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SUMMARY 

Pltotodemitometric in sitzc evaluation of Secale corwtuwt alkaloids 

After separation of Secnle cowzutzlm alkaloids by silica gel thin-layer chromato- 
graphy, a method was developed for quantitative ipz ~4% calorimetry of ergometrine, 
ergotamine and ergocristine chromatograms. 

Photodensitometry with Van Urck spray reagent at 580 nm was found more 
sensitive and specific than UV spectrophotodensitometry at 305 nm. 

This new method has found application for the rapid quantitative evaluation 
of the main Secale covnutzlm alkaloids, The sensitivity of the method is such that 
amounts of z ,ug (ergometrine) to 6 ,ug (ergotamine and ergocristine) can be evaluated. 

INTRODUCTION 

La shparation par chromatographie sur couche mince des alcaloIdes de Secale 
coYw&wz, suivie de leur d&erm.ination quantitative, a fait-. l’objet de nombreux 
travaux’. 

Les methodes analytiques, pr&zonisees jusqu’ici, impliquent 1’Qlution des spots 
d&ect& soit par des r&a&ifs plus ou moins specifiques (Dragendorff, Van Urck, acide 
perchlorique-C1,Fe) soit par leur fluorescence propre B 356 nm ou le quenching d’un 
agent fluorescent inclus dans l’adsorbant ; les alcaloZdes separds sont ensuite do&s, 
aprbs Ablution, par colorim&rie Q l’aide, le plus gen&alement, du r&actif de Van Urck. 

La metbode proposCe utilise la chromatographie sur couche mince couplee & 
une photodensitom&e directe des alcaloYdes r&51& par le reactif de Van Urck. 
Les nombreuses manipulations que n&zessite l’elution des spots sont, de ce fait, 
supprimees : entr’autres avantages, ce dosage s’applique g des concentrations alcalo- 
fdiques plus faibles. 

La m&hode est utilisde avec succ&s pour le dosage de l’ergotamine, de l’ergo- 
m&,rine et de l’ergocristine clans la poudre .de Secale co~uttitzcm. 

PARTIB EXPftRIMENTALE 

Tous les solvants utilises sont du type “pour la chromatographie” ou “pour 
analyse”. Le chloroforme est stabilise par addition de I Y0 d’ethanol. 
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Ex?ractiom des alcaloides CE partir de Secale cormtam 
La poudre fine est degraissee au moyen de petroleine (zone d’ebullition ~5-50”) 

pendant G 11 au Soxhlet. 4 g de poudre degraissee et s&h& sont additionnes d’ether 
dthylique (jusqu’a l’obtention d’une masse semi-fluide) et de 3.2 ml d’ammoniaque h 
IO %. La masse .homogdneisee est estraite au Soshlet par 1’8ther ethylique, sous azote, 
pendant 5 11 (volume de renouvellement : I l/h). La solution BthcSree, dessech6e sur sul- 
fate de soude anhydre, est Bvaporee sous pression reduite. Le residu d’evaporation cst 
repris par des portions successives d’ac&one (au total, environ IOO ml). La solution 
acetonique est filtree sur un filtre de verre fritte G4, Le filtrat est concentre sous pres- 
sion recluite et transvase Clans un ballon de IO ml. Le residu d’evaporation de cette 
derniere solution est repris par de l’acetone & 40”; apres refroidissement, la solution 
est filtr6.e, a nouveau, sur un microfiltre de verre fritte G4 et portee & 2 ml dans un 
matras. 

Pour le dosage de l’ergotamine et de l’ergometrine, la solution est utilisee telle 
quelle tandis que pour celui de l’ergocristine, elle est diluee six fois a l’aide d’acetone. 

ChromatofiZaqzces. Les chromatoplaques de Gel de Silice H, Merck (20 x' 20 cm), 

sont p&par&es a l’aide d’un appareillage construit dans nos laboratoires2. Elles sont 
activbes, avant l’utilisation; par chauffage A. x20°, pendant 30 min. 

Le poids d’adsorbant depose par 20 cm2 de support (glace polie) est de 250 mg 
f3%* 

D&!dt. Les bases alcalofdiques temoins sont isolees extemporan6ment A. partir de 
leurs sels (tartrates et methanesulfonates). 

Les diffdrents echantillons et temoins sont appliques, en solution acetonique, 
B I’aide d’une seringue Unimetrics de IO ~1 munie d’une aiguille dont l’embout 
coupe A, go0 est recouvert de Teflon. 

Le d&p&t est effectue fi 12 mm du bord inferieur de la chromatoplaque. Les 
differents volumes et concentrations utilises sont renseign6s dans le Tableau I. 

Les solutions sont appliquees ,ul par ,ul avec un s6chage intermediaire tous les 
5 Pl* 

Dkveloibpemem! et ve’vklutiovz. Les parois internes des cuves sont garnies de papier 
filtre Bpais. La composition des phases mobiles figure au Tableau I. 

Entre chaque developpement (durke approximative : 35-45 min), les chromato- 
plaques sont &&es pendait 3 min sous un’ courant d’azote. La dist ante parcourue 
par la phase mobile, a partir de la ligne de dCpat, est limit6e A. IS0 mm. 

TABLlkU I 
CONDITIONS ESPlkRIMENTALES POUti LB DOSAGE CHROMhTOGRhPHIQUl3 
AMINE ET DE L’BRGOMlh’RINE 

DE L’E~GOCRISTINE, DB L’ERGC 

AZcalp?‘de Composition de la phase Volume de solution &lrelCe des thoins Valeuv du factt 
mobilen ac&onique (CM 2R, 
(clrlovoforme-ntdtlanoC) d&o& (pl) 

Ergocristinc 
Ergotamine 
ErgomOtrino 

‘-+a 
g8:n IO 3ek7.2 et9 0,23 & 0,oz $1’; 
9.5:s IO 4~3.8.7~0.4 ct 13 0025 & 0,oa 
93:7 15 1,3,2.7,3.2 Ot 4 0,17 f 0,02 

R Dcux tlcSvcldppement~ successifs. 
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La r6v6lation est obtcnuc en pulvdrisant unifornGment, par chromatoplaque, 
40 ml d’une solution fraichement prepardc de $-dimdthylaminobenzald~hyde a 
0.5 o/0 dans le cyclohexane. 

Les chromatoplaques sont ensuite maintenues, pendant IO min, dans une cuve 
dont l’atmosphere est satur6e en acide chlorhydrique puis conserv&es pendant 2 h 

,..,.’ a l’air libre et h la lumi&re. 
I’<,; ,,, 

Lectwes densz’tonzEthpws 
Un appareillage de la marque Chromoscan Quip6 d’une fente de IO mm 

de largeur et d’un Altre a gSo nm est utilise pour la mesure des spots colorcs; la deter- 
mination des maxima d’absorption et la comparaison des lectures h 305 et $30 nm 
sont obtenues au moyen d’un appareillage de la marque Zeiss (largeur de fente = 
14 mm). 

Dans les deux cas, les mesures sont effectuc”es par Mlectance et dans le sens 
de migration des spots. Une surface blan.che et opaque est placde sous la chromato- 
plaque de facon a 6viter les ph&nomGnes de diffusion de la lumi&re. Les valeurs lues h 
l’integrateur du Chromoscan servent de base pour les calculs. 

Les 6chelles sont Btablies a partir d’une part, de quatre concentrations diffe- 
rentes du temoin et d’autre part, d’une m6me concentration de l’i?chantillon r&p&Ge 
quatre fois. Ces spots sont disperses aleatoirement sur une m6me chromatoplaque et 
d6pos4s en solution dans des volumes identiques d’acbtone, Dans le calcul de la droite 
de r&gression, le couple de valeurs constantes, concentration = o: nombre d’unit6s 
d’integration = 5, est introduit syst&matiquement. 

RtiSULTATS ET DISCUSSION 

La s6psration des alcaloi’des est effectube dans des conditions classiques. 
Les deux d6veloppements successifs permettent d’obtenir des spots bien d&inis 

sans qu’une diffusion gQnante n’apparaisse pour les mesures densitom6triques. 
Les effets de bord observes depuis longtemps pour ce type de separations sont 

totalement supprimes par la saturation de la cuve. 
Le recouvrement uniforme des supports permet d’obtenir des s6parations 

reproductibles, sans distorsion des spots; de plus, la ligne de base observhe au tours 
des mesures densitom&triques du blanc est parfaitement plane. 

La Fig. I rassemble les differents aspects des mQmes chromatogrammes d’un 
extrait de Secale corm&w; pour la comparaison, les lectures op6r6es a 305 nm et, 
apr&s revc?lation, Q 580 nm sont superposCes. 

A l’analyse de ces rdsultats, il est hvident que la m&thode colorim&rique, avec 
une sensibilite plus &levee, permet d’obtenir des spots mieux differencies du bruit de 
fond et s’av&re nettement plus sp6cifique pour le dosage envisage. 11 faut noter un 
leger deplacement des maxima d’absorption observes en UV soit en solution m&ha- 
nolique (312 nm) soit par Mectance sur chromatoplaque (305 nm), de meme dans 
le visible, avec le reactif de Van Urck, 551 nm en solution et en prCsence de Cl,Fe 
comme sensibilisant, 580 nm sur chromatoplaque. 

La separation n’est pas cornpEte. L’ergometrine est totalement isolCe ; par 
centre, ‘l’ergotamine est contaminde par l’ergosine, et l’ergocristine par l’ergocornine 
et l’ergokryptine. Toutefois, ce fait ne constitue pas un inconvenient majeur, &ant 
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don&es la proportion t&s faible de ces contaminants par rapport aux alcalofdes 
principaux4 et les sensibilites asses voisines presentees par les courbes colorimetriques 
(Fig. 2). Les teneurs alcaloYdiques seront done toujours exprimees en l’alcalo?de 
principal. 

- La cinetique de la reaction coloree a et6 &udi&e et est reportee graphiquement a 
.‘.. la Fig. 3. Les cliff&rents alcaloi’des 6tudi6s presentent des courbes comparables. 
**I .:. Le delai de conservation preconise est suffisant pour le developpement optimal de 

la coloration. Des laps de temps plus longs determinent le jaunissement progressif 
du fond du chromatogramme. 

40 

20. 

I 
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Fig. 3. Cin&ique du clbveloppcmcnt de la r&action colordc clc Van Urclc sppliqude B un spot d’ergo- 
tsmine. .4u temps = o, 1s chromatoplaque est sortie de 1s cuve snturBe en wide chlorhydrique. 

Le domaine de IinCaritC de la reponse, exprimee en unites d’intbgration, a bt6 
explores pour diverses concentrations de chacun des alcalo’ides 6tudie. 11 se situe pour 
l’ergotamine entre 0 et 14 pg, pour I’ergocristine entre 0 et I0 ,clg, et pour ‘l’ergometrine 
entre o et 5 ,ug. La meilleure sensibilite presentee par l’ergometrine en comparaison 
des autres alcaloi’des est due au rapport noyau indol:poids moldculaire total plus 
favorable. 

En ce qui concerne l’extraction des alcaloYdes A parfir de la poudre de Sccale 
comuttivw, les premiers stades d’isolement sont conformes aux prescriptions habituelles 
des pharmacop&s. La totalit des alcaloIdes est effectivement extraite apres 5 h de 
traitement aux Soxhlet. 

Les reprises et concentrations successives par l’acbtone tiennent compte de 
la, solubilite des difkents alcalo’ides et d’une purification par precipitations des 
mat&es de charge. 

Pour l’interpretation des resultats, la droite de regression est calculee a partir 
des valeurs experimentales fournies par l’bchelle des temoins. 

La lecture densitometriquc est effectuee en operant, si nbcessaire, une mise & 
xoo oh de reflectance sur la zone precedant le spot mesure, de facon Zt. soustraire le 
bruit de fond, Pour une largeur moyenne de base de pit, et pour ce dernier reglage, le 
comptage de l’integrateur s’618ve & cinq unit&. Dans ces conditions, il est necessaire 
de faire intervenir egalement, dans le calcul de la droite ‘de regression, le couple de 
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TABLEAU II 

RI.&JLTATS EXPtiRIMENTAUX 
* 

A Zcaloi’dc k”/O en alcalofdcs, exjwimci pow la Ojo CV sVombre de WaesuYei 
poacdve d&vaissEc et se’clre’e 

ErgomOtrine 0,0063 7 9 
Alcdoi’clcs clu groupc clc I’crgo- 

.!.,. 

taminc et de l’crgosine, 
r# 

calcul&i cn ergotamine 0.0610 5 9 
AlcnloYcles clu groupc de I’ergo- 

c&tine, de l’ergolrryptine, 
et de l’ergocornine, calcul& 
on crgocristinc 0.1730 I 9 

valeurs constantes, concentration = o: nombre d’unitbs d’int6gration = 5, irnpos6 
dans nos conditions experimentales. 

L’exactitude de la m&hode a 6th test&e par additions d’alcaloPdes en quantites 
connues dans les extraits totaux. Le “recovery” atteint roe & 2.5 yo, 

La methode a et& appliquCe au dosage de la poudre de Secale conzutzcm, Les 
r&ultats de l’analyse ainsi que les coefficients de variation calcul&s pour l’ensemble 
de la methode, y comprise l’extraction, sont repris dans le Tableau II. Le coefficient de 
variation relativement Blew5 obtenu pour l’ergometrine est du h la faible teneur de 
cet alcaloiide dans la poudre et au volume de solvant depose plus important. 

.La grande sensibilite de la methode nous permet de doser jusqu’a 2 ,ug d’ergo- 
mcitrine et G ,ug d’ergotamine et d’ergocristine; h la limite, un dosage des trois al- 
caloi’des necessiterait moins de 50 mg de poudre. 
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Apres : separation des alcaloides Secale carw&wz par chromatographie sur 
couche mince, une m&hode. a 8t.d mise au point pour le dosage photodensitom&rique 
&a sitzc de l’ergometrine, de l’ergotamine et de l’ergocristine. 

La photodensitometrie a 580 nm utilisee apr&s r&.wYation h l’aide du reactif 
de Van: Urck est plus, sensible et plus spdcifique que la spectrodensitometrie a 305 nm. 

Cette nouvelle m&ode a Bte appliquee a la determination quantitative rapide 
des alcaloPdes principaux de Secale conzutum. La sensibilite de la m&hode est telle 
que des quantitds de, l’ordre de 2 ,ug (ergometrine) et de G,pg (ergotamino et ergo- 
cristine! peuvent btre Bvaluc5es. 

’ 
BI~&I~G+?IIIE 

2:: 
3 

I S. #EXPERT ET:R, VOIGT. J. ChvOmdOgY., $4 (1972) 327. 
~~~.M~,VAX+USLIZN, J. ,C@wnqlop., ,67.(1?72). ,182. 
3 ~I%.,STA~& i!?itn-Layer Chvomafogva+lry,,Springer Verlng, B&in, igG0, p. 93, 
4 *!A. HOPMANN, Diti MaclCoilror;n-AZltaloide, I?, Exikc Verln.g, Stuttgart, 1984, ‘: 

J.:Cl~omatogv;~. 72. (1972) qg-r‘q4 


