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De nombreux travaux en chromatographic liquide haute performance (CLHP) 
ont &6 publi6s 1-6 sur les pr6parations m6dicamenteuses contenant de l'atropine ou 
(et) de la scopolamine avec une composition bien d6finie de chaque composant. Mais 
peu de publications sont consacr6es ~t l'6tude quantitative de ces alcaloides dans les 
pr6parations v6g6tales, m61anges plus complexes nScessitant des traitements pr61i- 
minaires de l'6chantillon avant le dosage. 

Nous d6crirons dans ce travail une m6thode s61ective d'extraction suivie du 
dosage de ces alcaloides dans les teintures mSres allopathiques et hom6opathiques de 
la Belladone, du Datura et de la Jusquiame. 

MATERIEL ET METHODE 

Appareillage 
Chromatographe en phase liquide comprenant une pompe 6000 A Waters, un 

d&ecteur UV ~t longueur d'onde fixe fi 254 nm, une colonne/~Bondapak Cls (30 cm 
× 3,9 mm) 10 #m, un filtre pr6colonne Waters. Enregistreur Omniscribe type B 5000 
et l'int6grateur Hewlett-Packard 3380 A. 

Conditions chromatographiques 
Phase mobile: solution aqueuse d'acide ac6tique ~t 3%-m6thanol (70:30), pour 

l'analyse qualitative; (75:25), pour l'analyse quantitative. D6bit: 1 ml/min. D6tection 
UV fi 254 nm, s. 0,02. Vitesse de l'enregistrement: 5 mm/min. 

R~actifs 
Tousles r6actifs utilis6s sont de qualit6 purs pour analyses. 
Le chlorure de m6thyl6ne (Art. 822271 Merck-Schuchardt) est filtr6 sur oxyde 

d'aluminium actif basique (R&. 84 5758 Merck AG, Darmstadt, R.F.A.). 
Le solvant pour la CLHP est pr6par6 chaque jour et filtr6 sur filtre Millipore. 

Prbparation des tbmoins 
Ajouter ~ 1 ml de la solution m6thanolique de la L-hyoscyamine (R6f. Sarsyn- 
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tex, 1 mg/ml), 1 ml de la solution de bromhydrate  de scopolamine (Art. 7701 Merck, 
1 mg/ml), 0.5 ml de la solution d'acide tropique (Serlabo, 1 mg/ml) et 0,5 ml de la 
solution d 'apoatropine  hydrochlorure (R6f. 462126 Fluka, 0,5 mg/ml), lnjecter 10 
#1 du m61ange (Fig. 1). 

Pr4paration des 4chantillons 
Peser exactement x* ml de teinture m6re (soit p son poids). 
Evaporer  sous pression r6duite/t  basse temp6rature ( <  40*C) jusqu'& un vo- 

lume de 1 ml pour  chasser l'alcool. La phase aqueuse restante, reprise par 5 ml de 
0,1 N acide sulfurique est alcalinis6e par 1 ml d ' ammoniaque  concentr6e et transvas6e 
dans une ampoule ~i d6cantation. 

L'extraction des alcaloides totaux est faite par  le m61ange 6ther &hylique-chlo- 
roforme (3:1, v/v) quatre lois 15 ml. 

La phase 6th6ro-chloroformique, 6vapor6e/t sec sous pression r6duite et reprise 
par  20 ml de chloroforme est extraite quatre fois par  10 ml de 0,1 N acide sulfurique. 
Les phases acides r6unies sont alcalinis6es par  2 ml d ' ammoniaque  concentr6e. 

L'extraction finale est faite par  le chlorure de m6thyl6ne: trois fois 15 ml. Les 
phases organiques sont r~unies et 6vapor~es ~ sec puis reprises par  1 ml de m6thanol. 

La solution m6thanolique (10 #1), filtr6e sur filtre Millipore, est inject6e en 
C L H P  (Fig. 2). 
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Fig. 1. S6paration des m61anges t6moins d'alcaloides sur pBondapak Cls avec comme phase mobile la 
solution aqueuse d'acide ac6tique ~i 3%-m&hanol (7:3). D6bit: 1 ml/min. D&ection UV ~ 254 nm, vitesse 
d'enregistrement 5 mm/min. Identification: 1 = bromhydrate de scopolamine; 2 = I-hyoscyamine; 3 = 
acide tropique; 4 = apotropine. Sv = solvant. 

* x = 10 ml pour les teintures m6res hom6opathiques et la teinture m6re allopathique de Jus- 
quiame, x = 5 ml pour les teintures m~res allopathiques de Belladone et de Datura. 
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Fig. 2. Chromatogrammes des diff6rentes teintures m6res analys6es. Colonne #Bondapak Cls (30 c m x  
3,9 mm); phase mobile, solution aqueuse d'acide ac&ique ~i 3%-m6thanol (70:30). D~bit: 1 ml/min. D~- 
tection U V / t  254 nm (s. 0,02); vitesse d'enregistrement 5 mm/min. Identification: 1 = scopolamine; 2 
= /-hyoscyamine. 

Etude quantitative 
Etalonnage. Nous avons retenu la technique d'6talonnage externe. Une gamme 

6talon est r~alis~e h partir des solutions m6thanoliques de la l-hyoscyamine et du 
bromhydrate de scopolamine pr6c6demment pr~par+es. Une dilution g6om6trique de 
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ces solutions permet d'obtenir une gamme d'6talonnage des deux substances avec les 
concentrations: 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 et 1 mg/ml. Volumes inject6s: 10 #1. 

Calculs de la teneur en alcaloMes totaux de l~chantillon 
La teneur en alcaloides totaux de l'6chantillon (en mg pour 100 g de teinture 

m6re) est donn6e par la formule 

100a + 69,2b 

P 

ou a et b sont les concentrations (en mg/ml) respectivement en l-hyoscyamine et en 
bromhydrate de scopolamine, et p est le poids de l'6chantillon en gammes. 

Cette formule s'applique quand le t6moin bromhydrate de scopolamine con- 
tient trois mol6cules d'eau soit un poids mol6culaire de 438,31 g. 

La teneur en alcaloides totaux de l'6chantillon est obtenue en faisant la somme 
de la teneur en 1-hyoscyamine et celle en scopolamine. Ces deux alcaloides 6tant 
majeurs dans les trois teintures m6res. 

RESULTATS ET DISCUSSIONS 

Choix de la phase mobile 
L'emploi du m61ange [ solution aqueuse d'acide ac6tique fi 3%-m6thanol 

(70:30)] comme phase mobile de la CLHP donne des r6sultats satisfaisants. Ce solvant 
permet d'analyser les principaux alcaloides des Solanac6es en moins de 20 min et 
convient donc ~ l'6tude qualitative des teintures m6res. Signalons que dans les 6chan- 
tillons de teintures m6res analys6s, l'acide tropique et l'apoatropine qui sont les pro- 
duits de d6gradation de la hyoscyamine-atropine 4 n'ont pas 6t6 d6tect6s. 

Cependant, avec ce solvant, le facteur de capacit6 de la scopolamine est faible 
(k' = 0,4) aussi pour l'analyse quantitative une proportion acide-m6thanol de 75:25 
(v/v) a-t-elle 6t6 choisie pour avoir un k' plus 61ev6 (k' = 0,71). 

L'augmentation de la proportion de la solution aqueuse d'acide dans la phase 
mobile a pour premi6re cons6quence l'augrnentation des temps de r6tention des so- 
lut6s mais provoque 6galement une inversion dans l'ordre d'61ution de la 
hyoscyamine-atropine et de l'acide tropique (Fig. 3). 

Stabilitb des solutions btalons 
Les solutions 6talons, gard6es h 4°C, ont 6t6 r6guli+rement test6es pendant deux 

semaines. Aucune d6t6rioration n'a 6t6 not+e. 

LinbaritO des rbponses 
Un volume de 10/~1 de chaque s6rie de 10 solutions 6talons contenant de 0 

2 mg d'alcaloides/ml est 6t6 analys6 en CLHP. Les courbes ICI = f [ (So) ]  trac6es pour 
la l-hoscyamine et le bromhydrate de scopolamine montrent la lin6arit6 des r6ponses 
(Fig. 4). 

Six injections successives d'une m~me solution &alon t6moin ont 6t6 analys6es. 
Le coefficient de variation est de 1,7 (C.V.% = 1,7) pour le bromhydrate de sco- 
polamine et de 0,5 (C.V.% = 0,5) pour la l-hyoscyamine. 
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Fig. 3. Variation de log k' en fonction du pourcentage de la solution aqueuse d'acide ac~tique gt 3%. • 
= Bromhydrate de scopolamine; O = l-hyoscyamine; • = acide tropique; ~ = apoatropine. Colonne 
#Bondapak C18 (30 cm x 3,9 mm). Phase mobile: solution aqueuse d'acide ac6tique ~ 3%-m&hanol. 
D6bit: 1 ml/min. D&ection UV ~ 254 nm. 

Dosage des alcaloi'des totaux des teintures mores commerciales. 
Dix-sept 6chantillons de teintures m~res hom~opathiques et aUopathiques de 

la Belladone, du Datura  et de la Jusquiame de diff6rentes dates de fabrication ont 
6t6 analys6s. Le dosage est r6alis6 en triple exemplaire. La justesse de la m6thode a 
~t6 test6e sur trois 6chantillons d'alcool gt 45% (v/v) (le titre alcoolique choisi est celui 
qu 'ont  g6n6ralement les teintures m~res des Solanac6es) contenant  des quantit6s con- 
nues de bromhydra te  de scopolamine et de l-hyoscyamine. Les r6sultats trouv6s sont 
de 95,7% (93,8; 97,2; 96,2) pour  le bromhydra te  de scopolamine et de 97,1% (95,5; 
97,5; 98,3) pour  la l-hyoscyamine des quantit6s introduites. Les alcaloides montrent  
une stabilit6 remarquable dans les teintures m6res (Tableau I). 

CONCLUSION 

L'application de la C L H P  dans la d6termination des alcaloides du groupe tro- 
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Fig. 4. Courbe d'6talonnage des deux principaux alcaloides des Solanac6es. • = Bromhydrate de sco- 
polamine; O = 1-hyoscyamine. Colonne #Bondapak Cls (30 cm x 3,9 mm). Phase mobile: solution 
aqueuse d'acide ac&ique ~t 3% m&hanol (75:25). D~bit: 1 ml/min. D6tection UV fi 254 um (s. 0,02). 

TABLEAU I 

TENEURS EN ALCALO)~DES DES TEINTURES MITRES ANALYS]~ES 

'2 = Teneur en alcalo~des en mg pour 100 g de teinture m6re (moyenne de trois analyses effectu~es). DS 
= D6viation standard (en mg pour 100 g de teinture m6re). 

Echantillons de teintures ,2 DS 
mkres analys4es 

Atropa belladonna 1 15,00 0,400 
2 3,00 0,100 
3 12,96 1,158 
5 24,86 0,750 
6 30,40 1,212 

Datura stramonium 1 18,06 0,150 
2 15,96 0,159 
3 16,11 0,102 
4 19,11 1,300 
5 14,93 0,300 
6 26,45 0,455 

Hyoscyamus niger 1 4,07 0,206 
2 3,08 0,159 
3 5,10 0,100 
4 4,00 0,044 
5 9,83 0,303 



418 NOTES 

pane pr6sente par  rappor t  aux proc6d6s officiels (Pharmacopkefrangaise)  7,8 des avan-  
tages certains. La  C L H P  est une m & h o d e  pr6cise, sensible. Elle permet  d '+valuer 

s6par6ment ta teneur  en alcaloides (hyoscyamine~atropine ,  scopolamine)  pr6sents 
dans  les te intures  m6res en uti l isant une quassnti t6 de teinture re+re de d6part  au 

moins  10 fois inf6rieure ~t celle utilis6e par  la m6thode  officielle de la Pharmacopbe 

francaise.  
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