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Les alcaloides extraits des écorces de quinquina continuent i étre trés utilisés
comme médicaments, additifs de boissons gazeuses ou comme produits chiraux
utilisables dans le dédoublement de racémiques. La chromatographie sous ses
principales formes a été utilisée pour leurs analyses: la chromatographie en couche
mince! 3, la chromatographie en phase gazeuse*, la chromatographie liquide haute
performance (CLHP)*~!2, Dans cette note nous présentons une méthode par CLHP
en élution isocratique sur microparticules de silice que nous utilisons pour le suivie
de l’extraction de la quinine et de la synthése de la quinidine ainsi que pour le dosage
des impuretés alcaloidiques présents dans les sels commerciaux de quinine et de
quinidine.

PARTIE EXPERIMENTALE

Appareillage

La méthode a été étudiée sur un appareillage comprenant: une pompe a débit
constant Altex 380 (Touzart Matignon), une vanne Rhéodyne 70-10 (Touzart Matig-
non) munie d’une boucle d’injection de 20 1, un détecteur a longueur d’onde variable
LC 3 Pye Unicam, un enregistreur PM 281 Philips, un intégrateur DP 101 Pye Unicam.
La colonne est en acier inoxydable, longueur 150 mm, diamétre interne 4.6 mm.
Elle est remplie de LiChrosorb Si 60 5 um (Merck) suivant la méthode décrite par
Coq et al.’3, mais en utilisant une pompe Haskel MCP 110 (Général Pneumatic-
Tourcoing). La colonne est tassée avec 300 ml de chloroforme a 400 bars, puis condi-
tionnée avec 500 ml de phase éluante décrite ci-dessous.

Réactifs et alcaloides témoins

Tous les réactifs utilisés sont de qualité purs pour analyse. La phase éluante a
la composition suivante: chloroforme 940 ml, isopropanol 57 ml, diéthylamine 1 ml,
eau 2.65 ml (voir le chapitre discussion pour la méthode d’ajustement de la teneur
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en ecau de la phase €luante), Tous les alcaloides témoins quinine, hydroquinine,
quinidine, hydroquinidine, cinchonidine, cinchonine, quinidinone sont sous forme
de bases, sauf ’épiquinine et I’épiquinidine qui sont sous forme de bichlorhydrate.
Ces produits ont été fournis par la Société Chimique Pointet-Girard ainsi que le glu-
conate de quinidine. Pour la structure chimique de ces produits on pourra consulter
les publications citées en Bibl. 14 et 15.

Mode opératoire

Dans le cas de la Fig. 1, I’ensemble des témoins ont été mis en solution dans
la phase éluante & une concentration de 0.2 mg/ml sauf pour la quinidinone qui est
a une concentration de 0.1 mg/ml.

Dans le cas de la Fig. 3, le giuconate de quinidine a été préalablement extrait
en milieu alcalin par le chloroforme et injecté sous forme d’une solution chloro-
formique équivalente & 5 mg/ml de quinidine base. Dans tous les cas le débit est de
1.2 ml/min. La longueur d’onde de mesure est 312 nm dans le cas des Figs. 1, 3 et 5
et 295 nm dans le cas de la Fig. 6.

RESULTATS ET DISCUSSION

La Fig. 1 montre le chromatogramme obtenu a partir de Pinjection d’une
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Fig. 1. Chromatogramme des principaux alcaloides du quinquina: 1 = quinidinone; 2 = épiquini

dine; 3 = épiquinine; 4 = quinidine; 5 = cinchonine; 6 = cinchonidine; 7 = quinine; 8 = hydro-

quinidine; 9 = hydroquinine. Longueur d’onde de mesure 312 nm. Détecteur calibré sur 0.16 de

D.O. pleine échelle. Pour les autres conditions, voir le texte.
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solution des principaux alcaloides du quinquina. Dans I’ensemble la résolution est
satisfaisante sauf pour le groupe épiquinine-€piquinidine. Mais pratiquement pour
Pactivité de notre laboratoire c’est la somme des deux qui nous intéresse aussi n’avons-
nous pas cherché a améliorer la séparation. D’autre part, lors de la mise au point de
cette analyse, nous avons constaté que l'utilisation d’une phase éluante contenant
une teneur en eau non négligeable permettait d’obtenir une séparation efficace
avec des pics exempts de trainée. De tels systémes d’élutions, décrits par différents
auteurs!®—® permettent de désactiver les sites actifs de la silice. Expérimentalement,
nous avons trouvé qu’une teneur en eau de 2.65 ml par litre de phase éluante (corres-
pondant & environ 759 de la teneur en eau a saturation du solvant d’élution utilis€)
fournissait la séparation optimum vis-a-vis du couple résolution-temps d’analyse.
Pratiquement pour ajuster cette teneur, nous déterminons le pourcentage d’eau (par
la méthode de Karl Fischer) du mélange chloroforme-isopropanol-diéthylamine et
ajoutons ensuite de ’eau g.s.p. 2.65 ml par litre de solvant. Pour illustrer I'importance
de la matitrise de cette teneur en eau vis-a-vis de la reproductibilité des temps de réten-
tion, nous avons rassemblé dans le Tableau I six temps de rétention mesurés pour la
quinidine & partir de déterminations s’étalant sur quatre semaines, ainsi que la valeur
moyenne de ce temps de rétention et I’écart type de la distribution.

TABLEAU 1

TEMPS DE RETENTION Tx EN SECONDES DE SIX ESSAIS D’ELUTION DE QUINIDINE
S’ETALANT SUR UN MOIS

Temps de rétention (sec)

Essais
1 2 3 4 5 6

731 715 649 619 768 760
Tr moyen 707 sec
Ecart type 60 sec

On voit que si les précautions exposées ci-dessus sont respectées I’écart type de
la distribution est inférieur a 109, du temps de rétention moyen. Deux autres remar-
ques sont a faire compléter ce paragraphe:

(a) Dans le cas ou le produit étudié contient de la quinidinone, il est souhaitable
d’effectuer la mise en solution dans la phase éluante afin d’éviter une perturbation de
solvant qui est dommageable pour la quantification de la quinidinone.

(b) La longueur d’onde de mesure choisiec est A = 312 nm. L’examen de la
Fig. 2 montre qu’alors que la quinidine (ainsi que ’hydroquinine, la quinine, I’hydro-
quinidine, I’épiquinine, I’épiquinidine) a approximativement le méme Ei%, que la
cinchonine (ainsi que la cinchonidine).

Ceci introduit une simplication importante lorsque, dans le cas fréquent ol
ces alcaloides sont seuls présents, on veut connaitre rapidement la composition d’un
produit en ses différents composants.

La Fig. 3 montre un exemple d’application de la méthode au dosage de ’hydro-
quinidine contenue dans le gluconate de quinidine commercial. Nous opérons par
standardisation externe. La Fig. 4 représente la courbe d’étalonnage de ’hydroquini-



482 NOTES

N
/I \‘.
[} ]
! 1
0.500t o
] ‘| 2
]
v
! 1
i V
1 1
1
1
]
| 3
]
0300} |
' 1
t
]
§ . |
- 1
1
;| i .
Q
Fa -
. : %
1 ™
1 o
' 2
0100F I| <
1
1 \4
1
\ ™=
. . St ! | 4
250 300 350 20 10 °
Longueur d'onde en nm —— £ (min)
Fig. 2. Spectre d’absorption UV d’une solution de quinidine ( ) et de cinchonine (— — —) dans

la phase éluante a la concentration de 3 mg pour 100 ml. (Spectrophotométre Beckmann Modéle 24.)

Fig. 3. Chromatogramme obtenu a partir d’un gluconate de quinidine extrait sous forme de base en
milieu chloroformique: 1 = perturbation diie au chloroforme; 2 = quinidine; 3 = hydroquinidine.
Longueur d’onde de mesure 312 nm. Détecteur calibré sur 0.16 de D.O. pleine échelle. Pour les autres
conditions, voir le texte. Dans cet exemple, la teneur trouvée en hydroquinidine est de 4.4%; (P/P)
rapportée aux alcaloides totaux.
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Fig. 4. Courbe d’étalonnage de ’hydroquinidine en solution chloroformique a la longueur d’onde de
312 nm obtenue dans les conditions expérimentales précisées dans le texte.
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dine 2 312 nm explorée entre O et 0.4 mg/ml. Pour illustrer rapidement la sensibilité
de la méthode, nous avons chromatographié le méme gluconate de quinidine dans
lequel nous avons rajouté 0.2% (P/P) de quinine et de cinchonine (Fig. 5). On peut
améliorer la sensibilité de la mesure de la cinchonine en se plagant par exemple a

2 = 295 nm (Fig. 6).
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Fig. 5. Chromatogramme obtenu & partir de la méme solution chloroformique que celle de la Fig. 3,
dans laquelle nous avons rajouté 0.2% de quinine et 0.2%; de cinchonine: 1 = perturbation diie au
chloroforme; 2 = quinidine; 3 = cinchonine; 4 = quinine; 5 = hydroquinidine. Longueur d’onde
de mesure 312 nm. Autres conditions identiques 3 celles de la Fig. 3.

Fig. 6. Chromatogramme de la méme solution représentée Fig. 5. La longueur d’onde de mesure est
295 nm.
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