JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY ' I5

APPLICATION DE LA CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE A
L'ETUDE DES PRODUITS DE PYROLYSE D’ALCALOYDES INDOLIQUES
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Pour effectuer l'analyse détaillée des pyrogrammes d’alcaloides indoliques
obtenus précédemment!, nous avons porté la longueur de la colonne de SE 30 (20 %
sur Gas Chrom P 100-120 mesh) de 1 4 5 m. De cette fagon, le nombre de plateaux
théoriques pour l'ibogaine s’éléve & 3745 a4 275°. Afin d’orienter les hypotheses de
structure concernant les produits de pyrolyse, nous avons chromatographié quelques
substances de référence, dérivées de l'indole, de la pyridine et de I'harmane, dans les
mémes conditions que les alcaloides et leur pyrolysat (Tableau I). (Température
d’injection: 300°; température de détection: 300°; température de colonne: 100 &
300° & 0.85°/min. Débit d’argon: 100 ml/min; débit d’air: 500 ml/min; débit d’hydro-
géne: 65 ml/min. Reproductibilité: 4~ 1.5 min.).

Les dérivés méthylés et méthoxylés de 'indole et de la pyridine se différencient
des composés non substitués, sans qu'il soit cependant possible de distinguer entre

TABLEAU 1
SUBSTANCES DE REFERENCE
Produits Ip(min) Produils ty(min)
Pyridine 5 Norharmane (IV) 148
3-Picoline 9.5 6-Méthoxy-1,2,3,4-tétrahydro-
carbazole 153

3,5-Lutidine 15.5 7-Méthoxy-1,2,3,4~-tétrahydro-
Aniline 16 carbazole 153.3
m-Anisidine 42 Harmaline (V) ‘ 180.5
Quinoléine 43 Harmine (VI) 177
Acide 3-indolecarboxylique 47.5 Voacangine (VI1I) 242
Indole (1) 48 Tombozine (VIII) 244
3-Méthylindole 6o Affinisine (IX) : 247
2,3-Diméthylindole 75 N-Méthylibogaine (X) 248
6-Méthoxyindole 86 Ibogaine (XI) 249
3-Acétylindole 955 Dihydrodésl}ydroxyméthyl-
2,3-Diméthyl-5-méthoxyindole 112.5 voachalotine (X1I) 249
1,2,3,4-Tétrahydrocarbazole 122.5 Ajmaline (XIII) 265
N-Méthyl-1,2,3,4-tétrahydrocar- ‘ B-Yohimbine (XI1V) 267

bazole 124 Corynanthine (XV) 267
Indolyl-3-aldéhyde 124 Réscinamine (XVI) >300
Carbazole (II) 126 » Voachalotine (XVII) >300

Harmane (III) 143

J. Chvomailog., 25 (1966) 15~28



16 G. VAN BINST, L. DEWAERSEGGER, R. H. MARTIN

4
3
N 2
l 1
W
a
N ! N
CHLO t;l 7
W CH3
R=CH3, R'=H h4

BZ Re=s Qe H
w R==CHy, R'==OCH4

2

¥  R==COOCH;,R'==H
= Re= ==
b4 Re=H, R'e= CHy

¥ R==H,R==H,R%E=CHyOH

-4 n=cs—43,n=cwzow R H

XM R%=COOCH,, R=H, R==CHy
XVII R==CHj, R'==CHyOH, R"== COOCHjy
<OH>

eux les isoméres de position. Cependant, un méthoxy, fixé aussi bien sur l'aniline que
sur l'indole ou le 1,2,3,4-tétrahydrocarbazole, provoque un retard de 30 & 40 min.
L’effet d’'un groupe méthyle sur l'azote indolique semble dépendre du substrat:
pour l'ibogaine il provoque une avance a 1’élution de r min, pour le 1,2,3,4-tétrahydro-
carbazole, le pic subit un léger retard (x min). Il semble qu'il y ait une compensation
entre la disparition de la polarité du NH et l’effet de masse du méthyle: un méthyle
sur I'indole en position 2 ou 3 provoque un retard de 12 min et cet incrément de temps
de rétention est donc contrebalancé par la perte de polarité. L’influence de la polarité
du NH sur le temps de rétention apparait nettement pour la voacangine. En effet, cet
alcaloide possédant un groupe méthoxycarbonyle est élué avant I'ibogaine. La perte
de polarité est justifiée dans ce cas par l’existence d'un lien hydrogéne intramolé-
culaire. De méme, ’harmane plus lourd que le norharmane est élué avant ce dernier
composé pour lequel l'accessibilité du NH est affaiblie par lencombrement du sub-
stituant méthyle en position 1.

Les alcaloides du groupe A (B-yohimbine, corynanthine, réscinamine et réser-
piline) ont été pyrolysés & 360°, ceux du groupe B (affinisine, voachalotine, dihy-
drodéshydroxyméthylvoachalotine, tombozine et ajr'n'mline) a 375° et ceux du groupe C
(ibogaine, N-méthylibogaine et voacangine) & 425° en tubes capillaires scellés sous.
vide et plongés dans un bain métallique pendant 1 min.

Les pyrogrammes obtenus sur la colonne de 5 m sont représentés Fig. 1. On
remarque que, grice & l'efficacité de la colonne, les pics ne présentent plus d’épaule~
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Fig. 1. Alcaloides parents, substances de référence et fragments.

ments et I’étalement permet de distinguer facilement les fragments. Le piégeage de
ceux-ci en est donc grandement facilité.

Nous avons identifié les fragments de pyrolyse par trois voies différentes: (r)
comparaison dans les mémes conditions des pyrogrammes avec les chromatogrammes
des diverses substances de référence; (2) piégeage des fragments et analyse par
spectroscopie infra-rouge; (3) piégeage des fragments et analyse par spectroscopie
ultra-violette. Pour I'l.R., la prise des spectres & partir de quantités de substance
inférieures 4 0.I mg a été rendue possible par I'’emploi d'une presse 4 micropastille de
KBr et d'un focalisateur de faisceau. Nous n’avons effectué les analyses complétes
par LR. et U.V. que sur les alcaloides pour lesquels nous disposions de quantités
importantes: pB-yohimbine, réscinamine, corynanthine, voachalotine, ajmaline,
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ibogaine et N-méthylibogaine. En effet, les pyrogrammes des alcaloides d’un méme
groupe présentent, en général, la méme allure sauf dans le cas du groupe A. La com-
paraison des temps de rétention des fragments entre eux et avec les substances de
référence a complété les corrélations.- Remarquons que les derniers pics se présentent
souvent sous la forme d’un massif; et nous ne pouvons affirmer que les piégeages aient
été effectués sur des fragments totalement purs. Nous n’attribuons dans ce cas qu'une
structure globale. En général, nous ne pouvons, d’ailleurs, donner de structure pré-
cise qu’aux fragments de poids moléculaire inférieur au norharmane.. Nous considére-
rons, d’autre part, que les pics apparaissant aprés le temps de rétention de ’alcaloide
parent sont des pics de recombinaison dont nous ne tenons pas compte dans les inter-
prétations. Les pyrogrammes ont été portés en graphiques aprés calcul des intensités
relatives des pics. Dans ce qui suit, nous discutons, sous forme de tableaux, l'attri-
bution de structure de chaque fragment. - :

ALCALOIDES DU GROUPE A

(x) B—Yokzmbme (Tableau II): dans ce pyrolysat nous ne décelons aucune trace
de 1’alcaloide parent (XIV).

(2) Covynanthine (XV): par impact électronique, la yohimbine et ses différents
stéréoisomeéres suivent le méme schéma de dégradation, les intensités des pics étant,
toutefois, différentes. En pyrolyse thermique également la corynanthine et son
stéréoisomere la B-yohimbine, donnent naissance aux mémes fragments, d’intensités
identiques, & I'exception de I’harmane qui est absent dans le premier. Nous avons
piégé tous les fragments de la corynanthine, identiques & ceux piégés dans 1 cas de la
B-yohimbine et, dans tous les cas, les spectres L.R. et U.V. sont totalement identiques.

OCH,

|
O—C—CH==CH OCH,

OCHy,
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(3) Réscinamine (XVI): nous constatons 4 premiére vue qu’il. n’e:f»iste pas de
similitude entre les pyrogrammes de la yohimbine et ceux de la réscinamine. La sub-
stitution de ces alcaloides est trés différente. Aussi avons-nous piégé certains fragments
de la réscinamine pour examiner si cette allure différente des pyrogrammes était due
uniquement 3 la substitution ou si les structures de base des fragments étaient
différentes de celles de la yohimbine. Nous avons piégé sept fragments (r,4,6,7,8,9 et
10) pour en relever les spectres I.R. et U.V. (Tableau III). Le spectre I.R. de l'alca-
loide parent’présente, en plus des bandes dues i la substitution de l'indole et du sub-
stituant phényle & 827, 803 et 757 cm—1, la bande caractéristique de la vibration NH
(3350 cm™?), les deux bandes de vibration C=O0 d’ester-i x700 et 1720 cm™* et une
bande intense & 1629 cm~! associée A la vibration C=C stretching. En comparant les
pyrogrammes de la réscinamine et de la p-yohimbine, obtenus dans les mémes condi-
tions, nous constatons que les fragments indoliques:de la yohimbine se retrouvent
dans la réscinamine mais avec un substituant méthoxy. Les fragments No. 3, 4, 5
et 7 de la yohimbine correspondent aux fragments No. 4,3,5 et 9 de la réscinamine,
maijs ils sont décalés de la valeur de l'incrément méthoxy (37 min). De plus, il existe
dans ces-pyrogrammes des pics de recombinaison de diverses parties de la molécule
que nous ne retrouvons pas dans le pyrogramme de la yohimbine. '

Dz’_sodssz'b'n d:ev"la' fmgméntatz'ou des alcaloides de ce groupe :

On remarque un séparation trés nette entre les fragments provenant de la partie
alicyclique de la molécule et les dérivés indoliques, prépondérants, &t qui proviennent
d’une dégradation progressive des chaines saturées. Nous constatons que le fragment
le plus intense est le 2,3-diméthylindole dont la formation est favorisée par la rupture
d’une part, de la liaison 3,4 de I'indole, d’autre part, des liaisons 5,6 et 3,14 qui sont
toutes deux en B du systéme indolique et de ’azote en position 4.

Comparaison des fragments de pyvolyse et de spectvomélvie de masse®

Aucun fragment provenant de la partie alicyclique de la yohimbine n’est déce-
lable par spectrométrie de masse, la charge positive étant stabilisée sur le noyau
indolique, préférentiellement. Par pyrolyse thermique, nous détectons des dérivés
de la quinoléine. D’autre part, on ne décéle pas de dérivés indoliques plus petits que -
le 2-vinyl-3-méthylindole dans les spectres de masse, ce qui exclut partiellement la
possibilité de fragments du type quinoléine. Les autres fragments, issus aussi bien de
la pyrolyse que de l'impact électronique, possédent le méme squelette de base. Nous
obtenons, cependant, des fragments de poids moléculaire élevé, ce qui n’est pas le cas
en spectrométrie de masse.

ALCALOIDES DU GROUPE B .

Pour l'étude de: cette classe d’alcaloides, nous commencerons par discuter la
dégradation de la tombozine (VIII, Tableau 1IV). En effet, celle-ci constitue le lien
avec le groupe A puisque c’est le seul alcaloide ponté non Ne¢.méthylé, étudié. Nous
établirons ensuite une relation avec le pyrogramme de l'affinisine (IX, Tableau V)
(tombozine + N*-méthyle), puis avec celui de la voachalotine (XVII; Tableau VI)
(affinisine - COOCH,;) pour laquelle les fragments ont été piégés et analysés par
spectroscopie I.R. et U.V.

J. Chvomaltog., 25 . (1966) 15~28
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(x) Tombozine (VI1I, Tableau IV): sur le graphique, nous remarquons que, par
pyrolyse, la tombozine donne naissance principalement & des fragments de taille
moyenne (jusque xoo min). Aprés ceux-ci, on ne rencontre plus de fragments intenses.
En plus des dérivés alkylés de la pyridine, nous obtenons comme dans le cas de la
yohimbine, une succession de dérivés indoliques. Cependant, ces fragments sont
beaucoup plus intenses dans la tombozine. D’autre part, nous ne décelons plus aucun
fragment 4 structure de norharmane. Il semble donc qu’il se soit formé des dérivés
indoliques aux dépens de ceux du norharmane.

(2) Affinisine (IX, Tableau V): I’affinisine ne différe de la tombozine que par la
présence d’un groupe N#-méthylé et par la stéréochimie du C-16. Par leur pyrogramme,
la tombozine et ’affinisine se différencient par la présence dans les fragmentsdusecond
composé de dérivés de I'’harmane. Cependant, ces fragments sont beaucoup moins
intenses dans ce cas que dans le pyrogramme des alcaloides du groupe A.

(3) Voachalotine (XVII, Tableau VI): comme l’affinisine, la voachalotine pos-
séde un N*-CH, indolique, mais le C-16 est substitué par CH,OH et par COOCH,. Ces
deux alcaloides donnent naissance aux mémes fragments. Cependant, la formation
de Ne-méthylharmane est favorisée lors de la pyrolyse de la voachalotine.

TABLEAU 1V

FRAGMENTATION DE LA TOMBOZINE (VIII)
(Pas de piégeage)

No. ¢y Réfévences teréf. Altributions

I 15.5 Se retrouvent dans les pyrogram- Pyridines substituées provenant de

2 24.5 { mes des alcaloides N¢-méthylés: { la partie alicyclique de la molécule
3 33 3,5-lutidine 15.5

4 52 Indole 48 Indole

5 - 63 3-Méthylindole - 6o 2- ou 3-Méthylindole

6 - 70.5 ?

7 72.5 2,3-Diméthylindole 75 2,3-Diméthylindole

8 87.5 Pic No. 6 de la yohimbine 86 2-Ethyl-3-méthylindole

TABLEAU V

FRAGMENTATION DE L’AFFINISINE (IX)
(Pas de piégeage)

No. iy . Réfévences tyréf. Attributions
I 17 Correspondent aux No. 1et 15.5 { Semblables aux dérivés pyridiniques substitués
2 27 2 de la tombozine 24.5 par des groupes alkyles de la tombozine
3 83.5 Correspondent aux No. 6, 7 Aly = 7 min:; N-méthyl-2- ou 3-méthylindole
4 85.5 { et 8 dela tombozine mais N-méthyl-2,3-diméthylindole
5 03 déplacés vers les grands 7, N-méthyl-z-éthyl-3-méthylindole
6 123 Correspond au No. 7decla 124.5 Ne@-Méthylharmane
voachalotine :
i 144 Correspond au No. 8dela 140 Harmane
voachalotine
8 149.5 Correspond auNo.gdela 148.5 Norharmane
voachalotine .

J. Chrvomatog., 25 (1966) 15-28
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(4) Dihydrodéshydroxyméthylvoachalotine (XII): la dihydrodéshydroxyméthyl-
voachalotine, pyrolysée dans les mémes conditions que la voachalotine, se dégrade de
la méme fagon. Les deux pyrogrammes sont semblables. Dans le cas de la chromato-
graphie de la voachalotine, nous obtenions toujours de la déshydroxyméthylvoacha-
lotine. Nous pouvons donc penser que la pyrolyse de la voachalotine s’effectue sur ce
dérivé.

(5) Ajmaline (X111, Tableau VII): en spectrométrie de masse3: 4, I’ajmaline se
fragmente différemment de la voachalotine. Nous avons étudié plus en détail cet

alcaloide afin de comparer sa fragmentation pyrolytique & celle des autres alcaloides
du groupe B.

ALK,

N

| O
CHy
\

COOCH,

XTI o XTI b

Comparaison de la dégradation par impact électvonique et par pyrolyse des alcaloides du
groupe B

Par pyrolyse thermique et par impact électronique®, on trouve une trés grande
similitude dans les dérivés de I’harmane obtenus par ces deux techniques, bien que
leur substitution ne soit pas la méme. Par contre, nous retrouvons beaucoup plus de
dérivés indoliques qu’en spectrométrie de masse et aucun fragment important prove-
nant de la partie alicyclique de la molécule. L’ajmaline s’intégre parfaitement dans la
classe des alcaloides du groupe B, bien qu'il s’agisse d'un dérivé dihydroindolique et
que sa fragmentation par spectrométrie de masse soit différente. Comme dans le cas
des alcaloides du groupe A, il semble que la pyrolyse soit plus énergique et moins
sélective que la spectrométrie de masse.

ALCALOIDES DU GROUPE C
(x) Zbogaine (XI, Tableau VIII).
(2) N-Méthylibogaine (X, Tableau IX): cet alcaloide ne différe du précédent que

par la substitution de l’azote indolique par un CHj,. Les fragments situés en fin de
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pyrogramme ont une allure un peu différente de ceux de la fin du pyrogramme de
I’'ibogaine: nous ne les avons pas identifiés.

(3) Voacangine (VII): le pyrogramme de cet alcaloide est semblable a celui de
I’ibogaine bien que ’on remarque dans le premier un grand pic situé aprés ceux des
dérivés de la pyridine (24 min). De plus, le pic No. 6 de 'ibogaine est dédoublé dans la
voacangine. Les pics de la fin du pyrogramme différent en intensité mais non en posi-
tion. En spectrométrie de masse également?$, il n’existe qu’une seule différence entre
la dégradation de la voacangine et celle de l'ibogaine: la rupture du groupe carbo-
méthoxy entraine la formation du fragment XXV 4 partir du fragment XXIV,

7@@“@% R©
I

CH50 CH3 CH30
) S
]

XX p:o:a74

CONCLUSIONS

Nous pouvons donc conclure que ’avantage de la pyrolyse couplée 4 la chroma-
tographie en phase gazeuse réside dans la séparation de tous les fragments obtenus,
ioniques ou non, dans la simplicité de l'apparcillage et dans la petite quantité de
substance requise pour une analyse. De plus, sa reproductibilité qualitative est excel-
lente. La comparaison des pyrogrammes montre que tous les alcaloides d’un méme
groupe possédent la méme allure qui caractérise cette classe.

Nous voudrions mettre en évidence le fait que, les alcaloides A cycle C hexato-
mique dans leur ensemble (groupe A et B), se différencient trés bien de ceux 4 cycle C
heptatomique. En effet, les allures des pyrogrammes sont totalement différentes et,
de plus, leur température idéale de pyrolyse, est de 375° alors que celle des seconds est
de 425° Enfin, a part la tombozine, tous les alcaloides & cycle C hexatomique se
dégradent en dérivés de I'harmane, ce qui n’est absolument pas le cas pour les alca-
loides du groupe C qui se dégradent en dérivés alkylés de la pyridine.

11 est facile, grace au pouvoir de résolution de la phase employée, de distinguer
les substituants fixés sur des molécules semblables: tous les alcaloides donnent nais-
sance a des fragments indoliques par pyrolyse, et ceux-ci peuvent servir a différencier
les alcaloides méthoxylés des autres.

Il nous semble donc possible, & présent, de distinguer pour un alcaloide de
structure inconnue, d’une part s’il appartient 4 l'une des classes précédemment
étudiées, analyse qui ne demanderait que 2 mg de substance et, si c’est le cas, de par-
faire, d'autre part, cette étude par le piégeage des fragments et leur analyse par
spectroscopie I.R. et U.V,, ce qui n’exigerait que 30 mg de substance de départ.
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PARTIE EXPERIMENTALE

Pyrolyse en capillaive
Les capillaires de pyrolyse, en pyrex, ont été scellés sous vide de 0.5 mm Hg et

plongés pendant 1 min dans un bain métallique composé d’un alliage de Wood porté a
la température désirée par une calotte chauffante.

Piégeages

Les piégeages effectués en vue d’analyse par I.R. ont été effectués par conden-
sation simple en capillaires de verre placés 4 la sortie du détecteur. La substance dis-
soute dans le chloroforme a été déposée sur 7 mg de KBr. Aprés évaporation du sol-
vant, une pastille de 0.5 mm de diamétre a été pressée. Un focalisateur de faisceau,
installé sur un appareil Perkin Elmer 21 a permis d’en relever le spectre I.R.

Les piégeages pour analyse U.V. ont été effectués au moyen d'un capillaire
recourbé plongeant dans une solution de méthanol pour analyse (U.C.B.).

Spectrves I.R,

Les spectres I.R. ont été relevés sur un appareil Perkin Elmer 21 & double
faisceau, muni d’un prisme de NaCl dans les conditions suivantes:

Gain: 6; suppression: 2; source: 4A; test signal: 1; vitesse de plume: B r10;
résolution: ggo; réponse: 2; échelle: § cm/u. S

Spectres UV,

Les spectres U.V. ont été relevés sur un appareil Perkin Elmer 137 U.V. dans
des cuvettes en quartz de 1 cm d’épaisseur. Le méthanol a été utilisé comme solvant.

Chromatographe gazenx

Trois appareils différents de chromatographie ont été utilisés: (a) F & M 500
(détecteur a catharomeétre). (b) F & M 720 (double détecteur & catharomeétre et double
colonne). (c) F & M 1609 (détecteur par ionisation de flamme).
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RESUME

La chromatographie gazeuse des pyrolysats d’alcaloides indoliques donne
naissance a des fragments caractéristiques des alcaloides de départ. La détermination
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de structure de ces fragments a été réalisée par comparaison des temps de rétention a
ceux de dérivés connus de l'indole, de la pyridine, du 1,2,3,4-tétrahydrocarbazole et
de la S-carboline et par le relevé des spectres I.R. et U.V. des produits piégés.

Cette technique permet de distinguer nettement les différentes classes d’alca-
loides indoliques: cycle C hexatomique, hexatomique ponté, heptatomique.

D’autre part, la différenciation des produits méthoxylés sur le noyau indolique
est également possible.

SUMMARY

On gas chromatography of pyrolysed indole alkaloids a characteristic pyrogram
is obtained. The structure of the fragments was determined by comparing the retention
times with those of known derivatives of indole, pyridine, 1,2,3,4-tetrahydrocarba-
zole, B-carboline and by means of the I.R. and U.V. spectra of the trapped products.

This technique makes it possible to differentiate between the different classes of
alkaloids: those with a six-membered C ring, bridged six-membered C ring, or seven-
membered C ring.

The difference between the methoxy derivatives substituted on the indole ring
is very clear.
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