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REALISATION D’UNE CHROMATOGRAPHIE COUCHE MINCE

La chromatographie couche mince s’effectue sur des feuilles d’aluminium 10 i 10 cm;
recouvertes d’'une couche uniforme de gel de silice. Les manipuler avec beaucoup de
précaution afin de ne pas détériorer le support; en particulier ne pas poser les doigts

sur la couche de silice.

Vérifier le niveau de solvant (1 cm) dans les cuves, et le compléter éventuellement.
Pour éviter les effets de bord, les dépéts ne sont pas effectués 2 moins de 1 cm des cotés
de la plaque.

La migration doit étre effectuée dans le sens indiqué par la fleche figurant sur le
chromatogramme.

Chaque dépét est fait en bas de la plaque, a 1,5 cm du bord inférieur (car il y a 1 cm de
solvant dans la cuve) a 'aplomb du repére du haut de la plaque sous forme d’un disque
de 4 3 5 mm de diamétre sans altérer la couche . Effectuer les dépdts en plusieurs fois
en laissant sécher avant chaque nouveau dépét. Marquer en haut de la plaque, au
crayon a papier les initiales et les quantités de produits a4 déposer. Les plaques seront

ensuite placées dans les cuves.

- Ne pas tracer la ligne de dépéts au crayon.

- Ne laisser les cuves ouvertes que pendant le minimum de temps, et vérifier ’étan-
chéité (graisser au besoin). En effet, une bonne saturation permet une migration
rapide du solvant et une bonne séparation des produits.

- Ne pas ouvrir les cuves en cours de migration.

Lorsque le solvant a atteint une hauteur de 8 cm environ, sortir la plaque et marquer
immédiatement le front du solvant par une ligne au crayon (les solvants organiques
sont volatils). ‘

Laisser évaporer le solvant sous la hotte (en vérifiant qu’elle fonctionne).

Pratiquer les révélations indiquées en entourant au crayon (pour chaque révélation)
les taches observées.

Calculer les Rf et faire un dessin du chromatogramme en notant toutes les indications
en particulier I'intensité et la couleur des taches.



RAPPELS SUR L’EXAMEN DE PREPARATIONS AU MICROSCOPE.
(d’apres les B.P.L., 1990, Faculté de Pharmacie de Lyon).

Réalisation de la préparation :

Placer une goutte d’eau sur la lame.

Déposer une FAIBLE QUANTITE de I’échantillon & examiner.

Recouvrir de la lamelle. La préparation doit étre la plus fine possible; appuyer sur la

lamelle pour chasser I’air si nécessaire.

Observation :
ASSURER VOUS avant tout de LA PROPRETE DES OCULAIRES ET DES OBJECTIFS;
commencer donc toujours votre examen microscopique par les essuyer avec un chiffon

sec et terminer avec un chiffon humecté de méthanol.

. Placer votre préparation, bien centrée sur la platine porte-objet.

. POUR UNE PREMIERE OBSERVATION, UTILISER TOUJOURS L’OBJECTIF DE
PLUS FAIBLE GROSSISSEMENT.

. Régler ’éclairage ; jouer sur le diaphragme si nécessaire.

. Changement d’objectif : avant tout changement d’objectif, METTRE AU POINT LA
PARTIE INTERESSANTE DE L’OBJET AU CENTRE DU CHAMP en déplacant la
platine. Changer d’objectif.

. Amener lentement la préparation le plus prés possible de 'objectif avec ]le bouton de
mise au point. CONTROLER CETTE MANOEUVRE A VUE, EN VOUS PENCHANT DE
COTE, ET NON AVEC LES YEUX RIVES A L’OCULAIRE.

. Regarder dans votre microscope et baisser lentement la platine jusqu’a obtenir une

image correcte. Augmenter I’éclairage, ouvrir le diaphragme si nécessaire.



Drogues a alcaloides tropanoliques : Solanacées

Drogues a alcaloides indoliques : Ergot de Seigle

Drogue a hétérosides cardiotoniques : Digitale

Drogue a hétérosides cyanogénétiques : Laurier-cerise

Drogues a hétérosides anthracéniques : Aloes, Rhubarbe, Bourdaine

Cascara, Séné

Drogues a polyosides : Amidons.



PREMIERE SEANCE

DROGUES A ALCALOIDES TROPANOLIQUES

SOLANACEES PARASYMPATHOLYTIQUES

A - Caractérisation des alcaloides

B - Caractérisation du scopolétol.



PREMIERE SEANCE

REACTIFS NECESSAIRES '

Acétone
Dichlorométhane
Méthanol
Ethanol

Acide sulfurique N

Acide sulfurique 0,1 N

Acide nitrique fumant

Ammoniaque coﬁcentrée

Solution alcoolique & 3 % de KOH p/v

Solution méthanolique a 0,20 % de scopolamine p/v
Solution méthanolique a 0,20 % d’hyoscyamine p/v
Réactif de Dragendorff (Iodobismuthate de Potassium)

Solvants pour chromatographie (acétone-eau-ammoniaque : 90-7-3, v/v)
Papier pH

MATIERES PREMIERES
Poudre de Belladone (Chimie)

Poudre de Datura (Chimie)
Poudre de Jusquiame.



PREMIERE SEANCE
Matériel en commun

Evaporateur rotatif sous vide
Bain-marie

Graisse

Etuve

1 cuve & chromatographie couche mince
1 pulvérisateur

Matériel nécessaire 0S

1 ballon évaporation 500 ml + valet caoutchouc
1 erlen 100 ml polypropyléne

2 erlens 100 ml verre

1 éprouvette 50 ml polypropyléne

1 bécher 150 ml verre

3 capsules porcelaine diametre 8 cm

2 ampoules a décantation 125 ml + support
1 pince en bois

3 tubes essais 20 ml verre + portoir

1 pipette graduée 10 ml

1 pipette graduée 5 ml

1 capillaire gradué 5 ul

1 poire a prélévement 5 ml

1 biichner

1 fiole a vide

1 agitateur en verre.



PREMIERE SEANCE

PLAN DE LA MANTPULATION

1. Mettre en route P’extraction des alcaloides

2. Mettre en route la chromatographie

8. Caractériser les esters de ’acide tropique

4. Caractériser le scopolétol.

CONSIGNES PARTICULIERES

- Bien rincer les capillaires gradués a I'alcool, sitdt aprés usage, pour éviter qu’ils ne se

bouchent. 4

- Ala fin de la séance, les placer dans un bécher rempli d’alcool.
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SOLANACEES PARASYMPATHOLYTIQUES

(Belladone - Datura - Jusquiame)

)

1. EXTRACTION DES ALCALOIDES

Préparer tout d’abord un extrait d’alcaloides totaux :

6g de poudre de Belladone (ou de Jusquiame ou de Datura) sont agités dans un
erlenmeyer avec 30 ml d’H2S04 environ 0,1 N pendant 2 minutes.

Filtrer sur biichner.

Ajouter, sous la hotte, quelques ml,d’ammoniaque concentrée au filtrat jusqu’a pH
alcalin (10-11)

Agiter, vérifier le pH, puis transvaser la solution dans une ampoule a décanter.

Ajouter 45 ml de dichlorométhane. Agiter avec précaution pour ne pas obtenir
d’émulsion.

Recueillir la phase organique dans le ballon d’évaporation.

Le solvant est évaporé sous vide a ’évaporateur rotatif, ce qui permet d’évaporer a

basse pression donc 4 température réduite (bain-marie de 30°a 50°C).
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Distiller sous vide dans Pévaporateur rotatif la totalité de la solution a évaporer.

Pour cela :

- fixer le ballon a I’évaporateur en fixant 1

- fermer le robinet 2

- installer la circulation d’eau du réfrigérant

- établir le chauffage du bain-marie

- débloquer ’ensemble du systéme en tournant la poignée noire et soulever le levier de
facon a ce que le ballon plonge partiellement dans le bain-marie

- rebloquer Pappareil en tournant en sens inverse sur la poignée noire (un quart de
tour)

- faire tourner le ballon en agissant sur 3 (régler sur la graduation 4-5)

- brancher la trompe a eau (ouvrir 'eau au maximum). Distiller jusqu’a ce qu’il ne reste
plus de liquide dans le ballon.

Pour arréter la distillation :

- arréter la rotation en agissant sur 3

- remonter le ballon hors du bain-marie

- ouvrir 2 (avec précaution) pour casser le vide
- dévisser 1

- fermer les robinets d’eau (en fin d’utilisation de ’appareil).
Le résidu est repris par 0,5 ml de méthanol. Cette solution servira a la

chromatographie d’une part, a la caractérisation des alcaloides par réaqtion colorée
d’autre part.

II. CHROMATOGRAPHIE DE L’EXTRAIT METHANOLIQUE
(voir protocole page 3)

La CCM est effectuée sur gel de silice. Le développement est effectué par un mélange

acétone-eau-ammoniaque (90-7-3, v/v).
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- Déposer :
- 10 pl de chaque solution méthanolique (Belladone, Datura, Jusquiame)
obtenue précédemment
- 5 ul de chaque solution témoin (Atropine et Scopolamine) 4 0,2 % dans le
méthanol
- Aprés une migration de solvant de 8 cm environ retirer la plaque
- Noter la position du front du solvant
- Laisser évaporer le solvant sous la hotte
- Placer la plaque a I’étuve a 100°C pendant 10 mn
- Pulvériser le réactif a 'iodobismuthate de potassium jusqu’a 'apparition de taches

rouges ou orangées sur fond jaune.

Les solutions témoins montrent des taches de Rf 0,30 a 0,35 pour P’atropine et de 0,8 a
0,9 pour la scopolamine.
Observer les taches obtenues, pour les trois extraits étudiés.

Noter leur Rf* leur coloration et leur intensité.

III. CARACTERISATION DES ESTERS DE L’ACIDE TROPIQUE : REACTION DE
VITALI-MORIN

La solution méthanolique obtenue au paragraphe 1 est placée dans une capsule.
Rincer le ballon avec 2 ou 3 ml de méthanol qui seront ajoutés dans la capsule.
Evaporer a sec au bain-marie (situé sous une hotte). .
Ajouter au résidu 20 gouttes d’acide nitrique fumant, évaporer de nouveau a sec (sous
1a hotte).

Reprendre par 10 ml d’acétone et ajouter goutte a goutte une solution alcoolique de
potasse a 3 %. 1l apparait une coloration violet foncé.

Cette réaction est donnée par les esters de I’acide tropique (hyoscyamine, scopolamine,

atropine) mais non par I’acide tropique lui-méme.

* Le Rf est défini par la formule :

Distance parcourue par la substance

Distance parcourue par le front
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IV. CARACTERISATION DU SCOPOLETOL

La Belladone est riche en cette coumarine. Le Datura et la Jusquiame le sont moins.

On a donc un moyen de différencier ces drogues.

Traiter 1 g de poudre de Belladone (ou 1 g de poudre de Datura) et 1 g d’échantillon
inconnu (A, B, C, D, E, F) respectivement chacune dans un erlenmeyer avec 10 ml
d’H2S04 N. Agiter.

Filtrer sur biichner.

Transvaser dans une ampoule & décanter, ajouter 5 ml de dichlorométhane et agiter.
Récupérer la phase organique dans une capsule de porcelaine.

Evaporer au bain-marie ti¢de (sous la hotte).

Reprendre le résidu par 10 ml d’eau chaude, verser dans un tube a essai.

Ajouter 1 ml d’ammoniaque concentrée, sous la hotte.

Il apparait une fluorescence bleu vert pour la Belladone (plus intense en U.V, 365 nm)

et rien pour le Datura.
N.B. le dichlorométhane a une densité supérieure a 1.

Attentidn : 1a lampe U.V. posséde 2 longueurs d’onde différentes.
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DEUXIEME SEANCE

DROGUES A ALCALOIDES INDOLIQUES

ERGOT DE SEIGLE

A - Extraction et caractérisation des pigments anthraquinoniques.

B -Extraction, caractérisation et dosage des alcaloides totaux.
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DE ME SEANCE

REACTIFS NECESSAIRES

Ether éthylique
Ether de pétrole
Dichlorométhane
Acétone

Acide sulfurique 5 % (v/v)
Paradiméthylaminobenzaldéhyde sulfurique (PDAB)
Acide tartrique en solution a 1 % (p/v)

Ammoniaque au 1/10e

Carbonate disodique 10 % (p/v)

Tartrate d’ergotamine a 0,01 % (p/v) dans I’acide tartrique

MATIERES PREMIERES

Ergot de seigle.
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DEUXIEME SEANCE

Matériel en commun

Bain marie

Evaporateur rotatif sous vide
Photometre + 1 cuve

Graisse

Parafilm.

Matériel nécessaire par poste

1 erlen 150 ml de polypropyléne

1 erlen 100 ml en verre

1 éprouvette 10 ml polypropyléne

1 éprouvette 50 ml polypropyléne

1 éprouvette 100 ml polypropyléne

1 ballon évaporation 500 ml

2 valets caoutchouc

1 entonnoir diametre 9 cm verre

1 ampoule décantation 250 ml + portoir
10 tubes a essais 10 ml verre + portoir
1 agitateur verre

1 pipette graduée de 20 ml

2 pipettes 1 ml graduées

1 pipette 2 ml 2 traits

1 poire préléevement 2 ml

2 postes :
Cartouche papier filtre pour Soxhlet 27 x 80

1 boite de Pétri diametre 12 cm verre

1 ballon 500 ml rodage 24/29 verre

1 chauffe-ballon (ou bain-marie)

1 extracteur de Soxhlet + son réfrigérant.
1 ballon jaugé 100 ml






























































































































































































































