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1 - Introduction générale 
 
Le contrôle des produits de santé tel que les médicaments, les dispositifs médicaux, les produits 

biologiques d’origine humaine, les produits cosmétiques et les compléments alimentaires, est de la responsabilité 
de la Direction des Laboratoires et des Contrôles (D.L.C.) qui fait partie intégrante de l’Afssaps (Agence 
Française de Sécurité Sanitaire des Produits de Santé). 

 
La D.L.C. exerce deux types de missions complémentaires, d’une part l'évaluation et la réglementation 

relative à l’élaboration de la pharmacopée, d’autre part le contrôle en laboratoire des produits de santé, opéré en 
urgence ou en situation programmée, dans un contexte européen de libération de lots, dans le cadre de la 
recherche et développement ou de la surveillance du marché national.  

 
Ainsi, les compléments alimentaires présents sur le marché doivent faire l’objet de contrôles rigoureux 

afin d’assurer leur entière innocuité vis à vis des consommateurs. Le produit à l’étude est dénommé Red yeast 
rice (levure de riz rouge). Il s’agit d’un « médicament traditionnel » utilisé pour le bien-être de la santé. Ce 
complément alimentaire contient 60 gélules dosées à 500 mg en Monascus purpureus. La posologie est de 1 à 2 
gélules 2 à 3 fois par jour pendant les repas. Ce complément alimentaire à base de levure de riz rouge a fait 
l’objet d’une attention toute particulière. En effet, il a été démontré que la levure de riz rouge contenait des 
composés actifs appelés monacolines ou statines. Ces molécules seraient en effet à l’origine d’une activité 
hypocholestérolémiante. Les monacolines ou statines sont présentes néanmoins à des doses largement plus 
faibles que celles contenues dans les médicaments à base de statines. Mais, une consommation excessive de ce 
complément alimentaire peut être à l’origine des mêmes effets que les statines « médicamenteuses ».  

 
L’objectif de cette étude est d’identifier et de quantifier les monacolines présentes dans la levure de riz 

rouge. Ainsi, la première partie présentera tout d’abord les données bibliographiques recensées sur la levure de 
riz rouge ainsi que les généralités sur les techniques de séparation chromatographique. Les deuxièmes et 
troisièmes parties exposeront respectivement le développement ainsi que l’identification des monacolines dans la 
levure de riz rouge et le dosage de la monacoline principale. Et enfin, la quatrième partie abordera la validation 
de la méthode. 
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2 - Bibliographie 

2.1 Apparition de la levure de riz rouge 
L’hyperlipidémie est un facteur de risque important dans la survenue de pathologies tel que l’athérosclérose, 

les maladies coronariennes et les pathologies vasculaires et cérébrales. La diminution de l’hyperlipidémie a 
prouvé qu’elle réduisait la morbi-mortalité associées aux pathologies vasculaires et cérébrales (Wang et al., 
1997 ; Li et al., 1998 ; Miao & Metcalfe, 2003 ; Ertürk et al., 2003). 
 

Parmi les actuels agents hypolipémiants, les inhibiteurs de l’HMG-CoA réductase (3-hydroxy-3-
méthylglutaryl coenzyme A hépatique) sont efficaces pour diminuer le cholestérol total (CT) et le cholestérol 
stocké au niveau des LDL (Low-Density Lipoprotein) (Miao & Metcalfe, 2003 ; Ertürk et al., 2003). Néanmoins, le 
coût très élevé de ces médicaments et leurs disponibilités limitées pour la majorité de la population chinoise ont 
incité la recherche médicale chinoise à chercher de nouveaux agents hypolipémiants. La médecine traditionnelle 
chinoise ayant produit une bibliothèque d’herbes actives à travers les siècles, il serait raisonnable d’examiner si 
un complément alimentaire hypolipémiant pourrait être identifié dans cette bibliothèque. Après une recherche 
approfondie, le riz fermenté avec Monascus purpureus fut découvert en tant qu’herbe efficace pour diminuer le 
cholestérol et les triglycérides chez les animaux (Li et al., 1998). Ses effets hypolipémiants, confirmés par de 
nombreuses études cliniques (Heber et al., 1999, Keithley et al., 2002 ; Wang et al., 1997), seraient 
probablement partiellement dus à la présence d’inhibiteurs de l’HMG-CoA réductase (Ma et al., 2000).  

 

2.2 Historique et utilisations de la levure de riz rouge 
La levure de riz rouge est obtenue par fermentation d’une levure communément appelée Monascus 

purpureus sur du riz rouge stérile et humide (Huang et al, 2006). Ce produit solide de fermentation du riz par 
Monascus a une longue tradition dans les pays asiatiques de l’est qui date au moins du premier siècle après JC 
(Erdogrul & Azirak, 2004). Largement utilisé dans l’alimentation chinoise, la levure de riz rouge est un exemple de 
l’alimentation traditionnelle consommé à travers l’Asie. Ses propriétés alimentaires, culinaires et médicales datent 
de plus d’un millier d’années et son usage documenté fut enregistré au 8ème siècle après JC (Ma et al., 2000). 
Depuis des siècles, les produits de riz fermentés tel que la levure de riz rouge ont été consommés en Asie et 
Indonésie comme aliments de base et additifs alimentaires.  
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En chine, la levure de riz rouge est appelée Ang Khak ou Hong Qu. Au Japon, la levure de riz rouge est 

connue sous le nom de « beni-koji », « Hongqu » (Ma et al., 2000), « Koji, Ang-Khak », « Red-Koji » et son 
pigment est largement utilisé en tant que colorant alimentaire ; en Europe, elle est dénommée 
« Rotschimmerlreis » et aux USA « the red mold » (Erdogrul & Azirak, 2004).  

 
La levure de riz rouge a aussi été utilisée en Chine, à Taiwan, à Okinawa et aux Philippines comme 

conservateur pour la viande et le poisson, pour accentuer la couleur et le goût des aliments, et même pour le vin 
brassé et la liqueur. De plus, la levure de riz rouge est aussi citée dans l’ancienne Pharmacopée chinoise des 
aliments et herbes médicinales, « The Ben Cao Gang Mu-Dan Shi Bu Yi » de Li Shi-zhen publié durant la 
dynastie Ming (1368-1644), où elle est décrite en tant que remède utile pour améliorer la digestion, revitaliser le 
sang (Heber et al, 1999 ; Ma et al., 2000 ; Li et al., 2005 ; Huang et al, 2006) et aussi pour stimuler la rate (Li et 

al., 1998). Un effet bénéfique est traditionnellement attribué à ce produit dans le livre de médecine chinoise 
publié à Beijing par Li, Shin-Chum (1590). Les premiers comptes-rendus de cette moisissure apparurent il y a 
plus de 2000 ans dans la monographie par Li-Shin-Chun (1590). Ce livre décrit l’utilisation d’un pigment en tant 
qu’agent colorant et en tant que médicament dans le traitement de nombreuses maladies. 

 
Aujourd’hui, cette moisissure est encore utilisée pour ses propriétés colorantes et aromatisantes, dans 

l’industrie alimentaire de beaucoup de pays asiatiques pour la préparation industrielle de produits de volaille, de 
poisson et de viandes (Ma et al., 2000). Elle est principalement utilisée comme additif alimentaire, en particulier 
pour la viande comme conservateur et condiment. Son usage dans l’industrie de vin de riz est due à sa haute 
teneur en alpha-amylase qui favorise la conversion de l’amidon en glucose. L’attractive couleur rouge du vin de 
riz provient des pigments appartenant à Monascus. Monascus est devenu connu en Europe en 1884 à travers les 
travaux d’un scientifique hollandais, Van Tieghem (Ma et al., 2000) qui observa l’usage de la moisissure de riz 
rouge à travers la population en Java. Ils ont isolé et rangé de nombreuses espèces botaniques du genre 
Monascus. L’espèce isolée du riz rouge fut appelée Monascus purpureus Went en 1895 en raison de sa couleur 
violette /rouge (Went, 1895). C’est donc la levure qui est rouge et non le riz. 
 

Historiquement, dans les années 90, les compagnies de compléments alimentaires ont commercialisé un 
extrait de levure de riz rouge capable de diminuer le cholestérol de manière aussi efficace que les statines 
médicamenteuses. Ensuite, l’industrie Merck & Co, de renommée mondiale, a isolé une statine, la monacoline K 
connue sous le nom de mevinoline ou lovastatine produite par un champignon microscopique Aspergillus terreus 
(Merck & Co, 2006) et en a conçu un médicament en 1987 (Pharmaceutiques : Santé, médicament et industrie, 
2006) connu sous le nom de Mevacor® (Heber et al., 2001).  
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Une bataille s’en est suivie entre Merck & Co., industrie pharmaceutique fabricant le Mevacor® (lovastatine), 

la F.D.A. (Food and Drug administration) et Pharmanex, Inc., le fabricant de la levure de riz rouge sous le nom de 
Cholestin® qui contient naturellement la présence de lovastatine (le produit chinois s’appelle Xuezhikang). Cette 
bataille a fait la lumière sur la possibilité que la présence naturelle d’inhibiteurs de l’HMG-CoA réductase tels que 
la lovastatine, peut avoir une utilité clinique. En conséquence, le 20 mai 1998, la F.D.A. a annoncé que le 
Cholestin® n’était pas un complément alimentaire, mais plutôt un médicament non agrée selon la F.F.D.C.A. 
(Federal Food, Drug and Cosmetic Act) (US Department of Health and Human Services, Food and Drug 
Administration, 2006). Ainsi, les compléments alimentaires de levure de riz rouge ont été retirés du marché aux 
Etats-Unis. Pharmanex®, Inc., le fabricant du Cholestin®, a récusé cette décision au Tribunal du District Fédéral, 
qui (selon un communiqué de presse) a fourni une décision préliminaire le 16 juin 1998, déclarant officiellement 
que le Cholestin® est un complément alimentaire et non un médicament (Havel RJ, 1999). Au printemps 2001, la 
FDA a interdit la vente de tout complément alimentaire contenant la levure de riz rouge ou Xuezhikang. Le 
Cholestin® échoua à se conformer à la D.S.H.E.A. (Dietary Supplement and Health Education Act) étant donné 
qu’il était supposé contenir un composé actif équivalent à la statine commercialisée sous le nom Mevacor® 
(lovastatine) (Journoud & Jones, 2004).  

 
Actuellement, on peut donc se procurer des compléments alimentaires via internet (Raysahelian, 2006) mais 

la plupart des compagnies commercialisant des compléments alimentaires à base de levure de riz rouge ont été 
contraint de la remplacer par d’autres composés tel que les flavones, le géraniol, des acides gras essentiels 
(EPA et DHA) mais en modifiant quelque peu les revendications de départ c'est-à-dire que ce complément 
alimentaire aide à maintenir le taux de cholestérol à une valeur normale et supporte les fonctions 
cardiovasculaires (Pharmanex, 2006) mais il reste toujours possible de se procurer des compléments 
alimentaires à base de levure de riz rouge par de nombreuses compagnies sur Internet, en parapharmacie ou 
dans les magasins spécialisés. 

 

2.3 Compléments alimentaires à base de levure de riz rouge 
disponibles sur Internet 

Le tableau ci-dessous présente les différents compléments alimentaires à base de levure de riz rouge 
disponibles sur Internet (Tableau 1). Il est également possible de se procurer ces compléments alimentaires via 
les circuits de distribution tels que la pharmacie ou  la parapharmacie ; la pharmacie constituant désormais un 
circuit de distribution privilégié pour les compléments alimentaires (La lettre d’info de l’officine, 2006). La 
composition, le conditionnement, la marque et le lieu de vente y sont notamment précisés. 
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Nombre de 

produits 
Dénomination Composition et dosage Conditionnement Marque Site Internet Prix 

LRR 600 mg 1 à 2 gélules/j 60 gélules Nature’s Plus Bio-forme-online.com 30,84 € 

1 
LRR 

600 mg 1 gélule/j 
Monascus purpureus standardisé à 1,7 % 

60 gélules Nature’s Plus Natural distribution ??? € 

LRR AP 600 mg 1 cp/j le matin 30 cps Nature’s plus Bio-forme-online.com 30,84 € 

LRR AP 600 mg 1 cp/j le matin 30 cps Nature’s plus Nature et Bio 31,70 € 

LRR AP 600 mg 1 cp/j le matin 30 cps Nature’s plus Para-dstock.com 31,70 € 

LRR AP 
600 mg (Monascus purpureus standardisé à 1,7 %)  

1 cp/j le matin 
30 cps Nature’s plus Biocenter 32,15 € 

LRR AP 600 mg 1 cp/j le matin 30 cps Nature’s plus NaturShop 31,18 € 

LRR AP 600 mg 1 cp/j le matin 30 cps Nature’s plus Natural Forme 37,80 € 

LRR AP 600 mg 1 cp/j le matin 30 cps Nature’s plus Nature’s plus 30,84 € 

LRR AP 
600 mg (Monascus purpureus standardisé à 1,7 %) 

1 cp/j le matin 
30 cps Nature’s Plus Natural Distribution ?? 

2 

LRR AP 
600 mg (Monascus purpureus standardisé à 1,7 %) 

1 cp/j le matin 
30 cps Nature’s Plus Espace-Santé-Nature 34,10 € 

3 LRR/gugulipide 600 mg 1 gélule le matin 60 gélules Nature’s Plus Bio-forme-online.com 25,50 € 

LRR  45 gélules Solaray 
L’esprit Chat 

Para-dstock.com 
22,50 € 

LRR Plus CoQ10  60 gélules Solaray L’esprit Chat 58 € 
4 

LRR Plus CoQ10  60 capsules Solaray Vitalprix.com 57 € 

5 LRR Plus CoQ10  60 gélules Noria NaturShop 46,26 

LRR 
250 mg : LRR : 225 mg (0,5 lovastatine) 

Extrait de LRR : 25 mg (10 % monacoline) * 
120 gélules Boutique Nature Edden 20,60 € 

LRR 
250 mg : LRR : 225 mg (0,5 lovastatine) 

Extrait de LRR : 25 mg (10 % monacoline)* 
120 gélules Boutique Nature Natural Forme 20,60 € 

LRR 
250 mg : LRR : 225 mg (0,5 lovastatine) 

Extrait de LRR : 25 mg (10 % monacoline) * 
270 gélules Boutique Nature Edden 39,90 € 

LRR 
250 mg : LRR : 225 mg (0,5 lovastatine) 

Extrait de LRR : 25 mg (10 % monacoline) * 
270 capsules Boutique Nature Edden  27,90 € 

LRR 
250 mg : LRR : 225 mg (0,5 lovastatine) 

Extrait de LRR : 25 mg (10 % monacoline) * 
270 gélules Boutique Nature Natural Forme  39,90 € 

LRR 
250 mg : LRR : 225 mg (0,5 lovastatine) 

Extrait de LRR : 25 mg (10 % monacoline) * 
270 gélules Boutique Nature Vitalprix.com 32,00 € 

6 

LRR 
250 mg : LRR : 225 mg (0,5 lovastatine) 

Extrait de LRR : 25 mg (10 % monacoline) * 
270 gélules Boutique Nature monMarchand.com 32,00 € 

LRR 600 mg 2 à 3 gélules/j au cours des principaux repas 60 gélules ephyto Ephyto.com 24,90 € 7 
LRR 600 mg 2 à 3 gélules/j au cours des principaux repas 180 gélules ephyto Ephyto.com 59 € 

8 Riz rouge Plus   Dermaforme Dermaforme 14,37 € 

LRR LRR et extrait de LRR 3 gélules/j au cours des repas 
60 gélules dosées 

à 250 mg 
Laboratoire Pierre 

Caron 
Pierre-caron.com 10 € 

9 
LRR LRR et extrait de LRR 3 gélules/j au cours des repas 

150 gélules 
dosées à 250 mg 

Laboratoire Pierre 
Caron 

Pierre-caron.com ?? € 

10 LRR 
600 mg extrait de LRR 

1 cp 1 à 3 fois/j de préférence au cours des repas 
30 cps Vit’all + Vitalplus.com  
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Nombre de 
produits 

Dénomination Composition et dosage Conditionnement Marque Site Internet Prix 

11 LRR 

250 mg : 
LRR : 225 mg (0,5 lovastatine) 

Extrait de LRR : 25 mg (10 % monacoline)  
1 gélule avant chacun des principaux repas avec un 

grand verre d’eau 

120 gélules Sens Nature Sens-nature 20,60 € 

LRR 300 mg par gélule 200 gélules Dieti Natura Dieti-natura.com 9 € 12 
LRR 300 mg par gélule 60 gélules Dieti Natura Dieti-natura.com ??? € 

13 Moduchol 
Policosanol, LRR, guggulipide, stérols, stérolines, 

inositol hexanicotinate 
90 gélules Laboratoire Vienergie 

Medecine-
autrement.com 

59 € 

14 Choledrene  3 capsules /j 90 cps 
Hi-Tech 

Pharmaceuticals 
Beauteetdiete.com  

Tableau 1 : Produits à base de levure de riz rouge disponibles sur Internet 

 
Légende : 

LRR = Levure de riz rouge 
AP : Action prolongée 
* 1 gélule avant chacun des 3 principaux repas avec un grand verre d’eau. Une portion journalière apporte 7,5 mg de lovastatine 

lactone et 2,7 mg de lovastatine hydroxy-acide. 

 
Les revendications citées pour ces produits sont les suivantes: 

 Protection du système cardio-vasculaire contre les mauvaises graisses ; 
 Favorise le bon état cardio-vasculaire ; 
 Régulation du cholestérol. 

 

2.4 Efficacité 
Comme exposé précédemment, la levure de riz rouge joue un rôle  double: alimentaire et médical. D’une 

part, elle est largement utilisée en tant que colorant, aromatisant, additif, conservateur, condiment et dans 
l’industrie du vin de riz. D’autre part, elle contient un certain nombre de substances, appartenant à la famille des 
monacolines et comprenant entre autre la monacoline K, qui ont mis en exergue une activité 
hypocholestérolémiante (Li et al., 2004 ; Heber et al, 2001, Huang et al, 2006). Ceci, serait en partie le résultat de 
l’inhibition de l’HMG-CoA réductase (Li et al., 2005 ; Istvan & Deisenhofer, 2001). La structure de cette enzyme 
est présentée ci-dessous (Figure 1) (Les presses de l’Université de Montréal, 2006).  

 
Figure 1 : Structure de l’HMG-CoA Réductase (Les presses de l’Université de Montréal, 2006) 
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Les monacolines contenues dans la levure de riz rouge sont des statines d’origine naturelle agissant  comme  

des inhibiteurs compétitifs de l’HMG-CoA réductase qui convertit l’HMG-CoA en acide mévalonique, étape 
préliminaire et déterminante dans la biosynthèse du cholestérol (Heber et al., 2001 ; Istvan & Deisenhofer, 2001). 
Cette inhibition diminue la biosynthèse intracellulaire du cholestérol, ce qui entraîne une augmentation de la 
production, par transcription, de l’HMG-CoA réductase et des récepteurs hépatiques LDL (Figure 2) (Les presses 
de l’Université de Montréal, 2006).  

 
La figure 2 montre la chaîne de formation du cholestérol à partir de l’acétyl-Coenzyme A et le blocage grâce 

aux statines au niveau de l’intermédiaire mévalonate. 
 

 
Figure 2 : Mode d’action des statines sur la chaîne de formation du cholestérol 

(Les presses de l’Université de Montréal, 2006) 

 
Cette activité inhibitrice a été démontrée par de nombreuses études cliniques.  
 
En effet, des études sur lapins et cailles ont montré une diminution des concentrations en cholestérol de 

44% et 59% aux doses de 0.4 et 0.8 mg/kg respectivement. (Li et al., 1998 ; Heber et al., 1999). L’athérosclérose 
fut significativement réduite chez les lapins et les cailles présentant une hyperlipidémie, induite soit par un régime 
riche en graisse soit par consommation de caséine, et traités par le riz fermenté avec Monascus purpureus 
(Wang et al., 1997 ; Li et al., 1998). Des études sur souris et rats ont également été réalisées (Li, 1995; Zhu, 
1998; Heber et al., 1999). 

 
 3 études cliniques menées sur des hommes ont été conduites en Chine parallèlement à celles réalisées sur 

animaux. Les résultats escomptés de ces études cliniques sont une diminution du cholestérol total (CT), une 
diminution du LDL-c (Low Density Lipoprotein-cholesterol) qui représente le mauvais cholestérol, une 
augmentation du HDL-c (High Density Lipoprotein-cholesterol) qui représente le bon cholestérol et une diminution 
des triglycérides.  



 

Guillotin Ségolène  18 
Thèse de doctorat de Pharmacie 
16 Janvier 2007 Faculté de Pharmacie de Nantes 

 

 
La première étude comprenait 446 patients avec une hyperlipidémie ayant reçu le Xuezhikang  pendant 8 

semaines. Après 8 semaines de traitement, le CT a diminué de 22.7 %, le LDL-c de 30.9% et les TG de 34.1%. 
Quant aux HDL-c, une augmentation de 19.9 % a été relevée (Wang et al., 1997).  

 
Dans une deuxième étude menée sur 83 patients, les résultats obtenus ont été les suivants : diminution 

significative du cholestérol total entre la ligne de base et 8 semaines de traitement dans le groupe traité en 
comparaison avec le groupe placebo (↓ 16.8 %), différence significative pour le LDL-c (↓ 22.3 %) et les 
triglycérides (↓ 13.3 %)  mais pas pour le HDL-c (Heber et al., 1999).  

 
Enfin, dans une récente étude, 12 patients sidéens ont consommé la levure de riz rouge à raison de 2,4 g/j. 

Les résultats ont été les suivants : une diminution de 13,4 % en CT et une diminution de 25,1 % en LDL-c. Les 
TG et le HDL-c n’ont subi aucunes variations (Keithley, 2002). 

 
Le tableau 2 ci-après résume les différents résultats obtenus tel que le design de l’étude, les doses utilisées 

et les modifications lipidiques rencontrées. 
 

Auteurs Design de l’étude Dose CT LDL-c TG HDL-c 

Wang et al., 1997 
- 1ère étude clinique - 

Hommes, randomisation en simple 
aveugle, groupe contrôle positif, n = 446 

1.2 g/j 
P : ↓ 7 % 

T : ↓ 22.7 % 
P : ↓ 15.3 % 
T : ↓ 30.9 % 

P : ↓ 12.8 % 
T : ↓ 34.1 % 

P : ↑ 8.4 % 
T : ↑ 19.9 % 

Li et al., 1998 
- Etude sur animaux - 

Animaux, in vivo : 44 lapins et 10 cailles 
0.2 g/kg/j 
0.4 g/kg/j 
0.8 g/kg/j 

↓ 45 % 
↓ 43 % 
↓ 59 % 

- 
↓ 44 % 
↓ 44 % 

- 
↓ 43.2 % 
↓ 43.2 % 

↔ 

Heber et al., 1999 
- 2ème étude - 

Hommes, randomisation en double 
aveugle, groupe placebo, n = 83 

2.4 g/j 
P : ↔ 

T : ↓ 16.8 % 
P : ↔ 

T : ↓ 22.3 % 
P : ↔ 

T : ↓ 13.3 % 
↔ 

Keithley et al., 2002 
- 3ème étude - 

Hommes, étude pilote chez patients 
sidéens, randomisation en double 
aveugle, groupe placebo, n = 12 

2.4 g/j 
P : ↑ 4.1 % 
T : ↓ 13.4 % 

P : ↑ 25.1 % 
T : ↓ 25.1 % 

↔ ↔ 

Tableau 2 : Résumé des études cliniques montrant des effets hypocholestérolémiants de la levure de riz rouge 
D’après Journoud & Jones, 2004) 

 

Légende : 

P : Groupe placebo 
T : Groupe traité 
↔ : Pas d’effets significatifs observés 
CT: Cholestérol total 

LDL-c: Low-Density Lipoprotein – cholesterol 
TG: triglycerides 
HDL-c: High-Density Lipoprotein – cholesterol 
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Commentaires sur les principales études cliniques mettant en évidence l’effet de la levure de riz rouge : 

 
En 1997, l’équipe de Wang, a mis en évidence des effets significatifs avec la levure riz rouge à une dose de 

1,2 g/j sur les paramètres lipidiques tels que le cholestérol total, le LDL-cholestérol, le HDL-cholestérol et les 
triglycérides. Cette étude trouve son intérêt dans le nombre de volontaires utilisés (n = 446). En effet, un nombre 
important de sujets permet d’assurer l’exactitude des résultats constatés. Néanmoins, deux inconvénients sont à 
mettre en exergue. D’une part, cette étude est menée en simple aveugle c'est-à-dire que le médecin connait le 
traitement qu’il donne à ses patients. D’autre part, il n’est pas utilisé de groupe placebo mais un groupe contrôle 
positif. Dans ce cas, l’investigateur choisi délibérément un groupe de volontaires qui présente une hyperlipidémie. 
Il aurait peut être été plus judicieux de préférer un groupe placebo sain et ainsi de montrer que la levure de riz 
rouge peut apporter une amélioration du profil lipidique.  

 
En 1998, l’équipe de Li, a montré une diminution des paramètres lipidiques avec la levure de riz rouge à une 

dose de 0,2-0,8 g/kg/j chez des animaux (lapins et cailles). Cette étude sur animaux promet d’espérer des 
résultats probants chez l’homme. 
 

En 1999, l’équipe d’Heber, a conduit son étude sur un nombre suffisant de volontaires (n= 83) et avec des 
conditions d’études standardisées (double aveugle contre placebo). Les effets observés sont significatifs mais 
inférieurs à ceux observés avec l’équipe de Wang. 
 

Enfin, en 2002, l’équipe de Keithley, a piloté une étude clinique sur des patients sidéens qui s’est avérée 
concluante vis-à-vis des paramètres lipidiques mais n’utilise que 12 volontaires ce qui est très faible pour mettre 
en évidence des effets significatifs sur les paramètres lipidiques . 
 

L’étude clinique de Wang (1997) montre la plus grande diminution des paramètres lipidiques par rapport aux 
autres. 

2.5 Indications 
Ainsi, la levure de riz rouge possède un large nombre d’indications. Elle pourra être utilisée dans les 

maladies cardiovasculaires car il a été démontré qu’elle était efficace notamment dans l’athérosclérose (Wang et 

al., 1997), chez les diabétiques de type II car elle entraîne une diminution de l’insuline et du glucose, dans le 
traitement ou la prévention de certains cancers, dans l’ostéoporose, dans les attaques cérébrales, dans la 
maladie d’Alzheimer ou autres démences ou enfin dans les dégénérations maculaires (Erdogrul & Azirak, 2004). 
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2.6 Effets indésirables et toxicité 
Aussi bien au niveau des essais cliniques réalisés sur les animaux (Li et al., 1998) que sur l’homme, la 

toxicité est quasiment nulle.  
 
En effet, dans une étude menée chez des patients sidéens, le traitement par la levure de riz rouge n’a pas 

entraîné de changement au niveau de l’ARN viral, du nombre de cellules CD4+ et des fonctions hépatiques 
(Keithley et al., 2002). Un cas d’anaphylaxie due à la sensibilité immédiate de Monascus purpureus a néanmoins 
été noté chez un homme de 26 ans (Wigger et al., 1999 ; Thompson Coon & Ernst, 2003). Les fonctions 
hépatiques (Wang et al., 1997 ; Keithley et al., 2002) et rénales ne sont pas modifiées. Dans l’étude conduite par 
Wang, aucun patient quelque soit son traitement (actif ou placebo), n’a vu apparaître une augmentation de plus 
de 2 fois la valeur normale de l’ A.L.A.T. (Alanine AminoTransférase) après 8 semaines d’étude (Wang et al., 
1997).  

 
Les effets indésirables existent mais restent néanmoins limités : maux de tête, vertiges, brûlures d’estomac, 

flatulence, inconfort abdominal, allergie (Wang et al., 1997 ; Keithley et al., 2002 ; Erdogrul & Azirak, 2004 ; 
Journoud & Jones, 2004).  

 
Dans l’étude de Heber en 1999, sur 88 sujets, seulement 3 ont rencontré des effets indésirables incluant un 

rash, des maux de tête et le développement concomitant d’une pneumonie. Des douleurs musculaires ainsi 
qu’une fatigue sont généralement observés dans le cas d’une prise de levure de riz rouge élevée. Néanmoins, 
l’utilisation de la levure de riz rouge reste équivalente à la lovastatine car cette dernière est présente dans l’extrait 
de riz fermenté (Journoud & Jones, 2004). Les effets indésirables relatifs à la lovastatine « médicamenteuse » 
peuvent apparaître par la prise de levure de riz rouge. On pourrait observer des effets indésirables 
supplémentaires tels que dyspepsie, douleurs abdominales, constipation, vision floue et douleurs musculaires 
(Journoud & Jones, 2004). Le puissant effet des statines et de la lovastatine au niveau de l’intermédiaire 
mévalonate est malheureusement non spécifique et résulte de l’inhibition en parallèle d’un certain nombre de 
substances non stéroïdes à structure isoprénoïdes dont le coenzyme Q10. Ceci induit une diminution des teneurs 
en coenzyme Q10 entraînant des troubles tels que les myopathies. De ce fait, la supplémentation en coenzyme 
Q10 éviterai ces myopathies induites par la lovastatine et probablement par la prise de levure de riz rouge 
(Erdogrul & Azirak, 2004 ; Journoud & Jones, 2004). 
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Les interactions alimentaires et médicamenteuses deviennent donc valables pour la levure de riz rouge. La 

consommation d’alcool ne devra pas dépasser plus de 2 verres par jour. Le jus de pamplemousse, en raison de 
son effet inhibiteur enzymatique, devra être évité. La conséquence serait un ralentissement du métabolisme (via 
le cytochrome P 450) de certains médicaments dont les statines (Erdogrul & Azirak, 2004). Les fibres, les 
pectines, le son et l’avoine devront également être évités (Journoud & Jones, 2004).  
 

Enfin, la présence de la lovastatine dans la levure de riz rouge induit les mêmes contre-indications que celles 
relatives au Mevacor®. Seront contre-indiquées les personnes souffrant de troubles hépatiques, de troubles 
rénaux, les femmes enceintes, les médicaments hypocholestérolémiants, les femmes allaitant, une infection 
concomitante, une transplantation d’organe, une récente hospitalisation et un âge inférieur à 20 ans. 

2.7 Intérêt 
Les compléments alimentaires tels que la levure de riz rouge chinoise fourniraient une alternative aux 

prescriptions de médicaments. En effet, ces derniers nécessitent de nombreuses années de recherche et 
d’essais cliniques pour être enfin commercialisés et induisent donc des coûts très élevés alors que les 
compléments alimentaires peuvent être mis sur le marché beaucoup plus rapidement. Parce qu’ils coûtent moins 
cher et ne nécessitent pas de prescriptions, ils deviennent plus accessibles et pourraient être utilisés plus 
largement. La levure de riz rouge pourrait permettre de réduire les coûts de santé et contribuer à l’amélioration de 
la santé publique (Heber et al., 2001 ; Huang et al, 2006). De plus, il est noté un grand nombre d’indications et un 
nombre modéré d’effets indésirables ce qui amènerait à trouver un intérêt certain d’utiliser la levure de riz rouge 
dans le traitement des hyperlipidémies (Bliznakov & Heber, 2000). 

 

2.8 Production de substances au cours de la fermentation 
Le genre Monascus appartient à la famille des Aspergillacées. La moisissure est à l’origine de la production 

d’un certain nombre de pigments : les pigments oranges (monascorubine et rubropunctatine), les pigments 
jaunes (monascine et ankaflavine) et les pigments rouges (monascorubramine et rubropunctamine) (Erdogrul & 
Azirak, 2004 ; Ma et al., 2000) ainsi qu’un certain nombre d’autres substances appartenant aux polycétides tels 
que la mevinoline i.e. Lovastatine. Les pigments et les polycétides sont en fait des métabolites secondaires de 
fermentation de Monascus purpureus (Ma et al., 2000). Ainsi, ces monacolines seraient en fait des métabolites 
secondaires de biosynthèse formés durant la fermentation (Heber et al., 2001), elles seraient biogénétiquement 
reliées entre elles (Li et al., 2004).  
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Pour la levure de riz rouge, il s’agit de Monascus purpureus qui, comme son nom l’indique, est à l’origine de 

la production de pigments rouges (Erdogrul & Azirak, 2004). Les conditions de fermentation telles que le pH, la 
présence de carbone, d’azote et de phosphore influencent nettement la production des pigments de Monascus 

purpureus (Erdogrul & Azirak, 2004 ; Li et al., 2004).  
 
Il est connu que si les conditions de fermentation ne sont pas parfaitement maitrisées, il peut se former une 

molécule appelée citrinine qui est en fait une mycotoxine produite par de nombreuses espèces de Pénicillium et 
d’Aspergillus (Heber et al., 2001). La structure de la citrinine figure ci-dessous (Figure 3). La citrinine présente 
une forte toxicité rénale et hépatique qui entraîne des dommages fonctionnels au niveau du rein ainsi que des 
altérations du métabolisme hépatique. Cette dernière peut se retrouver à des concentrations qui varient de 0,2 à 
122 mg/kg dans la levure de riz rouge (Lee et al., 2006). 

 

 
Figure 3 : Structure de la citrinine 

 
La citrinine n’a donné aucune tumeur chez des rats Sprague Dawley à des doses de 0,05% dans la 

nourriture pendant 48 semaines. Cependant des doses de 0,1% de citrinine dans la nourriture ont induit des 
tumeurs rénales bénignes chez des rats F344 traités pendant 80 semaines. Chez la souris, des doses de 200 mg 
de citrinine par kg de nourriture n’induisent pas de tumeurs rénales mais, si elle est administrée simultanément 
avec de l’ochratoxine A (O.T.A.), elle augmente l’incidence de tumeurs rénales de façon très significative. 
Récemment, des néoplasmes ont été observés sur des reins de porc âgés de deux ans, qui avaient consommé 
des nourritures contaminées par de l’OTA et d’autres mycotoxines. La présence simultanée des deux 
mycotoxines se retrouve assez fréquemment dans les céréales lors du stockage aussi bien dans les pays des 
Balkans qu’en France. Ces résultats impliquent un accroissement potentiel du risque de développement de 
cancer lorsque les individus ingèrent des nourritures contaminées par ces deux mycotoxines (Goudey-Perrière et 

al., 2002). 
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2.9 Analyse qualitative et quantitative de la levure de riz rouge 
Un grand nombre de substances est présente tel que l’amidon de riz, des protéines, des fibres, des stérols 

(β-sitostérol, campestérol, stigmastérol, sapogénine et saponines), des acides gras saturés et insaturés avec 125 
mg/g pour 0.6 g de préparation (Wang et al., 1997) incluant les AGMI (acides gras mono-insaturés) et les acides 
gras diène-, triène-, tétraène- et pentaène. Bien que la fonction de ces acides gras insaturés reste encore 
méconnue, ils pourraient néanmoins aider à réduire les lipides (Wang et al., 1997). Sont présents également des 
protéines, des acides aminés, des saccharides (Wang et al., 1997), des traces de minéraux (magnésium et 
sodium (les plus abondants), phosphore, calcium, aluminium, fer, manganèse, cuivre, argent, sélénium et zinc) 
(Ma et al., 2000), des pigments (Erdogrul & Azirak, 2004 ; Ma et al., 2000), le complexe vitaminique B (niacine), 
des isoflavones et glycosides d’isoflavones ainsi que des substances possédant une activité HMG-CoA 
réductase appelées les monacolines (Erdogrul & Azirak, 2004 ; Patrick & Uzick, 2001 ; Heber et al., 1999 ; 
Journoud & Jones, 2004, Wang et al., 1997). 

 
Le tableau 3 donne les proportions respectives des composants de la levure de riz rouge. 

Ingrédients dans la levure de riz rouge Pourcentage (%) 

Sucres 73.4 

Fibres 0.8 

Protéines 14.7 

Humidité 6.0 

Pigments 0.3 

Cendre 2.45 

Phosphore 0.4 

Phosphore organique 0.02 

Monacolines 0.4 

Acides gras 
- acides gras saturés 
          Acide palmitique C16………………………………..…..……… 

          Acide stéarique C18…………………………………..………… 
 

- acides gras insaturés 
          Acide oléique C18 : 1 9 ……………..……..…………………

          Acide linoléique C18 : 2 6 ……..……………..………………

          Acide arachidonique C20 : 4 6 ……………..……..………… 

          Acide linolénique C18 : 3 3 ..………………………………… 

2.87 
1.06 
0.56 

0.50 
 

1.81 
0.62 

0.74 

0.09 

0.36 

Vitamine C 0.03 

Vitamine A < 70 UI/100g 

Tableau 3 : Composition de la levure de riz rouge (Ma et al., 2000) 
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La composition reste encore assez vague concernant les monacolines. Les données de la littérature en 

comptent 8, 9 voire 14 (Heber et al., 1999 ; Ma et al., 2000 ; Li et al., 2004).  
 
Les travaux de Ma et al ont permis d’identifier 8 monacolines dans l’extrait méthanolique de la levure de 

riz rouge (Ma et al., 2000). Le tableau 4 donne les proportions respectives de ces différentes monacolines. 

 
Type de monacolines Pourcentage (%) 

Monacoline K 0.2 

Monacoline K (forme hydroxy acide) 0.1 

Dihydromonacoline K Trace 

Déhydromonacoline K 0.03 

Ester de méthyle de monacoline K (forme hydroxy acide) 0.02 

Monacoline IV 0.02 

Ester de méthyle de monacoline L (forme hydroxy acide) 0.01 

Monacoline L 0.02 

Total de monacolines 0.4 

Tableau 4 : Monacolines identifiées et produites dans la levure de riz rouge 
 (poids en %/ poids de levure de riz rouge) (Ma et al., 2000). 

 
Les travaux de Heber et al. mettent en évidence 9 monacolines. Le tableau 5 donne les proportions 

respectives de ces différentes monacolines. 
 

Type de monacolines Pourcentage (%) 

Monacoline K 0.2 

Monacoline K (forme hydroxy acide) 0.1 

Dihydromonacoline K < 0.01 

Monacoline I 0.03 

Monacoline II (forme hydroxy acide) < 0.01 

Monacoline III 0.02 

Monacoline IV 0.02 

Monacoline V 0.02 

Monacoline VI 0.01 

Total de monacolines 0.4 

Tableau 5 : Composition du complément alimentaire chinois à base de levure de riz rouge : Cholestin® 
(poids en %/ poids de levure de riz rouge) (Heber et al., 1999). 
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Les travaux de Li et al soulignent la présence de 14 monacolines qui sont la monacoline K, J, L, X, M 

avec leurs formes hydroxy acides respectives, la compactine et la déhydromonacoline K, la dihydromonacoline L 
et la 3α-hydroxy-3,5-dihydromonacoline L. Les 2 dernières monacolines précédemment citées n’ont pas été 
détectées.   

La figure 4 montre les différentes structures chimiques des monacolines identifiées dans la poudre de 
levure de riz rouge (Li et al., 2004). 

 

 
Figure 4 : Données structurales des monacolines dans la poudre de levure de riz rouge (Li et al., 2004) 
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La figure 5 présente le profil chromatographique obtenu avec les spectres UV correspondants des 

monacolines dans la levure de riz rouge. 
 

 
Figure 5 : Profil chromatographique et spectres UV des monacolines dans la levure de riz rouge (Li et al., 2004) 

 
L’allure générale du chromatogramme témoigne de la présence de 3 monacolines majoritaires. Les 

données sur le plan qualitatif et quantitatif de la poudre de levure de riz rouge sont renseignées dans le tableau 
ci-dessous (Tableau 6). En d’autres termes, il est précisé le type de monacolines identifié ainsi que leurs teneurs 
dans la levure de riz rouge. Cette méthode constituera la méthode de référence dans l’interprétation des résultats 
de l’étude effectuée dans le cadre de l’Afssaps. 

 

Type de monacolines TR (min) Maximum d’absorption Teneurs en monacolines (µg/g) 

MJA 5,95 239,0 7,08 

MJ 8,39 239,0 et 276,8 12,64 

MXA 9,24 229,6 et 275,6 3,64 

MLA 12,44 237,8 et 300,5 15,36 

MX 13,40 237,8 4,74 

MKA 14,49 237,8 103,23 

ML 16,57 237,8 23,32 

P1 17,44 237,8 et 272,0 12,14 

MMA 18,04 229,6 et 306,4 0,72 

MK 18,64 237,8 362,37 

MM 23,10 237,8 et 274,4 5,19 

DMK 24,05 237,8 72,22 

Tableau 6 : Composition de la levure de riz rouge (Li et al., 2004) 
Légende : 
TR, temps de rétention ; MJA, monacoline J forme acide ; MJ, monacoline J; MXA, monacoline X forme acide ; MLA, monacoline L forme 
acide; MX, monacoline X ; MKA, monacoline K forme acide ; ML, monacoline L ; P1, compactine; MMA, monacoline M forme acide ; 
MK, monacoline K; MM, monacoline M ; DMK, déhydromonacoline K.  
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Le tableau 6 confirme le profil chromatographique obtenu précédemment. En effet, 3 monacolines sont 

présentes en plus grande quantité dans la levure de riz rouge : la MKA, la MK et la DMK.  
 
L’originalité de cette étude est basée sur le fait que Li et al ont effectué une analyse à la fois sur la 

poudre de levure de riz rouge et sur un certain nombre de produits retrouvés sur le marché. L’analyse réalisée 
sur la poudre de levure de riz rouge témoigne d’une variabilité de teneur en monacolines mais d’une conservation 
du type de monacolines. Au contraire, sur 10 produits étiquetés « levure de riz rouge » et provenant de fabricants 
différents, 2 seulement ont révélé des profils chromatographiques semblables (les produits 9 et 10). D’une part, 
les teneurs pour une même monacoline sont très divergentes : pour le produit 1, la teneur en monacoline K est 
de 98,51% tandis qu’elle n’est que de 55,34% pour le produit 10. D’autre part, le nombre de monacolines diffère 
selon le produit considéré. Pour le produit 1, on compte seulement 2 types de monacolines tandis que pour les 
produits 9 et 10, les 12 monacolines sont retrouvées. Ce qui concourent à conclure en la diversité de composition 
de ces compléments alimentaires (Li et al., 2004) et donc de l’intérêt de les contrôler.  

 
Avant les travaux de Li, en 2001, des conditions standardisées de fabrication avaient été établies 

concernant la levure de riz rouge vendue en tant que complément alimentaire afin de s’assurer de l’uniformité de 
teneur en actifs dans les préparations et pour limiter la production de sous-produits de fermentation indésirables 
tel que la citrinine toxique (Heber et al., 2001). Or, les travaux de Li ont montré clairement que ces pratiques n’ont 
pas été appliquées vu les grandes variations observées à la fois sur les teneurs des différentes monacolines et 
sur les types de monacolines identifiés (Li et al., 2004). 

 
A travers les différents travaux effectués, on peut statuer sur le fait que la monacoline K équivalente à 

0.2% en poids (Journoud & Jones, 2004) et sa forme hydroxy acide équivalente à 0.1% en poids correspondent à 
75% de la fraction totale en monacolines équivalente à 0.4% en poids (Keithley et al., 2002). Les autres 
composés sont présents uniquement à l’état de trace (< 0.02%) (Ma et al., 2000). 
 

De plus, il s’est avéré qu’un grand nombre de monacolines retrouvées dans la levure de riz rouge seraient 
en fait des précurseurs de la monacoline K. 

 
C’est pourquoi l’équipe de Huang en 2006 a orienté son travail plus particulièrement sur la monacoline K afin 

de l’identifier et de la quantifier. Comme précédemment, deux méthodes de développement ont été choisies : la 
LC/PDA et la LC/PDA/MS. Le but de leur étude était de réaliser une analyse sur le plan qualitatif et quantitatif de 
la monacoline K dans les aliments et compléments alimentaires. Il a été conclut que sur 9 produits analysés, les 
teneurs en monacoline K étaient très variables (Huang et al, 2006). 
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Le Tableau ci-dessous renseigne les teneurs obtenues en monacoline K dans différentes régions de 

Chine (Tableau 7).  
 

Lots M + Na MW Zone de la Chine Teneur (mg/g) 

P1 427 404 Gutiang 3,1 

P2 427 404 Jianou 2,8 

P3 427 404 Songqi 2,3 

P4 427 404 Zhenhe 2,1 

P5 427 404 Pinnan 3,8 

P6 427 404 Nanping 3,3 

P7 427 404 Produit commercial 0,62 

P8 427 404 Produit commercial 0,31 

P9 427 404 Produit commercial 0,36 

Tableau 7 : Quantification de la monacoline K dans la poudre de levure de riz rouge dans différentes régions de 
Chine (Huang et al, 2006) 

 
Légende : 
MW : Molecular Weight ; M + Na : Molecular ion + sodium (23). 

 
Remarques : 
La région de Pinnan est la région où l’on trouve le plus de monacoline K dans la levure de riz rouge. 

Entre la région Pinnan et un produit vendu sur le marché mais d’origine inconnue, un écart d’un facteur 10 est 
noté pour la teneur en monacoline K (Huang et al, 2006).  

 

2.10 Méthodes analytiques exploitées pour la séparation et la 
quantification des monacolines dans la levure de riz rouge 

 
Le tableau 8 rassemble les différentes techniques utilisées relevées dans la bibliographie. 
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Technique Monacolines Tr Quantif.(%) Phases mobiles Vol.d’inj. Colonne Spectres Réf. 

LC/MS et LC/PDA 

7 
MK 

DMK 
MKA 
MK 
ML 

MLA 
DML 

 
18.3 
21.2 
18.5 
ND 
17.7 
17.2 
ND 

 
0.2 
0.03 
0.02 
0.02 
0.02 
0.01 

Trace 

CH3OH/H2O 10 µL C18 Zorbax UV Ma et al., 2000 

LC-ESI-MS-MS 

atorvastatine 
lovastatine 

pravastatine 
simvastatine 
mevastatine 

___  

ACN/ H2O 
+ 

methylammonium 
acetate (additif) 

20 µL C18

Lovastatine, 
pravastatine, 

simvastatine (ESI) 

Miao & 
Metcalfe, 2003 

LC/MS 
lovastatine, 
lovastatine 

acide 
  Non précisé  Kromasil C18 __ 

Ertürk et al., 
2003 

LC-MS-MS 
Simvastatine, 
simvastatine 

acide 
  Non précisé  Symmetry C18 __ 

Ertürk et al., 
2003 

LC/MS simvastatine   Non précisé  ODS Shimpack __ 
Ertürk et al., 

2003 

LC-MS-MS pravastatine   Non précisé  Keystone Betasil ODS __ 
Ertürk et al., 

2003 

LC/MS pravastatine   Non précisé  Inertsil ODS-2 __ 
Ertürk et al., 

2003 

LC-MS-MS pravastatine   Non précisé  Oasis colonne ; Waters Symmetry C18 __ 
Ertürk et al., 

2003 

LC-MS pravastatine   Non précisé  Zorbax XDB C8 __ 
Ertürk et al., 

2003 

LC-MS-MS atorvastatine   Non précisé  YMC Basic C18 __ 
Ertürk et al., 

2003 

LC/PDA 
Poudre de levure de 
riz rouge, industrie 
pharmaceutique, 
Shanghai, China  

12 
MJA 
MJ 

MXA 
MLA 
MX 

MKA 
ML 
P1 

MMA 
MK 
MM 

DMK 

 
5.95 
8.39 
9.24 
12.44 
13.40 
14.49 
16.57 
17.44 
18.04 
18.64 
23.10 
24.05 

non ACN/ 0.1 % TFA 20 µL C18 phase inverse 
UV 

UV-TIC 
Li et al., 2004 
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Technique Monacolines Tr Quantif.(%) Phases mobiles Vol.d’inj. Colonne Spectres Réf. 

LC/PDA/MS 
Poudre de levure de 
riz rouge, industrie 
pharmaceutique, 
Shanghai, China 

15 
MK 

MKA 
MJ 

MJA 
ML 

ML (i) 
MLA 
MM 

MMA 
MX 

MXA 
DMK 
P1 

DML 
HDML 

 
16.65 
13.15 
7.09 
5.22 
14.55 
6.44 
10.99 
20.08 
16.34 
11.48 
8.82 
22.19 
14.83 
16.93 
10.34 

non 
ACN/ 0.2% acide 

acétique 
20 µL Zorbax C18 phase inverse Masse Li et al., 2004 

LC/PDA 
Poudre de levure de 

riz rouge n°2 

12 
MJA 
MJ 

MXA 
MLA 
MX 

MKA 
ML 
P1 

MMA 
MK 
MM 

DMK  

 
5.953 
8.390 
9.239 

12.431 
13.403 
14.487 
16.565 
17.434 
18.037 
18.628 
23.098 
24.057 

 
1.08 
1.97 
0.59 
2.42 
0.74 

18.25 
3.55 
1.86 
0.11 

56.54 
0.82 

12.07 

ACN/ 0.1 % TFA 20 µL C18 phase inverse UV Li et al., 2004 

LC/PDA 
Poudre de levure de 

riz rouge n°3 

12 
MJA 
MJ 

MXA 
MLA 
MX 

MKA 
ML 
P1 

MMA 
MK 
MM 

DMK  

 
5.953 
8.390 
9.239 

12.431 
13.403 
14.487 
16.565 
17.434 
18.037 
18.628 
23.098 
24.057 

 
1.11 
1.98 
0.62 
2.37 
0.79 

16.05 
3.68 
1.99 
0.14 

57.86 
0.84 

12.57 

ACN/ 0.1 % TFA 20 µL C18 phase inverse UV Li et al., 2004 
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Technique Monacolines Tr Quantif.(%) Phases mobiles Vol.d’inj. Colonne Spectres Réf. 

LC / PDA 
Produit commercial 

n° 1 

3 
MKA 
MK 

DMK 

 
14.487 
18.628 
24.057 

 
1.16 

98.51 
0.33 

ACN/ 0.1 % TFA 20 µL C18 phase inverse UV Li et al., 2004 

LC / PDA 
Produit commercial 

n° 9 

12 
MJA 
MJ 

MXA 
MLA 
MX 

MKA 
ML 
P1 

MMA 
MK 
MM 
DMK 

 
5.953 
8.390 
9.239 

12.431 
13.403 
14.487 
16.565 
17.434 
18.037 
18.628 
23.098 
24.057 

 
1.15 
1.92 
0.55 
2.52 
0.78 

19.02 
3.76 
1.81 
0.15 

57.75 
0.73 
9.86 

ACN/ 0.1 % TFA 20 µL C18 phase inverse UV Li et al., 2004 

LC / PDA 
Produit commercial 

n° 10 

12 
MJA 
MJ 

MXA 
MLA 
MX 

MKA 
ML 
P1 

MMA 
MK 
MM 
DMK 

 
5.953 
8.390 
9.239 

12.431 
13.403 
14.487 
16.565 
17.434 
18.037 
18.628 
23.098 
24.057 

 
0.78 
2.02 
0.6 
2.37 
0.72 

18.33 
3.82 
1.92 
0.13 

55.34 
0.72 

13.25 

ACN/ 0.1 % TFA 20 µL C18 phase inverse UV Li et al., 2004 

LC/PDA 
Poudre de levure 

de riz rouge, 
industrie 

pharmaceutique, 
Shanghai, China 

7 
MJA 
MJ 

MLA 
MKA 
ML 
MK 

DMK 

 
11.77 
14.22 
17.11 
18.33 
19.77 
20.77 
24.11 

- ACN/ 0.1 % TFA 20 µL 
C18 phase inverse 
Waters Symmetry 

UV Li et al., 2005 

LC/PDA MK 25.671 - 75 % CH3OH 10 µL C18 Merck LiChroCART RP-18 
UV, 

chromatogrammes,  
Huang et al, 2006 

LC/PDA/MS MK - 0,31 à 3,8 75 % CH3OH 10 µL C18 phase inverse BioBasic-18 pioneer spectres de masse Huang et al, 2006 

Tableau 8 : Résumé des techniques d’identification et de quantification 
Légende : 
LC, liquid chromatography ; PDA, photo-diode array detector ; MS, mass spectrometry ; MJA, monacoline J forme acide ; MJ, monacoline J; MXA, 
monacoline X forme acide ; MLA, monacoline L forme acide; MX, monacoline X ; MKA, monacoline K forme acide ; ML, monacoline L ; P1, compactine; 
MMA, monacoline M forme acide ; MK, monacoline K; MM, monacoline M ; DMK, déhydromonacoline K ; DML, dihydromonacoline L ; HDML, 3α-hydroxy-
3,5-dihydromonacoline L ; ACN, acétonitrile ; TFA, trifluoroacetic acid ; ESI, electrospray ionization ; TIC, total ion current ; SIC : selective ion 
chromatograms. 
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2.11 Intérêt de rechercher la composition exacte de la levure de riz 
rouge 

Les premières données de la littérature relative à l’action biomoléculaire de la levure de riz rouge furent 
publiées en 2002. Les résultats indiquent qu’une des actions hypolipémiantes de la levure de riz rouge est une 
conséquence d’un effet inhibiteur sur la biosynthèse du cholestérol dans les cellules hépatiques. Il n’est pas clair 
si l’effet hypolipémiant de la levure de riz rouge est dû uniquement à la teneur en monacoline K ou si d’autres 
monacolines, stérols et isoflavones contribuent à l’effet hypocholestérolémiant (Monographie Monascus 

purpureus (Red yeast rice), 2004). 
 

La teneur en monacolines est très faible dans le Cholestin®. Or, les mêmes effets sont observés quand on 
utilise le Cholestin® à 5 mg de lovastatine et la lovastatine seule à des concentrations de 20 à 80 mg/j. Ceci 
traduit donc qu’il y a d’autres substances présentes dans le Cholestin® qui exercent leur efficacité tel que les AGI 
ou d’autres substances naturelles (Keithley et al., 2002). Il est également possible de noter que la quantité 
d’inhibiteurs de l’HMG-CoA réductase présent dans une dose de 2,4 g de riz rouge fermenté avec Monascus 

purpureus Went (soit 9,6 mg en monacolines) produit des effets hypolipémiants équivalents à une dose de 10 à 
40 mg en lovastatine (Journoud & Jones, 2004).  

 
Il y a 2 avis contradictoires à propos des composants qui joueraient un rôle probable dans l’effet 

hypolipémiant.  
D’un côté, il est suggéré dans la littérature que l’effet hypolipémiant de la levure de riz rouge ne peut pas être 

expliqué uniquement par les inhibiteurs de l’HMG-CoA réductase ou par la monacoline K seule (lovastatine), 
mais s’expliqueraient par une synergie d’action de tous les composés (les monacolines et les autres substances) 
(Li et al., 1998 ; Wang et al., 1997 ; Heber et al., 1999 ; Keithley et al., 2002 ; Bliznakov & Heber, 2000). Ainsi, 
selon Li en 1998, l’ensemble des composés permet d’inhiber in vivo la biosynthèse du cholestérol, d’éviter 
l’absorption du cholestérol ingéré ou d’augmenter la clairance du cholestérol à partir de la circulation générale. 
Ces 3 mécanismes d’action sont envisageables. Cependant, des études complémentaires doivent être réalisées 
afin de comprendre le mécanisme d’action exacte.  

D’un autre côté, selon Havel, les composés mentionnés au dessus tels que les stérols, les acides gras et les 
minéraux jouent un rôle mineur dans l’action de la levure de riz rouge et seuls les inhibiteurs de l’HMG-CoA 
réductase seraient à l’origine de l’effet hypolipémiant (Havel, 1999 ; Journoud & Jones, 2004). 
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L’objet de cette étude sera donc d’une part, de rechercher le nombre exact de monacolines dans la levure de 

riz rouge et d’autre part, de les quantifier afin d’évaluer le pourcentage de chacune d’elle et donc de tenter de 
justifier leur effet hypolipémiant. Ceci devrait permettre de confirmer ou d’infirmer les études antérieures 
réalisées. 

 
Etant donné la structure des différentes statines, il est possible d’en déduire que ces molécules absorbent en 

UV. Il est donc logique de les analyser par chromatographie liquide avec un détecteur UV (LC/UV). Cependant, 
étant donné qu’il s’agit d’analogues structuraux, l’utilisation d’un détecteur massique s’avèrerait beaucoup plus 
spécifique et constituerait donc une méthode de choix pour cette analyse. 

 

3 - Techniques de séparation chromatographique 
 

Les données présentées ci-dessous sont issues de la Pharmacopée Européenne Ve édition (2.2.46). 

3.1 Généralités 
Les techniques de séparation chromatographique sont des méthodes de séparation séquentielle reposant 

sur la distribution des composants de l’échantillon entre 2 phases, l’une stationnaire et l’autre mobile. La phase 
stationnaire peut être un solide ou un liquide déposé sur un support solide ou un gel. Elle peut être contenue 
dans une colonne, étalée en couche, déposée sous forme de film, etc. La phase mobile peut être gazeuse ou 
liquide ou en phase supercritique.  

 
La séparation peut reposer sur des phénomènes tels que l’adsorption, la distribution de masse (partage), 

l’échange d’ions, etc., ou sur des différences de propriétés physico-chimiques moléculaires telles que la taille, la 
masse, le volume, etc. 

3.2 Définitions 

3.2.1 Chromatogramme 

Un chromatogramme est une représentation, graphique ou autre, de la réponse d’un détecteur, de la 
concentration d’un effluent ou d’une autre grandeur utilisée comme mesure de la concentration d’un effluent en 
fonction du temps, du volume ou de la distance. Idéalement, un chromatogramme se présente comme une 
séquence de pics gaussiens au-dessus d’une ligne de base. 
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3.3 Données de rétention 

3.3.1 Temps de rétention et volume de rétention 

En chromatographie d’élution, les mesures de rétention peuvent être exprimées en termes de temps de 
rétention tR directement défini par la position du maximum du pic dans le chromatogramme. De ce temps de 
rétention peut être déduit par le calcul le volume de rétention VR : 

 

 
 

tR  =  temps de rétention ou distance sur la ligne de base entre le point d’injection et la
perpendiculaire abaissée du maximum du pic correspondant au composant considéré, 

v  =  débit de la phase mobile. 
 

3.3.2 Coefficient de distribution massique 

Le coefficient de distribution massique  Dm (ou facteur de capacité k’ ou facteur de rétention k) est défini 
comme : 

 
 

KC  =  coefficient de distribution à l’équilibre (ou constante de distribution), 
VS  =  volume de la phase stationnaire, 
VM  =  volume de la phase mobile. 
 

Le coefficient de distribution massique d’un composant peut être déterminé à partir du 
chromatogramme, à l’aide de l’expression : 

 
tR  =  temps (ou volume) de rétention ou distance sur la ligne de base entre le point d’injection et la

perpendiculaire abaissée du maximum du pic correspondant au composant considéré, 
tM  =  temps (ou volume) de rétention ou distance sur la ligne de base entre le point d’injection et la

perpendiculaire abaissée du maximum du pic correspondant à un composant non retenu
(« hold-up time »). 
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3.3.3 Coefficient de partage 

En chromatographie d’exclusion, les caractéristiques d’élution d’un composant dans une colonne 
particulière peuvent être décrites par le coefficient de partage Ko, calculé à l’aide de l’expression : 

 

 
 

tR  =  temps (ou volume) de rétention ou distance sur la ligne de base entre le point d’injection et la
perpendiculaire abaissée du maximum du pic correspondant au composant considéré, 

to  =  temps (ou volume) de rétention ou distance sur la ligne de base entre le point d’injection et la
perpendiculaire abaissée du maximum du pic correspondant à un composant non retenu
(« hold-up time »), 

tt  =  temps (ou volume) de rétention ou distance sur la ligne de base entre le point d’injection et la
perpendiculaire abaissée du maximum du pic correspondant à un composant ayant accès à
tous les pores de la phase stationnaire. 

 

3.4 Données chromatographiques 

3.4.1 Pic 

Un pic peut être défini par sa surface A ou sa hauteur h et sa largeur à mi-hauteur wh ou sa hauteur h et 
sa largeur aux points d’inflexion wi ; dans le cas d’un pic gaussien , il existe une relation de la forme : 
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3.4.2 Facteur de symétrie 

Le facteur de symétrie (ou de traînée) As d’un pic est donné par l’expression : 
 

 
 

w0,05  =  largeur du pic au vingtième de sa hauteur, 
d  =  distance entre la perpendiculaire abaissée du maximum du pic et le bord d’entrée du pic au

vingtième de sa hauteur. 
 
Une valeur de 1,0 indique une symétrie totale (idéale). 

 

3.4.3 Performance d’une colonne et nombre apparent de plateaux théoriques 

La performance d’une colonne (efficacité apparente) peut être calculée, à partir de données obtenues 
ns de onditi

apparent de pla nt être 
rimé ns me ou distance) : 

 

da s c ons isothermes, isocratiques ou isodenses, selon la technique utilisée, en termes de nombre 
teaux théoriques N, à l’aide de l’expression suivante, où les valeurs de tR et wh doive

exp es da la même unité (de temps, volu

 
 

tR  =  temps (ou volume) de rétention ou distance sur la ligne de base entre le point d’injection et la
perpendiculaire abaissée du maximum du pic correspondant au composant considéré, 

wh  =  largeur du pic à mi-hauteur. 
 

Le nombre apparent de plateaux théoriques dépend du composant considéré, ainsi que de la colonne et du 
temps de rétention. 
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3.5 Données de séparation 

3.5.1 Résolution 

La résolution Rs entre 2 pics peut être calculée à l’aide de l’expression : 
 

 
 

 
 
tR1 et tR2  =  

t les perpendiculaires abaissées des maximums de 2 pics

h1 et wh2  =  largeur des pics à mi-hauteur. 
 

’expression ci-
dessus peut t pics ne sont pas séparés jusqu’à la ligne de base. 

s 
ubstances apparentées lorsqu’il n’y a pas séparation jusqu’à la ligne de base entre 2 pics (figure en dessous). 

 

temps de rétention ou distances sur la ligne de base entre le point
d’injection e
adjacents, 

w

Une résolution supérieure à 1,5 correspond à une séparation jusqu’à la ligne de base. L
ne pas ê re applicable lorsque les 

3.5.2 Rapport pic/vallée 

Le rapport pic/vallée (p/v) peut être utilisé comme critère de conformité du système dans un essai de
s

 
 
Hp  =   de la ligne de base (extrapolée) du pic mineur, 
Hv  =  hauteur au-dessus de la ligne de base extrapolée) du point le plus bas du tracé entre les pics

mineur et majeur. 
 

hauteur au-dessus
 (
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3.5.3 Rétention relative 

La rétention relative r est une estimation calculée à l’aide de l’expression : 
 

 
 
tR2  =  temps de rétention du pic considéré,  
tR1  =  temps de rétention du pic de référence (généralement celui de la substance à examiner), 

temps de rétention ou distance sur la ligne de base entre le point d’injection et la
perpendiculaire aba

tM  =  
issée du maximum du pic correspondant à un composant non retenu

(« hold-up time »). 
 

La rétention relative non ajustée rG est calculée à l’aide de l’expression : 

 
 

 de rétention relative indiquées dans les monographies 
correspondent à la rétention relative non ajustée. 

Sauf indication contraire, les valeurs
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3.6 Fidélité de la quantification 

3.6.1 Rapport signal/bruit 

Le rapport signal/bruit (S/N) affecte la fidélité de la quantification ; il est calculé à l’aide de l’équation : 
 

 
 
H  =  

se extrapolée du

h  =  

ution témoin indiquée, et si possible centrée su

hauteur du pic correspondant au composant considéré dans le chromatogramme obtenu avec la
solution témoin indiquée, mesurée entre le sommet du pic et la ligne de ba
signal observé sur une distance égale à 20 fois la largeur du pic à mi-hauteur, 
amplitude du bruit de fond dans un chromatogramme obtenu après injection ou dépôt d’un
blanc, observée sur une distance égale à 20 fois la largeur à mi-hauteur du pic du
chromatogramme obtenu avec la sol r
l’emplacement où ce pic serait observé. 
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3.6.2 Répétabilité 

La répétabilité de la réponse est exprimée, en pourcentage, par l’écart type relatif ETR% estimé à partir 
des résultats d’une série de mesures consécutives effectuées par injection d’une solution témoin, et calculée à 
l’aide de l’expression : 

 

 
 

yi  =  lles (surfaces ou hauteurs de pic, ou rapports de surfaces pour le procédé de
 

valeurs individue
l’étalon interne), 

  =  moyenne des valeurs individuelles, 
  =  nombre des valeurs individuelles. 

 
’une série d’injections de la solution 

témoin, p ur des limites de teneur définies, à l’aide de l’expression : 
 

n

L’écart type relatif maximum admis ETRmax est calculé à partir d
o

 
 
 

K  =  onstante de valeur c 0,349 donnée par l’expression : 
 

 où représente l’ETR requis pour 6 injections et B = 1,0, 

  =  nombre d’injections de la solution témoin (3 ≤ n ≤ 6), 
t90%,n–1  =  variable t de Student au niveau de probabilité 90 pour cent (bilatéral), avec

n − 1 degrés de liberté. 
 

B  =  limite supérieure de teneur spécifiée dans la rubrique Définition de la monographie
moins 100 pour cent, 

n
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3.7 Conformité du système 
Les essais de conformité du système font partie intégrante de la méthode et visent à vérifier les 

performances du système chromatographique. Les paramètres généralement utilisés pour évaluer les 
performances de la colonne sont l’efficacité apparente (N), le coefficient de distribution massique (Dm), la 
résolution (Rs), la rétention relative (r) et le facteur de symétrie (As). Les facteurs pouvant affecter le 
comportement chromatographique sont notamment la composition, la force ionique, la température et le pH 
apparent de la phase mobile, le débit, la longueur de la colonne, la température, la pression et certaines 
caractéristiques de la phase stationnaire comme la porosité, la granulométrie et la nature des particules, la 
surface spécifique et, dans le cas des supports en phase inversée, le degré de modification chimique 
(postgreffage, taux de carbone, etc.). 

Les différents éléments de l’appareillage doivent être qualifiés et doivent permettre d’atteindre la fidélité 
requise pour la réalisation de l’essai ou du dosage considéré. 

 
Les exigences suivantes doivent être satisfaites dans tous les cas, sauf indication contraire dans la 

monographie.  
—  Le facteur de symétrie du pic principal est compris entre 0,8 et 1,5, sauf indication contraire dans la 
monographie. Cette exigence est applicable à l’ensemble des essais ou dosages décrits dans les monographies. 
—  L’écart type relatif maximum admis pour une série d’injections de la solution témoin indiquée n’est pas 
supérieur aux valeurs spécifiées dans le tableau 8. Cette exigence ne concerne que les déterminations de teneur 
et ne s’applique pas aux essais des substances apparentées. 
—  La limite de détection du pic (correspondant à un rapport signal/bruit de 3) est inférieure à la limite 
d’exclusion de l’essai des substances apparentées. 
—  La limite de quantification du pic (correspondant à un rapport signal/bruit de 10) est inférieure ou égale à la 
limite d’exclusion ; de l’essai des substances apparentées. 
 
Les exigences concernant la répétabilité figurent dans le tableau ci-dessous (Tableau 9). 

 Nombre d’injections individuelles 

 3 4 5 6 

B (pour cent) Ecart-type relatif maximum admis 

2,0 0,41 0,59 0,73 0,85 

2,5 0,52 0,74 0,92 1,06 

3,0 0,62 0,89 1,10 1,27 

Tableau 9 : Exigences concernant la répétabilité 
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3.8 Ajustement des conditions chromatographiques 
Les limites dans lesquelles il est possible de faire varier les différents paramètres d’un essai 

chromatographique, pour satisfaire aux critères de conformité du système sans modifier fondamentalement la 
méthode, sont indiquées ci-dessous pour information. Les conditions chromatographiques décrites sont validées 
lors de l’élaboration des monographies, et les essais de conformité du système spécifiés ont pour objet de vérifier 
que la séparation requise pour la réalisation de l’essai ou du dosage est obtenue. Certains ajustements des 
conditions chromatographiques peuvent toutefois être nécessaires pour que le système réponde aux critères de 
conformité spécifiés, car les phases stationnaires sont décrites en termes généraux et il en existe dans le 
commerce une grande diversité pouvant présenter des différences de comportement chromatographique. Dans 
certains cas, notamment celui des chromatographies liquides en phase inversée, l’ajustement des différents 
paramètres chromatographiques ne donne pas toujours des résultats satisfaisants. Il peut alors être nécessaire 
de remplacer la colonne par une autre colonne du même type (par exemple au gel de silice octadécylsilylé) 
présentant le comportement chromatographique voulu. 

Pour les paramètres critiques, les ajustements permettant d’assurer la conformité du système sont 
clairement définis dans la monographie. 

Il faut éviter de procéder à des ajustements multiples pouvant avoir un effet cumulatif sur les performances 
du système. 

3.8.1 Composition de la phase mobile 

Pour la proportion du solvant minoritaire, variation possible de ± 30 pour cent en termes relatifs ou 
± 2 pour cent en termes absolus (prendre la valeur la plus élevée des 2). Pour les autres composants, pas de 
variation supérieure à 10 pour cent en termes absolus. 

3.8.2 pH du composant aqueux de la phase mobile 

± 0,2 pH sauf indication contraire dans la monographie, ou ± 1,0 pH pour l’examen de substances 
neutres. 

3.8.3 Concentration des sels du tampon entrant dans la composition de la 
phase mobile 

± 10 pour cent. 

3.8.4 Longueur d’onde de détection 

Aucun ajustement admis. 
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3.8.5 Phase stationnaire 

 longueur de la colonne : ± 70 pour cent, 
 diamètre interne de la colonne : ± 25 pour cent, 
 granulométrie : réduction maximale de 50 pour cent, aucune augmentation admise. 

3.8.6 Débit 

± 50 pour cent. Lorsque le temps de rétention du pic principal est indiqué dans une monographie, le 
débit est ajusté si le diamètre de la colonne a été modifié. Une réduction du débit n’est pas permise si la 
monographie utilise un nombre apparent de plateaux théoriques lors de la qualification. 

3.8.7 Température 

± 10 pour cent, avec un maximum de 60 °C. 

3.8.8 Volume injecté 

Réduction admise à condition d’obtenir une détection et une répétabilité satisfaisantes du (des) pic(s) à 
déterminer. 

3.8.9 Gradient d’élution 

La configuration de l’équipement utilisé peut significativement modifier la résolution, le temps de rétention et 
les rétentions relatives par rapport aux valeurs décrites dans la méthode. Ce phénomène peut être dû à 
l’existence d’un trop grand « dwell volume » qui est le volume entre le point de rencontre des 2 éluats et le 
sommet de la colonne.  

3.9 Quantification 

3.9.1   Réponse du détecteur 

La sensibilité du détecteur est l’intensité du signal délivré par unité de concentration ou de masse d’une 
substance dans la phase mobile qui entre dans le détecteur. Le facteur de réponse relatif d’un détecteur, 
communément appelé facteur de réponse, exprime la sensibilité de ce détecteur par rapport à une substance de 
référence. Le facteur de correction est l’inverse du facteur de réponse. 

3.9.2 Utilisation d’un étalon externe 

La concentration du (des) composant(s) à analyser est déterminée par comparaison des réponses (pics) 
respectivement obtenues, pour ce (ces) composant(s), avec la solution à examiner et avec une solution témoin. 
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3.9.3 Utilisation d’un étalon interne 

Un composant bien séparé de la substance à examiner (étalon interne) est introduit en quantités égales 
dans la solution à examiner et dans une solution témoin. L’étalon interne ne doit pas réagir avec la substance à 
examiner ; il doit être stable et ne pas contenir des impuretés dont le temps de rétention est similaire à celui de la 
substance à examiner. La concentration de la substance à examiner est déterminée par comparaison du rapport 
entre la surface ou hauteur des pics de la substance à examiner et de l’étalon interne obtenu avec la solution à 
examiner et ce même rapport obtenu avec la solution témoin. 

3.9.4 Procédé de normalisation 

On détermine la teneur pour cent d’un ou plusieurs composants de la substance à examiner en calculant 
le pourcentage que représente la surface du (des) pic(s) correspondant(s) par rapport à la surface totale des 
pics, à l’exclusion de ceux dus aux solvants et aux réactifs éventuellement ajoutés, et de ceux en-dessous de la 
limite d’exclusion. 

3.9.5 Fonction d’étalonnage 

On procède à la détermination de la relation entre le signal y mesuré ou estimé et la quantité x 
(concentration, masse, etc.) de substance, puis au calcul de la fonction d’étalonnage. La fonction réciproque 
permet alors de calculer les résultats analytiques à partir du signal mesuré ou évalué de la substance à analyser. 

Pour les dosages et la détermination quantitative de composants, la méthode décrite dans la 
monographie peut mettre en œuvre un étalon externe, un étalon interne ou une fonction d’étalonnage, et le 
procédé de normalisation n’est normalement pas utilisé. Pour les essais des substances apparentées, les 
procédés généralement appliqués sont soit celui de l’étalon externe avec une solution témoin unique, soit la 
normalisation ; toutefois, si une dilution de la solution à examiner est utilisée comme base de comparaison dans 
le cadre de l’un de ces 2 procédés, il faut que la réponse des substances apparentées soit similaire à celle de la 
substance elle-même (facteur de réponse de 0,8 à 1,2) ; si tel n’est pas le cas, le texte spécifie les facteurs de 
correction à appliquer. Lorsqu’une sommation des impuretés est prescrite dans un essai des substances 
apparentées, ou qu’une impureté fait l’objet d’une détermination quantitative, il est important de définir un seuil 
approprié et des conditions adéquates pour l’intégration de la surface des pics. La limite d’exclusion, c’est à dire 
la surface seuil au-dessous de laquelle les pics ne sont pas pris en compte dans le calcul, est généralement de 
0,05 pour cent. Le seuil d’enregistrement du système est alors réglé sur la moitié au moins de cette limite 
d’exclusion. L’intégration de la surface des pics dus aux impuretés, lorsqu’ils ne sont pas complètement séparés 
du pic principal, s’effectue de préférence par extrapolation de vallée à vallée (arasement tangentiel). Les pics dus 
au(x) solvant(s) utilisé(s) pour dissoudre l’échantillon ne sont pas non plus pris en compte dans le calcul. 
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4 - Caractéristiques de la lovastatine, molécule principale identifiée 
dans la levure de riz rouge 
 

Les données présentées ci-dessous sont issues de la Pharmacopée Européenne Ve édition (Figure 6). 
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Figure 6 : Monographie de la lovastatine 
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4.1 Spectres de référence de la lovastatine 
Les données figurant ci-dessous sont extraites du Clarke’s Analysis of Drugs and Poisons, 2006.  

4.1.1 Spectre ultra-violet 

Ce spectre est réalisé en solution acide (Figure 7). 
 

 
Figure 7 : Spectre ultraviolet de la lovastatine 

 
Ce spectre présente 3 maximum d’absorption : 230, 238,6 et 246 nm (Huang et al, 2006). 

4.1.2 Spectre infrarouge 

Les principaux pics sont situés aux nombres d’onde : 1725, 1260, 1072 et 1460 cm-1 (Figure 8). Ce spectre 
est effectué avec un disque de Bromure de potassium (KBr). 

 

 
Figure 8 : Spectre Infrarouge de la lovastatine 
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4.1.3 Spectre de masse 

Les principaux ions correspondent au rapport m/z égal à 159, 157, 64, 198, 172, 143, 105 et 73 (Figure 9). 

 
Figure 9 : Spectre de masse de la lovastatine 

 

5 - Matériel et méthodes 

5.1 Principe 
Afin d’identifier et de quantifier les diverses monacolines présentes dans la levure de riz rouge, une 

extraction alcoolique associée à une filtration et suivi d’une analyse par C.L.H.P. sont réalisées. Un Vortex, un 
bain-marie, une centrifugeuse et une C.L.H.P. couplée à l’U.V. sont utilisés. 

5.2 Réactifs 
Le tableau ci-dessous rassemble les différents réactifs utilisés, leurs caractéristiques (date de 

péremption, numéro de lot, fabricant) ainsi que l’usage auquel ils sont destinés (Tableau 10). 
 

Produit Fabricant N°lot 
Date de 

péremption 
Utilisation 

Ethanol absolu VWR 0403047 06/2009 
Préparation des 

échantillons 

Acide acétique 100 % VWR 0400234 01/2009 Phase mobile 

Acétonitrile J.T.Baker 0605308005 02/2009 Phase mobile 

Tableau 10 : Réactifs utilisés 
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5.3 Matériels et verrerie 
 Spatule ; 
 Tubes de 10 mL à centrifuger munis de bouchons en plastique bleu ; 
 Pipette de 10 mL ; 
 Vortex ; 
 Bains à ultrasons ; 
 Centrifugation (Jouan®) ; 
 Fioles jaugées de 50 mL ; 
 Pipettes Pasteur ; 
 Bécher de 10 mL ; 
 Vials pour HPLC ; 

Propipettes ;  

Micropipettes ;  

Seringues 5/10 mL ;  

 phase extraction) sur silice ; Colonnes SPE (Solid-
 

Le tableau ci-dessous réunit les différentes substances utilisées et leur numéro d’enregistrement (Tableau 11). 

Filtres universels 0,45 µm de type AcroDisk®. 

5.4 Substances 

 
Produit Fabricant N° enregistrement Afssaps 

MATIERES PREMIERES   

Lovastatine SCR - 

   

SPECIALITES   

Red yeast  rice Or 5/U/XX/21475 iyen 200

Tableau 11 : Substances emp  

 Les équipements utilisés sont les suivants : chaîne HPLC de la marque Agilent model 1100 composée 
une po

loyées

5.5 Equipement 

d’ mpe quaternaire, d’un détecteur UV à barrette de diodes, d’un injecteur automatique réfrigéré, d’un four 
à colonne et du logiciel Chemstation. 
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6 - Mise au point de la méthode 

6.1 Choix de la température d’extraction 

6.1.1 Principe 

Les données de la littérature soulignent que les monacolines ou statines contenues dans la levure de riz 
rouge sont fragiles notamment à l’hydrolyse et à la chaleur (Ma et al., 2000 ; Li et al., 2004 ; Li et al., 2005 ; Lee 
et al., 2006). Les travaux de Lee évoquent que le procédé d’extraction peut être conduit à 70°C mais que des 
températures excédant 80°C auraient tendance à diminuer le rendement d’extraction et à conduire à une 
pyrolyse de la monacoline K. La température optimale serait donc de 60°C. Cette étude vise donc à confirmer les 
travaux de Lee. 

 
Pour ce faire, dans le premier cas, le bain n’est pas refroidit et donc atteint des températures proches de 

60°C. Dans le second cas, le bain à ultrasons est refroidi au moyen de glace pilée régulièrement afin de 
conserver une température inférieure à 10 °C. 

 

6.1.2 Résultats 

Les résultats figurent dans le tableau ci-après (Tableau 12). 
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Vials TR (min) TRR 
TRR réf 

(Li et al., 2004) 
Aire (mAU.s) Symétrie Résolution % d’extraction 

Nombre de statines avec 
certitude 

Nombre de 
statines total 

Blanc __ __ __ __ __ __ __ __ __

Levure de riz rouge 
1ère extraction à chaud 
60°C 

4.729 
5.332 
7.355 
8.415 
9.836 

11.917 
12.581 
13.248 
14.020 
15.164 
15.683 
16.214 
17.115 
17.374 
18.426 
20.276 
20.745 
21.827 
23.320 

0.276 
0.312 
0.430 
0.493 
0.575 
0.696 
0.735 
0.774 
0.819 
0.886 
0.916 
0.947 
1.000 
1.015 
1.077 
1.185 
1.212 
1.275 
1.363 

 
0.319 
0.450 
0.500 

 
0.667 
0.719 

 
0.778 
0.889 

 
0.936 

1 
 
 
 

1.24 
1.291 

344.741 
103.081 
234.360 
114.644 
190.503 
479.489 
261.728 
11.837 

13955.600 
448.813 
668.774 
59.904 

15187.700 
222.393 
26.811 
55.746 

361.064 
7932.351 

41.910 

0.4 
0.4 
2.4 
0.4 
0.7 
1.1 
1.0 
1.0 
1.0 
1.0 
1.3 
1.2 
0.9 
0.0 
0.3 
0.8 
0.8 
0.9 
1.0 

1.15 
0.99 
1.55 
1.65 
0.97 
1.36 
1.50 
1.09 
1.86 
1.31 
2.04 
2.15 
1.32 
1.83 
1.84 
1.28 
1.96 
1.33 
6.54 

 
 
 
 
 
 
 
 

91.788 
 
 
 

91.721 
 
 
 
 

91.581 

5  19

Levure de riz rouge 
2ème extraction à chaud 
60°C 

11.914 
14.016 
15.157 
15.675 
17.115 
21.827 

0.696 
0.819 
0.886 
0.916 
1.000 
1.275 

0.719 
0.778 
0.889 
0.936 

1 
1.291 

40.242 
1155.887 

45.448 
57.557 

1259.285 
663.249 

1.0 
0.0 
1.0 
1.0 
1.0 
0.9 

2.92 
1.79 
1.24 
2.03 
1.38 
1.34 

 
7.602 

 
 

7.605 
7.657 

4  6
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Vials TR (min) TRR 
TRR réf 

(Li et al., 2004) 
Aire (mAU.s) Symétrie Résolution % d’extraction 

Nombre de statines avec 
certitude 

Nombre de 
statines total 

Levure de riz rouge 
3ème extraction à chaud 
60°C 

14.041 
17.141 
21.868 

0.819 
1.000 
1.276 

0.778 
1 

1.291 

92.634 
111.540 
65.971 

1.0 
1.0 
0.9 

1.28 
12.66 
16.75 

0.609 
0.674 
0.762 

3  3

Levure de riz rouge 
total à chaud 
60°C 

11.924 
14.033 
15.178 
15.698 
17.135 
20.768 
21.862 

0.696 
0.819 
0.886 
0.916 
1.000 
1.212 
1.276 

0.719 
0.778 
0.889 
0.936 

1 
1.240 
1.291 

144.189 
2358.316 

85.941 
104.828 
2597.500 

55.526 
1318.292 

0.9 
1.0 
1.1 
1.2 
1.0 
0.9 
0.9 

2.93 
1.90 
1.24 
2.00 
1.36 
1.96 
1.33 

 
99,999 

 
 

100 
 

100 
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Levure de riz rouge 
1ère extraction après refroidissement  
<10°C 

4.724 
5.340 
7.361 
8.338 
9.832 

11.908 
12.569 
13.249 
14.015 
15.165 
15.684 
16.214 
17.109 
18.422 
20.275 
20.746 
21.831 
23.326 

0.276 
0.312 
0.430 
0.487 
0.575 
0.696 
0.735 
0.774 
0.819 
0.886 
0.917 
0.948 
1.000 
1.077 
1.185 
1.213 
1.276 
1.363 

 
0.319 
0.45 
0.50 

 
0.667 
0.719 

 
0.778 
0.889 
0.936 
0.968 

1 
 
 

1.24 
1.291 

355.012 
108.630 
223.873 
308.462 
194.151 
491.277 
289.867 
20.832 

14461.900 
461.180 
687.382 
58.404 

15700.400 
28.866 
54.921 

372.716 
7925.470 

41.686 

0.4 
0.4 
2.2 
0.9 
0.7 
1.1 
1.0 
0.9 
1.0 
1.0 
1.3 
1.2 
0.7 
0.3 
0.8 
0.8 
0.9 
1.0 

1.11 
0.99 
2.02 
1.49 
0.94 
1.35 
1.50 
2.06 
1.67 
1.30 
2.02 
2.14 
1.29 
1.80 
1.25 
1.93 
1.31 
6.44 

 
 
 
 
 
 
 
 

91.343 
 
 
 

91.486 
 
 
 

91.349 

5  18
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Vials TR (min) TRR 
TRR réf 

(Li et al., 2004) 
Aire (mAU.s) Symétrie Résolution % d’extraction 

Nombre de statines avec 
certitude 

Nombre de 
statines total 

Levure de riz rouge 
2ème extraction après refroidissement 
<10°C 

11.909 
14.024 
15.172 
15.697 
17.138 
21.860 

0.695 
0.818 
0.885 
0.916 
1.000 
1.276 

0.719 
0.778 
0.889 
0.936 

1 
1.291 

45.637 
1250.381 

47.452 
62.648 

1330.351 
683.132 

1.0 
0.0 
1.0 
1.0 
1.0 
0.9 

2.87 
2.09 
1.24 
2.01 
1.37 
1.32 

 
7.898 

 
 

7.752 
7.874 

4  6

Levure de riz rouge 
3ème extraction après refroidissement  
<10°C 

14.027 
17.152 
21.884 

0.818 
1.000 
1.276 

0.778 
1 

1.291 

120.305 
130.758 
67.423 

0.9 
1.0 
0.9 

2.33 
1.39 
16.99 

0.760 
0.762 
0.777 

3  3

Levure de riz rouge 
 Total après refroidissement 
<10°C 

3.594 
11.918 
14.036 
15.187 
15.710 
17.147 
20.790 
21.886 

0.210 
0.695 
0.819 
0.886 
0.916 
1.000 
1.213 
1.276 

 
0.667 
0.778 
0.889 
0.936 

1 
1.24 

1.291 

33.647 
89.255 

2593.590 
86.080 

101.986 
2680.866 

56.414 
1342.186 

0.8 
0.9 
0.0 
1.1 
1.1 
1.0 
0.9 
0.9 

0.81 
0.76 
4.43 
1.28 
2.05 
1.37 
9.73 
1.32 

 
 

100 
 
 

100 
 

100 

5  8

Tableau 12 : Résultats des extractions de la levure de riz rouge à chaud (60°C) et avec refroidissement (< 10°C) 
Légende : 
TR, temps de rétention ; TRR, temps de rétention relatif. 
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Le Tableau 12 permet de montrer que les modifications observées entre la méthode à chaud (60°C) et 

la méthode avec refroidissement (< 10°C) sont minimes et non significatives. En effet, les paramètres tel que le 
nombre de statines, les aires, le pourcentage d’extraction sont semblables. 

6.1.3 Conclusion 

Dans un souci de praticité, la méthode sans refroidissement du bain à ultrasons est choisie, soit une 
extraction dans l’éthanol (75%) à 60°C. 

6.2 Choix du nombre d’extractions 

6.2.1 Principe 

Les données de la littérature stipulent qu’il est nécessaire de réaliser 3 extractions à l’éthanol afin 
d’extraire le maximum de statines ou monacolines dans la levure de riz rouge (Li et al., 2004). 
 

Le protocole est le suivant : 
 0,5 g de poudre de riz rouge est transféré dans un tube à centrifuger ; 
 Ajout de 10 mL d’éthanol à 75% ; 
 Agitation mécanique (vortex) pendant ± 15 min ; 
 Bain à ultrasons pendant 60 min (60°C) ; 
 Centrifugation pendant 10 min à 3000 rpm ; 
 Cette procédure d’extraction est répétée 3 x ; 
 L’ensemble des surnageants est transféré dans une fiole de 50 mL ; 
 Ajuster à 50 mL avec l’éthanol à 75% ; 
 Prélever 20 mL et transférer dans une fiole jaugée de 50 mL ; 
 On complète à 50 mL avec 75% d’éthanol; 

La solution est conservée 30 min ;  

 Filtration sur membrane 0,45µm. 
 

Après chaque extraction, on prélève un volume de surnageant (± 100 µL, volume négligeable) que l’on aura 
au préalable filtré sur  une membrane 0,45 µm. On dispose ainsi de 3 prélèvements analytiques à 3 temps 
différents. Afin de statuer sur le nombre d’extraction à réaliser, il sera nécessaire de calculer le pourcentage 
d’extraction à chaque étape. 
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6.2.2 Résultats 

Les résultats de cette étude sont exposés dans le tableau 12. 
Les calculs sont effectués uniquement sur les 3 pics principaux aux temps de rétention de 14 min, 17 min et 21 
min. 
 
Extraction à chaud 

La 1ère extraction à chaud permet d’extraire 91,7 % des statines en moyenne si l’on se base sur les 3 
statines majoritaires dans la levure de riz rouge. 

La 2ème extraction à chaud permet d’extraire 7,6 % des statines en moyenne si l’on se base sur les 3 
statines majoritaires dans la levure de riz rouge. 

La 3ème extraction à chaud permet d’extraire 0,7 % des statines en moyenne si l’on se base sur les 3 
statines majoritaires dans la levure de riz rouge. 
 
Extraction à froid 

La 1ère extraction à froid permet d’extraire 91,4 % des statines en moyenne si l’on se base sur les 3 
statines majoritaires dans la levure de riz rouge. 

La 2ème extraction à froid permet d’extraire 7,8 % des statines en moyenne si l’on se base sur les 3 
statines majoritaires dans la levure de riz rouge. 

La 3ème extraction à froid permet d’extraire 0,8 % des statines en moyenne si l’on se base sur les 3 
statines majoritaires dans la levure de riz rouge. 

6.2.3 Conclusion 

La 3ème extraction a peu d’effet sur le rendement d’extraction puisqu’elle permet seulement d’extraire 0,7± 
0,1 % de statines ou monacolines. Le choix se porte donc sur une méthode avec deux extractions successives 
par l’éthanol 75%. 

6.3 Choix d’une méthode d’extraction spécifique 

6.3.1 Définition et présentation du système SPE (Solid Phase Extraction) 

On appelle S.P.E. (Solid Phase extraction) la technique de préparation d’échantillon capable : 
 de soustraire les constituants de la matrice (les interférences) tels que les protéines ; 
 de quantifier jusqu’au pg/mL grâce à la concentration de l’échantillon. 



 

Guillotin Ségolène  56 
Thèse de doctorat de Pharmacie 
16 Janvier 2007 Faculté de Pharmacie de Nantes 

 
La figure 10 montre l’aspect général d’une cartouche type. 

 
Figure 10 : Cartouches S.P.E. (Sigma-Aldrich, 2006) 

 
2 stratégies peuvent être employées : 

 La substance d’intérêt n’est pas retenue tandis que les interférents de la matrice sont adsorbés ; 
 La substance d’intérêt est retenue tandis que les interférents de la matrice sont éliminés. 

 
La première stratégie est habituellement choisie quand le composé à extraire est présent en grande quantité. 

Quand les molécules d’intérêt sont présentes en très faible quantité ou que de nombreux composés avec des 
polarités différentes doivent être isolés, la seconde stratégie est généralement employée. Cette dernière peut 
ainsi être utilisée pour enrichir un ensemble de molécules très faiblement concentré. Le principe de l’élution de 
composés à travers la colonne S.P.E. est présenté en figure 11. 

 
 

 
Figure 11 : Principe général d’élution (Sigma-Aldrich, 2006) 
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Cette technique est typiquement réalisée en chargeant l’échantillon sur une colonne préconditionnée 

contenant un agent chromatographique adsorbant.  
 
Le système utilisé est représenté ci-dessous (Figure 12). 

 

 
Figure 12 : Système S.P.E. (Solid Phase Extraction, 2006) 

 

n distingue des colonnes C18, C8, phényle, cyanyl, diol, 
NH2

La levure de riz rouge est un ensemble complexe de substances très variées (Heber et al., 1999 ; Ma et al., 
2000 ; Li et al., 2004) et de polarités différentes. Cette étude vise à étudier la faisabilité de la mise en place d’une 
méthode d’extraction spécifique afin de purifier la poudre de levure de riz rouge. Il serait ensuite possible d’isoler 
plus facilement les statines présentes dans cet extrait. 

Les statines étant de polarités très différentes, il est difficile de dire quel type de support choisir. 
La Colonne SPE constituée de silice adaptée à l’extraction de composés polaires tels que alcools, 

aldéhydes, amines, cétones, composés nitrés, acides organiques… est utilisée (Solid Phase Extraction, 2006); 

Un système de pompage relié à ce système permet la réalisation d’un vide maîtrisé entraînant l’élution des 
composés. 

Il existe une grande diversité de phases S.P.E. O
, silice, alumine…Chacune de ces colonnes a une spécificité vis-à-vis de certaines molécules. 

6.3.2 Principe et mise en oeuvre 
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La cartouche sélectionnée est conditionnée avec 3 mL d’acétone puis 3 mL d’éthanol.  5 mL de la 

solution commerciale de la poudre de levure de riz rouge (obtenu par la technique d’extraction exposée 
précédemment) sont déposés au sommet de la colonne. Un vide maîtrisé permet l’élution de la solution. L’élution 
est poursuivie par addition et élution d’1 mL d’acétone (Figure 13). L’éluat est alors recueilli et analysé. Lors de 
ces différentes étapes, il est essentiel de ne pas laisser s’assécher la colonne.  

 

 
Figure 13 : Procédé d’extraction 

 
1 : Récupération de l’extrait sur silice à chaud (60°C) 
2 : Récupération de l’éluat sur silice à chaud (60°C) 
 
Remarque : 

Les études précédentes ayant démontré que la température n’influait pas sur le nombre de statines et 
sur l’efficacité d’extraction, cette étude ne montrera que les résultats des extractions sur colonne SPE à chaud. 

Les 2 solvants ont été choisis sur la base de leurs polarités. L’éthanol étant plus polaire que l’acétone, 
ce dernier n’est donc pas utilisé pour l’élution des composés. 
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6.3.3 Résultats 

6.3.3.1 Extraction sur colonne de silice à chaud (60°C) 

La solution commerciale de poudre de levure de riz rouge est appelée extrait. Ce dernier résulte du 
passage à travers la colonne en absence d’élution. 

L’éluat correspond à la solution commerciale de levure de riz rouge après passage sur la colonne. 

6.3.3.1.1 Analyse solution 1(extrait) 
 

 
Figure 14 : Profil chro aphique de l’ext  passage sur c PE à base de si

 
pics sont identifia Figure 14). Selo rrespondance d ectres UV trouv ec les 

spectres  UV de référence, il est possible de dé le nombre év atines ou colines 
présentes après passage sur colonne olines peuvent être identifiées. Les 

ant dans le tableau ci-dessous ne reportent que les 5 principaux pics (Tableau 13).  

matogr rait après olonne S lice 

33 bles ( n la co es sp és av
terminer entuel de st mona

S.P.E. à base de silice. 5 monac
résultats figur

 
 RT (min) Aire (mAU*s) Hauteur (mAU) % 

1 12,095 201,487 12,287 2,83 

2 14,234 2555,065 255,121 35,92 

3 17,348 2824,820 292,224 39,71 

4 21,016 126,217 7,540 1,77 

5 22,126 1406,020 139,341 19,77 

Total  7113,608 706,514 100.00 

Tableau 13 : Résultat solution 1 

Remarque : 
Les résultats observés dans l’extrait sont identiques à ceux de la solution commerciale de levure de riz rouge 
avant passage sur colonne SPE (solution de départ) en terme de temps de rétention et d’aires. 
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6.3.3.1.2 Analyse solution 2 (éluat) 

 

 
Figure 15 : Profil chromatographique de l’éluat après passage sur colonne SPE à base de silice 

 

Peu de pics sont identifiables (Figure 15). Les monacolines mentionnées dans le tableau ci-dessous 
(Tableau 14) sont présentes à des quantités très faibles (de l’ordre de 200 mAU*s). En effet, la monacoline K, 
monacoline principale, au temps de rétention 17,349 min a une aire de seulement 262.656 mAU*s ce qui reste 
négligeable si l’on considère l’aire retrouvée dans l’extrait (2824,820 mAU*s) ou la solution de départ de poudre 
de levure de riz rouge. 

 
 RT (min) Aire (mAU*s) Hauteur (mAU) % 

1 13,783 188,678 8,783 25,26 

2 14,235 170,509 16,089 22,83 

3 17,349 262,658 22,136 35,16 

4 22,125 125,149 11,236 16,75 

Total  746,994 58,244 100.00 

Tableau 14 : Résultat solution 2 

6.3.3.1.3 Conclusion de l’extraction sur colonne de silice à chaud (60°C) 

Les résultats obtenus permettent de mettre en évidence 5 monacolines dans l’extrait et une quantité 
minime de monacolines dans l’éluat. On observe donc à la fois une perte qualitative et quantitative en 
monacolines. En effet, l’aire totale est de 7114 mAU*s dans l’extrait tandis qu’il n’est que 747 mAU*s dans l’éluat. 
On peut donc présumer qu’aucune molécule ne s’est fixée sur la colonne par manque de spécificité. L’acétone ne 
permet donc pas l’élution des composés étant donné qu’aucune molécule ne s’est fixée. 

Néanmoins, cette méthode pourrait être optimisée en utilisant d’autres solvants afin d’isoler les monacolines 
majoritaires. Par manque de temps, ce projet n’a pas été poursuivi. 
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7 - Conditions opératoires retenues 

7.1 Conditions chromatographiques 
La méthode développée est une LC/UV. Les conditions chromatographiques ont été sélectionnées afin 

de se rapprocher le plus possible de celles utilisées par Li pour la LC/MS. En effet, l’objectif ultime étant 
d’affirmer avec précision les monacolines présentes dans la levure de riz rouge, il semble donc plus judicieux de 
se placer directement dans des conditions compatibles avec une détection massique pour développer la méthode 
par LC/UV. 

 
Les conditions chromatographiques utilisées dans cette étude sont rassemblées dans le tableau 15. 

 LC/PDA 

Composition de la phase mobile 0,1% acide acétique (éluant B) + ACN (éluant A) 

Caractéristiques de la colonne X-Terra C18 (150 mm x 2,1 mm, 3,5 µm) 

Gradient Linéaire 

Caractéristiques du gradient De 35% à 75%  A en 20 min 
75% A de 20 à 28 min 

Débit 0,3 mL /min 

Durée de l’analyse 35 min 

Détection UV 237 nm 

Température de la colonne 30°C 

Volume d’injection 20µL 

Tableau 15 : Conditions chromatographiques de la LC/PDA utilisée dans cette étude 

 
L’intérêt du gradient réside dans sa capacité à séparer les différentes molécules présentes. Ainsi, une 

absence de gradient aurait pour conséquence une réduction du temps d’analyse avec un seul pic sur le 
chromatogramme et donc une médiocre séparation. Une colonne courte, de faible diamètre interne, avec un 
faible diamètre de particules est nécessaire. Un faible débit est indispensable vu la pression générée par la 
colonne. Concernant la longueur d’onde du détecteur, les spectres UV ayant démontré une absorption maximum 
à la longueur d’onde de 237 nm, cette longueur d’onde est donc adoptée (Tableau 15). 

7.2 Préparations des échantillons et conditions d’extraction 
L’analyse menée au paragraphe 6.2. a permis de statuer sur le nombre d’extractions nécessaires : 2 

extractions suffisent. 
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Le protocole suivi est le suivant : 

 0,5 g de poudre de riz rouge est transféré dans un tube à centrifuger ; 
 Ajout de 10 mL d’éthanol à 75% ; 
 Agitation mécanique (vortex) pendant ± 15 min ; 
 Bain à ultrasons pendant 60 min (60°C) ; 
 Centrifugation pendant 10 min à 3000 rpm ; 
 Transférer le surnageant dans une fiole de 25 mL 
 Cette procédure d’extraction est répétée 2 x ; 
 L’ensemble des surnageants est transféré dans la fiole de 25 mL ; 
 On complète à 25 mL avec 75% d’éthanol ; 

La solution est conservée 30 min ;  

 Filtration sur membrane 0,45µm. 
 

8 - Identification des monacolines présentes dans la levure de riz 
rouge et dosage de la lovastatine 

8.1 Principe 
L’objectif est d’identifier les monacolines effectivement présentes dans la levure de riz rouge après 

extraction par la méthode développée au paragraphe 7. Pour ce faire, une analyse approfondie des 
chromatogrammes et des spectres UV va être entreprise suivie d’une comparaison des temps de rétention 
relatifs. 

 

Remarque : 
Les chromatogrammes ainsi que les spectres UV sont ceux correspondants à la validation de la 

méthode sur  le paramètre de la fidélité ; celui-ci est validé à partir de 6 extractions différentes. La validation sera 
exposée au paragraphe 9. 

8.2 Analyse du produit 

8.2.1 Caractéristiques du produit 

Toutes les caractéristiques du produit exposées ci-après sont inscrites sur l’emballage du produit : Red 
yeast rice (levure de riz rouge). Il s’agit d’un « médicament traditionnel » utilisé pour le bien-être de la santé. Ce 
complément alimentaire contient 60 gélules dosées à 500 mg en Monascus purpureus. La posologie est de 1 à 2 
gélules 2 à 3 fois par jour pendant les repas. Il doit être stocké à une température n’excédant pas 30°C. 
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Il est fabriqué par : 

Multi Herbs Pharmaceutical 
23-25 Alan Kepong entrepreneur’s park 
Off Jalan Kepong 
52100 Kuala Lumpur 
Malaysia 

 
Ce produit est exempt des éléments suivants : 

 agents de remplissage ; 
 agents liants ; 
 excipients ; 
 sucre ; 
 colorants artificiels ; 
 additifs d’origine chimiques ; 
 stabilisants ; 
 conservateurs ; 
 substances animales ; 
 gélatine. 

 
La date d’expiration du produit est en septembre 2007. 

8.2.2 Composition qualitative et quantitative des monacolines dans la 
poudre de levure de riz rouge 

8.2.2.1 Tableau récapitulatif 

L’analyse des 6 extractions de la poudre de levure de riz rouge, correspondant aux résultats de la 
fidélité à J1, est exposée dans le Tableau 16. 
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Vials PE (mg) TR (min) TRR TR Réf (Li et al., 2004) Identific des station atines TRR Réf (Li et al. 2004) Identification des 
statines Aire (mAU.s) % monacolines % total de m lines onaco

  5,953  0.319 MJA   
  8,390  0.450 MJ   
   9,239  0.500 MXA   

12,202 0,69 31  667 MLA 624 1,4 9 12,4 MX 0. 105,
 3 0.719   13,40  MX  

14,347 0,82 87 A 0.778 MKA 256 38,4 2 14,4 MK 2944,
 5 0.889   16,56  ML  

17,444 1,00 34  0.936 P1 3020,740 39,4 0 17,4 MK
 7 0,968   18,03  MMA  
  8 1  18,62  MK  

21,101 1,21 98  1.240 MM 63,121 0,8 0 23,0 MM

Fidélité 1 250,30 

22,206 1,273 57 K 1.291 DMK 1532,361 20,0 

100,00 

24,0 DM
  5,953 0.319   MJA  
  8,390 0.450   MJ  
  9,239 0.500 MXA    

12,195 0,700 12,431  0.667 MLA 107,019 1,4 MX
  13,403 0.719 MX    

14,339 0,823 14,487 0.778 MKA 2950,096 38,5 MKA 
  16,565  0.889 ML   

17,432 1,000 17,434 MK 0.936 P1 3012,949 39,3 
  18,037  0,968 MMA   
  18,628  1 MK   

21,099 1,210 23,098 MM 1.240 MM 63,922 0,8 

Fidélité 2 250,01 

22,207 1,274 24,057 DMK 1.291 DMK 1523,449 20,0 

100,000 

  5,953  0.319 MJA   
  8,390  0.450 MJ   
  9,239  0.500 MXA   

12,190 0,699 12,431 MX 0.667 MLA 108,809 1,4 
  13,403  0.719 MX   

14,337 0,822 14,487 MKA 0.778 MKA 2994,662 38,4 
  16,565  0.889 ML   

17,437 1,000 17,434 MK 0.936 P1 3072,257 39,4 
  18,037  0,968 MMA   
  18,628  1 MK   

21,099 1,210 23,098 MM 1.240 MM 65,783 0,8 

Fidélité 3 250,69 

22,207 1,274 24,057 DMK 1.291 DMK 1562,671 20,0 

100,000 
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Vials PE (mg) TR (min) TRR TR Réf (Li et al., 2004) Identification des statines TRR Réf (Li et al. 2004) Identification des 
statines Aire (mAU.s) % monacolines % total de monacolines 

  5,953  0.319 MJA   
  8,390  0.450 MJ   
  9,239  0.500 MXA   

12,189 0,700 12,431 MX 0.667 MLA 107,430 1,4 
    13,403  0.719 MX  

14,327 0,823  658 14,487 MKA 0.778 MKA 2997, 38,5 
   16,565  0.889 ML   

17,415 1,00  3074,837 39,4 0 17,434 MK 0.936 P1
  18,037  0,968 MMA   
     18,628  1 MK

21,063 1, 9  64 76  20 23,098 MM 1.240 MM ,9 0,8

Fidélité 4 251,12 

     

100,000 

22,165 1,273 24,057 DMK 1.291 DMK 1550,867 19,9
     5,953  0.319 MJA
     8,390  0.450 MJ
  9,239  0.500 MXA   

12,181 0,699 0.   101,879 1,4 12,431 MX 667 MLA
     13,403  0.719 MX

14,326     0,822 14,487 MKA 0.778 MKA 2824,100 38,4
  16,565  0.889 ML   

17,424 1,00  2897,382 39,4 0 17,434 MK 0.936 P1
  18,037  0,968 MMA   
     18,628  1 MK

21,089   62 73 8 1,210 23,098 MM 1.240 MM ,2 0,

Fidélité 5 250,73 

     

100,000 

22,194 1,274 24,057 DMK 1.291 DMK 1477,219 20,1
     5,953  0.319 MJA
     8,390  0.450 MJ
  9,239  0.500 MXA   

12,195 0,69  10 369 4 9 12,431 MX 0. 7 66 MLA 8, 1,
     13,403  0.719 MX

14,338     0,822 14,487 MKA 0.778 MKA 2989,750 38,6
  16,565  0.889 ML   

17 34 1,00  304 236 3 3 ,4 0 17,434 MK 0.936 P1 4, 9,
     18,037  0,968 MMA
     18,628  1 MK

21,093 1,210   8 23,098 MM 1.240 MM 65,266 0,

Fidélité 6 250,36 

     

100,000 

22,198 1,273 24,057 DMK 1.291 DMK 1543 684, 19,9

Tableau 16 : Co on qualita quantitative en monacolines de la ure Ta tulatif ctions. 
Légende : 

mpositi tive et poudre de lev de riz rouge. bleau récapi des 6 extra
PE, prise d’ess mps on ; TRR,  rétention relatif. 

L’homogénéité  teneur monacoline émontrée. Les p entages obtenus r les 5 mona es identifié s sont : 1,4 % 38,5 %, 39,4 %, 0,8 % et de 
20,0% pour les mona X, K  et la DM 6 extractions dif es de poudre de e de riz roug

ai ; TR, te  de rétenti temps de

de en s est d ourc p uo colin e , 
colines A M, K, K   avec férent  levur e. 
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8.2.2. Dosage de la lovastatin2 e 

 
Les résultats du dosage de la lovastatine dans l’échantillon à l’analyse sont présentés d la f e 

calc suivante (Figure 16): 
 

ans euille d
ul 

PRODUIT:

D age par HPLC de la lovastatine
Titre étalon (%) = 100,00%

e

Volume de dilution dosage (ml) = 25 pe/25

Masse (g) Aire Teneur (g/100g) %(m/m) F.R
Etalon 0,01013 2029,809
R tion 1 2 027,123 0
R tion 2 0,2503 3040,819 0,152 0,606
R tition 3 0,2503 3040,624 0,152 0,606
R tition 4 0,2503 3040,026 0,152 0,605
R tion 5 0,2503 3046,782 0,152 0,607
R
Mo ne 2898,888 0,152

Commentaires

N° enregistrement :

os

Te
m

ne
e d

ur 
e di

n e
luti

au
on

 é
 ét

talo
alo

n
n 

 (%
(ml

) =
) =

0
1

,00
00

%
0,0Volu 0 pe/50-dilution 1/20

. %

84,3%
59,6%
95,8%
98,4%
08,9%
45,6%

épéti
épéti
épé

0, 503 3 0,151 0,6 3 1209397
1214
1214791
1214552
1217252
225343

869

épé
épéti
épéti

yen
tion 6 0,2503 3067,035 0,153 0,611 1

La te

                   Levure de riz rouge

neur moyenne en lovastatine dans la levure de riz rouge est de 0,152 %

2005/U/XX/21475

 
Figu en lov t a po e levu e o . Fe

 
Dans l’éch on considéré, la teneur moy nne en lovastatine dans la e de levure de 

de 0,152%

re 16 : Teneur moyenne asta ine dans l udre d re d  riz r uge uille de calcul. 

antill e  poudr riz rouge est 
. 
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Le détail des calculs est exposé ci-dessous : 

100100025

100025xx
PE

x
A

t

t

e
e

25x
PE

x te

x
PE

xx
V

PE
x

A
A

C

PEV
A

C

VA
A

C

V
PE

x
A
A

A
A
AC

et

t

t

e
e

et

tt
e

t

t

t

e
e

t

e

t

e

=

=

=

=

=

 

 
Teneur dans une gélule :

C

xC
A

C t
t

e
e =

C

 
Le tableau ci-dessous (Tableau 17) renseigne les masses de poudre obtenues : 
 

Levure de riz rouge Gélule pleine (mg) Gélule vide (mg) Masse de la poudre (mg) 

1 634,7 100,1 535 

2 631,1 101,7 529 

3 604,6 92,24 512 

4 598,3 100,8 498 

5 618,7 97,55 521 

moyenne 617,5 98,46 519 

Tableau 17 : Masses obtenues de poudre de levure de riz rouge 

 
La teneur en lovastatine est de 0,152 % soit 0,152 g de lovastatine pour 100 g de poudre. Si l’on 

considère la moyenne de la masse de poudre égale à 519 mg, il est possible de calculer la teneur de lovastatine 
dans une gélule. 

Dans une gélule de 519 mg en moyenne, on a donc 7,88.10-4 g de lovastatine soit 0,789 mg. 
 
Dans l’échantillon considéré, la teneur moyenne en lovastatine dans la poudre de levure de riz rouge est 

de 0,789 mg/gélule. 

=> car la poudre de levure de riz rouge est reprise dans un volume de 25 mL 

=> quantité de lovastatine dans 1 g de poudre de levure de riz rouge 

=> quantité de lovastatine dans  100 g de  poudre de levure de riz rouge 
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matographique et des spectres UV 8.2.3 Analyse chro

8.2.3.1 Introduction 

La fidélité ayant été démontr
un seul chromatogramme, associé au
levure de riz rouge, sera étudié. Le c
choisi arbitrairement. 

8.2.3.2 Analyse chro

ée au travers de nombreux tests statistiques (se référer au paragraphe 9), 
x divers spectres UV, correspondant à une seule extraction de la poudre de 

hromatogramme correspondant à la fidélité à J1 (extraction 2) est donc 

matographique 

 
Figure 17 : Chromatogramme obtenu ave raction de la poudre de levure de riz roug élité J1, extraction 2) 

 
c l’ext e (Fid

 
Figure 18 : Chromatogramme de référence (Li et al., 2004) 

 
e chromatogramme de l’extrait et de référence sont comparables. 3 pics majoritaires sont observables 

et corres
s de rétention relatifs calculés et des temps de rétention relatifs de référence (Li et al., 

2004), il est donc possible d’identifier ces monacolines. Il s’agit des monacolines X, K acide, K, M et la DMK 
(Figure 17 et 18). 

L
pondent à la monacoline K, la monacoline K acide et la DMK (déhydromonacoline K). 

A partir des temp
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8.2.3.3 Analyse des spectres UV 

Les e es UV (Figure 19). pics sél ctionnés, avec un temps de rétention  donné, donne des spectr
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Figure 19 : Spectres UV correspondant à l’extraction 2 de la fidélité à J1 

 

 
Figure 20 : Spectre ultraviolet de la lovastatine (Huang et al, 2006) 
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ximum 
d’absorption : à 230, 238,6 et 246 nm Il s’agit des mo 95 / 
14,339 / 17,432 / 21,99 / 22,207 correspondant aux , 20 et 
21). 

 

Seules 5 monacolines possèdent un spectre similaire au spectre de référence, avec 3 ma
nacolines apparaissant aux temps de rétention : 12,1

 monacolines X, K acide, K, M et la DMK (Figure 19

  monacoline X 

  monacoline K acide  

  monacoline K 

  monacoline M 

  déhydromonacoline K
Figure 21 : Spectres UV des 5 monacolines principales 

ons faibles en monacolines, les spectres UV peuvent être 
pourront pas apparaître. Cette hypothèse est plausible dans le s

 mélange complexe de monacolines. Il est donc envisageable de

 

 
Pour des concentrati lissés si bien que les 

maximum d’absorption ne ens où la poudre de 
levure de riz rouge est un  penser que certaines 
monacolines possédant un spectre UV non caractéristique par cette méthode, ne seront pas identifiées. 



 

Guillotin Ségolène  72 
Thèse de doctorat de Pharmacie 
16 Janvier 2007 Faculté de Pharmacie de Nantes 

 

8.2.3.4 Conclusion 

Les monacolines peuvent être idenfiées par comparaison du chromatogramme essai avec le 
chromatogramme de référence et par le biais des temps de rétention relatifs (TRR). 

e les identifier. Les 5 monacolines retrouvées dans la 
pou imique semblable : présence d’une fonction lactonique 

-d

 

Leurs spectres UV peuvent également permettre d
dre de levure de riz rouge présentent une structure ch

ou acide, de 3 cycles, de fonctions hydroxyles (Figure 22).  
 

Les structures des 5 monacolines majoritaires sont rappelées ci essous : 
 

 

 

 
 

 

 
Figure 22 : Structure des monacoline K, K acide, M, X et la DMK. 

 

Si l’on admet cette supposition, leurs spectres devraient être identiques à celui de la lovastatine de référence 
(SCR). Cette supposition permettrait d’assurer l’exactitude de l’identification des monacolines dans la levure de 

Pour confirmer cette hypothèse d’identification, il est donc indispensable soit de passer sur LC/MS soit 
d’obtenir les monacolines de référence. Les spectres UV des échantillons seraient alors comparés avec les 
spectres UV des substances de référence. Dans le cas de l’analyse chromatographique, chaque témoin 
permettrait l’identification et le dosage précis d’une monacoline. Cependant, aujourd’hui, ces monacolines 
naturelles ne sont pas encore disponibles sur le marché. La LC/MS s’avère donc une méthode de choix pour 
l’identification des monacolines dans la levure de riz rouge. Le dosage peut être maintenu par chromatographie 
liquide avec détection UV. 

riz rouge.  
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9 - Eléments de validation de la méthode 

9.1 Introduction 
La validation se définit comme « la confirmation par examen et l’apport de preuves objectives du fait que 

les prescriptions particulières en vue de l’utilisation prévue déterminée sont remplies » ISO/CEI 17025 § 5.4.5.1. 
(Désenfant et al., 2006). 

Les performances d’une méthode d’analyse peuvent s’exprimer à l’aide de caractéristiques telles que : 
la s ibilité, la robustesse, la limite de 
déte n, la limite de quantification…La validation des mé es analytiques est développée dans les 
reco nnexe 1 et 2). 

e de ce développement seront exposé  
détection et de quantification, la linéarité, la répétabilité de l’inj é 
inter édiaire ainsi que les données de stabilité en cours d’analyse et enfin, l’étude de l’effet matrice par la 
méthode des ajouts dosés afin d’évaluer la spécificité ou sélectivité de la méthode (Désenfant et al., 2006). 

Excepté pour la été réalisée sur 3 jours, 
ave e, par le même opérateur et sur le même 
app

électivité, la spécificité, la justesse, la linéarité, la répétabilité, la reproduct
ctio thod
mmandations ICH (A

Dans le cadr es les caractéristiques suivantes : la limite de
ection, la répétabilité de la préparation, la fidélit

m

 linéarité et la stabilité, la validation de la méthode d’analyse a 
c la solution commerciale de poudre de levure de riz roug
areillage. La linéarité et la stabilité de la lovastatine ont été conduites sur des dilutions de la substance de 

référence (lovastatine SCR) par le même opérateur, sur le même appareillage, sur 3 jours pour la linéarité et sur 
15 jours pour la stabilité de la lovastatine. 

9.2 Limite de détection (LoD) et de quantification (LoQ) 

9.2.1 Définitions 

9.2.1.1 Limite de détection 

La limite de détection (LoD) est définie comme étant la plus petite concentration ou teneur de l’analyte 
pouvant être détectée, avec une incertitude acceptable, mais non quantifiée comme une valeur exacte dans les 
conditions expérimentales décrites de la méthode. Cette limite sert essentiellement à définir le domaine 
d’utilisation de la méthode d’analyse. 

 
La limite de détection (LoD) est définie comme la masse ou la concentration d’analyte dans l’échantillon 

donnant un rapport S/B = 3 (Signal sur Bruit) (Pharmacopée Européenne, Ve édition). 
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9.2.1.2 Limite de quantification 

La limite de quantification (LoQ) est définie comme étant la plus petite concentration ou teneur en 
analyte pouv ne incertitude acceptable, dans les conditions décrites de la méthode avec 
une justess

onibles 

ant être quantifiée, avec u
e et une reproductibilité définies. Cette limite sert essentiellement à définir le domaine d’utilisation de 

la méthode d’analyse. 
 
La limite de quantification (LoQ) est la quantité la plus faible d’analyte dans un échantillon qui peut être 

déterminée quantitativement avec une fidélité et une exactitude satisfaisante. Cette limite est obtenue pour une 
quantité ou concentration d’analyte tel que le rapport S/B = 10 (Pharmacopée Européenne, Ve édition). 

9.2.2 Méthodes disp

9.2.2.1 Approche « résultats » 

9.2.2.1.1 Méthode 1 : Lecture directe de n mesures (réponse ou grandeur de l’analyte) de 
blancs d’analyse indépendants sur des échantillons contenant l’ensemble des 
constituants, à l’exception de la substance à rechercher. 

 

LoD = mblanc + 3 Sblanc

LoQ = mblanc + 10 Sblanc

 

Où m  et S  représentent la moyenne et l’écart-type sur les n mesures de blancs. 
 

Note : Le facteur multiplicatif 3 correspond à un risque de 0,13 % de conclure à la présence de la 
substance re e t absente ; celui de 10 correspond à un risque de 0,5 ‰. 

 tion de la droite d’étalonnage : Y = a + bx 

’où : 

blanc blanc

cherché  alors qu’elle es

9.2.2.1.2 Méthode 2 : Utilisa

La limite de détection est la plus petite concentration que l’on peut distinguer du blanc avec un risque de 
0,13 % de garder des échantillons ne contenant rien. C’est à dire la valeur à partir de laquelle un test statistique 
de comparaison de la réponse à la valeur 0 devient significatif avec un risque d’erreur α de 0,13 %.  

 

D
YLoD = a + 3 Sa

XLoD = (a + 3 Sa) / b 
 

Avec Sa correspondant à l’écart-type sur l’ordonnée à l’origine de la droite de régression. Le 
raisonnement est le même pour la LoQ où le facteur de multiplication est 10 (risque de 0,5 ‰). 



 

Guillotin Ségolène  75 
Thèse de doctorat de Pharmacie 
16 Janvier 2007 Faculté de Pharmacie de Nantes 

 

9.2.2.2 Approche graphique 

Pour la méthode d’analyse qui fournit un enregistrement graphique (Exemple : Chromatographie) ; la 
limite de détection est estimée à partir du bruit de fond de l’enregistrement du blanc d’analyse sur un échantillon. 

 

LoD = 3 x h x R (le risque associé reste inférieur à 0,13%) 
LoQ = 10 x h x R (le risque associé reste inférieur à 0,5 ‰) 

 

Avec : 
 h l’amplitude moyenne ou maximum du signal sur une fenêtre correspondant à 10 largeurs du 

pic à mi-hauteur de part et d’autre du temps de rétention selon la stabilité ; 
 R le facteur de réponse quantité/signal, exprimée en quantité matière/hauteur. 

 
A ch  sont réalisées sur des blancs à plusieurs jours d’intervalle. aque fois, trois séries de 3 injections

9.2.2.2.1 Méthode du hmax 

 
Figure 23 : Détermination de la LoD et de la LoQ par la méthode du hmax

 
 Agran r au maximum le bruit de fond (Figure 23) ; di
 Centrer sur le temps de rétention du produit (RT) ; 
 Dessiner une fenêtre de 10 largeurs du pic à mi-hauteur (W ½) de part et d’autre du RT ; 
 Tracer deux parallèles passant l’une par le sommet du pic le plus élevé, l’autre par la base de 

la vallée la plus profonde ; 
 Evaluer la hauteur => hmax ; 
 Calculer onse (Facteur R) ; le facteur de rép
 LoDmax = 3 x hmax x R ; 
 LoQmax = 10 x hmax x R. 
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9.2.2.2.2 Méthode du h moyen 

 
Figure 24 : Détermination de la LoD et de la LoQ par la méthode du hmoyen

 
 Agrandir au maximum le bruit de fond (Figure 24) ; 
 Centrer sur le temps de rétention du produit (RT) ; 
 Prendre une fenêtre de 10 largeurs du pic à mi-hauteur (W ½) de part et d’autre du RT ; 
 Décou er en 20 tranches ép gales (x) ; 
 Tracer deux parallèles, dans chaque bloc, l’une passant par le sommet du pic le plus élevé, 

l’autre par la base de la vallée la plus profonde ; 
 Mesurer les hauteurs y ; 
 Calculer la moyenne (y = hmoyen) ; 
 Calculer le facteur de réponse (Facteur R) ; 
 LoDmoyen = 3 x hmoyen x R ; 
 LoQmoyen = 10 x hmoyen x R. 

 
Ces estimati  soluté proches des 

limites c ulées (Figure 23 et 24). 
ons peuvent elles-mêmes être validées en injectant des quantités de

alc
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u ntration du composé proche du Hmoyen

 
Note La  po rres  à la valeur réelle injectée. 

 
Figure 26 : Validation des calculs de limites. Concentration du composé comprise entre le Hmoyen et le Hmax

 
Remarque : 

Fig re 25 : Validation des calculs de limites. Conce

 :  ligne intillée co pond
 

 
La ligne pointillée correspond à la valeur réelle injectée. 
Les méthodes exposées ci-dessus sont conformes à la Pharmacopée Européenne, Ve édition. 
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9.2.3 Méthodologies testées 

9.2.3.1 Préparations des solutions 

A partir de la solution au 1/100e, on réalise des dilutions successives. La figure ci-dessous résume les 
s effectuées (Figure 27). 

 

dilution

 
Figure 27 : Dilutions de lovastatine 

1/2000e

ensuite
concen
quantific

 

Des dilutions successives d’une solution de lovastatine SCR à 0,217 mg/ml sont réalisées : 1/1000e, 
, 1/5000e, 1/10000e, 1/20000e,  1/50000e et 1/100000e. A partir des chromatogrammes obtenus, il sera 
 calculé le rapport signal sur bruit (S/B). Si la valeur est proche de 3, on pourra donc en déduire que la 
tration choisie correspond bien à la limite de détection (valeur proche de 10 pour la limite de 
ation). 

9.2.4 Résultats 

9.2.4.1 Limite de détection 

9.2.4.1.1 Approche graphique 

Les tableaux 18 et 19 exposent les résultats obtenus avec les dilutions de lovastatine. 
 

Lovastatine Lovastatine Lovastatine Lovastatine Lovastatine Lovastatine Lovastatine Lovastatine 
 

1/10 1/100 1/1000 1/2000 1/5000 1/10000 1/20000 1/50000 
Lovastatine 

1/100000 

Concentration (mg/ 0,434.10-5m ) 0,217 2,17.10L -2 2,17.10-3 2,17.10-4 1,085.10-4 0,434.10-4 2,17.10-5 1,085.10-5

Concentration (ppm) 217 21,7 2,17 0,217 0,1085 0,0434 0,0217 0,01085 0,00434 

Tr (min) 17,472 17,483 17,479 17,476 17,477 17,476 17,481 17,458 17,480 

Aire du pic (mAU*s) 151 4,354 2,373 0,860 0,407 4342,712 408,655 41,519 21,539 8,

Hauteur (mAU) -1 -1 -1 10-1 5,175.10-2486,454 47,406 4,667 2,392 9,414.10 4,897.10 2,794.10 1,157.

Tableau 18 : Résultats des différentes dilutions de lovastatine 
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Dilutions de lovastatine TR (min) Aire (mAU.s) Hauteurs (mAU) 

1/1 000 41,519 4,667 e 17,483 

1/2000e 17,479 21,539 2,392 

1/5000 8,151 0,941 e 17,476 

1/10000e 17,477 4,354 0,490 

1/20000e 17,476 2,373 0,279 

1/50000e  17,481 0,860 0,116 

1/100000e 17,458 0,407 0,052 

Tableau 19 : Détermination de la dilution de la LoD 
 

A partir des chromatogrammes, le rapport signal sur bruit est calculé à partir de la formule suivante : 

h
xH2  où  H est la hauteur du pic à son maximum et h l’amplitude du bruit de fond. 

  

Il est égal à 4,75. Cette valeur est proche de la LoD (S/N = 3) pour la dilution 1/50000e en lovastatine ce 
qui correspond à une concentration de 1,09.10-5 mg/mL (Annexe 3). Il est donc possible de détecter 0,01085 
ppm dans la poudre de levure de riz rouge. 

9.2.4.1.2 Approche pa age 

a droite d’étalonnage a été réalisée avec les dilutions de 1/1000e à 1/100000e. Les données 
correspo

r utilisation de la droite d’étalonn

L
ndantes à des dilutions plus faibles (1/100e et 1/10e) n’ont pas été prises en compte dans la droite 

d’étalonnage car ces points risquent de fortement dévier la droite et fausser la détermination de la LoD (Figure 
28). 
 

Droite d'étalonnage

y = 2146x + 0,0259
R2 = 0,9998

1,00000

1,50000

2,00000

2,50000

3,00000

3,50000

4,00000

4,50000

5,00000

000 0, 0,0020

Clova /mL

U)Hauteurs (mA

0,00000
0,00

0,50000

00100 0

statine (mg )

 
Figure 28  d’éta  : Droite lonnage
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Y = a + bx 
Y = 0,0259 + 2146
 
 

YLoD = a + 3 Sa

x 

XLoD = (a + 3 Sa) / b 
 
YLoD = 0,0259 + 3 x 0,01 
XLoD = (0,0259 + 3 x 0,01) / 2146 
 
YLoD = 0,0559 
XLoD = 2.60.10-5

 
Cette valeur présente un risque de 0,13 %. Le détail des calculs figurent en Annexe 4. 

9.2.4.2 Limite de quantification 

9.2.4.2.1 Approche graphique  

Les tableaux 18 et 20 exposent les résultats obtenus avec les dilutions de lovastatine. 
Dilutions de lovastatine RT (min) Aire (mAU.s) Hauteurs (mAU) 

1/1000e 17.483 41.519 4,667 

1/2000e 17,479 21,539 2,392 

1/5000e 17.476 8.151 0,941 

1/10000e 17.477 4.354 0,490 

1/20000e 17.476 2.373 0,279 

1/50000e  17.481 0.860 0,116 

1/100000e 17.458 0.407 0,052² 

Tableau 20 : Détermination de la dilution de la LoQ 
 

A partir des chromatogrammes, le rapport signal sur bruit est calculé selon la formule suivante : 
h
xH2 . 

Il est égal à 19. Cette valeur est proche de la LoQ (S/N = 10) pour la dilution 1/20000e en lovastatine ce qui 
correspond à une concentration de 2,17.10-5 mg/mL (Annexe 3). Il est donc possible de quantifier 0,0217 ppm 
dans la poudre de levure de riz rouge. 

9.2.4.2.2 Approche par utilisation de la droite d’étalonnage 

La droite d’étalonnage est présentée Figure 28. 
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Y = a + bx 
Y = 0,0259 + 2146x 
 

 
Y  = a + 10 SaLoD

X  = (a + 10 SLoD a) / b 
 

YLoD = 0,0259 + 10 x 0,01 
XLoD = (0,0259 + 10 x 0,01) / 2146 
 

YLoD = 0.1259 
XLoD = 5.87.10-5

 

ette valeur présente un risque de 0,5 ‰. Le détail des calculs figurent en Annexe 4. C

9.2.5 Conclusion 

9.2.5.1 Limite de détection 

Cett  ans quantifier) une solution contenant 1,09.10e méthode permet de détecter (s -5 mg/mL de 
lovastatine selon l’approche graphique et 2,60.10-5 mg/mL par le biais de la droite d’étalonnage.  

Il server l la plus élevé eut con mum, il sera 
possible de détec .10-5 mg/mL de l ine dans la poud vure de riz rouge 0,01085 ppm. 

9.2.5

est préférable de con a valeur e donc, on p clure qu’au mini
ter 2,60 ovastat re de le  soit 

.2 Limite de quantification 

Cette mé ermet de détec uantifier une sol ontenant 2,17.10thode p ter et q ution c -5 mg/mL de lovastatine 
selon l’approche gr  5,87.10-5 maphique et g/mL par le biais de la dr ’étalonnage.  

Il est pr e conserver la  la plus élevée d on peut conclure minimum, il sera 
possible de quantifier 5,87.10-5 riz rouge soit 0,0217 ppm. 

9.2.6 Répétabilité d’injection  de la LoQ 

oite d
éférable d  valeur onc, qu’au 

mg/mL de lovastatine dans la poudre de levure de 

9.2.6.1 Méthodologie 

La concentration 1/20000e est choisie pour effectuer la répétabilité de l’injection. Pour ce faire, cette 
solution est injectée 6 fois de suite dans la même série analytique. 

 

Remarque :  
La répétabilité sur la limite de détection 

cette analyse n’a pas été conduite. La répétabilité
aurait pu également être réalisée. Mais, par manque de temps, 
 aurait dûe être réalisée sur 6 solutions différentes de la LoQ. 
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Résultats9.2.6.2  

Les résultats de la répétabilité de l’injection sont présentés dans le tableau ci-dessous (Tableau 21). 
 TR (min) Aire (mAU*s) Hauteur (mAU) 

1 17,465 3,356 0,319 
2 2,270 0,277 17,463 
3 17,464 2,046 0,253 
4 2,315 0,274 17,465 
5 2,018 0,256 17,485 
6 2,168 0,257 17,465 

Moyenne 17,468 2,362 0,273 
Ecart-type 0,008 0,501 0,025 

CV (%) 0,0 21,2 9,2 

Tableau 21 : Résultats de la répétabilité d’injection de la LoQ 

 
Les coefficients de variation (CV) sont assez élevés sur les aires et sur les hauteurs (21,2 % et 9,2 % 

respectiveme e re injection semble s’écarter notablement des autres. Cette valeur pourrait 
donc expliqu V  test statistique permettant de justifier l’élimination d’une 
valeur aberrante avec une probabilité P doit être conduit. Ce test est appelé test de Dixon

 

nt). Cep ndant, la premiè
er les C élevés. Pour le confirmer, un

.  

ante : 

 Le t t e valeur x1 ou la dernière valeur xn est aberrante. Le rapport 
suivant d

 
Tout d’abord, il est nécessaire de classer les résultats obtenus par ordre de valeur croiss

x1 < x2 < … < xn-1 < xn

 
est perme alors de vérifier si la premièr

oit être calculé : 
 

3 < n < 7 : 
1

1
10 yy

yy
r

n

nn

−
−

= −   (pour n > 7,  les formules utilisées seront différentes) 

 
La t D orts au niveau du risque 10 %, 5 % et 1 %. La 

règle à adopter est la suivante : si la valeur du rapport est inférieure à la valeur critique, il n’est pas justifié, au 
risque consid  
 

t les suivantes : 
2.018 <  2.270 < 2.315 < 3.356 

able de ixon donne les valeurs critiques de ces rapp

éré, d’éliminer cette valeur.

Dans le cas présenté ici, les valeurs rangées par ordre croissant son
2.046 < 2.168 <
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La formule suivante est donc appliquée : 
 

778,0  
018.2356.16

56
10 =

−
=

−
=

yy
r

 
La table de Dixon est présentée ci-dessou eau 22) : 

3
315.2356.3 −− yy

s (Tabl
n 10 % 5 % 1 % 

3 0,886 0,941 0,988 
4 0,679 0,765 0,889 
5 0,557 0,642 0,780 

6 0,482 0,560 0,698 
7 0  0  ,434 0,507 ,637

Tableau 22 : Table de Dixon 

 
Pour n = 6 observations, la valeur critique lue dans la table est, au risque 5 %, égale à 0,560. La valeur 

calculée égale à 0,778 est supérieure à la valeur théorique de la table. Il est donc justifié d’éliminer la valeur 
3,356. Cette valeur est donc considérée comme aberrante. 

 
Remarque : 

 
Le calcul du coefficient de variation est réitéré en éliminant la valeur aberrante (Tableau 23). 

Le test de Dixon est également validé pour les risques 10 % et 1 %. 

 TR (min) Aire (mAU*s) Hauteur (mAU) 

1 17,465 3,356 0,319
2 17,463 2,270 0,277 
3 17,464 2,046 0,253 
4 17,4  65 2,315 0,274 
5 17,485 2,018 0,256 
6 17,465 2,168 0,257 

Moyenne 17,468 2,163 0,263 
Ecart-type 0,009 0,132 0,011 

CV (%) 0,1 6,1 4,3 

Tableau 23 : Résultats de la répétabilité de l’injection après élimination de la valeur aberrante par le test de Dixon 

. Ces 2 valeurs sont donc 

La répétabilité de l’injection de la limite de quantification est donc validée. 

 
Le CV sur les aires est égal à 6.1 % et celui sur les hauteurs à 4.3 %

conformes. 
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9.3 Linéarité 

La linéarité est la capacité, à l’intérieur d’un certain intervalle de concentration, d’obtenir des résultats 
 à quantifier dans l’échantillon. 

 
L’intervalle inéarité pour un co é est déterminé u ent sur la prépar d’étalons (gamme 

dans le solvant). Po e faire, il est néc e de préparer 5  étalons à part ne solution étalon 
mère de pureté défi ée dans le d  de linéarité, da solvant à des co ions également 
reparties (à adapter ion des dilutio lisées de l’échan  Il est essentiel de er cette opération 
sur 3 jours. 

 de poudre de levure de riz rouge, la quantité de 
lovastati de 0,38 mg. Ainsi, dans un volume total de 25 mL, la concentration en lovastatine est de 0,0152 
mg/mL.  
 

La gamme de linéarité doit donc se situer autour de la concentration recherchée en lovastatine dans la 
poudre d  et 150 % 
de la concentration d ’étude en lovastati

 
La lovastatine (SCR) est solubilis s la phase mobile onitrile/acide acé  

9.3.1 Définition 

directement proportionnels à la concentration en substance

de l mpos niquem ation 
ur c essair solutions ir d’u
nie, situ omaine ns le ncentrat
en fonct ns réa tillon).  réitér

9.3.2 Méthode 

La teneur en lovastatine dans la poudre de levure de riz rouge est de 0,152 % soit 0,152 g de 
lovastatine pour 100 g de poudre. Donc, dans 250,3 mg

ne est 

onc autour de 75 %. 5 solutions sont ainsi préparées correspondant à 50%, 75%, 100%, 125%
e l ne.  

ée dan  (acét tique).
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9.3.3 Résultats 

9.3.3.1 J1 

Lovastatine
y = 42,342x - 54,772

R2 = 0,9994

5000
6000
7000

s)

0
1000
2000

0 20 40 60 80 100 120 140 160 %

Ai
re

3000
4000

 (m
AU

* Lovastatine
Linéaire (Lovastatine)

 
Figure 29 : Linéarité de la lovastatine à J1 

 

 SM 50 % 75 % 100 % 125 % 150 % 

SM/C - SM/20 - SM/10 - - 

Concentration (mg 0,01013 0,015195 0,02026 0,025325 0,03039 /mL) 0,2026 

Concentration (ppm) 202,6 10,13 15,195 20,26 25,325 30,39 

Aire (mAU*s) * 2029,809 3037,395 4172,509 5303,527 6299,009 

Tableau 24 : Concentrations en lovastatine à J1 (50 %, 75 %, 100 %, 125 % et 150 %) 
Légende : C = concentration ; * : Aucune aire n’est spécifiée pour la solution mère (SM) car elle n’a pas été injectée. Cette dernière a servi 

uniquement à la préparation des solutions pour l’étude de la linéarité. 

9.3.3.2 J2 

Lovastatine
y = 44,325x - 53,361

R2 = 0,9996

0
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2000

5000
6000

0 20 40 60 80 100 120 140 160 %

Ai
re

s)

7000

Lovastatine

3000
4000

 (m
AU

*

Linéaire (Lovastatine)

 
Figure 30 : Linéarité de la lovastatine à J2 

 SM 50 % 75 % 100 % 125 % 150 % 

SM/C - SM/20 - SM/10 - - 

Concentration (mg/mL) 0,2182 0,01091 0,016365 0,02182 0,027275 0,03273 

Concentration (ppm) 218,2 10,91 16,365 21,82 27,275 32,73 

Aire (mAU*s) * 2095,657 3227,124 4425,112 5475,564 6618,752 

Tableau 25 : Concentrations en lovastatine à J2 (50 %, 75 %, 100 %, 125 % et 150 %) 
* : Aucune aire n’est spécifiée pour la solution mère (SM) car elle n’a pas été injectée. Cette dernière a servi uniquement à la préparation 

des solutions pour l’étude de la linéarité. 
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9.3.3.3 J3 

Lovastatine
y = 40,095x + 7,9705

R2 = 0,9998

0
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re
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Figure 31 : Linéarité de la lovastatine à J3 

 SM 50 % 75 % 100 % 125 % 150 % 

SM/C   - SM/20 - SM/10 - - 

Concent mg/mL) 0,2062 0,0 65  0,0 75 0 093 ration ( 0,01031 154 0,02062 257 ,03

Concentration (ppm) 206,2 10,31 15,465 20,62 25,775 30,93 

Aire (mAU*s) * 2039,902 3024,078 9 6 3959,44 5047,77 6023,944 

Tableau 26 oncentrat vastatin  %, 75  125 % 
* : Aucune aire n’e t à la préparation 

9.3.4 Etude statistique de la linéarité 

L’an s e est exposée en Annexe 5. La linéarité de la méthode a été effectuée sur 3 jours. 
Ces résultats c

: C ions en lo e à J3 (50 %, 100 %, et 150 %) 
st spécifiée pour la solution mère (SM) car elle n’a pas été injectée. Cette dernière a servi uniquemen

des solutions pour l’étude de la linéarité. 

alyse stati tiqu
orrespondent donc à une moyenne sur les 3 jours de validation. 

9.3.4.1 Introduction 

giciel AVA a permis l’obtention des données statistiques. Les tests statistiques utilisé
s suivants : 

 Le lo s pour cette 
étude sont le

 Le test t (S = 0,05) ; 
 Le test de COCHRAN pour l’homogénéité des variances (S = 0,05 ; HS = 0,01) ; 
 Le test de FISHE et de la validité de la 

droite (S = 0,05 ; HS = 

.2 raison des droites sur 3 jours de valid

R pour l’existence de la pente (S = 0,01 ; HS = 0,001) 
0,01)  

9.3.4 Compa ation 

La droite de ré n, calculé a métho  moindres  est aju u plus pr  
m tuées.  

Celle-c

gressio e par l de des  carrés, stée a ès des
esures effec

i a pour fonction :  Y = a + bx                
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Dans laquelle : 

ente de la droite de régression ; 

 

L’équation de   

- b est la p
- a représente l’intersection de la droite de régression avec l’axe des ordonnées. 

 la droite de régression est la suivante :  Y = - 87,523194 + 204446,085855 x
 

 
gression 

 

 

Figure 32 : Droite de ré

L’observation montre que la linéarité est bonne dans la gamme de mesure retenue et que la dispersion 
des valeurs est limitée (Figure 32). 

Le tableau suivant (Tableau 27) renseigne les données de la droite de régression : 
 Valeur Ecart-type T student calculé T Student théorique Niveau de significativité (risque alpha) 

Pen e+05 4238,32 te 2,044    

Ordonnée à l’origine - 87, 523 94,00    

Coefficient de corr ioélat n 0,997202     

Comparaison de 
l’ordonnée à l’origine 
avec 0 (t) 

  
0,93107 2,160369 

(NS) T (0,05 ; 13) 
0,368782 

Tableau 27 : Paramètres de la droite de régression 

 
de la droite de régression, égal à 0,997202, est proche de 1.  La validité de la droite peut 

être supp
Le coefficient 
osée. 
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Compar née à l’origine avec 0 (t) :aison de l’ordon  
La valeu  égal à 2,160369 (t = 0,05 ; 13) au risque alpha 

0,368782. Le t ca ent différente 
e 0 au risque considéré.  

de régression

r 0,93107 est inférieure au T Student théorique
lculé est donc non significatif. L’ordonnée à l’origine n’est donc pas significativem

d
 

Représentation des résidus  
Une représentation de en reportant sur un graphique 

les valeurs ei établies selon la

s résidus de régression peut être facilement faite 

 formule :  ei = xi - xî  

- Les valeurs xi corres
- Les valeurs xî corres
 
En cas de linéarité, l atoire autour de la droite de 

fonction : x = 0. On obtient un r le graphique suivant (Figure 
33). 
 

pondent aux surfaces ou aires observées ; 
pondent aux surfaces ou aires estimées ; 

es points obtenus doivent se répartir de façon alé
e représentation des résidus de régression donnée pa

 
Figure 33 : Graphique des résidus de régression 

t consta r que les aleurs des us sont rég réparties autour d te x = 0. 
ervation montre que 8 points sont situés au dessus de la droite x = 0 et 7 points en dessous de cette droite. 

La répartition peut être considér
emarque :

 

On peu
L’obs

te  v  résid ulièrement e la droi

ée comme uniforme. 
R  

 ces résidus sont très faibles. En effet, l’écart le plus élevé se situe autour de 200 ce qui est 
assez faible au vu des aires observées autour de 6000 mAU*s. 

Ces points paraissent éloignés sur le graphique mais si l’on travaille sur les surfaces réelles observées, 
on constate que
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9.3.4.3 Test de l’homogénéité des variances (test de COCHRAN) 

Le C calculé égal à 0,395299 est inférieur à la valeur C (0,05 ; 5 ; 2) égale à 0,6838. Le C calculé est 
donc non significatif. Les variances des différents groupes peuvent être considérés comme homogènes au risque 
onsidéré. La fidélité intermédiaire, au vu des ces résultats, peut donc être réalisée. c

9.3.4.4 Test de l’existence d’une pente significative (test de FISHER) 

Le F calculé égal à 2313, 0298  est s érieur au F96 up  théorique (0,01 ; 1 ; 13) égal à 9,073806. Le F 
calculé est donc significativement différent. 

,001 ; 1 ; 13) égal à 17,81542. Le F 
calculé e

 est donc possible de conclure à l’existence d’une pente au risque considéré. 

Le F calculé égal à 2313, 029896 est supérieur au F théorique (0
st donc hautement significativement différent. 
Il

9.3.4.5 Test de validité de la droite (test de FISHER) 

Le F calculé égal à 0, 054183 au risque alpha de 0, 982435 est inférieur au F théorique (0,05 ; 3 ; 10) 
al à 3, 708265. Le F calculé est ajustement peut donc être 

considéré comme valide à ce risque. 

9.3.5 Conclusion 

Au vu des graphiques obse éarité effectuée, il est donc 
possible de conclure en la linéarité d

9.4 Fidélité 

9.4.1 Définition 

La fidélité est l’étroitesse d bilité est la fidélité sous des 
conditions de répétabilité ; c’est à dir dants sont obtenus par la 
même méthode sur des individ ire (la D.L.C.), par le même 

érateu

délité a été effectuée sur les facteurs de réponse qui correspond au rapport de l’aire sur la prise 
d’essai. 

ég donc non significatif au risque considéré. L’

rvés et de l’analyse statistique complète de la lin
e la méthode sur les 3 jours de validation. 

e l’accord entre des résultats d’essais. La répéta
e des conditions où des résultats d’essais indépen

us d’essais identiques dans le même laborato
op r, utilisant le même équipement et pendant un court intervalle de temps (Désenfant et al., 2006). Elle a 
été réalisée sur la poudre de levure de riz rouge. 

 
La fi
Si l’on considère qu’il peut se produire des variations de la prise d’essai au cours du temps, il est donc 

justifié d’effectuer la fidélité sur le facteur de réponse et non sur les aires. 
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R9.4.2 épétabilité de l’injection 

9.4.2.1 Définition 

Une série d’injection de la même solution traduit la répétabilité de l’injection. 

9.4.2.2 Méthode 

6 extractions ont été réalisées. La première extraction a été injecté 6 fois de suite (7 fois pour les 
derniers) afin d’approcher la répétabilité de l’injection de la méthode. 

9.4.2.3 Résultats 

9.4.2.3.1 J1 

 PE (mg) TR (min) Aire (mAU.s) FR 

1 250, 3027,123 12,094 30 17,459 

2 250,30 17,458 3040,819 12,149 

3 250,30 17,452 3040,624 12,148 

4 250,30 17,445 3040,026 12,146 

5 250,30 17,447 3046,782 12,173 

6 17,45 3067,035 12,253 250,30 

Moyenne 250,30 17,452 3043,735 12,161 

Ecart-type  0,006 13,115 0,052 

CV (%)  0,0 0,4 0,4 

Tableau 28 : Répétabilité de l’injection à J1 
Légende : TR,  prise d’essai ; FR, facteur de réponse. 

2

temps de rétention ; PE,

9.4.2.3.  J2 

 PE (mg) TR (min) Aire (mAU.s) FR 

1 250,72 17,438 3011,706 12,012 

2 250,72 17,441 3007,699 11,996 

3 250,72 17,447 3005,898 11,989 

4 250,72 17,447 3011,705 12,012 

5 250,72 17,448 2999,947 11,965 

6 250,72 17,443 3019,613 12,044 

7 250,72 17,449 3026,347 12,070 

Moyenne 250,72 17,445 3011,845 12,013 

Ecart-type  0,0041 8,802 0,035 

CV (%)  0,0 0,3 0,3 

Tableau 29 : Répétabilité de l’injection à J2 
Légende : TR, temps de rétention ; PE, prise d’essai ; FR, facteur de réponse. 
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9.4.2.3.  J3 3

 PE (mg) TR (min) Aire (mAU.s) FR 

1 17,435 3018,964 12,036 250,83 

2 12,073  250,83 17,421 3028,246 

3 250,83 17,422 3027,351 12,069 

4  17,413 3031,898 12,087 250,83

5 250,83 17,427 3026,300 12,065 

6 250,83 17,432 3031,742 12,087 

7 250,83 17,422 3052,982 12,172 

Moyenne 17,425 3031,069 12,084 250,83 

Ecart-type  0,007 10,586 0,042 

CV (%)  0,0 0,4 0,4 

Tableau 30 : Répétabilité de l’injection à J3 
Légende : TR, temps de rétention d’essai ; FR, facte se. 

9.4.2.4 Conclusion

; PE, prise ur de répon

 

u des résultats ex s ci-dessus notam oefficient de v mpris entre 0, % 
(Limite 

Au v posé ment le c ariation co 3% et 0,4
< à 1,0 % selon la Ph pée Européenne on 2.2.46.), on clure en la conf e la 

répétabi  de l’injection ains e l’étape d’extract  la poudre de le rouge sur les s de 
valid

9.4.3 Répétabilité de la préparation 

armaco , Ve éditi  peut con ormité d
lité i que d ion de vure de riz  3 jour

ation. 

9.4.3.1 Définition 

Une ec correspondant à 6 extractions différentes traduit la répétabilité de la préparation. 
Elle met en évidence l’efficacité de l’extraction. 

9.4.3.2 Méth

 série d’inj tion 

ode 

6 extractions de poud levure de riz rouge é réalisées et in parément à J1, J2  re de ont ét jectées sé et J3.
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9.4.3.3 ésuR ltats 

9.4.3.3.1 J1 

 TR (min) Aire (mAU.s) PE (mg) FR 

1 17,444 3  020,740 250,30 12,068 

2 17,432 3  012,949 250,01 12,051 

3 17,437 3  072,257 250,69 12,255 

4 17,415 3  074,837 251,12 12,244 

5* 17,424 2897,382 250,73 11,556

6 17,434 3  044,236 250,36 12,159 

Moyenne 17 3  ,431 045,004 250,54 12,155 

Ecart-type 0,010 2   0  8,503 ,095

CV (%) 0,1  0,8 0,9 

* L’injection n°5 a été supprimée car elle correspond à une valeur aberrante selon le test de Dixon (Annexe 5).  

Tableau 31 : Répétabilité de la préparation à J1 
Légende : TR, e ’essai ; FR, facteur de réponse. temps de rét ntion ; PE, prise d

9.4.3.3.2 J2  

 TR (min) Aire (mAU.s) PE (mg) FR 

1 17,400 2996,374 250,72 11,951 

2 17,406 2993,713 250,40 11,956 

3 17,4 250,59 11,989 33 3004,394 

4 250,82 11,964 17,406 3000,907 

5 17,392 3031,153 250,80 12,086 

6 3044,236 250,41 12,157 17,434 

Moyenne 17,412 3011,796 250,623 12,017 

Ecart-type 0,018 20,810  0,085 

CV (%) 0,1 0,7  0,7 

Tableau 32 : Répétabilité de la préparation à J2 
Légende : TR, temps de rétention ; PE, prise d’essai ; FR, facteur de réponse. 
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9.4.3.3.3 J3 

 TR (min) Aire (mAU.s) PE (mg) FR 

1 17,419 3027,732 250,83 12,071 

2 17,417 3027,560 251,79 12,024 

3 17,413 2970,453 250,59 1  1,854

4 17,416 2979,855 249,95 11,922 

5 17,415 2980,004 250,28 11,907 

6 17,406 2968,082 250,53 11,847 

Mo ne yen 17,414 2992,281 250,662 11,938 

Ecart-type 0,005 27,816  0,091 

CV )  (% 0,0 0,9  0,8 

Tableau 33 : Répéta la préparation à 
Lég

bilité de J3 
ende : TR, temps de rétention ; e d’essai ; FR, facteur e. 

on compris entre 0,7% et 0,8% 
(Limite <

PE, pris  de répons

9.4.4 Conclusion 

Au vu des résultats exposés ci-dessus notamment le coefficient de variati
 à 1,0 % selon la Pharmacopée Européenne, Ve édition 2.2.46.), on peut conclure en la conformité de la 

répétabilité d a insi que de l’étape d’extraction de la poudre de levure de riz rouge sur les 3 jours 
de valid on. 

9.4.5 Fidélité intermédiaire 

9.4.5.1 Défin

e la prépar tion a
ati

ition 

La fidélité intermédia l’aptitude à don ésultats identiqu qu’elle est réalisé eurs 
fois sur  même échantillon fférents opérate  un équipemen ent ou à différen s de 
pré  facteur jour é tenu pour la fidé rmédiaire). Le calcul de la fidélité interm e est 
effec rtir de l’ensemble des résultats obtenus. 

ire est ner des r es lors e plusi
 le  par di urs, avec t différ ts jour

paration (le tant re lité inte édiair
tué à pa

9.4.5.2 Méthode 

6 extractions de poudre de levure de riz rouge ont été réalisées et injectées séparément à J1, J2 et J3. 

9.4.5.3 Résultats 

Les résultats figurent dans le Tableau 34. 
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 J1 FR 

1 12,068 

2 12,051 

3 12,255 

4 12,244 

5 * 11,556

6 12,159 

Moyenne 12,056 

 J2 FR 

1 11,951 

2 11,956 

3 11,989 

4 11,964 

5 12,086 

6 12,157 

Moyenne 12,017 

 J3 FR 

1 12,071 

2 12,024 

3 11,854 

4 11,922 

5 11,907 

6 11,847 

Moyenne 11,937 

  

Calcul sur 17 valeurs 

Moyenne 12,030 

Ecart-type 0,124 

CV (%) 1,0 
* L’injection n°5 a été supprimée car elle correspond à une valeur aberrante selon le test de Dixon (Annexe 5). 

 

Légende :

Tableau 34 : Fidélité intermédiaire 
 

FR : facteur de  variation. réponse ; CV : coefficient de

9.4.5.4 Conclusion 

Au vu des résultats exposés ci-dessus notamment le coefficient de variation des 17 préparations de 
1,0% (Limite < à 1,0 % selon la Pharmacopée Européenne, Ve édition 2.2.46.), on peut conclure en la conformité 
de la fidélité intermédiaire ainsi que de l’étape d’extraction de la poudre de levure de riz rouge sur les 3 jours de 
validation. 
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9.4.6 Etude statistique de la fidélité 

L’analyse statistique est exposée en A e 5. 

9.4.6.1 Introduction

nnex

 

 Le logiciel AVA a permis l’obtention d données st es tests statistiques utilisés pour cette 
étude sont les suivants : 

es atistiques. L

 Le test de COCHRAN pour l ogénéité des ances (S = 0,05 ; HS = 0,01) ; ’hom  vari
 Le test de DIXON pour la rec rche de valeu ntes (S = 0,05 ; HS = 0,01)  

9.4.6.2 Recherche de valeurs berrantes (t

he rs aberra

 a est de DIXON) 

Le test de DIXON permet de mettre n évidence leur aberrante. Elle correspond à la 5ème 
extraction de poudre de levure de riz rouge le premier jour lidation. Le E calculé égal à 0,710909 est 
supérieur à la valeur Q (0,01 ; 6) égale à 0,6 fférence ificative. Il existe donc une valeur aberrante 
dans les résultats qui peut être exclue des calc  

9.4.6.3 Test de l’homogénéité des variance HRAN)

 e une va
de va

98. La di est sign
uls.

s (test de COC  

Le C calculé égal à 0,379124 est infé ur à la valeu 05 ; 3 ; 5) égale à 0,7071. Le C calculé est 
donc non significatif. Les variances des différents groupes peu re considérés comme homogènes au risque 
considéré. La fidélité intermédiaire, au vu des ces résultats, pe calculée. 

9.4.6.4 Coefficients de variation de répétabilité et de fidélité intermédiaire

rie r C (0,
vent êt
ut être 

 

Le coefficient de variation, CVr de form  égal à 0,72848. La limite est fixée à 1 %. Le 
résultat est donc conforme. Le coefficient de  de la fid rmédiaire, CVR de formule 100 x SR/M est 
égal à 1,2778. La limite est fixée à 2 %. Le r t donc co . 

9.4

Au vu des résultats exposés ci  de variation inférieurs à 1,0 % pour la 
é de l’ injection, la répétabilité de la préparation et la fidélité intermédiaire (Limite <

ule 100 x Sr/M est
 variation élité inte
ésultat es nforme

.7 Conclusion 

-dessus notamment les coefficients
répétabilit  à 1,0 % selon la 

.), ainsi que l’analyse statistique complète de la fidélité effectuée, il 
peut donc êt  q de l’analyse est répétable ainsi que l’étape d’extraction de la poudre de 
levure de riz rouge sur les 3 jours de validation. 

Pharmacopée Européenne, Ve édition 2.2.46
re statué ue la totalité 
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9.5 Stabilité 

9.5.1 Définition 

La l e ée par une sensibilité prononcée à la lumière, à l’oxydation ainsi qu’à la 
mpéra

ous azote à une température de 2°C à 8°C (Pharmacopée Européenne, Ve Edition). 
On peut donc a

Le but d s le solvant 
chromatographique au cours de l’analyse. Ces données permettront de définir le temps pendant lequel il est 
possible de r l alement d’assurer l’exactitude des 
résultats 

 a pour but d’évaluer la stabilité de la lovastatine conservée à 
4°C pendant  0.1%). La température de 
4°C a été choisie car la solution de poudre de levure de riz rouge est thermostatée à 4°C dans les analyses de 
routine. Le

 Résultats 

ovastatin étant caractéris
te ture (Ma et al. 2000 ; Li et al., 2004 ; Li et al., 2005 ; Lee et al., 2006), il est recommandé pour cette 
molécule de la conserver s

 s’ ttendre à une dégradation facilitée dans les conditions d’analyse. 
e ces essais est d’évaluer la stabilité de la lovastatine mise en solution dan

conserve es solutions essais et témoins sans les refaire et  ég
de l’analyse dans ces mêmes conditions de conservation au cours du temps.  

9.5.2 Méthode 

Dans le cas présenté ici, l’étude de stabilité
15 jours dans le solvant chromatographique (acétonitrile, acide acétique

s 15 jours ont été jugées suffisants pour mener à bien une analyse sur la solution de poudre de levure 
de riz rouge. A chaque temps (T0, 5j, 10j et 15j), la lovastatine est réinjectée afin de faire apparaître les 
impuretés éventuelles de la lovastatine. 

9.5.3

Les chromatogrammes de la lovastatine après 5 jours de stockage témoignent de la présence d’un seul pic. 
Par contre dès 10 jours, 2 pics apparaissent (Annexe 6): 

 Le pic caractéristique de la lovastatine c'est-à-dire la monacoline K avec un temps de rétention égal à 
17,3 à 398,701 mAU.s ; 38 min et une aire égale 

 

 
Remarque :

Le pic correspondant à l’impureté de la lovastatine c'est-à-dire la monacoline K acide (MKA) avec un 
temps de rétention égal à 14,218 min et une aire égale à 18,028 mAU.s . 

 
L’aire de l’impureté MKA est au dessus de la LoD et de la LoQ et correspond à une dilution en lovastatine de 

1/2000e. Son pic n’est donc pas négligeable. 

 
Les études antérieures permettent d’affirmer avec une quasi certitude qu’il s’agit bien de la MKA. Une 

chromatographie liquide avec un détecteur massique permettrait de confirmer cette hypothèse. 



 

Guillotin Ségolène  97 
Thèse de doctorat de Pharmacie 
16 Janvier 2007 Faculté de Pharmacie de Nantes 

 

9.5.4 Conclusi on 

Dans ces conditions de conservation (4°C à l’abri de la lumière, dans le solvant chromatographique), la 
lovastatine e   la phase mobile (acétonitrile ; 0.1 % acide acétique). Dépassée cette date, 
son impu

 poudre de levure de riz 
rouge est réalisée et également diluée au demi. Enfin, il est ajouté une quantité connue de lovastatine SCR à 
l’extraction o iz rouge. L’essai est réalisé avec le premier extrait de levure de riz rouge du 
3ème jour 

st stable 10 jours dans
reté majoritaire (la monacoline K acide) apparaît. Il sera donc conseillé de refaire les solutions étalons et 

essais afin d’assurer l’exactitude des résultats d’analyse. 

9.6 Étude de l’effet matrice, méthode des ajouts dosés 

9.6.1 Principe 

Le but de cette étude est d’évaluer la sélectivité ou spécificité de la méthode. Pour ce faire, il est préparé 
une solution de lovastatine à 100 % qui est diluée au demi. Ensuite, une extraction de

btenue de levure de r
de validation avec la solution commerciale de poudre de levure de riz rouge. 

9.6.2 Résultats 

Le tableau 35 expose les concentrations respectives de levure de riz rouge et de lovastatine SCR 
utilisées. 

Dilution au 1/2 

 
Prise 

Volume 
d’essai 

(mg) 
(mL) 

Concentration (mg/mL) 
Volume 
prélevé 

(mL) 

Dans 
x mL 

Concentration 
finale (mg/mL) 

Gélule Levure de riz rouge 1/2 250,83 25 10,0332 2,5 5 5,01660 

Lovastatine SCR 10,13 50 0,2026 puis dilution au 1/10e pour le 100 % 2,5 5 0,01013 

Tableau 35 : Concentrations en levure de riz rouge et en lovastatine 

Vu que l’on ajoute à posteriori une quantité de lo
 

vastatine dans la levure de riz rouge identique à celle 
sup é
lovastati

 

pos e être présente dans l’extrait, la quantité de lovastatine dans le mélange levure de riz rouge et 
ne sera identique à la quantité initiale dans les 2 produits. 

Les résultats obtenus figurent dans le tableau ci-dessous (Tableau 36). 

 RT (min) Aire (mAU*s) 
Aire théorique 

(mAU*s) 
Ecart/aire 
théorique 

Ecart 

Gélule Levure de riz rouge 1/2 17,431 1487,890   

T 100 % 1/2 17,461 1978,390   

G

1733,140 

élule LRR ½ + ajout 17,453 1687,440 45,70 - 2,71 % 

Tableau 36 : Résultats obtenus avec la méthode des ajouts dosés 
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Les o pondants figurent ci-dessous (Figure 34, 35 et 36) : chromat grammes corres

 
 

Figure 34 : Chr  lovas 00 % omatogramme tatine à 1
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Figure 35 : Chromatogramme Gélule de poudre de levure de riz rouge – Dilution au demi 
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Figure 36 : Chromatogramme Gélule + ajout de lovastatine 

 
Un écart de dosage égal à 2,71 % de la quantité de lovastatine est relevé par la méthode des 

dosés.  
ajouts 
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La s la poudre de 

levure de riz rou vastatine). Le 
facteur de sy ne, Ve édition, 
2.2.46). Les v

On o SCR dans la 
poudre de lev

 
La m statine ajoutée 

s’ajoute bien ovastatine se 
retrouve dans 

symétrie du pic est de 0.9 pour la lovastatine seule, de 0.8 pour la lovastatine dan
ge et de 0.8 pour la lovastatine dans le mélange (poudre de levure de riz rouge + lo

métrie du pic principal doit être compris entre 0.8 et 1.5 (Pharmacopée Européen
aleurs observées sont donc conformes.  

9.6.3 Conclusion 

bserve un écart de 2,71 % dans la solution avec ajout suite à l’addition de lovastatine 
ure de riz rouge.  

éthode peut être considérée comme spécifique étant donné que la quantité de lova
à la lovastatine présente initialement dans la levure de riz rouge. L’aire du pic de l
l’aire de lovastatine dans la gélule avec ajout. 
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10 - Conclusion 
 

Les monacolines ou statines représentent une classe de molécules très diversifiées de par leurs 
structures e ons. Ces médicaments possèdent une activité hypocholestérolémiante 
puissante par inhibition de l’HMG-CoA réductase. 

aires prennent une place de plus en plus importante sur le marché de la santé. 
Ainsi, de nos jours, il est possible de trouver des compléments alimentaires qui contiennent des molécules à 
« action 

inuer le cholestérol. Cette action non déclarée dans 
les revendications du produit reste à la frontière du médicament. 

 
L’Afssaps, Agence Française de Sécurité Sanitaire des Produits de Santé, autorité compétente en 

matière de contrôle de l’ensemble des produits de santé circulant sur le marché, a donc trouvé un intérêt certain 
de contrôler ces compléments alimentaires ; l’objectif étant de s’assurer que leurs consommations n’entraînent 
pas de risques notables pour le consommateur. 

 
Une méthode d’analyse par CLHP couplée à l’UV a donc été développée afin d’identifier les diverses 

monacolines présentes dans la poudre de levure de riz rouge. Cette méthode a fait l’objet d’une validation 
complète pour la lovastatine sur les paramètres tels que la linéarité, la répétabilité de l’injection, la répétabilité de 
la préparation, la fidélité intermédiaire, la limite de détection et de quantification. Cinq monacolines ont été 
identifiées sur la base de leur profil chromatographique, par rapport à un chromatogramme de référence, et de 
leurs spectres UV. Il s’agit de la monacoline X, K, K acide, M et de la Déhydromonacoline K (DMK). Un détecteur 
massique pourrait permettre une confirmation de l’identification proposée.  

 
Ce complément alimentaire, contenant des molécules actives, peut donc à plus fortes doses engendrer 

des effets thérapeutiques, et donc par conséquent des effets indésirables. Il est donc nécessaire pour l’Afssaps 
de réaliser des analyses afin de déceler les dérives possibles pour ce type de produit. 

 

t leurs multiples indicati

 
Les compléments aliment
 
thérapeutique ». C’est le cas des compléments alimentaires à base de levure de riz rouge. Son 

apparition est relativement récente sur le marché mais depuis des siècles, la levure de riz rouge est utilisée en 
tant qu’aromatisant, colorant, condiment mais aussi pour dim
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Annexe 1 : Recommandation ICH. Validation des procédures 
analytiques : Q2A 
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Annexe 2 : Recommandation ICH.  Validation des procédures
analytiques : Q2B. Méthodologie 
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Annexe 3 : Calcul de la limite de détection (LoD) et de quantification 
(LoQ) par mode graphique 
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Annexe 4 : Calcul de la limite de détection (LoD) et de quantification
(LoQ) par extrapolation de la droite d’étalonnage 
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Annexe 5 : Analyse statistique (logiciel AVA) 
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Annexe 6 : Chromatogrammes – Etude de stabilité de la lovastatine 
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Nom-Prénoms : Ségolène, Anne, Laure 
Titre de la thèse : Identification et dosage des monacolines dans la levure de riz rouge 
Résumé de la thèse : 

Les monacolines ou statines représentent une classe de molécules très diversifiées de par leurs structur
urs multiples indications. Ces médicaments possèdent une activité hypocholestérolémiante puissante par inhibiti
MG-CoA réductase. 

Les compléments alimentaires prennent une place de plus en plus importante sur le marché de la santé. Ai
 nos jours, il est possible de trouver des compléments alimentaires qui contiennent des molécules à « a

thérapeutique ».  
Le contrôle de ce type de produits dans un but de recherche de substances médicamenteuses est une 

missions qui incombe à l’Afssaps, Agence Française de Sécurité Sanitaire des Produits de Santé. Le complé
mentaire à base de levure de riz rouge a fait l’objet d’une attention toute particulière car il renferme des monacoline

statines, molécules actives dont la présence a été largement démontrée. Cette action non déclarée dan
revendications du produit reste à la frontière du médicament. Les monacolines ou statines sont présentes néanmo
des doses largement plus faibles que celles contenues dans les médicaments à base de statines. Cependan
consommation excessive de ce complément alimentaire peut être à l’origine des mêmes effets que les sta

médicamenteuses ». La levure de riz rouge, conditionnée en gélules dosées à 500 mg de Monascus purpureus

bjet de contrôles approfondis afin d’identifier et de quantifier ces substances. Il est donc nécessaire pour l’Afssap
réaliser des analyses afin de déceler les dérives possibles pour ce type de produit. 

Une méthode d’analyse par Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP) couplée à un dét
ultraviolet (UV) a été développée et validée à partir des paramètres tels que la linéarité, la répétabilité de l’injecti
répétabilité de la préparation, la fidélité intermédiaire, la limite de détection et de quantification. Ces analyses ont mi
xergue la présence de 5 monacolines : la monacoline X, monacoline K, la monacoline K acide, la monacoline M e

hydromonacoline K. Un détecteur massique permettrait une identification plus précise des monacolines présentes d
la levure de riz rouge. 
MOTS CLES : 
STATINES, MONACOLINES, LEVURE DE RIZ ROUGE, COMPLEMENT ALIMENTAIRE, CLHP, VALIDATION 

Adresse de l’auteur : 
13 rue nolivier 85330 NOIRMOUTIER EN L’ÎLE 
(A laquelle peuvent être adressées les demandes d’exemplaires ou de renseignements). 
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