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SUMMARY 

Lysergic acids. IT. fsolation and separation of lysergic acids 

During studies on the isolation of both lysergic acids, D- and D-iso-, from 
hydrolytic mixtures of ergot alkaloids, it became necessary to find a simple chro- 
matographic system for column isolation of lysergic acids. The column with con- 
trolled pore glass is highly effective for these purposes. The separation of both iso- 
me& lysergic acids occurs on the cohmm with silica gel. The assay and the compo- 
sition of lysergic acid are estimated by thin-layer chromatography on precoated plates. 

EINLEITUNG 

Die natirliche D-Lysergs&re* ist das Grundgeriist aller Mutterkomalkaloide 
und !Zsst sich aus diesen Alkaloiden mit energischer alkalischer Hydrolyse gewinnen. 
Die S5ure ist in letzter Zeit such auf biochemischem Wege zug2nglich geworden. Ein 
leibht zu@nglicher und billiger Rohstoff zur Herstellung der Lysergsgure sind die 
alkaloidhaltigen Abf%lle, die bei der industtiellen Verarbeitung des Mutterkorns ver- 
bliben. Sie enthalten nebst Ballaststoffen noch immer 40-70x Alkaloide, davon 
ein Teii noch in rechtsdrehender Form. Die AbfZlle enthaiten Ergosin, Ergotamin, 
Alkaloide der Ergotoxin-Gruppe, wenig LysergsPure und wasserlijsliche Alkaloide. 
Die Zusammensetzung der Abfglle ist jedenfalls van der Mutterkomrasse und von 
der Verarlseitungsmethode abhgngig. 

Aus der Literatur sind mehrere Verfahren bekannP-“, nach denen im allge- 
meinen mehr oder weniger reine Alkaloide mit alkoholischer Alkalilauge hydroly- 
siert werden; die resultierende Li%ung wird mit einer SBure angesguert, damit man 
die LysergsHure in kristalliner Form erhglt. 

Nach einem anderen Verfahrer? wird die Lysergsgure aus dem Hydrolysen- 
_gemisch zuerst mit einem DZthyl&he:-AthanoI-Gem&h extrahiert, der Extrakt 

* I. Mitteihmg: Lit_ 1. 
l * Prefix D wird meistens ausgelassen, mit “LysergGnre” wird die nat&iiche D-Lysesgs5ure be- 

zeictiet. 



3% R RU&fAN 

wird angesiuert und die Lysergsiure an den Xationenaustauscher gebunden. Daraus 
wird die Lysergs&ne mit wssserigem Ammo&k e!uiert und mit sure kristallin ge- 
f3Jlt. Die Ausbeute ist zwar gut, das ganze Verfahren ist jedoch ziemlich langwierig 
und anspruchsvoll. Ausserdem sind grSssere Mengen an Digthyltther niitig. 

Diese Art der Isolation 1Hsst sich in unserem Fall nur sehr schwer ausfiihren, 
weil die Ausgangsalkaloide ein wenig reines, stark gefarbtes und komp!exes Gemisch 
darstellen. 

In der bevorstehenden Arbeit wird die hydrolytische Spaltung der Mutterkorn- 
alkaloide zweckmassig so durchgeffihrt, dass das eingeengte und gektihlte Hydrolysen- 
gemisch zwei Phasen bildet: das Harz und die Liisung. Die LZisung enthat praktisch 
keine Lysergsaure und wird verworfen. Das braune Harz ist das rohe Kaliumsalz der 
Lysergsaure. Die Versuche, dieses Harz nach Anssuern zur Kristallisation zu bringen, 
scheiterten. Deshalb ist es notwendig, diese rohe Lysergsaure saulenchromato- 
graphisch zu reinigen und miiglichst in Komponenten zu zerlegen. Die Lysergslure 
ist eine ziemlich polare Substanz und in hydroxylhaltigen LSsungsmitteln besonders 
bei erhohter Temperatur zur Epimerisation gene&t. Es muss also ein fiir die Chro- 
matographie gee&metes System bzw. Bedingungen gefunden werden, in dem such die 
Epimerisation miiglichst gehemmt wird. 

EXPERIMENTELLES 

Chemih-alien und Gercite 
Die alkaloidhaltigen Abfalle stammen von der industriellen Verarbeitung des 

Mutterkorns und haben eine typische Zusammensetzung: Gesamtgehalt der Alka- 
loide, 44.7 Ok; Zusammensetzung: wasserlijsliche Alkaloide, 0.8 %; Ergotamin, 0.5 Ok; 
Ergosin, 21.0 %; Ergocomin, 20.8 %; Ergokriptin, 12.7 “/d; rechtsdrehende Alkaloide 
44.2 “/, (insgesamt 100 %). 

Sephadex Gel G-10, G-i5, G-25 und LH-20 sind von Phar-macia (Uppsala, 
Schweden), ebenso die fiir die chromatographischen Arbeiten venvendeten Saulen. 
Controlled Pore Glass, CPG-10-75, Pore Diemater 69 A, 2OU-400 mesh, ist ein Pro- 
dukt der Firma Electra Nucleon& (Fairiield, N.J., U.S.A.), bezogen durch Serva 
(Heidelberg, B.R.D.). Kieselgele 40, 60 und 100 sind Produkte der Firma E. Merck 
(Darmstadt, B.R.D.). Aluminiumoxid W-200, basisch und neutral, stammt von der 
Firma ICN Pharmaceuticals (Eschwege, B.R.D.). Die Eluierungsdiagramme wurden 
bei 254 nm mit einem Uvicord III Absorptiometer (LKB, Stockholm, Schweden) auf- 
genommen. Zur Auswertung der Diinnschichtchromatogramme wurde ein T-Scanner 
der Firma Camag (Muttenz, Schweiz) benutzt. 

S&ilenfiillung 
Da die TrennschHrfe und der Durchfluss einer Sklenfiillung !xtrkhtlich von 

der richtigen Vorbereitung des Gels abh8ngig sind, wird das Gel zunlchst in ein 
ungef%r zehnfaches Volumen des jeweiligen Trennmediums eingeriihrt und vier 
Stunden stehengelassen. Danach wird diese Suspension ins Chromatographierohr 
eingegossen und iiber Nacht sedimentiert. 

Methode 
Die Hydrolyse des Alkaloidgemisches verlauft nach unserem Verfahre# mit 
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hochkonzentrierter Kalilauge 8 mol/l, unter inertem Schutzgas (Sticksto-ff) bei 100”. 
Die Reaktion ist praktisch in 30-60 min beendet, nur bei wasserlijslichen Alkaloiden 
(z.B_ Ergometrin) und bei 9,10_Dihydro&aloiden dauert sie ungeEhr zwei Stunden. 
Aus der danach im Vakuum zur Hafte eingeengten und auf 0” gekiihlten LGsung 
scheidet sich die rohe Lysergsgure als Kaliumsalz in der Form eines Harzes aus und 
18sst sich von der Mutterlauge schnell und einfach abtrennen. 

Es wurden Versuche gemacht, das rohe Kaliumsz~ der Lysergssure durch 
Szulenchromatographie so weit zu reinigen, dass die reine Lysergslure aus dem Eluat 
nach Ansfuem auskristallisiert. Verschiedene Adsotbenzien und Gele wurden einem 
Eignungstest unterzogen. 

i 

Analytik 
Der Gehalt an beiden Lysergsguren, sowie das Verhgltnis der Lysergsgure zur 

Isolysergsgure wird am besten durch Diinnschichtchromatographie und Fluorimetrie 
ermittelt. Eine sehr gute Trennung der beiden SBuren erfolgt mit Merck DC-Fertig- 
platten Kieselgel 60 (Art. Nr. 5721 oder 5715), Schichtdicke 0.25 mm, 20 x 20 cm. 

Die Anwendung der Ferti,oplatten ist jedenfalls vorteilhaft, da bekannte papier- 
cbromatograpbische Methoden aufwendi g und nicht immer gut reproduzierbar 
sind13-15. 

Die Proben werden in 2%igem Ammoniak in Methanol gel&t. Die Konzen- 
tration der L8sungen wird auf 10 pg pro 10 ~1 eingestellt. Die so erhaltenen LGsungen 
der Probe und des Standards werden mit einer Hamilton 25-~1 Spritze auf eine 
aktivierte Fertigplatte punktfdrmig 2 ~1 pro Laufcahn aufgetragen. Aktivierung der 
Platte, 1 Stunde bei 105”. Laufmittel, abs. &hanol-Wasser (80:20, v/v), niit Kammer- 
sgittigung. Es wird am besten im Kfihlscbrank bei 0-S’ und vor Licht geschiitzt ent- 
wickelt. Die entwickelte Platte wird 15 min im Dunkeln an der Luft getrocknet. 

Die Auswertung der entwickelten Platten erfolgt mit dem T-Scanner. Die Auf- 
zeichnung der Kurven wird mit einem Speedomax-Kompensation-Linien-Schreiber 
XL-682 (Leeds & Northrup, DGsseidorf, B.R.D.) vorgenommen. 

Messbedingungen: Anregungswellenlbge, 360 nm; Aufnahme des emittierten 
Lichtes, 440 nm; Spaltbreite, 1 cm; Tischvorschub, 2 cm/min; Vorschub des Schrei- 
bers, 2 cm/min; Verstgrkung, x 30. 

RESULTATE UND DISKUSSION 

Sowohl mit Aluminiumoxid, neutral oder basisch, als such mit Kieselgel 40, 
60 und 100 lassen sich mit niederen Alkoholen als Eluierungsmittel keine zufrieden- 
stellenden Ergebnisse erreichen. Entweder ist der Trenneffekt zu gering, oder die 
Lysergsaure haftet hartngckig am Start. 

Da die Versuche mit dem Kieselgel und Aluminiumoxid scheiterten und sich 
die einzelnen Komponenten im zu trennenden Gem&h im Molgewicht vermutlich 
genug unterscheiden, wird es naheliegenderweise mit Gelfiltration versucht. Zur Ver- 
fiigung stehen uns die Sephadex Gele G-IO, G-15, G-25 and LH-20. Einige davon, 
G-10 und G-25, werden nach bekanntem Verfahren’ mit Dimethylsulfat-Natrium- 
hydroxid methyliert (Tabelle I). Mit der Einfiihrung mehrerer Methylgmppen werden 
bessere Quelleneigenschaften in nichtwgssrigen Liisungsmitteln erreicht, was die 
Trennvorgsnge mit organischeE Elutionsmitteln ermiiglicht. 
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TABELLE I 

Q=UNGSEIGENSCHAFiEN VON NORMALEM UND METHYLIER TEN SEPHADEX 
IN VERSCHIED=N L&iUNGSMITTELN (GELVOLUMINA NACH 24 STUNiEN IN 
ml/g TROCKENES SEPHADEYJ 

Sl?pMa U?iZSC~ Ahuwf Tetrahyako- Chhoform &nzof 
fwm -- 

G-10 198 1.78 1.78 1.65 1.55 
G-10 Me’ 2.35 2.20 2.40 2.55 2.22 
G-15 3.25 1.85 1.25 1.23 1.20 
G-25 4.55 1.15 1.20 1.10 1.25 
G-25 Me’ 4.55 2.60 3.35 4.25 2.80 
LH-20 4.33 4.03 3.58 4-15 2.15 

:--- 
* Sephadex Gel nach dem Verfahren 2x1s Lit. 7 methytiert. 

Sephadex G-25, unmethyiiert und LH-20, erwiesen sich ftir die Reinigung der 
rohen Lysergssure erwartungsgem%.s als ungeeignet (Fig. 2 und 3). Einen brauchbaren 
Trenneffekt zeigt erst Sephadex G-15 (Fig. 1). 

Eine bessere Auftrennung der Komponenten erfolgte mit Sephadex Gel G-10 
und Wasser als Eluent (Fig. 4)_ Die letzte, im ultravioletten Licht bei 366 nm stark 
blau ffuoreszierende Zone enthZlt reine Lysergsgure. Beim AnsZuem des Ehxats mit 
Eisessig oder besser mit einer gessttigten Lijsung von Natriumbisuffit in Wasser bis 
pH 5 kristallisiert die reine Lysergsgure aus. Am Start der Sgule verbleibt eine ge- 
f5rbte Verschmutzung, die sich mit Wasser im Gegenstrom iiber Nacht auswaschen 
l&t. Beim Umkehren der Durchiiussrichtung wird die Saulenpackung aufgelockert, 
damit ist die SBule wieder bereit fii den n&hsten Rtiinigungsvorgang. Das gesamte 
Verfahren kann mehrmals wiederholt werden. Urn diese Regeneration zu erleichtem, 
ist es notwendig die Saule stets im Dunkeln zu hewahren. Es ist zu erwlhnen, dass 
bei der Belichtung der SBule wghrend des Arbeitsganges dunkelgraue Behchtungs- 
produkte entstehen, die stark am Sephadex haften bleiben und sich nicht entfelnen 
lassen. 

I:(:::.:::::.:::.::::;: 
0 500 1000 1500 2000 

Elutionsvolumen (ml) 

Fig. 1. Trermung der rohen Lyeurc au Sephadex G-15. Das Chronzdographierohr hat eine 

Liinge yen 500 mm und einen Iuneodurchm~r van 50 mm; es ist tit 330 g Gel G-15 gefiillt. lhs 
Elutionsmitfel ist Wssser van pH 7. Die Durchflussgeschwindigkeigkeit betrZgt400 ml/h. Die vorletzte, 
im ultravioletten Licht hei 366 mn inter&v blau fluoreszienxde Zone entl& die L-&we (dLS). 
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Fig. 2. Trenmmg der rohen Lysergs&re. SBuk, 180 x 22 mm tit 20 g Sephadex LX-i-20. Elutions- 
mittel, khanol-Ammoniaklisung (2S”/d (95:s). Die Auftragsmenge ist 0.2 g. Die Durchfiussge- 
schwindigkeit b&+gt 90 ml/h. 

Vorziigliche Trenneffekte ergeben die mit porijsem Glaspulver gefiillten SBulen. 
Mit CPG-10-75, und Wasser 21s Elutionsmittel, wird eine so gute Trennung erreicht, 
dass die reine Lysergsgure inmitten der Sgule auskristallisiert und die S2ule verstopft. 
Deshalb ist es notwendig, eine 0,l %ige L6sung von Ammoniak in Wasser 21s Eluent 
zu verwenden. Ein Beispiel der Trennung zeigt Fig. 5. 

Die gesamten Ballaststoffe lassen sich von der LysergsHure schnell und leicht 
abtrennen. Nachdem die Lysergsgure als letzte Zone eluiert ist, ist die SBulenpackung 
schon wieder farblos, damit automatisch regeneriert und fiir den nHchsten Vorgang 
bereit. Nach mehreren Vorgangen verf2rbt sich das Glaspulver leicht braun. In diesem 
Fall wird das Glaspulver mit konzentrierter, heisser Salpetersgure digeriert, mit 
Wasser griindlich gespiilt und damit vollstindig regeniert. Das porSse Glaspulver 21s 

Fig. 3. EIutionsdi2gr2mrn der Lysergs5u-e bei Trenmmg tit Sephadex G-25, methyliert. S5uIe. lS0 x 
Z2 mm. Ehtion~mittd, Chloroform-Methanol (8S:lS). Die Auftragsmenge ist 0.25 g, die Durch- 
flussgeschtidigkeit 80 ml/h_ Lysergs%lre = dJ_.S, IsoIysergsZke = d&S, Lysergs&reamid = LSA. 
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Fig. 4. Elutionsdiagranun der rohen LysergsZiure bei Trennung mit Sephadex G-10. SSde, 600 X 
50 mm; Fiiliung, 350 g Sephadex G-IO. Efutionsmittel, Wasser; DurcMussgeschwindigkeit, 400 ml/h. 
Der letzte Peak stellt die Lysergs&ure dar, die anderen Peaks entsprechen den nicht n&her unter- 
suchten Zersetzunasprodukten der Hydrolyse. 

SHulenftillung ermijglicht hohe Eluierungsgeschwindigkeiten von 50 bis 100 ml/cm’ h. 
Die nach diesem Verfahren gereinigte Lysergs&re ist weisses, kristallines 

Pulver tit spezifischem Drehtmg at,” in Grenzen van +ZO” bis f50” (C = 0.4 in 
Pyridin) und schmiltz bei 235-237” (unter Zersetzung). Der Drehwert der reinen 
LysergsHure ist -I-10” und der reinen IsolysergsHure +281° (C = 0.4 in PyridinYs. 
Das weist daraufhin dass unser Produkt ein Gemisch aus vorwiegend Lysergsgure 
und etwas IsoIysergs&xre sein muss. 

Dies be&+$ such die diinnschichtchromatographische Untersuchung. Durch- 
schnittlich besteht die aus Abfallalkajoiden gewonnene Lysergssure aus 3-15% an 
iso-LysergsWre. Die aus der Kristallisationsmutterlauge gewonnene Lysergsaure 
enthglt jedoch 2iI-40% iso-Lysergs&rre. Das ist nicht erstaunlich, da der Ausgangs- 

0 SOB 1006 
Eluticnrvolumen Cm1 1 

Fig. 5. Trennung des Hydrolysenproduktcs an Controlkxi Pore Glass (CPG-lO-75), ZCQ-400 me& 
-Porenweite 69 A. S%uIe, 250 x 22 mm. Eluent ist 0.1% NH&H in Wasser. Die Auffrawnge be 
trS$lg,die Durc?B ussgeschwindigkeit 200 ml&. 
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Elutionsvolumen (ml) 

Fig. 6. Trennung der LysergsSure (dLS) von IsolysergsSure (d&S). SZuIe, 520 x 50 mm. Adsorbens, 
Kieselgel6-0, Korngriisse OB4-O.O63 mm. Das Elutionsmittel ist abs. &hanol. Das Verhiiltnis Gel- 
LysergsSure ist 1002, die Dun%fIussgeschwindigkeit betigt 80 ml/h. 

stoff links- un rechtsdrehende Alkaloide enthslt. Bei der Hydrolyse entsteht jedoch 
mehr LysergsHure als dem Gehalt an linksdrehenden Alkaloiden entsprechen v&de. 
Dieses Ph%omen wird mit der Epimerisation der entstandenen iso-Lysergdure zu 
der Lysergsaure noch im Laufe der HydroIyse erklart. Die Voraussetzung ftir solshe 
Epimerisation -stark alkalisches Medium und hydroxylhaltiges LSsungsmittel- ist 
bereits erfiilltQ~‘O. 

Die Anwesenheit der iso-Lysergs5ure in LysergsZrre stiirt im ahgemeinen 
nicht vie1 und kann such das Gemisch beider SIuren fur die Synthese gut verwendet 
werden. Erstens reagieren beide SSLuren gleich, z.B. bei der Peptid Synthese, ausserdem 
lassen sich die LysergsHureamide vie1 besser trennen als die Sauren selbst”. 

Es ist zwar mijghch, das Gemisch der Lysergsaure und iso-Lysergsaure als 
Ammoniumsalz an einer SBule mit feingekijrntem Kieselgel60 und mit Athanol oder 

Fraktion A 6 
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dLS @ 0 0.40 

diLS 0 @ 0.2, 
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Fig. 7. Links: Diimxchichtchromatogramm der LysergSure (A) und iso-LyscrgSure (B) auf der 
Merck Fertigplatte. Auftrags&nge: mpg. Laufinittel, &hanol-Wasser @O/20, v/v). Detektion, 
UV Licht bei 366 sun. clLS = LysergsSure, diLS = Isolysergs%re_ Rechts: Die fluorimetrische Aus- 
wertung der FIecken A und B mit T-Scanner. 
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Propanol (pt- oder iso-) als Eluent in Romponenten zu zerlegen (Fig. 6). Dies geschieht 
vorteilhaft bei O-5”, urn Epimerisation zu unterdriicken”. 

Die Zusammensetzung der Fraktionen A und 3, die Lysergsgure und iso- 
Lysergsaure enthalten sollten, wird diinnschichtchromatographisch und fluorimetrirch 
bestimmt. Fraktion A ist sehr reine Lyserg&ure, die nur I,85 % iso-LysergsPure ent- 
hglt, Fraktion B ist iso-Lysergsaure, verunreinigt mit 14,2x Lysergsgure. - 

SCHiUSSBEMERKUNG 

Die chromatographische T’rennung der Lysergaure aus dem rohen Hydra- 
iysengemisch an einer S&zIe mit porijsem ~Glaspulver CPG-10-75 erwies sich afs 
weitaus beste. Es sind hohe Eluierungsgeschwindigkeiten mijglich, was den Vorga& 
wesenthch verkiirzt. Dem hohen Preis des Giasnulvers steht eine recht leichte und 
fast unbegrenzte Regenerierbarkeit gegeniiber. 
Ausbeute. 

‘Man erhglt Lysergssure in hoher 
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Bei Untersuchungen der Isolation beider Lysergsauren, II- und D-iso-, aus den 
Hydrolysengem_ischen der Mutterkomalkaloide zeigte sich der Bedarf ein einfaches 
Chromatographiesystem fiir Saulenisolation der LysergsWren zu finden. Die Siiule 
mit poriisem Glaspulver erwies sich fiir diese Zwecke als die beste. Die Trennung 
beider isomeren Lysergsauren erfolgt an der SBule mit Kieselgel. Der Gehalt und die 
Zusammensetzung der Lysergsaure werden diinnschichtchromato_graphisch an Fertig- 
platten bestimmt. 
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