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SUMMARY 

identification and determination of a mistwe of alkaloids in pharmaceuticcl.formuIations 
by high-performance liquid chromatograpii~ 

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 

, L’objet de cette Ctude est la mise au point d’une mCthode analytique permet- 
tant l’identification et le dosa_ge simultan& d’alcaloiides ayant en commun un meme 
squelette et d’alcaloides appartenant g diffe_rentes familles en vue de r6aliser leur 
dosage sp&fique en melange. 

L’aspect quantitatif n’est pas r&olu par chromatographie sur couche mince. 
La nature des produits (grande polarit& faible volatilitt, instabilite thermique) Climine 
la possibilite offerte par la chromatogaphie en phase vapeur. La chromatographie 
liquide haute performance a et6 envisagCe. 

De nombreux auteurs ont dCcrit des skparations d’alcaloides au moyen de cette 
technique, utilisant les chromatographies solide-liquide, liquide-liquide, d’khange 
d’ions ou de paire d’ions. La plupart d’entre eux ont r&a&C la separation de 
plusieurs alcaloides appartenant 5 un m2me groupe structural, que ce soient ceflx de 
l’opiuml-fo, de l’ergot”-I’, des solanCes’s-21, des strychnos22*23 ou bien encore de 
diverses autres familles2J-37. 

Wheals et Jane3* ont fait le point des techniques chromatographiques utilis&s 
pour chaque groupe d’alcaloides. 

D’autres auteurs ont aborde le probleme de sgparation des alcaloides d’une 
faGon plus &&ale utilisant la chromatographie de partage en phase inverse3’*“, la chro- 
matographie d’tchange d’ions sur des colonnes modifi&es par des ions mCtalliques4’*‘“, 
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la chromatographie sur colonne de silice imprignee d’ions Agta3, ou la chromato- 
grapbie solide-liquide sur colonne de siliceJa-J8_ 

Certains auteurs ont d&-it la separation d’un trts grand nombre d’alca- 
Ioides”-%**; mais nous n’avons pas trouve dans la Iitterature de technique offrant 
une n&solution suffisante pour permettre le dosage de trois aIcaloTdes (codeine, ethyl- 
morphine, ephedrine) en presence d’autres alcaloides tels que ceux de l’aconit, de 
I’ipecacuanha et de la belladone. 

Cette etude presente une mkthode de separation des alcaloides contenus dans 
un sirop’ de composition suivante: codeine (30 mg pour 100 ml); ithylmorphine 
(30.6 mg pour 100 mlj; ephedrine (39.2 mg pour 100 ml); alcaloides totaux de 
I’aconit (0.25 mg, exprime en aconitine, pour 100 ml); alcaloides totaux de l’ipkca 
(1.8 mg, exprimC en Cmetine, pour 100 ml); alcaloides totaux de la belladone (0.4 mg, 
exprime en atropine, pour 100 ml)_ 

La technique utilise une colonne de silice preaiablement modified par une phase 
mobile moyennement polaire contenant de faibies- proportions d’eau et de diethyl- 
amine dans I’ither ithylique. L’importance de I’eau et de !a diethylamine est discutk 
La methode est gentraliske ti la separation de 16 alcaloides appartenant ?t 8 groupes 
differents ainsi qu’B la separation de quelques autres molecules non alcaloidiques. 

PARTIE EXPl?RIMENTALE 

A ppareillage 

Les instruments utilises sont: un chromatographe en phase liquide haute 
performance (Du Pont modtle 830) tquipC d’un dktecteur photomCtrique UV Q 
254 nm, d’une vanne d-injection (Du Pont 204 590) munie d’une boucle d’environ 
3.3 ,~l, et operant B temperature ambiante; un integrateur-calculateur (LTT modele 
ICAP IO). Colonne: Partisil PXS 5/25 (Whatman H 4115108) en acier inoxydable 
garnie de particules de silice entierement poreuses de diamctre 5 pm (prbentant une 
surface spkifique d’environ 400 m’/g); longueur: 25 cm, diametre interieur: 4.6 mm. 

Phase mobile et solutb 
La phase mobile utilise des solvants de qualite “pour analyse” sans purification 

ulterieure. Elle est composee d-&her tthylique non stabilise (Carlo Erba 447534) 2 
proportions variables en eau deminCralis&e et en di&hylamine (Carlo Erba 442753): 
eau: 50 & IOO’A de saturation de l’ether (solubilite g saturation de I’eau dans l’tther 
voisine de 1.2 od); diethylamine: 0.5 5 Sy& (v/v). 

Les echantillons d’alcaloides sont dissous B des concentrations comprises entre 
20 et 300 mg pour IO0 mI dans du chloroforme addition& Cventuellement de m&ha- 
no1 et de diethylamine. 

Conditionnement de la cofonne 

Le conditionnement de Ia colonne, obtenu par passage de 300 a 500 rial de 
phase mobile, est atteint Iorsque le .pH en sortie de colonne est alcalin et que les 
facteurs de capacitt d’alcaloTdes inject& rCgulierement (ephedrine par exemple) sont 
stabilises. 

l Sirop Solucamphre (Delalande). 
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Ainsi conditionnee, la colonne conserve ses propriMs separatrices durant 
quelques mois dune utilisation semi-continue, aprks quoi un desequilibrage de la 
colonne, se manifestant par une diminution des facteurs de capacite, peut intervenir. 

Dans ce cas, la reg&t&ation de la colonne est rtkliske, apr&s activation par 
passage de methanol et de chloroforme, par un nouveau conditionnement comme 
prkcedemment. 

Conditions e_xpPrimetztafes 

‘routes les analyses sont r&&s&s sous une pression de 1000 p.s.:. (69 bars) en 
t5te de colonne, correspondant Q un debit de phase mobile voisin de 2 ml/mm et a 
une vitesse lineaire proche de 0.3 cm/set. 

Les valeurs des facteurs de capacite (k’) sont calculus pour tous les alcaloides 
et au&es composes par rapport au pit de solvant (chloroforme). 

iTUDE DES PRINCIPAUX PARAMeTRES 

Influence de /a teneur en eau de la phase mobile 
L’importance de la teneur en eau de la phase mobile, soulignee par cerkns 
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Fig. 1. Influence de la teneur en eau de la phase mobile sur les k’. Colonne de silice @pm!. Phase 
mobile: ither 6thylique-eau (50 B 100°/0 de saturation) f 3°/00 en d&hylamine. 
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auteursJ9,50, intervient sur la quantite de phase aqueuse fix6e sur la silice apres con- 
ditionnement de la colonne. 

La Fig. 1 montre son influence sur la variation des k’ de 4 alcaloides injectis. 
Un accroissement de la teneur en eau diminue la vaieur des k’ sans modifier leur 
ordre d’elution. Afin de minimiser les temps d’analyse (k’ = 5 correspond a un temps 
d’elution- voisin de 8 min) et pour Climiner le risque de dephasage, nous avons retenu 
comme composition de phase mobile un pourcentage de saturation en eau de 
I’Cther ethy!ique de 95 ‘;/o- 

Injibence de ia concentration en di&hylamine de la phase mobile 

La presence de diethylamine dans la phase mobile intervient comme agent de 
recul d’ionisation des composes basiques dans la phase stationnaire aqueuse fixee sur 
la silice. 

La Fig. 2 montre I’inffuence de la concentration en diethylamine de la phase 
mobile stir la variation des k’ de 8 alcaloides inject&. D’une facon _gCnCrale, un 
accroissement de la concentration en diethylamine diminue la valeur des k’. Cepen- 
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0 AcOnitr8e 
f Emetine 
I Ephedrine 
0 Cephellne 
0 Ethyl morphine 
A Codeine 
P Atrophlne 

0 
--c----_ -__-_ 

UL +5 
A-X 

T 
0 I 7 , , I 

0 1 2 3 4 5 6 7 8) 
Concentration %. ( v/v) en diethyiamine 

Fig. 2. Influence de la conceniration en dikthylamine de la phase mobile sur les k’. Colonne de silfce 
(5 f(m). Phase mobile: ither Cthylique-eau (a 95 9; de saturation) -- dikthylamine variable entre 0.5 
et 80iO0 (v/v). 
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dant les courbes expkrimentales prksentent des variations de pente d&pendant de !a 
nature miZme des compos&, ce qui provoque un changement de leur ordre d’Clutl’on 
en fonction de la concentration en dikthylamine. 

RiSUL-l-ATS 

SPparatiort qualitative des alcalofdes d’une forme pharmaceutique 
La &par&on qualitative des alcaloides contenus dans Ie sirop cite prkckdem- 

ment a ktk rCali&e 5 partir d’une solution chloroformique les contenant aux concen- 
trations suivantes: aconitine, 24 mg/lOO ml; emktine, I8 mg/lClO ml; ephedrine, 
81 mg/lCKl ml; kthylmorphine, 27 m&100 ml; codeine, 36 m&ICI0 ml; atropine, 
81 mg/lOO ml. 

Les rksultats obtenus avec une phase mobile composte d’&her Cthylique 5 9.5 % 
de saturation en eau et de diCthylamine ~5 3x, (v/v) sont reprbentks sur Ie chromate- 
gramme de la Fig. 3a. 

Pour les pits d’ephidrine, d’kthylmorphine et de codeine, le nombre de 
plateaux theoriques, voisin de 4000 SW une colonne neuve, n’est plus que de 2000 
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Fig. 3. (a) S&paration qualitative des alcaloides du sirop. Colonne de silk (5 ~KW, longueui’-25 cm. 
diamitre intkrieur 4.6 mm. Phase mobile: ether ithylique Q 95 7: de saturation en eau i 3°/~~ (v/v) dc 
ditthylamine. AP = 1000 p.s.i. (69 bars). Dibit 2 ml/min: vitesse linkaire 0.3 cmisec. Enregistremenl 
0.25 in./min; dktecteur UV (254 nm): sensibitite 0.04 uA. Pics: 1 = aconitine: 2 = krnetine; 3 = iphi 

; 
[ 

d&e; 4 = Cthyimorphine; 5 = codeine; 6 = atropine. (b) Dosage des 3 principaux alcaloides dl 

E sirop. Conditions et pits identiques B (a). 
P B 
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plateaux sur une colonne utilisCe 5 mi-temps pendant 2 ans. Dans les mCmes con- 

ditions, la rksolution entre deux pits successifs passe de 4 A 3, ce qui s’explique par 
lc contact prolong6 de la diethylamine avec la siljce. Ces valeurs sont toutefois 

suffisantes pour l’analyse effect&e et permettent d’eiwisager une durk de vie de la 
colonne en utilisation continue d’un an au minimum. 

Dosage des principaux alcaloides contenus dam le sirop 
Compte tenu de la proportion relative des alcaloides dans le sirop, se& les 

principaux (Cphkdrine, ethylmorphine et codeine) ont et6 do&s. La solution de 

dosage est obtenue par extraction en milieu trks basique des alcaloides par le 
chloroforme et concentration de cette phase organique A des valeurs nominales de 

78.4 mg d’kphkdrine, 61.2 mg d’kthylmorphine et 60 mg de codkine pour 100 ml. 

Le dosage est rCalisC dans les mSmes conditions chromatographiques que 
prkkdemment, en double exemplaire (ou en nombre supkrieur) en intercalant 

entre chaque essai une solution etalon des trois alcaloTdes de rtfkence. 

La justesse de la methode a kd test& sur deux kchantillons reconstituant des 
sirops Q teneur en alcalofdes connue. Les rksultats trouvCs varient entre 92.4 et 

101.4% des quantitks introduites. 

TABLEAU I 

RCSULTATS QUANTITATIFS DES 3 ALCALOYDES MAJEURS DU SIROP 

Lot .!?pJtkdt-itte (tttg! 100 ttrl) 
~_~_ __ ~__. _~__ 

Etltyltttorphitte (tttgj100 nil) Cod&e ltttg!iO3 ml) 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

Coefficient 
de variation 
individuel 

RPstdtots 
ittdividtteb 

33.5 
38.0 
37.3 
36.8 

38.3 
37.3 
34.4 

36.6 
35.8 
35.8 

34.4 
36.1 
39.6 

38.4 
38.3 
36.6 

35.6 
33.9 

36.8 
38.8 

35.9 
33.1 

3.97; 

Mo~ettne 

._ 

Rtktltats Moyetme RPsttltats 
ittdividttels individaels 

36.4 
13.5 

24.4 
x9 
24.’ 

26.6 
15.4 
24-9 

x3.2 
25.6 
27.4 

25.4 
14.0 
29.1 
26.3 
27.9 
29.8 

27.9 
27.7 

‘7.1 
27.7 

26.3 
27.4 

‘4.3 

37.5 76.0 

35.65 26.5 

35.25 ; ‘47 ^ . 

35.2 : 28.3 

34.75 

37.5 

34.5 

27.5 

‘7.4 

26.85 

25.2 

26.1 
16.5 
36.4 

26.9 
‘7 3 
16:6 

‘8.6 
16.7 
‘7.8 

27.3 
25.9 
28.’ 

272 
28.4 
23.2 

28.4 
27.6 

26.7 
27.4 

76.9 
27.0 

Mo_yetme 

26.05 

27.1 

‘7.4 

26.6 

28.0 

18.0 

27.05 

26.95 

‘* 
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La Fig. 3b represente le chromatogramme des trois alcaloIdes doses dans un 
lot de cette forme pharmaceutique. Les resultats obtenus sur 8 lots sont rassembles 
dans le Tableau I. 

Le dosage de chacun des alcaloiides realist2 en double exemplaire et calcule 
avec deux solutions etalon indkpendantes presente un coefficient de variation de 
2.6% soit une precision relative, au niveau de confiance de p = 0.99 et pour 48 

de&s de libertt, de k 7 “4. 

GPnPralisation de la rnPthode ti la separation d’autres alcaloides 

Cette methode de separation des alcaloides par recul d-ionisation en phase 
stationnaire sur colonne de silice a CtC appliquk a un ensemble de 16 alcaloides 
provenant de 8 familles differentes ainsi qu’a la separation de trois molecules non 
alcaloidiques. 
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Fig. 4. Separation de 16 alcaloides et 3 compods non-alcaloidiques. Colonne de silice (5 [cm); 
longueur 25 cm: diametre interieur 4.6 mm. Phase mobile: ether ethylique B 95% de saturation en 
eau + 4°/00 (v/v) de diethylamine. &k 1000 p.s.i. (69 bars); debit 2 ml/min: vitesse link&e 0.3 cm/ 
sec. Enregistrement 3 mmjmin; ditecteur UV (254 nm): sensibilitk 0.16 IJA. Pia: 1 = noscapine; 
2 = aconitine; 3 = papaverine; 4 = emitine; 5 = ephedrine; 6 = cCphiIine; 7 = scopolamine: 
8 = ethylmorphine; 9 = codeine; 10 = phinytoine; 11 = homatropine: 11 = N-m&hyIiphkdrine: 
13 = narckine; 14 = quinine; 15 = cafkine; 16 = strychnine: 17 = sulfanilamide: 18 =atropine; 
19 = phknobarbital. 
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TABLEAU II 

SiPARATION DES ALCALOPDES ET DE QUELQUEs AUTRES COMPOSfS 

Alcaloides er d&is-Ps Nom dir co~nposh k’ 

___. ~. ..~~_ 
Aconit 
Ephidra 

Ipecacuanha 

Opium 
Type phCnanthn%e 

Type benzyl 
isoquinokne 
Type phtalide 
isoquinolkine 

Solanees 

Cinchona 
Strychnos 
Xanthine 
Autres compoks 

Aconitine 1.51 2 3.3 
N-mCthylCphCdrine 0.58 12 5.6 
Ephedrine 2.89 5 10 
Em&ine 2.36 4 7 
CephCline 3.95 6 7 

&hyImorphine 4.29 8 
Codeine 5.58 9 

PapavCrine 2.15 3 

3.3 
3.3 

1.7 

Noscapine 0.35 1 1.7 
Narctine 0.58 13 3.3 
Scopolamine. 4.11 7 2.7 
Atropine 8.93 18 10 

Homatropine 9.55 Ii 7.7 
Quinine 4.34 I4 3.3 
Strychnine 6.32 16 3.3 
Cafkine 5.61 15 3.3 
PhOnytoi’ne 6.73 10 3.3 
Sulfanilamide 8.82 17 1.7 
Phenobarbital 14.9 19 3.3 

No. du pit 

(Fig. 4) 
QuantitP 
injectPe (pg) 

Les separations sont reprCsentCes sur les deux cilromatogrammes de la Fig. 4. 
Les resultats des k’ sont rassemblb, par famille d‘aIcaloides, dans le Tableau II. 

DISCUSSION 

La mCthode de chromatographie Iiquide haute performance utilisCe dans cette 
&ude s’avtre efficace pour la separation d’alcaloYdes appartenant h diffkrents 
goupes structuraux en melange. 

Elle est kpalement t&s resolutive pour la sCparation des alcaloides d’une 
m2me famille; c’est ainsi que parmi les groupes &udiCs, quatre prCsentent des 
couples d‘alcaloides trk bien sCparCs entre eux aIors que Ieurs formules ne 
different que par un groupement mkthyltne. 

I1 s’agit des couples codkine-kthylmorphine, ephedrine-N-mkthylCphf2drine, 
cSphCline-Cmktine et homatropine-atropine. On remarque d’ailleurs que pour chacun 
d’eux, I’alcaloide le moins retenu est fe moins hydrophile. 

La mkthode prkente par ailleurs une grande souplesse d’utilisation: elle 
permet, par les variations de composition de la phase mobile en eau et en diCthyl- 
amine, d-optimiser les conditions analytiques en fonction des stparations dksirkes: 
elk prksente de plus une prkcision convenable lors de la rkalisation de dosages 
d’alcaloides contenus dans une forme pharmaceutique: elle est enfin applicable A la 
separation d’autres composes non aicaloidiques rencontrks frkquemment $ans 
I’industrie pharmaceutique. 
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RfSUMf. 

Une mCthode de chromatographie liquide haute performance pour la &pa- 
ration d’alcaloides sur colonne de silice est prksentk Les variations de composition 
de Ia phase mobile (ether Cthylique-eau-dikthylamine) sont discutkes. La mkthode, 
autorisant le dosage de trois alcaloides dans un sirop, est gtnCralisCe A la separation 
de seize alcaloIdes appartenant B huit familles diffkentes ainsi qu’& la skparation de 
quelques mokxles non alcaloYdiques. 
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