, 1984)  
protocoles d’extraction et séparation lourds 
Résultats peu précis et robustesse du protocole 
•  RP HPLC paire d’ions (Peng et al., 1995) 
Beaucoup d’interférences et défauts de séparations 
•  Electrophorèse capilaire (Feng and Li, 2002)  
Beaucoup d’interférences et limites de détection élevées 
•  SPE + RP HPLC (Ohta et al, 1997, Wang et al., 2004) 
Bonne sensibilité et sélectivité 
Détermination dans sang et urines 



MÉTHODE PROPOSÉE: 

20 Souches 

1)  Broyage 
     Tamisage (0,45mm) 

poudre (0,5g) 

3) 3,0mL d’éthanol 75%  
    30 min 
    T° ambiante 
    assistées par ultrasons 

X 3 

Extraction 

4) Vortex 2 min 
    Centrifugation 3000rpm 5min 
    Récupération des surnageants 
    Évaporation du solvant sous flux d’air 
    jusqu’à ≈ 1 mL 
    Reprise dans 10mL d’ethanol 75% 
    Vortex 
    Filtration 0,45µm 

HPLC 
5) injection de 50µL  

colonne RP18 
phase mobile gradient acétonitrile/tampon bicarbonate d’ammonium pH=9,8 

Débit = 1mL/min, T° ambiante  

Détection  

Analyse 

6) Detecteur à 
    barette de 
    diodes 
    240 nm 



EXTRACTION: 

Solvant: éthanol 75% car meilleur rendement qu’à 50% et 95% 
 méthode classique:  0,4 mL d’ammoniaque pour 1g 
     extraction au diéthyl ether 
     reprise dans HCl 

Durée extraction: 30 min plutôt que 60 min 
 
Nombre d’extraction: 3 successives plutôt que 5 



Préparation des standards et calibrage: 
 
Solutions standards des 3 alcaloïdes 
National institute for the control of  pharmaceutical and biological products (Pekin, Chine) 

 
Vérifiées par HPLC-MS 
 
8 concentrations / alcaloïde    courbe d’ étalonnage 

concentration calculée grâce à l’équation de la droite de régression 



HPLC: 

Système HPLC Agilent 1100 series 
 
Pré-colonne Waters RP18 XterraTM (20 x 3,9mm i.d.) 

 (protège la colonne des composés indésirables) 

Colonne Waters RP18 XterraTM (250 x 4,6mm i.d. taille particule 5µm) 
 
Dépôt 50 µL à T° ambiante, détection à 240 nm. 
 
Gradient d’élution: Acétonitrile/tampon bicarbonate d’ammonium pH=9,8+/-0,2 
 
pH peut endommager la colonne 



Tr dépendent de R1 et R2 
 

Temps d’analyse trop long 
 

Rs >> 1,5 



Validation de la méthode: 

Fidélité intra: même échantillon analysé 5x/jour. 
 
Fidélité inter: même échantillon analysé 1x/jour pendant 3 jours. 
 
Répétabilité: 5 échantillons d’un même lot analysés en parallèle. 
 
Rendement: ajouts dosés des 3 standards dans un échantillon de 
composition connu. Répétés 5x 
 
            (quantité d’alcaloïdes mesurée – quantité d’alcaloïdes échantillon) 
R (%) =  ______________________________________________________________ 
                                quantité ajoutée des standards 



Validation de la méthode: 
 

Pas d’essais de la stabilité de la méthode (recommandée par  
EMEA = European Medicines Evaluation Agency pour substances 
d’origine naturelle). 



Limites et améliorations de la méthodes: 

Protocole d’extraction long 
Validation de la méthode incomplète 
Durée de la chromatographie > 80 min !!! 
 
On pourrait jouer sur  - la colonne de séparation 

 diminuer la granulomètrie (5µm à 3,5µm) 
 diminuer la longueur de la colonne (250mm à 150mm) 
 utiliser une colonne Nucleodur® 

                                   
      - le gradient d’élution 

Alternatives: 
 

Développement de 
l’électrophorèse capillaire 
Jing-Zheng Song, Quan-Bin Han et al. (2009) 



Coût du protocole: 

Matériel: 
•  Branson Model 5210 Ultrasonicator ≈ 200 € 
•  Eppendorf  Model 5810 centrifuge ≈ 5000 € 
•  HPLC Agilent 1100 series ≈ 15000 € 
•  Pré-colonne Waters RP18 XterraTM (20 x 3,9mm i.d.) ≈ 170 € 
•  Colonne Waters RP18 XterraTM (250 x 4,6mm i.d. 5µm) ≈ 600 € 
Total à 21000 € 
 
Pour l’analyse de 20 lots: 
•  20 extractions = 500mL ethanol ≈ 6 €  (durée: 20x3x30min) 
•  20 filtres Millipore (0,45 µm) ≈ 20 € 
•  20 HPLC = 1L d’acétonitrile ≈ 37 €  (durée: 20x80min) 
                   + 1L tampon bicarbonate d’ammonium ≈ 22 € 
•  Main d’oeuvre pour 57h (22,5 €/h) ≈ 12825 € (en France) 
Total à 12910 € 

C’est la durée d’extraction et de chromatographie qui coûte le plus chère! 
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