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SUMMARY
Quantitative thin-layer chvomalography of evgot alkaloids -

A description is given of thin-layer chromatography for the quantitative
determination of ergot alkaloids of the peptides, alkanolamide and clavine type
alkaloids (ergotamine, ergometrine, chanoclavine-(I) and their mixtures). Photo-
metric determination was carried out after extraction of the alkaloids from the
adsorbents (silica gel and aluminium oxide). Three of the five elution solvents tested
proved to be useful. The results have been statlstlcally recorded. Quantltatlve
recovery proved to be dependent on various criteria, e.g. relative mobilities and
Rp values of the individual alkaloids; length and width of the alkaloid bands on the
chromatogram; concentration of the solution of alkaloids applied; manner of appli-
cation; partly the adsorbent and numerous other factors that generally affect
thin-layer chromatography. The recovery did not seem to be influenced by the type
of alkaloids used, but the individual working conditions proved to be ot sxgmﬁcance

EINLEITUNG

In den vergangenen Jahren erschien eine stattliche Anzahl von Arbeiten zur
Anwendung der quantitativen Diinnschichtchromatographie (DC). In einer Ubersicht
von KinzE? sind die wesentlichsten Méglichkeiten der quantitativen Auswertung von
entwickelten DC-Platten wiedergegeben, worin grobschematisch zwischen Aus-
wertungen direkt auf der Platte oder nach Extraktion der Substanzen aus.dem Adsor-
bens und anschliessender spektrophotometrischer Bestimmung unterschieden wird.

"-Zur Erfassung von Mutterkornalkaloiden werden uberwwgend Verfahren der
zweiten Kategorie beschrieben; wobei Unterschiede wemger ‘in der zur Elution:der
Alkaloide angewandten Methodik, sondem ' vielmehr im Elutionsmittel selbst' zu
finden sind, Losungsmlttelmlschungen von Methanol—-].‘.lseSmg—Wasser (2:1:2 baw.
4.5:1:4.5) wurden von SEYFRIED®, KLAVEHN und Mitarb.3, MCLAUGHLIN und Mitarb.4
sowie von TYLER und Mitarb.® erprobt bzw. fiir - bestlmmte analytlsche ‘Aufgaben
angewendet. Mit weinsauren Methanol-Elutionslssungen arbeiteten  ZINSER und
BAUMGARTEL®, SAHLI UND OESCH?, WICHLINSKI UND SKIBINSKI® sowie RODER und
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328 S. KEIPERT, R, VOIGT

Mitarb.?., TABER und Mitarb.1® wendeten 0.1 N Schwefelsidure zur Elution von Mut-
terkornalkaloiden aus dem Sorptionsmittel an. Bessere Erfolge erzielten offenbar
‘L1 unD FANG! mit einer dthanolischen Schwefelsiure (0.5 ml Athanol und 1.5 ml
0.2 N Schwefelsiure). PRocHAzKA und Mitarb.12 berichten iiber den Einsatz von am-
moniakalischer Wasser-Aceton-Mischung. Unter den rein organischen Eluentien
seien Methylenchlorid-Methanol (9g: I) (Lit. 2) Aceton-Chloroform (2:1) (Lit. 12),
Benzol-Chloroform (1 :2) (Lit. 20) sowie Chloroform—Methanol(I 1)-bzw. Chloroform-
Butanol (5:1)-Gemische!? erwédhnt.

Die zitierten Autoren wendeten die einzelnen Elutionsverfahren mit unter-
schiedlicher Problemstellung und teilweise recht grossziigigim Hinblick auf die An-
forderungen an Exaktheit und Reproduzierbarkeit der Methodik an. Es erwies sich
somit als erforderlich, die bekannten Verfahren einer kritischen Uberpriifung zu
unterziehen und sie anhand von Serienbestimmungen unter Beriicksichtigung
zahlreicher beeinflussender Faktoren auf Richtigkeit, Reproduzierbarkeit und allge-
meine Einsetzbarkeit zu testen. Von Interesse waren diese Untersuchungen vor allem
unter dem Gesichtspunkt spidterer Anwendung zur Analyse von Mutterkornkultur-
extrakten mit breitem Alkaloidspektrum4,

VERSUCHSANORDNUNG

Vorversucka

~ Am Beispiel des Ergotammtartrats wurde dle Abhingigkeit der quantitativen
Ruckgewmnung der chromatographierten Mutterkornalkaloide von der Plattengrosse
(kP—Xkleine Platte: _Abmessung 7.5 X 17 cm, Adsorbensmenge 1.58; g gP—grosse
Platte:. Abmessung 17 X 24.5cm, Adsorbensmenge 5 g), der Laufstrecke (o, 9, 13
und 2o cm) und dem Adsorbens (Kieselgel G “Merck”, Kleselgel H “Merck”, Alumi-
niumoxid G “Merck” oder Aluminiumoxid D, VEB Chemiewerk Greiz-Dolau)
iiberpriift. Die Alkaloidlésungen wurden in Form von relativ grossen Tlecken
(Durchmesser 3-6 mm) auf die frisch aktivierten Platten appliziert, im Fliessmittel-
system I (vgl. S. 330) entwickelt und anschliessend mit Eluens I (Methanol—Elsesmg-—
Wasser, 2:1:2) die Alkaloide aus dem Adsorbens extrahiert.

Serienanalysen

Die Serienanalysen (zu einer Serie zéihlen zehn Platten) erfolgten in Anlehnung
an die Literatur mit grossen Platten und einer Laufstrecke von 13 cm (Fliessmittel-
system Iund II, vgl. S. 330). Es fanden folgende Kriterien Berlicksichtigung:

(1) Uberpriifung von fiinf Elutionsverfahren bzw. Eluentien: I = Metha-
nol-Eisessig~Wasser  (2:1:2); 11 = Methanol-Wasser-Weinséiure (40:60:1); IIl =
0.1 N Schwefelsiure; -1V = #thanolische Schwefelsiure (0.5 ml Athanol, 1.5 ml
0.2 N Schwefelsiure) ; V = Chloroform-Methanol (1:1). :

(2)-Testung von Alkaloiden des Peptid-, Alkanolamid- und Clavmtyps (Ergo-
tamin, ‘Ergometrin, Chanoclavin-(I), Agroclavin). Zuniichst wurden die" E1n7elal-
kaloxde chromatographiert, spiter-Alkaloidmischungen. ‘

(3) Applikation steigender Alkaloidkonzentrationen. :

~Wie aus: Vorversuchen hervorging, beeinflusste die Art.und Welse des Auf-
tragens die, quantltatlve Riickgewinnung der Alkaloide aus dem Sorptionsmittel. Ein
Vergleich: zweier. Auftragemethoden erfolgte nach den Arbeitsweisen A und B am
Belsplel ‘des Ergotamins. (Elutionsmittel I, vgl. Tabelle IV).
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QUANTITATIVE DC VON MUTTERKORNALKALOIDEN 329

Avrbeitsweise A. Beim Applizieren der Alkaloidlésung wurden sehr kleine Punkte
auf der Startlinie aneinandergereiht, wobei zur Verteilung des Lésungsmittelvolu-
mens entweder mehrmals iiber die gleiche Strecke aufgetragen werden musste bzw.
eine gréssere Bandlinge (7-10 cm; Bandbreite max. 4 mm) resultierte.

Avrbettsweise B. Hier erfolgte das Auftragen sehr schnell, Auf die vom Akti-
vieren noch etwas warmen Platten wurden je Punkt relativ grosse Volumina der
Alkaloidldsung gebracht, so dass zwar einerseits ein mehrfaches Auftragen zu ver-
meiden, andererseits aber eine grissere Bandbrelte (3—7 mm; Bandlidnge 2-6 cm) die
TFolge war.

.Beide Verfahren wurden bewusst von zwei verschiedenen Personen nach
genauer Anwelsung durchgefuhrt um auch dem individuellen Faktor Rechnung zu
tragen. Da Arbeltswelse A besser den Realititen und vor allem den praktischen An-
forderungen auf qualitative Trennung eines Substamgemlsches und glelchzextlge
quantitative Erfassung der Einzelkomponenten, wozu geringe Fleckengrosse bzw.
Bandbreite Voraussetzung sind, entspricht, wurden d1e Dlutlonsverfahren II-V
lediglich auf diese Weise uberpruft

EXPERIMENTELL]‘R TEIL

Bereitung dey Dunnsckwhtplatten S
Die Beschichtung der DC-Platten erfolgte mit wissrigen . Suspenswnen der

Sorptionsmittel (5 g fiir gP, 1.5 g fiir kP), die aufgegossen wurden. Die Platten
trockneten {iber Nacht an der Luft wurden anschhessend 35 min bei IIO akt1v1ert
und frlsch verwendet ' N

r-ABELLE 1
BINGESETZTE ALKALOIDE UND ALKALOIDLOSUNGSMITTEL

Alkaloid = : . Ldsungsmittel

Ergotamintartrat “Merk"” ’ Methanol

Ergotaminbase '“Merck” Mecthanol

Ergometrinmaleat ''‘Merck' - Methanol

Agroclavin (IIandclsprodukt Carl Roth , '
~Karlsruhe) - Chloroform-Methanol (9:1)

Chanoclavm-(I) (im Arbeitskreis 1solu;.rt“) Chloroform-Methanol (4:1)

Testalkaloide

D1e Testalkalmde gel'mgten als ca. o. I% Losungen (bezogen auf Alk'lloldbase)
zum Einsatz (s. Tabelle 1),

Mit den angegebenen Reinalkaloiden wurden in den entsprechenden Lésungs-
mitteln tédglich frische Losungen bereitet und davon 0.01-0,12 ml, entsprechend der
]ewelllgen Kon7entratxon, mit Hilfe der "Agla-Mlkrometer-Spntze”" durch Aneinan-
derrelhung von. Punkten bandfomug auf die Platten aufgetragen, Zur Chromatogra—
-phie von Alkaloxdmlschungen——Ergotamm/Ergometrm/Chanocl'wm-(I)——trugen wir
die- Alkalmdlosungen nacheinander. (jeweils. 10.04 ml). {iber . die. gleiche Front. auf
(Versuch 1), oder apphzlcrten eine. Mlschung der, dre1 Testlosungen (glelche Volu-
mentexle bekannten Gehalts, msgesamt 0.12 ml Versuch 2) auf che Platte '

e e

* I‘a Burroughs Wellcomc & Co London L D

R S T RS
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330 : ' . ' S. KEIPERT, R. VOIGT

TABELLE IT-

Rp-WERTE. ., |

Alkaloid  System I  System II
Ergotamin. ' 0.64 © 075
Agroclavin.. . . 045 , 0.52
Ergometrin . .030 . 0.41
Chanoclavm-(l) - 0.04 " 0,07
Ckromatogra[)hw

Zur Chromatographle wurden die DC-Kammern (Schalen der Abmessung
4. 5 X 10 X 20 cm bzw. 6 X 20 X 30 cm) mit 60 bzw 200 ml des Laufmlttelge-'
misches beschickt, das nicht mehr ‘als’ dreimal und hur an’einem Tag verwendet
wurde; Die Laufstrecke betrug bei Durchﬁihrung der Messreihen und zur Testung der
Adsorbentlen 13 cm, fiir die ]ernrttlung der Plattengrdsse 1o cm. Die Chromato-
graphie erfolgte bei Kammersittigung und Zlmmertemperatur (22° 4+ 5°).

Die folgenden DC-Systeme wurden verwendet: (I) 'Chloroform-Methanol
(x7:3) (L1t 10) und (IT) Chloroform-Methanol (4:1) (Lit. 135).

Die Rp-Werte auf Kieselgel G (Laufstrecke 13 crn) werden in Tabelle I1 zu-
s'tmmengefasst . :

Ergotamln und Ergometrm konnten auf den lufttrockenen Platten durch
1hre Fluorescenz im UV-Licht markiert werden. Die Lokahslerung der Agroclavm-
und Chanoclavinzonen erfolgte mittels Leitchromatogramm (Randﬂeck) das durch
Bespnihen mit Dragendorff- oder Perchlorsdure-Reagens unter glelchzeltlgem Schutz
der Alkaloidzonen vor der Einwirkung des Spriihreagens (Abdecken mit einer Glas-
platte) nachgewwsen wurde. Bei den Clavinalkaloiden schabten wir besonders breite
Bénder ab, um auch bei méglichér Rp-Verschiebung gegeniiber der Randzone 'das
Alkaloid quantitativ zu erfassen. Nachfolgendes Bespriihen der ganzen Platte diente
als Kontrolle ‘

Spriikreagensnach Dragendorﬁ' 10 Dle folgendcn L&sungen wurden verwendet Lo-
sung A—4 g Bi(NOy),, gelost in-96 g 10%, wissriger Sorbitldsung; Losung B—40%,
NaJ-Lésung; Lésung C—209%,: Weinsédurel6sung. Die Lésungen A, B und C werden
getrennt und vor Licht geschiitzt aufbewahrt. Vor dem Gebrauch wird zu 2 m! Lé-
sung B 1 ml Losung A gegeben und mit Lésung C auf 50 ml verdiinnt.

Perchlorsaure-l?eagms“ Die Zusammensetzung des Reagens war 'wie folgt
5 ml’ Perchlorszture, 2ml 0.05 M FeCl,-6 H20 und Dest. Wasser ad 100 ml

Elunon der Alkalmdzonan o
“Die im UV-Licht oder durch Leltchromatogramm lokalisierten’ Alka.lmdzonen
wiirden mlttels Spatel und Rasxerkhnge von der DC-Platte abgeschabt ‘auf Perga-
mentpapler gesammelt und quantltatlv zur 'Elution. in 10 ml-Schhffreagensgl’iser
{iberfiihrt, M:t 2'ml des’ ]ewelhgen Elutlonsmlttels (vgl 'S, 329)——-aquenommen
Elitens’ V——wurde wihrend' 10 'min, hiufig geschiittelt. Anschhessend erfolgte die
Zugabe VOn 4 ml ;b-D1methylammobenzaldehyd-Reagens (th 18) und nach wel-«

a4 Zusammcnsetzung oz2g j: Dimethy]aminobenzaldchyd 65 ml conc, I-I,SO., dest Wasser
’ad xoo ml und 0.15 ml 10%: FeCly+6 H,0- Ldsung
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QUANTITATIVE DC VON MUTTERKORNALKALOIDEN 33I
teren 10 min die Zentrifugation (7 min bei 4000 U/min). Bei Verwendung von
0.1 N H,SO,(III) als Eluens wurde die Trennung vom Adsorbens durch Filtration
mittels Glasfiltertiegel G4 (Alhhnsches -Rohr) vorgenommen.

Bei Verfahren V eluierten wir die Alkaloide aus ‘dem Sorbens durch 13-min
Schiitteln mit 10 ml des organischen Lésungsmittelgemisches, filtrierten danach un-
ter Eiskiihlung iiber einen G4-Filtertiegel und engten 7 ml des Filtrats vorsichtig im
Vakuum zur Trockne ein. Mit diesem Riickstand erfolgte die Gehaltsbestimmung,
indem mit 2 ml I% Weinsdurelésung und 4 ml Farbreagens aufgenommen wurde.

Photomemscke Bestimmung

' Zur Ermittlung der Extinktionen bedienten wir uns des Spe71alkolor1meters
"Spekol” VEB Carl Zeiss, Jena (Wellenléinge: 615 nm fiir Ergotamm und Ergome-
trin; 585 nm fiir Agroclavin und Chanoclavin). Zur I-Ierstellung der Bllndlosungen

fiir die photometrische Bestimmung wurden etwa glelch grosse alkalmdfrele 7onen
des Adsorptionsmittels analog behandelt.

Berechnung der Alkaloidwerte

“Der Berechnung der Alkaloidwerte wurden Eichkurven der einzelnen Alkaloide
zugrunde gelegt, aus denen die Faktoren (f), entsprechend ,ug/ml bei Extmktxon =
1.0, entnommen wérden konnten: Ergotamin, 106.5; Ergometrin, 59.5; Agroclavm,
37.9; Chanoclavin, 40.8.

Somit ergab sich fiir die Berechnung des ug-GehaIts der Alkaloide (G) in den
Testlésungen und Alkaloidbindern folgende I‘ormel

G=E-dV-f
wobei

E = gemessene Extinktion;

d == Schichtdicke:

V = Verdiinnung;

f == Berechnungsfaktoren (s.o0.).

Zur Ermittlung der Vergleichswerte fiir die Berechnung dosierten wir zu-jeder
Messreihe drei Proben. gleicher Konzentration mit der “Agla-Mikrometer-Spritze” in
Reagensgliiser, gaben nach Abdunsten. des L&sungsmittels 2 ml-des betreffenden
Elutionsmittels und . 4 ml des van Urk-Reagens!® hinzu und ‘bestimmten die Ex-
tinktion. Das ‘arithmetische ‘Mittel der erhaltenen Werte wurde als aufgetragene
‘Konzentration: ("wahrer Wert”) angenommen und der Berechnung als IOO% zu-
grunde gelegt. - -

- Die Ermittlung des Verglelchswertes fﬁr ]Zlutlonsverfahren V erfolgte nach dem
_ Aufnehmen der Probe mlt 2 ml I% Wemsaurelosung -und: 4 ml Farbreagens

‘Berec}mungderStreuungsmasse ':5 e e el : P .
- Die Standardabwelchungen wurden nach den ﬁbhchen Grundlagen errech-

: net“’ Als Standardabweichung des Mlttelwertes zu‘aufgetragener Konzentratxon (%)
wurde folgende Berechnung durchgefhhrt e %

: xoo T L '.
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wobei . _
s = Standardabweichung;
n = Zahl der Messungen:
x = aufgetragene Konzentration.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Auswertung der Vorversuche : ’

Einfluss dey Plaltengrisse. Zur I+ estlegung der gunstlgsten Arbeltsbedlngungen
fiir die Serienanalysen war es erforderlich, den Einfluss des Formats der DC-Platte
auf die quantitative Ruckgewmnung zu itberpriifen, Hierzu trugen wir eine metha-
nolische Ergotammtartratlosung im Konzentrationsbereich von 35-80 ug Alkaloid
auf kleme (kP) bzw. grosse (gP) Kieselgel G-Platten iiber nahezu die ganze Platten-

breite auf und entwickelten im Fliessmittelsystem I. Zur Elution diente das Gemisch
Methanol-Eisessig-Wasser (2:1:2).

TABELLE I1I

EINFLUSS DER LAUFSTRECKE AUF DIE PROZ. R’UCKGEWINNUNG DES ERGOTAMINS AUS DEM ADSOR-
BENS NACH CHROMATOGRAPHIE AUT gP

Die Tabelle wurde nach Arbeitsweise B (vgl. S. 329) erstcllt Da die mit kP erhaltenen Lrgcbmssc
die: gleichen Tendenzen aufweisen, wurde hier auf ihre Wiedergabe verzichtct.

o

Laufstrecke Aufgeivagene Gefundene Alkaloid-Konz,
(cm): ‘Alkaloid-Konz. ‘ ——

(ne) (ng) (%)
o a 49-62 49.42 99.6
b 95.85 95.42 99.5
9 a 49.62 48.67 o981
b 95.85 94.57 08.4
13 a 49.62 46.30 93.1
b 95.85 02.88 96.9
20 a 49.62 45.48 91,7
b 106.50 100.86 94.7

. ‘Wie angenommen, lagen 'die mittleren gemessenen Konzentrationen auf gP
niedriger-als auf kP. Bei der Chromatographie auf ersteren war eine breitere Front zu
durchlaufen und somit musste das Alkaloid auch aus einer grésseren Adsorbensmenge
zuruckgewonnen werden. Demnach erkléren sich die Diskrepanzen offensichtlich aus
einer; wenn auch geringen, irreversiblen Adsorption des Alkaloids am Kieselgel. Bei
den weiteren Versuchen arbeiteten wir zwar auf grossen Platten, versuchten jedoch,
der in diesem.Vorversuch gewonnenen: Erkenntnis durch Konzentrierung der aufge-
tragenen Testlésung auf méglichst geringe: Bandlinge Rethnung zu tragen.: :

- Einfluss dev Laufstrecke. Die Uberpriifung, inwieweit die Laufstrecke auf dle wie-
dergefundene Alkaloidkonzentration von Einfluss ist, schien-auf Grund der diesbeziig-
lich. untersc]uedhchen Angaben in der Literatur und. der oben getroffenen Aussagen
erforderlich. Ausserdem war zu bedenken, dass bei Chromatographie eines:Alkaloid-
'gemlsches die Emzelajkalmde entsprechend ihrer Wanderungsgeschwindigkeit unter-
'schiedliché Strecken durchlaufen.

Auf gP wurden verschledene Volumina der Ergotaminlésung d051ert und die

,‘J Chromalogr 64 (1972).327-340
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TABELLE IV
QUANTITATIVE DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE VON ERGOTAMIN
Eluens I: Methanol-Eiscssig—Wasser (2:1:2). Adsorbens: Iieselgel G.

Avrbeitsweise A Arbeitsweise B
a b c a b c d
Aufgetragene Konzentra-
tion (ug) 44.73 80,94 106.50 55.I5 7561  87.33 127.16
Gcmesqenc Konzentration® o :
(ng) 32.71  59.96 82.22 42.49  69.42  84.63 118,43
Gemessene Konzentration® (9,) 73.1 74.1 77.2 04.1 91.8 96.9 93.1
Standardabweichung (yg) 1.90 2.41 1.68 1.42 3.63 1.76° 5.0
Standardabweichung des o
Mittelwertes (ug) 0.60 0,76 0.53 0.44 1.15 0.56 ' 1,590
Relative Standardabweichung
des Mittelwertes (%) 1.83 1.26 0.64 1.03 1.65 0.66 1.34
Standardabweichung des
Mittelwertes zu aufge-
tragener Konzentration (%) 1.34 0.93 0.49 0.97 1.52 0.64 1.25
Durchschnittlich gemessene
Konzentration (%) 74.8 04.4

& Mittelwert aus zehn Bestimmungen,

Laufstrecken ocm (also ohne Chromatographie), g cm, 13 cm und 20 cm getestet
(Kieselgel G, Fliessmittel I, Bandlinge 2-6 cm).

' ‘Tabelle I1II zeigt eine Tendenz zu verminderten Werten proportlonal 21 einer
lingeren  Laufstrecke. Ebenfalls ohne chromatographische Entwicklung wurden
mittlere Ergotamin- und Ergometrinkonzentrationen (8.8 ug bzw. 67.8 ug) mit
Eluens IV aus Kieselgel G eluiert und ergaben mit 87.89, bzw. 83.89, vergleichsweise
héhere Werte als nach Chromatographie (Tabelle VI1I). Fir unsere weiteren Versuche
chromatographierten wir einheitlich iiber eine Laufstrecke von I3 cm.

Einfluss der Adsorbentien. Des weiteren sollte geklart werden, in welcher Welse d1e
einzelnen Adsorbentien—es wurden Kieselgel G und H, Aluminiumoxid D und G
getestet—die Elution des Alkaloids beeinflussen (methanolische Ergotamintartrat-
losung, Bandlinge 2-6 cm, Laufstrecke 13 cm, Fliessmittelsystem I). Die Uberprii-

TABELLE V

QUANTITATIVE DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE VON ERGOMETRIN ‘
Eluens I: Mcthanol-Eisessig~Wasser (2:1:2). Adsorbens: Kieselgel G,

a b c :

Aufgetragene Konzentration (ug) 30.94 55.00 73.78.
Gemessene Konzentration® (ug) 24.51 . 46,00 .63.43
Gemesscne Konzentration® (%) . o : 79.3 83.6 86.0
Standardabweichung (ug) - 2.66 2.30 " 3:57
Standardabweichung des Mittelwertes (ug) 0.84 0.72, L L12
Relative Standardabweichung des Mittelwertes (%) 3.42 1.56 . L.76
Standardabweichung des Mittelwertes zu aufgetragener , :

Konzcntratton (%) _ ‘ 2.71 .30 | LSI
Durchschmttl:ch gemessene Konzentration (%) , . 83.0

» Mittelwert aus zehn Bestimmungen,

J. Chromatogr., 64 (1972) 327-340
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TABELLE VI
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QUANTITATIVE DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE VON ERGOTAMIN, ERGOMETRIN UND CHANOCLAVIN
Eluens II: Methanol-Wasser-Weinsiure (40:60:1). Adsorbens: Kieselgel G.

Evrgotamin Evgomelrin Chanoclavin
a b a b c a b c
Aufgetragene Konzentration : .
(2e2) 70.29 110.76 26,18 70.70 97.58 14.11 42,43 , 59.56
Gemessene Konzentration® (,ug) 56.93 89.94 21.96 509,02 81.23 I1.51 35.00 52,46
Gemessene Konzentration® (%) 8r.0 81.2 83.9 83.5 83.2 81.6 82.5 88.1
Standardabweichung (ug) 6.82 8.79 I.12 1.95 1.24 0.73 2.59 1.00
Standardabweichung des _ , - ‘ _
Mittelwertes (feg) " 2.15 2.78 0.36 0.62 0.39 0.23 0.81 0.32
Relative Standardabweichung ‘ R
des Mittelwertes (%) - 3.77 3.09 1.63 1.05 0.48 1.99 2,31 0.60
Sta,ndardabwctchung des
Mittelwertes zu aufgetra- .
gener Konzentration (9}) 3.05 2.50 1.37 0.87 0.40 1.63 190 0.53
Durchschnittlich gemessene ‘
Konzentration (9%) Br.1 83.5 84.1

o Mittglwert aus zehn Bestimmungen,

fungen ergaben keine signifikanten Unterschiede zwischen den eingesetzten Sorp-
tionsmitteln, so dass hier auf eine tabellarische Wiedergabe der in-den Vorversuchen
ermittelten Werte verzichtet werden kann. Gute Vergleiche zwischen Kieselgel G und
Aluminiumoxid G in den Serienanalysen mit Eluens IV gestatten die Tabellen VII
und VIII. Deuthche Untersclnede bei Verwendung von Alumm1umox1d G, gegen itber

'I‘ABELLI: vII

QUANTITATIVE DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE VON ‘FRGOTAMIN, ERGOMETRIN UND CHANOCLAVIN

Eluens IV: 4thanolische Schwefelsiure. ‘Adsorbens: Kieselgel G.

E rgotamm o L‘rgometrm Chanoclavin
a b ‘a b c a b
Aufgetragene Konzen-

tration (ug) 62,62 117.15 27.30 79.73 103.5 28.50 53.85
Gemessene Konzentra- Do

tion® (ug) . 43.69 90.09 20.35 62.74 9o0.08 24.00 48.06
Gemessene Konzentration® ‘ ' ‘ .

(%) 1 69.8 76.9 74.7 78.7 87.3 84.1 89.2
-Standardabweichung (ug) 3.40 6.04 I.42 1.82 4.15 1.66 3.89
‘Standardabweichung des h

Mittelwertes (ug) 1.07 1.01 0.44 0.57 1.31 0.52 1.23
Relative Standardabwei- T ‘

chung des Mxttelwertes ,

% 2.44 2,12 2.16 1.13 1.45 2.16 2,55
Standardabwexchung des : ‘

‘Mittelwertes zu auf-

getragener Konzentra- ' _ ,

tion (%) 1,70 1.62 1.61 0.71 1.26 1.82 2,28
Durchschmtthch gemes-

sene Konzentration (9,) 73.4 80.2 86.7

a8 Mittelwert aus zchn Bestimmungen.
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TABELLE VII1

A

" QUANTITATIVE DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE VON ERGOTAMIN UND ERGOMETRIN
Eluens IV: #thanolische Schwefelsiure, Adsorbens: Aluminiumoxid G.

Ergotamin : Evgometrin
a b a b ¢
Aufgetragene Konzentration (ug) 74.97 94.99 © .23.80 58.31 093.77
Gemessene Konzentration® (ug) 48.94 77. 98 18.70 48.91 83.77
Gemessene Konzentration® (%) ° 65.3 8a2.1 79,0 83.9 89.3
Standardabweichung (g) 4-97 4.03 3 1.96 5.26 3.05
Standardabweichung des ‘\/Ixttel- : g .
wertes (ug) 1.57 - 1,29 . 0,62 1.66 0.96
Relative Standardabweichung des ;
Mittelwertes (%) 3.20 1.65 3.31 3-39 1.14
Standardabweichung des Mittel- ' : A ;
wertes zu aufgetragener Kon-
zentration (%) 2.09 1.35 2.60 2.84 1.02
Durchschnittlich gemcsscnc Kon- : . ;
zentration (%) : "73.7 : , 84.0

& Mittelwert aus zclin Bestﬁmmungen,

Kieselgel G traten jedoch z.T. in den Messreihen der Elutlonsverfahren IT (hier
konnten aus Alumlmumomd nur 63,19, bei einer aufgetfagenen Ergotaminkonzen-
tration von %7.9 ug w1edergewonnen werden, vgl. demgegenuber Tabelle VI) und
Eluens III (unten) zutage. ;

Auswertung der S erwnanalysen ' -

Bei der zusammenfassenden Beurteilung der funf uberprhften Elutionsver-
fahren zur quantitativen Erf'lssung von Mutterkornalkalmden mittels DC sind die
Eluentien III und IV (auf eine tabellarische Wiedergabe: wurde hier verzichtet) als
nicht geeignet fiir exakte Bestimmungen zu bewerten,- wahrend die Eluentien I, II
und IV (Tabellen IV-VIII) als durchaus einsetzbar zu kennzeichnen sind. o

Eluens IIT, Obwohl bei Elutionsverfahren IIL (o.1 N Schwefelsaure) von vorn-
herein keine befnedlgenden Ergebnisse zu erwarten waren, bezogen wir es in unsere
Uberpriifungen ein, um den wesentlichsten Literaturangaben’gerecht zu werden.

v Die Elution von Ergotamin, Ergometrin und Chanoclavin ergab trotz aufge-
tragener Alkaloxdkomentratlonen im giinstigsten Konzentrationsbereich nur sehr
niedrige Werte (26 I%, 32. 5%, 64.6%,). Da Chanoclavin zu einem wesentlich hheren
Anteil als die beiden anderen Alkaloide eluiert wurde,’ 1st als Ursache der geringen
quantitativen Erfassung an die unterschiedliche Loshchkelt der Alkaloide verschie-
nenen Typs im Eluens zu denken. Ausserdem erwies sich h1erbe1 die Ruckgewmnungs-
quote als im besonderen Masse vom Adsorbens abhingig. So ermittelten wir bei
Chromatographie des Ergotamms auf Aluminiumoxid G nahezu die doppelte mittlere
Konzentration gegeniiber Kleselgel G (52.19% gegeniiber : 26. 1%). Die Streuungsmasse
der Alumxmumomdscrle liegen, allerdmgs ausserordentlich hoch Sormt ist die Elution
mit 0.1 N Schwefelsiure insgesamt als ungeeignet zu beurtellen. ‘Neben der ausge-
prigten Alkalmdspeznﬁtht hinsichtlich der Loslichkeit erbringt. dieses Verfahren
weder Werte in akzeptabelen Gréssenordnungen noch gut reprodumerb'u'e Ergebmsse.

J..Chromatogr., 64 (1972). 327-340
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Im Hinblick auf die unbefnedlgenden Resultate war auf Vers%;he mit Alkalmdge-
mlschen zu verzichten.

Eluens V. Am Beispiel des Ergotamms (75 /,ag) wurden 7unachst die Losungs-
mittelgemische . Methylenchlorid-Methanol (g:1) (Lit.2), Aceton-Chloroform - (2:1)
(Lit. x2) und Chloroform~Methanol (1:1) (Lit. 13) auf jhre Fidhigkeit zur Elution des
Alkaloids aus dem Sorptionsmittel untersucht Das letztgenannte E]uens erwies sich
als den anderen iiberlegen.:

Die mit Eluens V- (Chloroform—Methanol (1 1)) erhaltenen Ergebmsse (durch-
schnittlich gemessene Konzentration: Ergotamin = 62.6%,; Ergometrin = 76.9%/;
Chanoclavin = 59.3%,) sind nur bedingt mit den Ergebnissen der: folgenden als
giinstig beurteilten Verfahren vergleichbar. Besonders auffillig ist eine Verminderung
der Riickgewinnungsquote im Konzentrationsbereich von etwa roo ug, wihrend bei
den Verfahren I, IT und IV ein linearer Anstieg entsprechend der aufgetragenen
Konzentration konstatiert werden kann (s unten). Bei den Versuchen mit den Al-
kaloidgemischen (Tabelle IX) zeigen sich ]edoch verglelchbare Be71ehungen der drei
Alkaloidzonen untereinander.

Bei Elutionsverfahren V ist ein verfahrenbedmgter Alkalmdverlust von an-
nihrend 209, einzukalkulieren, wie Vergleichsanalysen belegen. Wird eine Probe der
Alkaloidlésung in einem Reagensglas mit 10 ml Eluens V versetzt, die Losung durch
eine G4-Glasfritte gezogen und mit 7 ml des Filtrats in: Analogie zu den Angaben im
EXPERIMENTELLEN TEIL die Gehalsbestimmung durchgefiihrt, so ergeben sich g2.69%,
der vorgelegten Alkaloidkonzentration (Verluste also durch die Filtration und das Ab-
pipettieren eines bestimmten Lésungsmittelvolumens). Bringt man die Vergleichs-
probe dariiber hinaus bereits auf eine entsprechende Kieselgelmenge auf, eluiert mit
10 ml Extraktionsmischung V und verfihrt weiter wie unter Elution der Alkaloid-
zonen fiir die Serienanalysen angegeben, so resultieren nur 81.4%, der-zu erwartenden
Konzentration. Der Exaktheit und Einheitlichkeit wegen sind fiir die Berechnung
jedoch die auf 1009, aufgetragenes Alkaloid bezogenen Werte angegeben, . -

Zusammenfassend muss die gewihlte Methodik der Elution mit dem organischen
Extraktionsmittel als unbefriedigend beurteilt ‘werden, da sie keine Reproduzier-
barkeit garantiert und zu viele methodisch bedingte Fehler einschliesst. Als besonders
erschwerender FFaktor kommt hier die leichte- I‘luchtlgkelt der rein orgamschen Lo-
sungsmlttelmlschung hinzu. ‘

. Eluentien I, I1I und 1IV. Tabelle X zelgt eine Gcgenuberstellung der dre1 geug-
neten Verfahren: Eluens I (Methanol-Eisessig-Wasser, (2:1:2), 11 (40% Methanol
rmt 1% Weinsdure) und IV (athanollsche Schwefelsaure) : SRR

TABELLE X o o

GEGENUBERSTELLUNG DER ELUENTIEN I, II UND IV (KIESELGEL G)

Eluentien S " Duvchschuittlich gemessene Alkalozdko‘né}‘ v(‘%)‘" o
. LI P : o , .. Evgotamin .  Evgometvin . .. Cl_mn‘oalav;"n-(‘lv).‘_ .
I Mcthnnol-Elséssxg;WaSSer (2:1:2) "‘7'4'.8"“ e '8"3.6"1 SERRE R e T
3&0% ‘Methanol mit 1% Weinsdure =~ 8r,x- - ' 83.8: v 34;13
thanolische Schwefelséure . 73.4, .. ..80.2. . 867 e

o e Por Chanoclavin’ und auch’ Agroclavm hegcn nur Ergebmsse mxt Arbcxtswexsc B vor
(928%bzw 89.4%). . ST : BRI RSSO

| J »Cffwmtber-.‘ 64 (1.972) 327-340
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- Diese Eluentien besitzen ausreichende Anwendungsbreite innerhalb der ein-
zelnen Alkaloidtypen und bei Alkaloidmischungen und liefern unter konstanten
Arbeitsbedingungen reproduzierbare Ergebnisse (Tabellen IV-VIII). Beim.Vergleich
der in'.den -Messreihen fiir ein Alkaloid nach dem jeweiligen Verfahren erstellten
Mittelwerte (.-Test) ergeben sich keine signifikanten Unterschiede. Die Streuung der
verglichenen Serien, -als Mass fiir die Genauigkeit (F-Test = Vergleich der Stan-
dardabweichungen), erweist sich als abhiingig von der aufgetragenen Konzentratlon
Im héheren Konzéentrationsbereich werden genauere Werte erzielt.

Fiir diese drei Verfahren besteht im gut messbaren Extinktionsbereich Lineari-
tit zwischen der aufgetragenen und wiedergefundenen Alkaloidkonzentration. Die
proz. Riickgewinnung steigt im allgemeinen proportional zur applizierten Alkaloid-
konzentration -an. Beim Vergleich der durchschnittlich gemessenen Konzentratio-
nen (%) der drei Alkaloide wird ein Anstieg der Werte vom Ergotamin iiber Ergome-
trin zum Chanoclavin deutlich; also ein Zusammenhang zwischen R p-Wert bzw. Lauf-
strecke und der proz. Riickgewinnung. Bei der Auswertung-der Alkaloidmischungen
ergibt sich, dass die mittleren gemessenen Konzentrationen recht gut mit den Er-
gebnissen' der Einzelalkaloidserien im Einklang stehen’ (insbésondere bei Versuch 1).
Die proz. Aufschliisselung in die Einzelalkaloide ergibt hier jedoch nicht die vorher
beschriebenen Propox"tionen’,'sondérn 'generell verhaltnismassig niedrige Ergometri‘n’-
werte. Somit ist es also'nicht gleichbedeutend, ob u,mzelalualolae oder Auczuolctge-
mlsche zur quantltatlven DC vorhegen : :
Schlussjolgemngm ' ' S ‘ - =

-:Sehr viele Faktoren- vermogen dle DC ]:rgebmsse zu beelnﬂussen von denen
einige in den Vorversuchen tiberpriift wurden (Laufstrecke, Plattengrésse,-Adsor-
bentien). Hierzu kommen die Dosiergenauigkeit der jeweils verwehdeten Auftrage-
gerite sowie die Auftragevorrichtung-iiberhaupt, die zur Herstellung der Testlésung
eingesetzten Lésungsmittel -und das Chromatographiersystem. Weiterhin sind Krite-
rien, - die' die’ Chromatographie allgemein beeintrdchtigen, wie Beschichtung der
Platten; :das Aktivieren,  Licht-, Luft- und Temperatureinwirkung (auch'in - ‘Anbe-
tracht-evtl. Isomerisierungen) zu bedenken. Mithin ist es-auch nicht angingig, die
Platten mit den' Alkaloiden vor oder nach der Chromatographie lingere Zeit im Licht
und in der Laborluft aufzubewahren. Schliesslich muss die Messgenauigkeit des Gerites
fiir:die ‘photometrische: Bestimmung in ‘Betracht gezogen werden. Eigene Versuche
ergabeni bei Konzentratlonen dle Zu- Extmktlonen < 0.15 fuhrten, kexne auswert-
baren Ergebnisse. : ‘

Im Zusammenhang mlt der aufgetragenen Alkalmdkomentratxon stehen dle
Linge und Breite des Alkaloidbandes auf der Platte und die zur Messung vorliegende
Verdiinnung der Alkaloidlssung. Von' R6pER und ‘Mitarb.® wurde die: Menge des
Elutionsmittels. entsprechend der jeweilszu extrahierenden Alkaloxdmenge gevariiert,
um Extinktionswerte im giinstigen Messbereich zu erhalten und ein Verdinnen der
blauen l‘arblasung zu umgeben. Unserer' Meinung nach ist jedoch das zur Elution
eingesetzte Losungsnuttelvolumen ebenfalls von Einfluss auf die. Ergebnisse. Wir
eluierten daher grundsétzlich mit 2 ml Eluens und arbexteten in einem gut:messbaren
Konzentrationsbereich. Bei der Chromatographie von Alkaloidmischungen dtirftén
sehr :hohe. Einzelalkaloidkonzentrationen ohnehin die. einwandfreie Trennung und
exakte Erfassung durch Bildung grosser Flecke bzw. breiter Zonen erschweren, Die¢

J: Chyomiatogs., 64 (1992) 327-330
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Tatsache, dass wir mit Lésungen konstanter IXonzentrationen arbeiteten und somit
das aufzutragende Lésungsmittelvolumen mit der aufzutragenden Alkaloidkonzen-
tration steigern mussten, fithrte zwangsldufig zu langen Béndern. So verwendeten wir
zehn Platten fiir eine Serie, die ]éwcxls nur.mit einer Probe belastet waren, was sich
nicht nur auf die wiedergefundene Alkalmdmenge, sondern vor allem auch auf die
Streuungsmasse auswirken musste. Hier llegen Ursachen. fiir die in vorliegender
Arbeit vergleichbar niedrigen Werte* in Gegenuberstellung zu den Ergebnissen von
RODER und Mitarb.? Diese Aussagen unterstreichen den Einfluss der individuellen
Arbeitsbedingungen auf die Ergebnisse der quantitativen DC. Es kann daraus ge-
schlussfolgert werden, dass eine Best1mmungsrnethode mittels DC wohl kaum als
Absolutmethode auszuweisen und ein direkter Vergleich eines von zwei verschiedenen
Autoren durchgefuhrten Verfahrens nur schwer méglich ist. In jedem Fall empfiehlt
es sich, die eigene Arbeitsmethodik durch entsprechende Eichkurven festzulegen.

.Unsere breit angelegten Uberprufungen bestitigen, dass einzelne Verfahren der
quantitativen DC von Mutterkornalkaloiden bei Beachtung aller vorher erwdhnten
Kriterien durchaus, verlissliche .Ergebnisse erwarten lassen. Hierfiir scheinen sich
besonders wiissrig-alkoholische (Methanol oder Athanol) Extraktionsmittel zu eig-
nen, denen organische oder anorganische Siuren, wie Weinsiure, Essigsiure und
Schwefelsiure, zugefiigt sein miissen. Unabhiingig von den in.der Literatur beschrie-
benen Verfahren fithrten wir dariiber hinaus orientierende Versuche durch, wobei sich
eine Mischung, die 1.89, Salzsiure (Methanol-Wasser, r:1, und 1.89% Salzsdure,
37%) enthielt, besonders bew#hrte. Mit diesem Eluens erzielten wir auf kleinen DC-
Platten bei Laufstrecken zwischen 8-15 cm Ergotaminkonzentrationen von 86.99%
(Kieselgel G), 83.4%, (Kieselgel H) und 87.4% (Aluminiumoxid D).
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ZUSAMMENTASSUNG

~ Es wurden Verfahren zur quantitativen Erfassung von Mutterkornalkaloiden
vom Peptid-, Alkanolamid- und Clavintyp (Ergotamin, Ergometrin, Chanoclavin-(I)
sowie entsprechende Alkaloidmischungen) mittels Diinnschichtchromatographie
{iberpriift. Nach Extraktion der Alkaloide aus den Trigeradsorbentien (Kieselgel und
‘Aluminiumoxid) erfolgte die photometrlsche Bestimmung. Von fiinf in Serienanalysen
erprobten Elutionsmitteln erwiesen sich drei als geeignet. Die Ergebnisse wurden
statistisch ausgewertet. Die quantitative Riickgewinnung erwies sich als abhingig
von verschiedenen Kriterien, so von'der Laufstrecke und dem Rp-Wert des Einzel-
‘alkaloids, von der Linge und Breite des chromatographierten Alkaloidbandes, von
der Konzentration der applizierten Alkaloidiésung, von der Art und Weise des Auf-
tragens, teilweise vom Adsorbens sowie von ‘zahlreichen die Diinnschichtchromato-
‘graphie allgemein beemtrachtlgenden Faktoren. Eine Abhingigkeit vom Typ des

"Alkaloids ist weitgehend ausruschhessen, mcht ]edoch ‘der Emﬂuss der mdw1duellen
Arbeltsbedmgungen . .

* Die Vcrwendung der Salze des Ergotamms und Lrgomctrms wirkte sich nicht nachtclllg
auf dic Genauigkeit der Bestimmungen aus, wie Vergleichsanalysen bewiesen.

J. Chyomalogr., 64 (1972) 327—340
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