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SUMMARY

Identification and determination of a mixture of alkaloids in pharmaceutical formulations
by high-performance liquid chromarography

A high-performance liquid chromatographic method is described for the
separation of alkaloids on a silica gel column. Different concentrations of the mobile
phase (diethyl ether—water-diethylamine) are discussed. The procedure, well suited
for the quantitative analysis of 3 alkaloids in syrup samples, is extended to the
determination of 16 alkaloids belonging to 8 different families, as well as to the
analysis of several non-alkaloid compounds.

INTRODUCTION

'

i L’objet de cette étude est {a mise au point d’'une méthode analytique permet-
tant I'identification et le dosage simultanés d’alcaloides ayant en commun un méme
squelette et d’alcaloides appartenant a différentes familles en vue de réaliser leur
dosage spécifique en mélange. ‘

L’aspect quantitatif n’est pas résolu par chromatographie sur couche mince.
La nature des produits (grande polarité, faible volatilité, instabilité thermique) élimine
la possibilité offerte par la chromatographie en phase vapeur. La chromatographie
liquide haute performance a été envisagée.

De nombreux auteurs ont décrit des séparations d’alcaloides au moyen de cette
technique, utilisant les chromatographies solide-liquide, liquide-liquide, d’échange
d’ions ou de paire d'ions. La plupart d’entre eux ont réalisé la séparation de
plusicurs alcaloides appartenant 4 un méme groupe structural, que ce soient ceux de
Iopium!—?®, de ’ergot!!-?7, des solanées'®2!, des strychnos??-** ou bien encore de
diverses autres familles?*—37. _

Wheals et Jane®® ont fait le point des techniques chromatographiques utilisées
pour chaque groupe d’alcaloides.

D’autres auteurs ont abordé le probléme de séparation des alcaloides d'unc
facon plus générale utilisant la chromatographie de partage en phase inverse®-*, la chro-
matographie d’échange d’ions sur des colonnes modifiées par des ions métalliques*'+*2,
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la chromatographie sur colonne de silice imprégnée d’ions Ag**, ou la chromato-
graphie solide-liquide sur colonne de silice?—8,

Certains auteurs ont décrit la séparation d’un trés grand nombre d’alca-
Joides**-*-*8; mais nous n’avons pas trouvé dans la littérature de technique offrant
une résolution suffisante pour permettre le dosage de trois alcaloides {(codéine, éthyl-
morphine, éphédrine) en présence d’autres alcaloides tels que ceux de l'aconit, de
I'ipécacuanha et de la belladone.

Cette étude présente une méthode de séparation des alcaloides contenus dans
un sirop” de composition suivante: codéine (30 mg pour 100 ml); éthylmorphine
(30.6 mg pour 100 ml): éphédrine (39.2 mg pour 100 ml); alcaloides totaux de
I’'aconit (0.25 mg, exprimé en aconitine, pour 100 ml); alcaloides totaux de I'ipéca
(1.8 mg, exprimé en émétine, pour 100 ml); alcaloides totaux de la belladone (0.4 mg,
exprimé en atropine, pour 100 ml).

La technique utilise une colonne de silice préalablement modifiée par une phase
mobile moyennement polaire contenant de faibles proportions d’eau et de diéthyl-
amine dans ’éther éthylique. L’importance de I'eau et de la diéthylamine est discutée.
La méthode est généralisée a la séparation de 16 alcaloides appartenant 3 8 groupes
différents ainsi qu’a la séparation de quelques autres molécules non alcaloidiques.

PARTIE EXPERIMENTALE

Appareillage

Les instruments utilisés sont: un chromatographe en phase liquide haute
performance (Du Pont modéle 830) équipé d’un détecteur photométrique UV a
254 nm, d’une vanne d’injection (Du Pont 204 590) munie d’une boucle d’environ
3.3 ul, et opérant 4 température ambiante; un intégrateur-calculateur (LTT modéle
ICAP 10). Colonne: Partisil PXS 5/25 (Whatman H 4115108) en acier inoxydable
garnie de particules de silice entiérement poreuses de diamétre 5 gm (présentant une
surface spécifique d'environ 400 m?/g); longueur: 25 cm, diaméire intérieur: 4.6 mm.

Phase mobile et solutés

La phase mobile utilise des solvants de qualité “pour analyse™ sans purification
uitérieure. Elle est composée d’éther éthylique non stabilisé (Carlo Erba 447534) a
proportions variables en eau déminéralisée et en diéthylamine (Carlo Erba 442753):
eau: 50 4 1009 de saturation de I'éther (solubilité a4 saturation de I'’eau dans P’éther
voisine de 1.297); diéthylamine: 0.5 & 8%, (v/v).

Les échantillons d’alcaloides sont dissous & des concentrations comprises entre
20 et 300 mg pour 100 ml dans du chloroforme additionné éventuellement de métha-
nol et de diéthylamine.

Conditionnement de la colonne

Le conditionnement de la colonne, obtenu par passage de 300 & 500 ml de
phase mobile, est atteint lorsque le pH en sortie de colonne est alcalin et que les
facteurs de capacité d’alcaloides injectés réguliérement (éphédrine par exemple) sont
stabilisés.

* Sirop Solucamphre (Delalande).
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Ainsi conditionnée, la colonne conserve ses propriétés séparatrices durant
auelques mois d’une utilisation semi-continue, aprés quoi un déséquilibrage de la
colonne, se manifestant par une diminution des facteurs de capacité, peut intervenir.

Dans ce cas, la régénération de Ia colonne est réalisée, aprés activation par
passage de méthanol et de chloroforme, par un nouveau conditionnement comme
précédemment. :

Conditions expérimentales

Toutes les analyses sont réalisées sous une pression de 1000 p.s.i. (69 bars) en
téte de colonne, correspondant & un débit de phase mobile voisin de 2 ml/min et 2
une vitesse linéaire proche de 0.3 cmy/sec.

Les valeurs des facteurs de capacité (k') sont calculées pour tous les alcaloides
et autres composés par rapport au pic de solvant (chloroforme).

ETUDE DES PRINCIPAUX PARAMETRES

Influence de la teneur en eau de la phase mobile .
L’importance de la teneur en eau de la phase mobile, soulignée par ceriains
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Fig. 1. Influence de la teneur en eau de la phase mobile sur les &’. Colonne de silice (§ um). Phase
mobile: éther éthylique-eau (50 2 100%; de saturation) + 3%y, en diéthylamine.
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auteurs??-3°, intervient sur la quantité de phase aqueuse fixée sur la silice aprés con-
ditionnement de la colonne.

La Fig. 1 montre son influence sur la variation des k' de 4 alcaloides injectés.
Un accroissement de la teneur en eau diminue la valeur des k£’ sans modifier leur
ordre d’élution. Afin de minimiser les temps d’analyse (¢” = 5 correspond a un temps
d’élution voisin de 8 min) et pour éliminer le risque de déphasage, nous avons retenu
comme composition de phase mobile un pourcentage de saturation en eau de
I"éther éthylique de 959%.

Influence de la concentration en diéthylamine de la phase mobile

La présence de diéthylamine dans la phase mobile intervient comme agent de
recul d’ionisation des composés basiques dans la phase stationnaire aqueuse fixée sur
la silice. :

La Fig. 2 montre I'influence de la concentration en diéthylamine de la phase
mobile sur la variation des k&' de 8 alcaloides injectés. D'une fagon générale, un
accroissement de la concentration en diéthylamine diminue la valeur des &’. Cepen-
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Fig. 2. Influence de la conceniration en di¢thylamine de la phase mobile sur les &’. Colonne de silice
(5 um). Phase mobile: éther éthylique—eau (a2 959 de saturation) -~ diéthylamine variable entre 0.5
et 8%q0 (V/V).
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dant les courbes expérimentales présentent des variations de pente dépendant de la
nature méme des composés, ce qui provoque un changement de leur ordre d’élution
en fonction de ia concentration en dié¢thylamine.

RESULTATS

Séparation qualitative des alcaloides d’une forme pharmaceutique

La séparation qualitative des alcaloides contenus dans le sirop cité precedem-
ment a €té réalisée a partir d’une solution chloroformique les contenant aux concen-
trations suivantes: aconitine, 24 mg/100 ml: €émétine, 18 mg/100 ml; éphédrine,
81 mg/100 mi; éthylmorphine, 27 mg/100 mi; codéine, 36 mg/100 mli; atropine,
81 mg/100 ml.

Les résultats obtenus avec une phase mobile composée d’éther éthylique 2 959
de saturation en eau et de diéthylamine a 3%, (v/v) sont représentés sur le chromato-
gramme de la Fig. 3a. :

Pour les pics d’éphédrine, d’éthylmorphine et de codéine, le nombre de
plateaux théoriques, voisin de 4000 sur une colonne neuve, n'est plus que de 2600
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Fig. 3. (a) Séparation qualitative des alcaloides du sirop. Colonne de silice (5 ym), longueur 25 cm.
diamétre intérieur 4.6 mm. Phase mobile: éther éthylique a 959 de saturation en cau +3%/go (v/v) d¢
diéthylamine. AP = 1000 p.s.i. (69 bars). Débit 2 mi/min: vitesse linéaire 0.3 cm/sec. Enreglstremem
0.25 in./min; détecteur UV (254 nm): sensibilité 0.04 uA. Pics: 1 = aconitine: 2 = émétine; 3 = éphé
drine; 4 = éthylmorphine; § = codéine; 6 = atropine. (b) Dosage des 3 principaux alcaloides di
sirop. Conditions et pics identigues a (a).
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plateaux sur une colonne utilisée 3 mi-temps pendant 2 ans. Dans les mémes con-
ditions, la résolution entre deux pics successifs passe de 4 a 3, ce qui s’explique par
le contact prolongé de la diéthylamine avec la silice. Ces valeurs sont toutefois
suffisantes pour !'analyse effectuée et permettent d’envisager une durée de vie de Ia
colonne en utilisation continue d’un an au minimum.

Dosage des principaux alcaloides contenus dans le sirop

Compte tenu de la proportion relative des alcaloides dans le sirop, seuls les
principaux (éphédrine, éthylmorphine et codéine) ont été dosés. La solution de
dosage est obtenue par extraction en milieu trés basique des alcaloides par le
chloroforme et concentration de cette phase organique a des valeurs nominales de
78.4 mg d’éphédrine, 61.2 mg d’éthylmorphine et 60 mg de codéine pour 100 ml

Le dosage est réalisé dans les mémes conditions chromatographiques que
précédemment, en double exemplaire (ou en nombre supérieur) en intercalant
entre chaque essai une solution étalon des trois alcaloides de référence.

La justesse de la méthode a €té testée sur deux échantillons reconstituant des
sirops a teneur en alcaloides connue. Les résultats trouvés varient entre 92.4 et
101.4 9%, des quantités introduites.

TABLEAU I
RESULTATS QUANTITATIFS DES 3 ALCALOIDES MAJEURS DU SIROP

I_ot Ephedruze { mg/ 100 ml ) Etlnlmorplmze ( mg/ 1 00 ml) C odéine ( mg,/ 100 mi )
Résultats M oyenne Résultars Moyenne Résultats Moyenne
indiv tdllels ) 7 indiv lduels o mdlwduels S
335 238 25.2

1 38.0 36.4 244 243 26.1 26.05
373 249 26.5
36.8 242 264

2 38.3 37.8 26.6 26.0 26.9 27.1
37.3 25.4 27.3
34.4 249 26.6

3 36.6 35.65 28.2 26.5 28.6 274
358 25.6 26.7
358 274 27.8

4 344 35.25 25.4 F24.7 27.3 26.6
36.1 240 ‘ 259
39.6 29.1 28.2

S 384 38.2 26.3 28.3 27.t 280

- 38.3 27.9 28.4

36.6 29.8 28.2

6 35.6 34.75 27.9 27.8 284 28.0
339 27.9 27.6

7 36.8 378 27.1 274 26.7 27.05
38.8 27.7 27.4

8 359 34.5 26.3 26.85 26.9 26.95
33.1 274 27.0

Coefficient ‘v

de variation

mdx\ lduel N 39 %ﬂ 4.27‘,’7;, 2.5%
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La Fig. 3b représente le chromatogramme des trois alcaloides dos€s dans un
lot de cette forme pharmaceutique. Les résultats obtenus sur 8 lots sont rassembles
dans le Tableau 1.

Le dosage de chacun des alcaloides réalisé en double exemplaire et calculé
avec deux solutions étalon indépendantes présente un coefficient de variation de
2.6% soit une précision relative, au niveau de confiance de p = 0.99 et pour 48
degrés de liberté, de + 7%,.

Généralisation de la méthode a la séparation d’autres alcaloides

Cette méthode de séparation des alcaloides par recul d’ionisation en phase
stationnaire sur colonne de silice a €té appliquée & un ensemble de 16 alcaloides
provenant de 8 familles différentes ainsi qu'a la séparation de trois molécules non
alcaloidiques.
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Fig. 4. Séparation de 16 alcaloides et 3 composés non-alcaloidiques. Colonne de silice (5 um);
longueur 25 cm; diamétre intérieur 4.6 mm. Phase mobile: éther éthylique a 959 de saturation en
eau + 4%qo (v/v) de diéthylamine. :1P: 1000 p.s.i. (69 bars); débit 2 ml/min; vitesse linéaire 0.3 cm/
sec. Enregistrement 3 mm/min; détecteur UV (254 nm); sensibilité 0.16 uA. Pics: 1 = noscapine;
2 = aconitine; 3 = papavérine; 4 = éméctine; 5 = éphédrine; 6 = céphéline; 7 = scopolamine;

== éthylmorphine; 9 = codéine; 10 = phénytoine; 11 = homatropine; 12 = N-méthyléphédrine:
13 = narcéine; 14 = quinine; 15 = caféine; 16 = strychnine; 17 = sulfanilamide: 18 =atropine;
19 = phénobarbital.
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TABLEAU 11
SEPARATION DES ALCALOIDES ET DE QUELQUES AUTRES COMPOSES
Alcaloides er dérivés Nom du composé k’ No. du pic Quantité
(Fig. 4) injecrée (1g)
Aconit Aconitine 1.51 2 33
Ephédra N-méthyléphédrine 0.58 12 5.6
Ephédrine 2.89 5 10
Ipecacuanha Emétine 236 4 7
Céphéline 3.95 6 7
Opium
Type phénanthréne  Ethylmorphine 429 8 33
Codéine 5.58 9 33
Type benzyl Papavérine 2.15 3 1.7
isoquinoléine
Type phtalide Noscapine 0.35 1 1.7
isoquinoléine Narcéine 0.58 13 33
Solanées Scopolamine. 4.11 7 2.7
Atropine 8.93 18 10
Homatropine 9.55 it 7.7
Cinchona Quinine 4.34 14 3.3
Strychnos Strychnine 6.32 16 3.3
Xanthine Caféine 5.62 15 3.3
Autres composés Phénytoine 6.73 10 33
Sulfanilamide 8.82 17 1.7

Phénobarbital 14.9 19 33

Les séparations sont représentées sur les deux chromatogrammes de la Fig. 4.
Les résultats des &’ sont rassemblés, par famille d alcaloides, dans le Tableau II.

DISCUSSION

La méthode de chromatographie liquide haute performance utilisée dans cette
€tude s’avere efficace pour la séparation d'alcaloides appartenant a différents
groupes structuraux en mélange.

Elle est également trés résolutive pour la séparation des alcaloides d’une
méme famille; c’est ainsi que parmi les groupes étudiés, quatre présentent des
couples d’alcaloides trés bien séparés entre eux alors que leurs formules ne
different que par un groupement méthyléne.

Il s’agit des couples codéine—éthylmorphine, éphédrine-N-méthyléphédrine,
céphéline-€émétine et homatropine-atropine. On remarque d’ailleurs que pour chacun
d’eux, I"alcaloide le moins retenu est fe moins hydrophile.

La méthode présente par ailleurs une grande souplesse d’utilisation: elle
permet, par les variations de composition de la phase mobile en eau et en diéthyl-
amine, d'optimiser les conditions analytiques en fonction des séparations désirées:
elle présente de plus une précision convenable lors de la réalisation de dosages
d’alcaloides contenus dans une forme pharmaceutique: elle est enfin applicable a la
séparation d’autres composés non alcaloidiques rencontrés fréquemment ~dans
I'industrie pharmaceutique.
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RESUME

Une méthode de chromatographie liquide haute performance pour la sépa-
ration d’alcaloides sur colonne de silice est présentée. Les variations de composition
de la phase mobile (éther éthylique-eau—diéthylamine) sont discutées. La méthode,
autorisant le dosage de trois alcaloides dans un sirop, est généralisée a la séparation
de seize alcaloides appartenant a huit familles différentes ainsi qu’a la séparation de
quelques molécules non alcaloidiques. :
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