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(Rqu le 17 avril 1985; manuscrit modifib recu le 21 mai 1985) 

L’ttude de la production des metabolites secondaires par des cellules v&g&tales 
in vitro’ ntcessite l’examen d’un grand nombre de petits echantillons dont la masse 
est souvent inferieure a 100 mg. En effet, il est necessaire, a la fois de selectionner 
des souches a haute production (par exemple par clonages) et d’optimiser les con- 
ditions de culture. Les dosages doivent done etre aussi simples et rapides que possi- 
bleze5. 

Certains alcaloi’des furo- et dihydrofuroquinoltiques peuvent presenter des pro- 
prietes inttressante9. Nous en etudions la production in vitro par diverses Rutacees’. 
Or, il n’existe pratiquement pas de methodes analytiques les concernant: les alcaloides 
furoquinoleiques peuvent etre doses par chromatographie en phase gazeuse et now 
avons mis au point un dosage par spectrofluorimetrieg et par spectrofluodensito- 
metrier des alcalo’ides dihydrofuroquinoleiques apres separation par chromatogra- 
phie sur couche mince. Nous rapportons dans cette note une nouvelle methode per- 
mettant de &parer les deux types d’alcaloides par chromatographie liquide haute 
performance (CLHP) et de doser les alcaloi’des quaternaires dihydrofuroquinolb- 
iques. 

MATERIEL ET METHODES 

Alcaloi’des &talons 
Quatre alcaloi’des dihydrofuroquinoltiques sous forme de perchlorates de pla- 

tydesminium, d’isoptelefolonium, de ribalinium et de chlorure de balfourodinium 
ainsi que trois alcalo’ides furoquinoleiques sous forme de bases: evoxine, skimmi- 
anine, kokusaginine, ont Cte isoles a partir de diverses Rutacees. Leur structure a et& 
analyste par resonance’ magnetique nucleaire et spectrographic de masse6. 
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Mat&iel vkggttal 
Quatre souches de Choisya ternata H.B.K. (Rutacees), accumulant settlement 

des alcalo’ides dihydrofuroquinoleiques ont Ctt utilisees’ l: 1, tris chlorophyllienne, 
alcalo’ides a l’etat de traces; 2, achlorophyllienne, teneur moyenne en alcaldides; 3, 
chlorophyllienne, riche en platydesminium, pauvre en balfourodinium; 4, chloro- 
phyllienne, riche en alcalo’ides. Des extraits methanoliques de tissus lyophilisb (10 
mg/ml; maceration sous agitation, 2 h) sont chromatographiis tels quels ou aprb 
purification par agitation (2 h) en presence de 50 mg/ml d’alumine (Prolabo 21013). 

Chronzatographie Iiquide haute performance 
Nous avons utilise un appareil Waters comportant une pompe 6000A, un in- 

jecteur a boucle U6K, une colonne PBondapak Crs (30 cm x 4 mm) associee a une 
pricolonne PBondapak C1s/Corasil et un detecteur ultraviolet (raies du mercure 
utilistes: 254 ou 313 nm). Les extraits mtthanoliques sont inject&s sous un volume 
variant de 5 a 25 ~1. 

Chromatographie sur couche mince 
Trois supports ont eti ttudib: gel de silice 60 (Merck 5553), oxyde d’alumi- 

nium (IB-F Becker Flex) et silice greffee octadecyle (Whatman K&sF). 

RESULTATS ET DISCUSSIONS 

Comportement chromatographique des alcaloi’des furoquinol&ques et dihydrofuroqui- 
nokques 

Les extraits d’organes des Rutacees que nous etudions (Ruta graveolens L., 
Ptelea trzfoliata L., Choisya ternata H.B.K.) contiennent a la fois des alcalo’ides fu- 
roquinol&ques tertiaires et des alcaldides dihydrofuroquinol&ques quaternaires. Afin 
d’apprehender les proprittes physicochimiques permettant de differencier ces deux 
types de structures, trois alcalo’ides dihydrofuroquinoltiques (balfourodinium, ruta- 
linium, isoptelefolonium) et deux alcaldides furoquinol&Iques (skimmianine et ko- 
kusaginine) ont Ctt chromatographib sur couche mince de differents supports. Les 
risultats rapport& dans le Tableau I ont permis d’etablir que les alcalo’ides quater- 
naires: 

(1) sont faiblement adsorb& sur alumine. En presence de methanol, dans le- 
quel ils sont trts solubles, ils se cornportent comme les alcalo’ides tertiaires. Les pro- 
p&es d’adsorption de l’alumine vis a vis d’autres composes pourront done etre 
utilisees pour purifier des extraits methanoliques de Rutacees, les alcalo’ides restant 
en solution. 

(2) sont tres fortement adsorb& sur la silice, contrairement aux alcalo’ides ter- 
tiaires. Seuls les acides acetique et formique, de force Cluante Clevee, permettent leur 
desorption, ce qui exclut la possibilite de les separer sur silice, par chromatographie 
liquide haute performance. 

(3) prisentent une affinite modulable sur la silice greffee octadecyle (Crs). Tres 
forte en presence de solvants purs, cette affinite diminue quand la proportion d’eau 
augmente. Elle est inhibee par l’addition d’ilectrolytes forts dans les solvants. 11s ont 
sur ce support un comportement different de celui des alcaldides tertiaires (peu sen- 
sibles a la presence d’electrolytes). 
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Ces rbultats nous ont conduits a mettre au point une separation simultanee 
des deux types d’alcalo’ides par chromatographie liquide haute performance sur silice 
greffee octadecyle Ci s. 

Optimisation de la skparation dhlcalofdes purs par chromatographie liquide haute per- 
formance sur silice greflke octadecyle ( C1 8) 

Quatre alcalo’ides (platydesminium, balfourodinium, evoxine, skimmianine) 
presents chez Choisya ternata (espece que nous etudions plus particulierement) ont 
CtC retenus pour cette etude. 

Nous avons recherche (Tableau II). 

TABLEAU11 

INFLUENCEDELAC~MPOSITI~NDUM~LANGE~LUANTSURLEFACTEURDECAPA- 
CITk k' DE DEUX ALCALOIDES DIHYDROFUROQUINOLfirQUES (PLATYDESMINIUM, 
BALFOURODINIUM) ET DE DEUX ALCALOIDES FUROQUINOLfiQUES (EVOXINE, SKIM- 
MIANINE) SUR COLONNE DE SILICE GREFFkE OCTADECYLE 

SOlVll?li Electrolyte Facteur de capacitP k’ pour les alcaloi’des 
mod$cateur 

wi Platydesminium Balfourodinium Evoxine Skimmianine 

MtQhanol NaC104 
100 5. 10-S M 
50 5. 10-S M 

50 
25 

Ethanol 
30 

*PIG B5 
5. 1o-3 M 
5. 10-s M 

HCOOH 
2. 10-3 M 

30 
30 

CH&OOH 
8,3. 10-3 M 
3,3. 1o-3 M 

70 
35 
30 
30 
25 

*PIG B5 
5. 10-J M 
5. 10-S M 
5. 1o-3 M 
2,5. 10-j M 
5. 10-S M 

30 
30 

Propanol-I 
20 

l PIC 87 
5.10-3 M 
2,5. 1O-3 M 

CH3COOH 
3,3. 1o-3 M 

0,16 0,21 
1 2 42 5.5 

0,80 1,60 4 594 
%20 .20 %20 g20 

178 23 397 6 

1 2 493 67 
292 2,4 4.2 6.5 

0 0 
034 O,7 
098 198 
1 2 

1.7 394 

0 0 

27 
793 
793 

17 

197 
4.7 
417 

11 

23 33 
3,3 7 

4,7 793 

197 22 197 393 

l Rbactifs Waters PIC B5 ou PIC B7 5 . 10e3 A4 = pentane ou heptane sulfonate 5 . lo-” M 
+ CH,COOH 3,3. lo-” M. 

L’inJuence de la nature et de la concentration en klectrolytes. En absence d’t- 
lectrolytes, la retention des alcalo’ides dihydrofuroquinoleiques &ant tres forte (fac- 
teur de capacite k’ S= 20), nous avons CtudiC l’effet d’addition d’electrolytes de dif- 
ferentes polaritb: NaC104, HCOOH, CH,COOH, reactifs PIC B5 et PIC B7 Waters 



NOTES 441 

(pentane et heptane sulfonate en presence de CH&OOH). Le Tableau II indique les 
valeurs du facteur de capacitt k’ pour ces divers electrolytes et divers melanges de 
solvants. Pour un meme melange Cluant (ethanokau (30:70) par exemple), la reten- 
tion des alcalo’ides dihydrofuroquinoleiques augmente de facon tres marquee lorsque 
le reactif PIC B7 est utilise par rapport a l’ensemble des autres electrolytes. Pour un 
mime electrolyte, la retention augmente lorsque la concentration de l’tlectrolyte di- 
minue. En revanche, la retention des alcalo’ides furoquinoleiques est tres peu affectee 
par la presence d’un electrolyte. Seul l’acide formique abaisse legerement leur reten- 
tion certainement par suite de la diminution du pH. 

L’influence de la nature et de la concentration en solvant modljicateur. Trois 
solvants modificateurs ont ttt utilists: methanol, ethanol et propanol-1 en melange 
avec l’eau. L’ttude du Tableau II montre que, pour une concentration donnee en 
electrolytes, la retention augmente avec la polaritt du milieu: par exemple, elle est 
plus &levee avec le methanol qu’avec l’ithanol (reactif PIC B5-25% de solvant mo- 
dificateur). De m&me, elle augmente lorsque le pourcentage de solvant modificateur 
diminue (reactif PIC B54thanol). 

En fonction de ces don&es, nous avons choisi le melange Cluant: ethanol- 
eau-PIC B5 (30:70:5 . 10e3 A4) avec lequel la separation des quatre alcalo’ides est 
tres bien resolue comme le montre la Fig. 1. 

Tmin 

t 

Fig. 1. Separation du melange de quatre alcaldides sur colonne PBondapak Cls. Dttection: 254 nm; 
absorbance: 0,Ol pleine 6chelle; solvant: ethanol+au-PIC B5 (30170:s . 10e3 M); d&bit 2 ml/min. S = 
Skimmianine, E = evoxine, B = balfourodinium, P = platydesminium. 

On sait que les mecanismes proposes pour expliquer la retention des molecules 
organiques sur des phases greffees apolaires sont varik.s12. Les resultats precedents, 
qui sont conformes et completent ceux obtenus sur couches minces, permettent une 
interpretation de la retention des alcalo’ides CtudiCs: La retention des furoquinoleines 
tertiaires peut s’expliquer par un simple partage entre la phase greffee apolaire et 
l’tluant polaire puisque l’electrolyte n’intervient pas et qu’une plus grande polarite 
du solvant modificateur ou un plus fort pourcentage d’eau augmentent la retention. 

La retention des alcaldides dihydrofuroquinol&ques est certainement due, en 
absence d’electrolytes, a leur adsorption sur les residus silanols du support bien que 
ce risque, qui diminue avec la longueur de la chaine carbonee greffee, devrait &tre 
faible dans le cas de l’octadecyle l 3. Ceci expliquerait l’analogie de comportement 
observee avec les divers ilectrolytess dont le premier role est de saturer les rbidus 
silanols. En presence d’electrolytes, une retention par interaction ionique est proba- 
ble14 mais n’exclut pas l’appariement d’ions qui semble intervenir avec l’heptane 
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sulfonate. Le temps de retention augmente alors avec la longueur de la chaine apo- 
laire de l’ilectrolyte. 

Sparation et dosage des alcaloi’des dihydrofuroquinol&ques d’extraits de cultures in 
vitro 

Des extraits methanoliques de quatre souches de Choisya ternata cultivies in 
vitro, choisies pour leurs teneurs differentes en alcalo’ides, ont iti utilises. L’objectif 
itait le dosage du platydesminium et du balfourodinium synthetises par les cultures 
(les alcaloides furoquinokiques tertiaires sont inexistants ou ne sont produits qu’a 
l’etat de traces dans ces souches”). Les extraits sont chromatographies dans les con- 
ditions prkcidemment dtfinies en utilisant le melange &ant ethanol-eau (30:70) avec 
les reactifs PIC B5 ou PIC B7. Les alcalo’ides sont rep&s grace a leur temps de 
retention et identifies par le spectre de fluorescence l 6 de la fraction d’eluat concernee. 
Les teneurs en alcalo’ides sont estimees par la mesure des absorbances a 254 nm pour 
le balfourodinium et a 313 nm pour le platydesminium. 

Nous avons Ctabli que: 
(1) L’utilisation du reactif PIC B7 a la place du reactif PIC B5, en augmentant 

la retention des alcaloides, permet une meilleure resolution du chromatogramme (Fig. 
2a et b). 

(2) Une purification prealable des extraits par l’alumine simplifie le tract chro- 
matographique et done ameliore Cgalement la resolution (Fig. 2b et c). 

(3) La limite de detection est, dans les conditions adopttes, de 10 pmoles d’al- 
caloi’des, ce qui correspond a environ 0,2 mg de materiel v&g&al lyophilise pour les 
souches a faibles teneurs en alcaloides. 

Tmin4 

lo- 

O- 

10. 

O- 

20. 

10 - 

o- 

Fig. 2. Chromatogrammes obtenus pour la souche 4. Detection du platydesminium (P) a 3 13 nm. Absor- 
bance: 0,Ol pleine kchelle. (a) Extrait mtthanolique; melange &ant: ethanol-eau-PIC B5 (30:70:5 10e3 
M); debit 1 ml/min. (b) Extrait methanolique; melange eluant: ethanol-au-PIC B7 (30:70:5 . 10e3 M); 
debit 2 ml/min. (c) Extrait methanolique purifie par l’alumine. Memes conditions que (b). 
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(4) Les courbes d’ttalonnage pour les 2 alcalo’ides sont liniaires (coefficient de 
correlation de 0,997 etabli sur 10 mesures). 

(5) Les resultats sont en bon accord avec ceux obtenus en utilisant une me- 
thode fluorimetrique prtcedemment publike’ 6 et mettant en oeuvre un plus haut 
degre de purification. Le coefficient de correlation entre les deux mtthodes, de 0,9935 
pour le dosage du platydesminium, montre l’exactitude de la methode propoke qui 
presente en outre une meilleure fiabilitt. (Tableau III). 

TABLEAU III 

COMPARAISON DES RESULTATS DE DOSAGE DES ALCALOIDES DIHYDROFUROQUI- 
NOLEIQUES DANS QUATRE SOUCHES DE CHOZSYA TERNATA OBTENUS PAR FLUORI- 
METRIEi6 ET PAR CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE HAUTE PERFORMANCE (CLHP) 

Les teneurs en alcaldides (moyenne de quatre 6chantillons) sont exprimbs en pmoles/g de matkriel v&g&al 
lyophilisb. 

Souches Teneurs en alcaloiiles 
[moyenne f &art-type (coefficient de variation %)/ 

Platydesminium Balfourodinium 

Fluorimetrie CLHP Fluorimetrie CLHP 

0,123 f 0,006 (5) 0,080 f 0,001 (3) 0,029 f 0,009 (30) 0,044 f 0,001 (3) 
0,656 f 0,010 (4) 0,465 f 0,005 (1) 0,183 f 0,009 (5) 0,135 f 0,003 (2) 
1,371 f 0,069 (5) 1,290 f 0,032 (2,5) 0,180 f 0,009 (5) 0,147 f 0,003 (2) 
2,605 f 0,156 (6) 3,033 f 0,046 (1,5) 0,471 f 0,028 (6) 0,613 f 0,012 (2) 

CONCLUSION 

L’utilisation de la chromatographie liquide haute performance pour le dosage 
des alcaloiides dihydrofuroquinoleiques synthetisks par des cultures de tissus de cer- 
taines especes de Rutacees, parait presenter les qualites requises pour l’analyse de 
grandes series d’echantillons: linbarite du dosage, purification rapide, fiabilite et bon- 
ne sensibilite. Cette technique a CtC mise au point avec des extraits de souches de 
Choisya ternata, mais des travaux preliminaires nous ont montre qu’elle Ctait egale- 
ment adaptable a des extraits de souches de Ruta graveolens et Ptelea trifoliata. 

La separation par chromatographie liquide haute performance permet aussi 
de s&parer, dans les organes in vivo, les deux types d’alcaloides presents: furo et 
dihydrofuroquinoleiques et de doser ces derniers, ce qui permet de comparer l’ivo- 
lution des teneurs en alcalo’ides dans les plantes et les cultures in vitro. 

Les performances de la methode, deja tres satisfaisante puisqu’on peut dttecter 
10 pmoles d’alcalo’ides, pourraient etre facilement ameliorees en utilisant un dttecteur 
fluorimttrique. 
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