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1. INTRODUCTION

 La malaria est un grave problème de santé 
publique en Afrique Sub-saharienne. Une estimation 
révèle que 300 à 500 millions de personnes sont atteintes 
tous les ans de la malaria. Les efforts déployés pour lutter 
contre le paludisme étant contrariés par l’apparition et 
la propagation de résistances à la plupart des molécules 
présentes sur le marché (chloroquine, quinine, fansidar, 

etc…), il en résulte une proportion importante de décès 
dans les pays en de développement (OMS, 2003; Towie, 
2006). Pendant longtemps, les programmes de gestion de 
la malaria dans les pays endémiques se sont fondés sur 
des traitements monothérapiques. Cependant, sur la base 
de l’évidence de l’efficacité, l’Organisation Mondiale de 
la Santé (OMS) a recommandé l’application des thérapies 
de combinaisons contenant les dérivés de l’artémisinine 
(médicaments ACT : Artemisinin-based Combination 
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Therapy) (OMS, 2003). Elles sont à ce jour considérées 
comme les plus efficaces contre le paludisme.

L’artémisinine est une lactone sesquiterpénique 
extraite des feuilles de la plante chinoise Qinhao (Artemisia 
annua L.). Espèce de la famille des Asteraceae, la plante 
est employée en médecine chinoise depuis plus de 1500 
ans. Ses feuilles, ses fleurs et ses petites tiges contiennent 
de l’artémisinine qui est le principe actif (Hsu, 2006).

Pour rendre les dérivés de l’artémisinine plus 
disponibles dans les pays en développement, une technique 
facile d’extraction de l’artémisinine et de synthèse de 
certains de ses dérivés (artésunate et artéméther) a été 
optimisée. Cette approche rend possible l’extraction de la 
majorité (98 %) de l’artémisinine contenue dans la drogue 
végétale brute (Chekem et al., 2008).

L’OMS en 2001 déclarait que cette plante était 
« le plus grand espoir mondial de fournir un traitement 
au paludisme». De ce fait, plusieurs programmes de 
développement et de santé publique dont le but est de 
faire reculer le paludisme œuvrent pour réduire d’au moins 
20 %, le taux de mortalité dû au paludisme par l’utilisation 
d’Artemisia annua. C’est le cas du programme ‘’Projet 
Interuniversitaire de l’Université Catholique de Louvain’’ 
qui expérimente au Bénin, la culture d’Artemisia annua 
en vue d’une production sur place de formes galéniques 
appropriées accessibles et à moindre coût aux populations 
locales. Compte tenu de son efficacité sur le germe de 
Plasmodium d’une part et son avantage économique pour 
les populations des pays en développement d’autre part, 
la domestication de la plante constitue une priorité.

Or, la bonne maîtrise de la production de cette 
plante passe par la fertilisation des sols. Il s’agit d’une 
plante qui nécessite une grande quantité de nutriments. 
Ces nutriments peuvent facilement être mis à disposition 
par l’utilisation d’engrais inorganiques. Cependant, il y a 
de nombreuses conséquences liées à leur utilisation. Au 
nombre de celles-ci, le lessivage, la dégradation des sols et 
la pollution de l’eau souterraine peuvent être cités (Ullah 
et al., 2008). C’est pourquoi la fumure organique dont 
l’application fournit des éléments nutritifs aux plantes et 
améliore la structure du sol est de plus en plus promue 
(Ullah et al., 2008). Il a été rapporté que l’application de 
la fumure organique, comparée à la fumure inorganique, 
augmente significativement le rendement dans la 
production d’aubergines par exemple (Ullah et al., 2008). 
Il subsiste alors une question essentielle. Qu’il soit minéral 
ou organique, quelle pourrait être l’influence du type de 
fumure sur la productibilité d’Artemisia annua d’une part, 
et sur sa teneur en artémisinine d’autre part ?

Cette étude vise donc à :
• analyser l’influence des fumures organique et minérale sur la 

croissance d’Artemisia annua acclimaté au Bénin et sur sa teneur 
en artémisinine quantifié sans prédérivatisation par RMN 1H.

• identifier le meilleur substrat puis le stade physiologique de la 
plante correspondant à une teneur optimale en principe actif.

2. MATÉRIEL ET MÉTHODES
2.1. Milieu d’étude

La culture d’Artemisia annua L. anamed a été 
effectuée sur la ferme d’application, d’expérimentation et 
de production de la Faculté des Sciences Agronomiques 
(FSA) de l’Université d’Abomey-Calavi (UAC). La ferme 
est dans la commune d’Abomey-Calavi du département 
de l’Atlantique. Elle est comprise entre 6°19’20’’ et 
6°42’51’’ de latitude Nord et entre 2°11’45’’ et 2°25’15’’ 
de Longitude Est. Le climat de la localité est de type 
guinéen caractérisé par deux saisons pluvieuses et deux 
saisons sèches. La pluviométrie moyenne annuelle est de 
1200 mm et la température moyenne annuelle de 28°C. 
L’éclairement du site à midi en temps ensoleillé est de 
l’ordre de 70.000 lux (Gbaguidi, 1990). Le sol servant de 
support à notre expérimentation est un sol « faiblement 
ferralitique modal » légèrement tronqué évoluant sur 
des sédiments argilo-sableux du Continental Terminal et 
communément appelé « Terre de Barre » (Volkoff  et al., 
1968). Sa texture présente une prédominance de sable 
grossier (58 %) et de sable fin (24 %). Les pourcentages 
d’argile (10,5 %) et de limon fin (7,75 %) sont faibles. Ce 
sol présente une déficience en azote (0,073 %). Son pH est 
faiblement acide (pH eau = 6,76 et pH kcl = 6,43). Le taux 
de phosphore assimilable est considérable (124,69 ppm). 

2.2. Matériel 

Le matériel d’étude est de trois types :
• la semence d’Artemisia annua. Elle est issue d’une 

variété améliorée (hybride) d’Artemisia annua mis au point 
par le Centre International de Recherche en Agroforesterie 
(ICRAF) à partir des graines fournies par l’Action Médecine 
Naturelle (anamed) basée en Allemagne. Cette variété a 
la capacité de s’adapter à de nombreux types de sols et se 
montre peu sensible aux attaques parasitaires et aux maladies.

• les substrats sont de quatre types (sol ferralitique, urée, 
bouse de vache et crotte de porc sèches) mis dans les sachets 
de polyéthylène, les pots plastiques et dans des trous sur 
le site d’expérimentation. L’Urée (fumure minérale) a été 
achetée dans le commerce tandis que la bouse de vache et la 
crotte de porc (fumures organiques) sèches ont été prélevées 
sur la ferme de la Faculté des Sciences Agronomique (FSA).

• Les feuilles d’Artemisia annua pour la mesure de la 
biomasse feuille et la quantification de l’artémisinine ont 
été sériées en 4 lots suivant les 4 types de substrats (sol 
ferralitique, urée, bouse de vache et crotte de porc sèches). 

2.3. Méthodes
2.3.1. Culture, technique de récolte, séchage et de 
conservation des feuilles d’A. annua 

Après germination des graines d’Artemisia annua 
dans les germoirs traditionnels, le bloc de Fisher (Figures 
3 et 4) est le dispositif expérimental adopté pour sa culture. 
Quatre types de traitement ont été utilisés avec quatre 
répétitions. Cinq plants ont été retenus par traitement. Les 
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différents traitements sont : 
• T1 : témoin (sol ferralitique) ; 
• T2 : sol ferralitique + urée ;
• T3: sol ferralitique + bouse de vache ;
• T4 : sol ferralitique + crotte de porc.

Ainsi, quatre-vingt sachets de polyéthylène et 
quatre-vingt pots plastiques ont reçu les quatre différents 
traitements (Sounon et al., 2009). Deux plants ont été 
choisis au hasard par traitement pour les quatre répétitions. 
Ainsi trente deux plants en sachets de polyéthylène et 
trente deux plants en pots plastiques ont permis de faire 
les mesures des paramètres biologiques tels que la hauteur, 
le diamètre au collet, le nombre de feuilles et la longueur 
des feuilles. Après la transplantation des plantules dans les 
pots plastiques, elles sont suivies jusqu’à la production de 
biomasse feuille. Lorsqu’elles ont atteint environ 10 cm 
de hauteur, les plantules transplantées dans les sachets 
de polyéthylène, ont été plantées au champ dans 4 types 
de parcelles préalablement traitées suivant les substrats 
relatifs aux traitements considérés (Figure 1) où elles ont 
été suivies jusqu’à la production de biomasse feuille.

 Le calendrier de culture et de récolte d’A. annua 
s’étend de décembre à mai et se réalise en quatre stades  
nécessitant chacun une préparation minutieuse suivie d’un 
entretien (désherbage et arrosage). Il s’agit de : 
§	 stade pré-pépinière : en décembre qui est un mois où il 
fait un peu frais (24°C). Cette fraîcheur favorise la levée de 
dormance des graines. 
§	 stade pépinière : quatre à six semaines de mi-décembre 
à mi-janvier, période de transplantation des plants. 
§	 stade plantation : huit à dix semaines entre janvier et 
avril, période qui coïncide avec la saison des pluies ; c’est le 
moment propice pour la plantation.

 La phase récolte peut démarrer fin mars-début avril, 
voire mai. La technique de récolte a consisté à récupérer les 
feuilles sur les tiges feuillées en terre, en glissant la main du haut 
vers le bas le long de la tige. La récolte, le séchage et la production 
de forme galénique (sachets d’infusion) peuvent se faire en cette 
période. Deux types de séchage sont considérés. Il s’agit du 
séchage à l’étuve à 40°C durant trois jours et du séchage à l’air 
libre à l’ombre à une température de moins de 35°C durant trois 
semaines. La plante séchée a été ensuite soigneusement réduite 
en poudre par un broyeur et stockée à température ambiante, soit 
27°C en moyenne (European Pharmacopeia, 2004).

 Les variables mesurées sont la hauteur des plants, 
le diamètre au collet, le nombre de feuilles portées par 
chaque plant, la longueur des feuilles, la biomasse et la 
teneur en principes actifs.

2.3.2. Quantification de la teneur en artémisinine

L’appareil utilisé est un Spectromètre RMN Bruker 
400MHz fonctionnant en mode pulsé.
Le solvant utilisé tout au long de cette étude, est du CDCl3 
contenant 0,1% de tétraméthylsilane (TMS) (CH3)4Si. Une 
masse de 1 g de poudre de feuilles a été macérée dans 
20 mL d’acétone, sous agitation magnétique constante 
pendant 24 h.

Deux pincées de charbon végétal actif ont été ajoutées 
au filtrat pour éliminer la chlorophylle puis le mélange a 
été filtré.  Il a été ensuite évaporé  avec un évaporateur 
rotatif sous pression réduite puis avec une pompe à palette 
utilisant un piège à diazote liquide. Le résidu est repris par 
1 mL de CDCl3. On prélève 700 µL de la solution d’extrait 
auquel on ajoute 100 µL de solution d’étalon interne, le 
1,4-dichlorobenzène, de concentration 13,33 mg/mL.

Les déplacements chimiques (d) ont été donnés par rapport 
au tétraméthylsilane (TMS) ou déterminés à partir du 
déplacement chimique du solvant non deutérié présent à 
l’état de trace (CHCl3 dans le CDCl3). (Houéhoumè Gansè, 
2012 ; Liu et al., 2010; Castilho P. et al., 2008).

2.3.3. Traitement des données

Les résultats obtenus ont été traités par le logiciel 
SPSS version 17.0. Les tests de Pearson (1%), Cochran, 
etc., ont été utilisés. Toutes courbes ont été tracées avec le 
logiciel EXCEL (Feinberg, 1996).

 Les moyennes et coefficients de variation de 
chaque variable de croissance mesurée (hauteur, diamètre 
au collet, nombre de feuilles, longueur des feuilles, et 
biomasse) ont été calculés en fonction du temps pour 
chaque type de substrat.

Une analyse de la variance, modèle mixte, a été ensuite 
effectuée pour comparer les deux substrats. Le Test 
de Pearson (1%) a été utilisé pour comparer les quatre 
substrats et noter la relation entre ceux-ci et les variables 
de croissance d’Artemisia annua.

3. RÉSULTATS

3.1. Influence du substrat sur la dynamique de 
croissance d’A. annua sur terre ferme

3.1.1. Croissance en hauteur et en diamètre des plants 
d’A. annua.

Les hauteurs moyennes les plus importantes (33,80 
± 0,60) cm et (32,5 ± 0,95) cm, les diamètres moyens les 
plus importants (8,50 ± 0,70) mm et (8,10 ± 0;90) ont été 
obtenus respectivement avec les traitements 3 (bouse de 
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Figure 2: Dispositif expérimental utilisé pour le test des plants en plantation 
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vache) et 4 (crotte de porc). La plus importante croissance 
a été obtenue avec la bouse de vache (Figure 3).

3.1.2. Croissance en nombre et en longueur des feuilles 
en fonction des substrats

L’analyse comparative de la croissance en nombre 
et en longueur des feuilles des plants d’Artemisia annua 
en fonction des fumures organiques et minérale (Figure 4) 
indique que le plus grand nombre de feuilles (18 ± 2 et 16 ± 
1) et les plus grandes longueurs foliaires (8,12 ± 0,50) cm 
et (7,90 ± 0,80) sont obtenus respectivement avec la bouse 
de vache (traitement 3) et la crotte de porc (traitement 4).

L’analyse de comparaison de l’influence du substrat sur la 
croissance d’Artemisia annua sur terre ferme indique que 
les paramètres de croissance mesurés (hauteur, diamètre, 
nombre et longueur des feuilles) sont significatifs au seuil 
de 5 % (Tableau 1)et déterminent la croissance chez A. 
annua.

 L’analyse des moyennes et coefficients de 
variation des paramètres de production selon le type de 
séchage (Tableau II) permet de constater qu’il n’existe pas 
de différence significative entre le poids sec de la biomasse 
totale sèche obtenus après séchage à l’air libre et à l’étuve. 
Le type de séchage n’a donc pas d’effet sur le poids sec des 
feuilles, tige et racine des plants d’A. annua.

3.1.3. Biomasse-feuille produite en fonction des substrats

L’analyse comparative de la biomasse feuille 
des plants d’Artemisia annua en fonction des fumures 
organiques et minérale (Figure 5) indique que les plus 
importantes biomasses feuilles sont obtenues avec la crotte 
de porc (86,75 ± 2,50)g et la bouse de vache (78,13 ± 0,98)

g. Les faibles biomasses sont données par le témoin (18,25 
± 1,75)g et l’urée (32,87 ± 0,86)g.
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H 
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Total 7792,338
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l’intérieur 
des 
groupes

611,268 3,200

Total 928,619

Légende : 1 : témoin ; 2 : urée ; 3 : bouse de vache ; 4 : crotte de porc.
Figure 3 : Hauteurs et diamètres des plants d’Artemisia annua en fonction des traitements
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Légende : 1 : témoin ; 2 : urée ; 3 : bouse de vache ; 4 : crotte de porc.
Figure 4 : Nombre et en longueur des feuilles en fonction des traitements

b) Longueur des feuilles a) Nombre de feuilles 

Tableau I: Analyse de variance des données obtenues sur terre ferme
Légende : H : hauteur; Dc : diamètre au collet; Nf : nombre de feuille; 
Lmf : longueur des feuilles.

Tableau II: Moyenne (m) et coefficient de variation (cv) des paramètres 
de production par plant selon le type de séchage.
Légende : m : moyenne ; cv : coefficient de variation ; PSFeuil : poids 
sec feuilles ;  PStige : poids sec tige ; PSrac : poids sec racine ; Biom Ts : 
biomasse totale sèche

Etuve 40°C Air libre
Variable m cv m cv

PSFeuille (g) 4,7a 67,6 4,5a 69,0

PStige (g) 1,7a 75,2 1,6a 79,0
PSracine (g) 1,8a 103,8 1,7a 85,2
BiomTs (g) 8,2a 70,2 7,8a 70,2

Pour chaque paramètre, les chiffres de même lettre ne sont pas 
significativement différents.
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3.2.2. Identification de l’artémisinine dans un extrait

 La figure 8 représente le spectre RMN proton 
de la poudre de feuilles d’A. annua cultivée avec l’urée. 
L’identification de l’artémisinine et d’autres composés 
a été faite par comparaison des spectres de RMN du 1H 
respectifs de l’artémisinine et d’un échantillon à 400MHz 

dans CDCl3 ; le signal à d =5,86 ppm a été utilisé. 
Conditions expérimentales : diamètre extérieur du tube 
5 mm, fréquence de l’appareil 400 MHz. Paramètres 
d’acquisition standard : impulsion 12,2 µs, nombre de FID 
(ns) 16, domaine de balayage (swh) 4807 Hz, durée de 
l’acquisition (aq) 3,4079 s, temps de relaxation entre deux 
impulsions (d1) 1,0000 s, température    295,2 K

3.2.3. Quantification de l’artémisinine dans la plante 
par RMN : Influence des substrats

 Afin de mieux apprécier l’efficacité des 
substrats, les divers résultats sont rassemblés dans le 
tableau III.

 

3.2. Dosage par RMN
3.2.1. Spectre RMN de l’artémisinine 

 La figure 6 montre une partie du spectre de 
l’artémisinine dans les conditions opératoires. Les autres 
protons résonnant à champ plus fort. L’étalon interne 
résonne sous forme de singulet à 7,27 ppm dans une zone 
sans interférence. Le pic du CHCl3 apparait aussi sous 
forme de singulet à 7,26 ppm. 
Conditions expérimentales : diamètre extérieur du tube 

5 mm, fréquence de l’appareil 400 MHz. Paramètres 
d’acquisition standard : impulsion (p1) 12,2 µs, nombre de 
FID (ns) 16, domaine de balayage (swh) 4807 Hz, durée de 
l’acquisition (aq) 3,4079 s, temps de relaxation entre deux 
impulsions  1,0000 s, température 295,2 K

 Le proton porté par le carbone en position 12 
(Figure 7) résonne sous forme de singulet à 5,86 ppm. 
Le déblindage de ce proton s’explique par la présence de 
deux atomes d’oxygène portés par ce même carbone (C-
12), ainsi que par la présence d’un groupement carbonyle 
(lactone) géométriquement proche. Les atomes d’oxygène 
de la fonction peroxyde apportent probablement aussi leur 
contribution. Des couplages de spin avec d’autres protons 
ne sont pas observés car il n’y a pas d’autre proton sur le 
C-12 ni sur les atomes de carbone ou oxygène adjacents.

Figure 5 : Biomasse feuille en fonction des substrats

Figure 6 : Spectre RMN de l’artémisinine.
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Figure 7 : Structure chimique de l’artémisinine mettant en 
évidence le carbone C-12  

 artémisinine 

Figure 8 : Spectre du RMN du 1H(pendant floraison) d’un 
échantillon cultivé avec de l’urée.
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4. DISCUSSIONS
4.1. Substrats et croissance d’A. annua

 Les plantules cultivées sur terre ferme ont montré 
une bonne croissance. Certains plants ont atteint une 
hauteur maximale de 1,60 m ; mais des auteurs comme 
Hans (2005) et Barrié (2006) ont eu des valeurs plus 
élevées, respectivement de 2,50 m et 3 m. Les conditions 
climatiques (la pluviométrie moyenne annuelle est de 
1200 mm et la température moyenne annuelle de 28°C) et 
le substrat non identiques justifieraient cette différence de 
la croissance en hauteur chez A. annua.

 L’analyse des paramètres de croissance chez 
A. annua a révélé que sur terre ferme, la hauteur et le 

diamètre au collet ont un effet significatif (p = 0,002) sur 
la croissance et qu’il existe un lien entre ces paramètres de 
croissance et la production de biomasse feuille. Les sols 
enrichis avec la crotte de porc et la bouse de vache ont 
présenté de bons résultats en ce qui concerne la croissance 
et le rendement en biomasse feuille comparativement au 
témoin et au sol enrichi à l’urée. Ce fait s’explique par 
les propriétés physico-chimiques de ces deux fumures 
organiques. En effet, ces dernières contiennent de l’humus 
qui d’une part, forme un complexe argilo-humique 
favorable à une bonne porosité du sol et d’autre part est 
riche en éléments nutritifs tels que l’azote, le phosphore, 
le potassium, le fer, le zinc etc.…, indispensables à la 
croissance de la plante. Le témoin est pauvre en substances 
nutritives. Les faibles valeurs induites par l’urée est le fait 
d’un lessivage prononcé dû à l’absence de colloïdes d’une 
part et la vulnérabilité de certains plants due aux attaques 
des ravageurs dont les criquets notamment. Ainsi, les 
fumures organiques induisent des propriétés biologiques 
et physico-chimiques favorables à une croissance optimale 
d’A. annua sur terre ferme (Kogblévi, 1983).

Les cycles végétatifs d’A. annua en pots plastiques 
et sur terre ferme sont respectivement de 93 jours et de 
103 jours. Certains plants sont rentrés en floraison précoce 
au bout de 70 jours dans les pots plastiques et 80 jours 
sur la terre ferme. Le développement d’Artemisia annua 
est sensible aux variables environnementales (pluviosité, 
humidité, insolation, température, substrat, etc.). Le déficit 
hydrique conduit à une floraison précoce, ce qui pourrait 
réduire le rendement en biomasse chez A. annua. Le 
rendement en biomasse feuille a présenté une différence 
significative entre les types de substrat. Des substrats de 
bonne capacité de rétention d’eau, facilement utilisable par 
les plants en culture sont en mesure de produire 150 kg de 
feuilles sèches par hectare sur terre ferme (Sounon et al., 
2009).

4.2. Teneur en artémisinine d’A. annua

 La méthode RMN 1H développée et validée a 
permis de déterminer la teneur en artémisinine avant, 
pendant et après floraison dans les extraits secs et dans la 
poudre de plant.

 Les teneurs obtenues avec le témoin (sans engrais 
ni fumure) sont les moins élevées car les pots témoins 
renferment moins de substances nutritives. La teneur 
moyenne en artémisinine est élevée dans le cas de l’urée 
et de la bouse de vache (apport azoté élevé). Elle reste 
élevée dans les plantes pendant la floraison quel que soit 
le substrat utilisé. Ces résultats d’analyses montrent une 
forte variation du taux d’artémisinine au cours du stade 
physiologique de la plante ainsi qu’une teneur élevée 
pendant la floraison : l’urée et la bouse de vache peuvent 
être privilégiées lors de l’enrichissement du sol. D’autres 
études (Castilho, 2008 ; Celeghini et al., 2006) ont montré 
que la teneur en artémisinine est maximale dans les feuilles 
au début du bourgeonnement floral et baisse fortement et 
rapidement lors de la floraison. Il est donc conseillé de 
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Figure 9 : Nombre d’impulsion en fonction du stade physiologique 
de la plante

Figure 10 : Concentration en artémisinine dans les extraits secs 
pendant la floraison

Tableau III : Intensité (abs) au cours du stade physiologique de la plante
La figure 9 met en évidence le nombre d’impulsion en fonction 
du stade physiologique de la plante.
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récolter toutes les feuilles d’une plante dès qu’apparaissent 
les premiers bourgeons floraux.

5. CONCLUSION

Les conditions optimales de production d’A. annua sont de 
préférence sur terre ferme, un sol ferralitique avec apport 
de fumures organiques (bouse de vache, crotte de porc). 
Ceci assurerait une importante biomasse foliaire (150 
Kg /ha). Au vue de cette opportunité liée à la production 
d’A. annua, dont la drogue végétale (feuille) renferme 
d’importantes teneurs en artémisinine pendant la floraison, 
il est important de promouvoir sa culture à grande échelle 
en la vulgarisant en milieu paysan pour maximiser sa 
production. Ceci, afin de limiter la mortalité et la morbidité 
liées à cette maladie parasitaire fréquente en Afrique 
et notamment au Bénin. Cependant, les analyses par la 
méthode de RMN proton ont montré que les plus fortes 
quantités d’artémisinine ont été obtenues avec la fumure 
minérale (urée). Une combinaison des fumures minérale 
et organique serait indiquée pour l’obtention de meilleur 
rendement en biomasse feuille et en artémisinine.
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