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This-layer chvomatogva@y of belladonna alkaloids and derivatives. The aw of a highly 
semitive detection reagent 

A study has been made of a mobile phase and the use of a second reagent 
(Dragendorfl’s reagent followed by a solution of sodium nitrite) which give greater 
sensitivity (0.1 ,ug) in the identification of the different alkaloid derivatives cf Bella- 
donna and their transformation products. Identificaticn is based on differences in 
their colorations and 221,~ values. , 

INTRODUCTION 1) 

Le controle pharmaceutique tend, B l’heure actucllc, h exiger toujours davan- 
tage de la part de l’analyste; en particulier, il ne suffit plus de constater clue la fabri- 
cation d’un mcdicament, ou sa conservation dans le temps, est defectueuse, encore 
faut-il dcfinir les limites d<celables de ces itvolutions possibles, ainsi clue la nature 
exacte des derives form&, 

Ayant rencontrG ces problZtmes et ces difficult&s, pour des prfiparations bella- 
doni?es ou a base d’alcaloPdes purs correspondants, nous avons et& amen&s a rechcrcher 
des mcthodes ultra-sensibles permcttant la mise en i?videncc des differentes constituants 
alcaloYdiques de la Belladone, ainsi que leurs d&rives de transformation. Nos travaux 
nous ont conduit SL l’blaboration d’un protocole esphGnenta1 chromatographique 
portant sur les deux points suivants : (T) recherchb d’un rbvhteur alcaloi’dique de 
sensiblith accrue; (2) mise au point d’un solvant de migration permettant la separation 
des constituants de la Belladone. 

RIICI-IERCHE D’UN RItVI?I.A’IWJIt ALCALOYDIQUE DE SENSII3ILITfi ACCRUE 

L’utilisation des multiples formules du reactif iodo-bismuthique de Dragendorff, 
classiqucment retenues pour la r&elation des calcaloi’des, et l’emploi de di&hylamine, 
agent alcalinisant dans divers systemes de solvants de migration chromatographique, 
ne permettent pas de d@celer des quantit,es alcalo’idiques inferieurs h I ou 2 pg. 

Cette diff~culte est essentiellement lice & l’dlimination dhlicatc de l’agent alcalini- 
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sant, la diethylaminc, qui mkme apres un chauffage prolong& a l’ctuve a 220~ (45 min) 
n’est pas totalement chassk. De plus, ce traitement thermique eleve et prolonge en 
milieu alcalin est nefaste pour l’identification de l’hyoscyamine qui peut alors se 
racbmiser en atropine. 

Nous avons done et+ amenes 21, reveler les differentes constituants de nos pre- 
parations galeniques, c’est&dire, atropine, hyoscyamine, scopolamine, derives 
“ape” de ces alcsloldes, genalcaloides, tropanol et scopanol par pulwkisation succes- 
sive de rkactif de Dragendorff et de solution de nitrite de soude. 

Dans ces conditions, les alcaloldes et leurs derives apparaissent sur les chromato- 
grammes, avec une sensibilite asses elevee et des colorations variables, diff’erentes 
selon les constituants. 

PARTIE EXP6RIMENTALE 

RBactif cZe llra,aendorfl 
Le reactif de Dragendorff est obtenu en mclangeant une solution de sous- 

nitrate de bismuth 17 g, d’acide tartrique 200 g et d’eau distill&e 400 g et une solution 
de d’iodure de potassium R.P. 160 g et d’eau distill& 400 g par agitation prolong&e 
d’une heure. La solution est ensuite Altr@e et le filtre lave avec 400 ml d’eau distill&e. 
Cette solution constitue le reactif de Dragendorff de base. On utilise, pour la revelation 
des alcaloYdes, une dilution au quart de ce reactif, avec de I’eau distillke. 

SoZactioar de atitrite de soudc 
La solution de nitrite de soude se compose de nitrite de soude R.P. rag et d’eau 

distill& q,s.p. IOO ml. 

Solactiom alcaZo%iiqa~es et ddvivc’s 
Solutio~zs Ale I. 0.1 pug d’alcalofde par microlitre d’alcool a 95” est utilisk pour 

atropine base, hyoscyamine base, scopolamine base, tropanol et scopoline et 0.1 ,ug 
d’alcaloEde par microlitre d’eau distill&e pour gbnatropine ‘chlorhydrate et ghnoscopol- 
amine bromhydrate, 

Sohtiom MC IO. I ,ug d’alcaloide par microlitre d’alcool a 95” est utilis6 pour 
atropine base, hyoscyamine base, scopolamine base, tropanol et scopoline et I pg 
d’alwlosde par microlitre d’eau distillee pour genatropine chlorhydrate et gkoscopol- 
amine bromhydrate. 

N’ayant pu nous approvisionner en d&iv& “apo-alcalo’ides”, nous avons done 
Bt$ amen&s a realiser ces constituants par d&hydratation des alcaloi’des d&poses sur un 
chromatoplaque. La dcshydratation est obtenue par chauffage a I Cltuve a 100’ pen- 
dant 30 min. Une partie des alcaloIdes est alors transformfie en apoalcalo?de, cc qui 
permet de retrouver sur le chromatogramme apres migration deux spots dont un 
correspond A 1 alcalo?de temoin, l’autre au d&iv6 “apo”. 

Les d&p&s de solutions sur les chromatoplaques correspondent aux valeurs 
suivantcs: 0.x, 0.2, 0.3, 0.4 et 0.5 rug et 2, 2, 3,4 et 5 pg. 

La r&elation des spots est obtenue apres migration dans des solvants sans 
di&hylamine, et s&zhage A. l’etuve h 100’ pendant 5 min. On pulvbrise le rbactif de 
Dragendorff ; les spots apparaissent en orange sur fond jaunt. Le tropanol et la 
scopoline sont de couleur violette. On note la prcsencc d’un spot B partir de II /Ag et 
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TABLEAU I 

COLORATION IMMltDLATE ET AI’Rlk3 SfiC!-IAGE DJSS SPOTS ALCALOYDLQUES El! DE LEURS DfiRIVfiS 

ColnposSs Coloratiort 
- 

Immh?iato A$YL’s sdclcage 

Rtroph? brunt 
Hyoscyamine brunt 
Scopolamine brunt 
Tropnnol grise 
Scopoline grist 
hpotzropinc brunt 
Aposcopolaminc brunt 
GBnatropinc bIUIlC 

GBnoscopolaminc brune 

grise 
brun-rouge 
orangdc 
brunt-fugace 
brunt-fugacc 
clisparnSt 
clispardt 
cl ispardt 
clispnmtt 

t&s nettement B partir de z ,~g. hpr&s s&chage rapide de la plaque, on pulv&ise la 
solution de nitrite de sodium en impregnant suffisamment la plaque. On observe les 
nuances des spots, immediatement, puis apr&s un court s&hage & l’aide d’un s&he- 
cheveus (Tableau I). Les colorations observees permettent une identification nette 
h 0.1 [lg. 

Ce systbme cle rGvi,lation’ rev&, par consdquent, un double in&-St: (I) Celui 
d’augmenter la sensibiliti? dc rcvclation d’un d&iv& alcaloi’dique, en mettant en 
evidence 0.1 ,ug. Pour nos trcivaux, 021 nous cherchona A. d6celer le dhbut d’une 
alttration du bloc alcalofdique dans des prfparations gal&niqucs diverses, nous 
pouvons noter au moins I pour IOO de d&gradation alcaloPdiquc pour un d&pet de 
ro ,~g d’alcalo!des totaux. (2) Celui d’identifier les composants par les nuances varibes 
obtcnues aprc\s pulv6risation de la solution de nitrite, et ceci pour les alcalo’ides et 
les ddrivbs les plus inGressants, l’atropine, l’hyoscyamine et le tropanol. 

Six autre formules de Dragendorff modifi6es (concentrations en nitrate de bis- 
muth et en iodure de potassium variables, milieu chlorhydrique, ac6.tique ou sulfurique) 
ont 6th test6es dans les memes conditions. 

hpr&s pulv&isation de la solution de nitrite de sodium, seul le Aactif propos6 
permet de dfcelcr 0.1 ,ug d’alcaloldes atropiniques et dbrivbs. 

MISE AU I’OINT D’UN SOLVANT DE MIGRATION 

Nos conditions de recherche nous ayant fait &carter les solvants de migration 
les plus courants pour la mise en 6widende des alcalol’des de la Belladone. celui de 
T~ICHERT et al.1 ne permettant pas d’obtenir tous lcs d6riv6s attopiniques, celui de 
KAEW ET MATHI@, h base de di6thylamine, diminuant la sensibilit6 du r6v6lateur, 
nous avons recherch6 un solvant plus compatible avec nos exigences exp6rimentales. 
Dans nos essais, le support de chromatographie est constitud par une couche mince de 
gel de Silice G cle Merk (de 0.~5 mm d’bpaisseur), B caractere 16gbrement acide ayant 
tendance A “bloquer” les alcaloTdes. I1 est done n6cessaire cl’utiliser un solvant peu 

J, Chvomntogr., 68 (1972) IGI-165 



164 A. PUECW, M. JACOB, D. GAUDY 

polaire en milieu suffkamment alcalin pour Staler les differents constituants analyses 
sur tout le parcours du chromatogramme. 

Une recherche systbmatique nous a conduit a d&?nir le solvant et le protocole 
operatoire suivant. Comme solvant de migration : chloroforme-acetone-alcool bthy- 
lique ammoniacal ~1-1 12.4 (3 ml de NE1,OWR.P -/- 17 ml d’ alcool absolu) (5 : 4 : I) est 
utilisi:. Ce solvant est place dans une cuve B chromatographie 2 h avant la migration, 
& la tempkature de 100, pour saturer l’atmosphere de lacuve. La migration est realisee 
B la tempkrature de TOO, pour un parcours du front du solvant de zo a 12 cm (20 B 30 
min). Les plaques sont alors skchbes B l’&uvc (Ioo’, 5 min), et r&&lees par le rbactif 
de Dragcndorff, puis par la solution de nitrite de sodium. 

Une vue sch6maticp.w des chromatogrammes permet de situer chaque alcalolde 
et chaque derive, seul ou associc (Fig, I). 

Mnrron 

ta clrla 

Brun roulllo 

Brun vlollno 

Fig. I, Chromatographic fonctioncllc dc solutions de rdf&rcncc. Wvdlntion par lcs r&.bctifs clc 
Drngcnclorff ct clc nitrite cle sodium. A = Atropinc; I-I -= I-Iyoscyaminc; S = Scopolamine; 
A + Apo = atropine + apotropinc; S _1- Apo = scopolamine + aposcopolaminc; G. A. = 
genatropine; C;. S. = gcnoscopolarninc; M = mdlangc clcs alcaloYdcs; M + Ape = m&lange cles 
alcaloi’clcs + apoalcnloi’clcs; T = tropnnol ; SC = Scopolinc. 

Les rksultats de ces chromatogrammes permettent de mettre en evidence a des 
concentrations de l’ordre de 0.1 pug les principaux alcaloi’des de la Belladone, c’est-A- 
dire l’atropine ou l’hyoscyamine, la scopolamine, les d&iv& “ape”, soit l’apoatropine 
et l’aposcopolamine, les d&iv& d’hydrolyse, le scopanol et le tropanol. 

Quant aux g&nalcaloi’des, ils ne migrent pas et il n’est pas possibles d’ctablir la 
distinction entre la g&natropine et la gEnoscopolamine. Dans certains cas, la r&elation 
fait apparaitre pour ces deux composils une tache supplimcntaire brun-violine, dont 
les valeurs RF sont de 0.08 (gknatropine) et 0.57 (g&roscopolamine). Nous n’avons pu 
identifier pour l’instant ces d&iv&s. h titre purement indicatif, nous reproduisons les 
valeurs RJT obtenus pour chaque composant selon les conditions operatoires d&rites: 
atropine ou h yoscyamine, o. 20 ; scopolamine, 0.70; tropanol, 0.05 ; scopoline, 0.63 ; 

apoatropine, 0.43; aposcopolamine, 0.83 ; gknatropine, 0 ; et g&noscopolamine, 0. 
En conclusion de ce travail, nous avons mis au point un solvant et un revelateur 

nous permettant de chromatographier et de mettre ,en bvidence les alcalo’ides atro- 
piniques et leurs d&rives, avec une sensibilitc de 0.1 pg. De plus, l’emploi d’un double 
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rhctif Dragendorff-nitrite, augmente les possibilith d’identification par lcs colorations 
variables des diff6rentes constituants. 

Ce protocole nous a paru pa.rticuliBrement int&cssant pour suivre 1’Bvolution de 
la d6gradation des alcaloi’des de la Belladone dans des pr6parations galhiques diverses, 
cettc d@adation faisant apparaitre simultanhnent des d&iv& d’hyclrolyse, des 
apoalcaloYdes et des &alcaloYdes. 

Une technique chromatographique est htudke, portant sur le’choix d’un solvant 
de migration et l’utilisation d’un double rbv&lateur (rkactif de Dragendorff et solution 
de nitrite de sodium), permcttant une plus grande sensibilit@ (0.1 ,q) dans l’identifi- 
cation de diff6rents composk alcalokliques de la Relladone et leurs d&-iv&s de tram+ 
formation, par leur coloration distincte et leur valeur Rp. 
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