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LYSERGSAURE

I1.* ISOLATION UND TRENNUNG DER LYSERGSAUREN
RUDOLF RUCMAN

LEK, Forschungsabteilung, Celovska 135, 61001 Ljubljana (Jugoslawier)
‘(Eingegangen am 25. November 1975)

SUMMARY
Lysergic acids. II. Isolation and separation of Iysergic acids

During studies on the isolation of both lysergic acids, - 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-
meric lysergic acids occurs on the column with silica gel. The assay and the compo-
sition of lysergic acid are estimated by thin-layer chromatography on precoated plates.

EINLEITUNG

Die natiirliche D-Lysergsiaure™* ist das Grundgeriist aller Mutterkornalkaloide
und lasst sich aus diesen Alkaloiden mit energischer alkalischer Hydrolyse gewinnen.
Die Saure ist in letzter Zeit auch auf biochemischem Wege zuginglich geworden. Ein
leicht zuginglicher und billiger Rohstoff zur Herstellung der Lysergsdure sind die
alkaloidhaltigen Abfille, die bei der industricllen Verarbeitung des Mutterkorns ver-
bleiben. Sie enthalten nebst Ballaststoffen noch immer 40-70% Alkaloide, davon
ein Teil noch in rechtsdrehender Form. Die Abfille enthaiten Ergosin, Ergotamin,
Alkaloide der Ergotoxin-Gruppe, wenig Lysergsaure und wasserlosliche Alkaloide.
Die Zusammensetzung der Abfille ist jedenfalls von der Mutterkornrasse und von
der Verarbeitungsmethode abhédngig.

Aus der Literatur sind mehrere Verfahren bekannt®~4, nach denen im allge-
meinen mehr oder weniger reine Alkaloide mit alkoholischer Alkalilauge hydroly-
siert werden; die resultierende L&sung wird mit einer SZure angesiuert, damit man
die Lysergsiure in kristalliner Form erhalt.

Nach einem anderen Verfahren® wird die Lysergsdure aus dem Hydrolysen-
gemisch zuerst mit einem Didthylither—Athanol-Gemisch extrahiert, der Extrakt

* 1. Mitteilung: Lit. 1.
** Prefix p wird meistens ausgelassen, mit “Lysergsdure” wird die natiirliche p-Lysergsiure be-
zeichnpet.
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wird angesduert und die Lysergsiure an den Xationenaustauscher gebuaden. Daraus
wird die Lysergsdure mit wisserigem Ammoniak eluiert und mit Sdure kristallin ge-
fallt. Die Ausbeute ist zwar gut, das ganze Verfahren ist jedoch ziemlich langwierig
und anspruchsvoll. Ausserdem sind gréssere Mengen an Disthylither notig.

Diese Art der Isolation l4sst sich in unserem Fall nur sehr schwer ausfiihren,
weil die Ausgangsalkaloide ein wenig reines, stark gefarbtes und komplexes Gemisch
darstellen.

In der bevorstehenden Arbeit wird die hydrolytische Spaltung der Mutterkorn-
alkaloide zweckmadssig so durchgefiihrt, dass das eingeengte und gekiihlte Hydrolysen-
gemisch zwei Phasen bildet: das Harz und die L8sung. Die L8sung enthilt praktisch
keine Lysergsdure und wird verworfen. Das braune Harz ist das rohe Kaliumsalz der
Lysergsdure. Die Versuche, dieses Harz nach Ansiuern zur Kristallisation zu bringen,
scheiterten. Deshalb ist es notwendig, diese rohe Lysergsdure sdulenchromato-
graphisch zu reinigen und méoglichst in Komponenten zu zerlegen. Die Lysergsiure
ist einie ziemliich polare Substanz und in hydroxylhalticen L8sungsmitieln besonders
bei erhdhter Temperatur zur Epimerisation geneigt. Es muss also ein fiir die Chro-
matographie gecignetes System bzw. Bedingungen gefunden werden, in dem auch die
Epimerisation moglichst gehemmt wird.

EXPERIMENTELLES
Chemikalien und Gerdte :

Die alkaloidhaltigen Abfille stammen von der industriellen Verarbeitung des
Mutterkorns und haben eine typische Zusammensetzung: Gesamtgehalt der Alka-
loide, 44.7 7 ; Zusammensetzung: wasserldsliche Alkaloide, 0.8 9/; Ergotamin, 0.5%;
Ergosin, 21.0%;; Ergocornin, 20.8 %;; Ergokriptin, 12.7%; rechtsdrehende Alkaloide
44.2 %, (insgesamt 100 %).

Sephadex Gel G-10, G-15, G-25 und LH-20 sind von Pharmacia (Uppsala,
Schweden), ebenso die fiir die chromatographischen Arbeiten verwendeten Saulen.
Controlied Pore Glass, CPG-10-75, Pore Diemater 69 A, 200—400 mesh, ist ein Pro-
dukt der Firma Electro Nucleonics (Fairfield, 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 11T Absorptiometer (LKB, Stockholm, Schweden) auf-
genommen. Zur Auswertung der Diinnschichtchromatogramme wurde ein T-Scanner
der Firma Camag (Muttenz, Schweiz) benutzt.

Sdulenfiillung
Da die Trennschirfe und der Durchfluss einer Siulenfiillung betrichtlich von

der richtigen Vorbereitung des Gels abhidngig sind, wird das Gel zunichst in ein
ungefahr zehnfaches Volumen des jeweiligen Trennmediums eingeriihrt und vier
Stunden stehengelassen. Danach wird diese Suspension ins Chromatographierohr
cingegossen und iiber Nacht sedimentiert.

Methode
Die Hydrolyse des Alkaloidgemisches verlauft nach unserem Verfabren® mit
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hochkonzentrierter Kalilauge 8 mol/l, unter inertem Schutzgas (Stickstoff) bei 100°.
Die Reaktion ist praktisch in 30-60 min beendet, nur bei wasserloslichen Alkaloiden
(z.B. Ergometrin) und bei 9,10-Dihydroalkaloiden dauert sie ungefahr zwei Stunden.
Aus der danach im Vakuum zur Hilfte eingeengten und auf 0° gekiihlten Losung
scheidet sich die rohe Lysergsaure als Kaliumsalz in der Form eines Harzes aus und
iasst sich von der Mutterlauge schnell und einfach abtrennen.

Es wurden Versuche gemacht, das rohe Kaliumszlz der Lysergsiure durch
Saulenchromatographie so weit zu reinigen, dass die reine Lysergsaure aus dem Eluat
nach Ansiuern auskristallisiert. Verschiedene Adsorbenzien und Gele wurden einem
Eignungstest unterzogen.

Analytik

Der Gehalt an beiden Lysergsduren, sowie das Verhiltnis der Lysergsdure zur
Isolysergsdure wird am besten durch Diinnschichtchromatographie und Fluorimetrie
ermittelt. Eine sebr gute Trennung der beiden Sauren erfolgt mit Merck DC-Fertig-
platten Kieselgel 60 (Art. Nr. 53721 oder 5715), Schichtdicke 0.25 mm, 20 X 20 cm.

Die Anwendung der Fertigplatten ist jedenfalls vorteilhaft, da bekannte papier-
chromatographische Methoden aufwendig und nicht immer gut reproduzierbar
sind!3-15,

Die Proben werden in 2%igem Ammoniak in Methanol gelost. Die Konzen-
tration der Lésungen wird auf 10 pg pro 10 gl eingestellt. Die so erhaltenen Lésungen
der Probe und des Standards werden mit einer Hamilton 25-z1 Spritze auf eine
aktivierte Fertigplatte punktférmig 2 i pro Lauft:ahn aufgetragen. Aktivierung der
Platte, 1 Stunde bei 105°. Laufmittel, abs. Athanol-Wasser (80:20, v/v), mit Kammer-
sittisung. Es wird am besten im Kihlschrank bei 0-5° 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, Diisseidorf, B.R.D.) vorgenommen.

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

RESULTATE UND DISKUSSION

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

Da die Versuche mit dem Kieselgel und Aluminiumoxid scheiterten und sich
die einzelnen Komponenten im zu trennenden Gemisch im Molgewicht vermutlich
genug unterscheiden, wird es naheliegenderweise mit Gelfiliration versucht. Zur Ver-
fligung stehen uns die Sephadex Gele G-10, G-15, G-25 and LH-20. Einige davon,
G-10 und G-25, werden nach bekanntem Verfahren’ mit DimethylsulfatNatrium-
hydroxid methyliert (Tabelle I). Mit der Einfithrung mehrerer Methylgruppen werden
bessere Quelleneigenschaften in nichtwassrigen Losungsmitteln erreicht, was die
Trennvorginge mit organischer Elutionsmitteln ermoglicht.
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TABELLE I

QUELLUNGSEIGENSCHAFTEN VON NORMALEM UND METHYLIERTEN SEPHADEX
IN VERSCHIEDENEN LOSUNGSMITTELN (GELVOLUMINA NACH 24 STUNDEN IN
ml/g TROCKENES SEPHADEX)

Scphadex  Wasser Athano! Tetrahydro- Chloroform Benzol

Sfuran
G-10 198 1.78 1.78 1.65 1.55
G-10 Me™ 235 2.20 2.40 2.55 2.22
G-15 3.25 1.85 1.25 1.25 1.20
G-25 4.55 1.15 1.20 - 1.10 1.25
G-25 Me™ 4.55 2.60 3.35 425 2.80
LH-20 433 403 3.58 4.15 215

* Sephadex Gel nach dem Verfahren aus Lit, 7 mcthylieri’.

Sephadex G-25, unmethyiiert und LH-20, erwiesen sich fiir die Reinigung der
rohen Lysergsiure erwartungsgemass 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 fiuoreszierende Zone enthilt reine Lysergsdure. Beim Ansduern des Eluats mit
Eisessig oder besser mit einer gesittigten Lésung von Natriumbisulfit in Wasser bis
pH 5 Kkristallisiert die reine Lysergsdure aus. Am Start der Saule verbleibt eine ge-
farbte Verschmutzung, die sich mit Wasser im Gegenstrom tiber Nacht auswaschen
12sst. Beim Umkehren der Durchflussrichtung wird die Sdulenpackung aufgelockert,
damit ist die Sdule wieder bereit fiir den nichsten Reinigungsvorgang. Das gesamte
Verfahren kann mehrmals wiederholt werden. Um diese Regeneration zu erleichtern,
ist es notwendig die Saule stets im Dunkeln zu bewahren. Es ist zu erwdhnen, dass
bei der Belichtung der Saule wahrend des Arbeitsganges dunkelgraue Belichtungs-
produkte entstehen, die stark am Sephadex haften bleiben und sich nicht eatfeinen
lassen.

dLS

UV Absorption

) S00 1000 1500 2000

Elutionsvolumen (ml) 7

Fig. 1. Trennung der rohen Lysergsdure an Sephadex G-15. Das Chromatographierohr hat eine
Liinge von 500 mm und einen Innendurchmesser voa 50 mm; es ist mit 330 g Gel G-15 gefillt. Das
Elutionsmittel ist Wasser von pH 7. Die Durchflussgeschwindigkeit betrigt 400 mi/h. Die vorletzte,
im ultravioletten Licht bei 366 nm intensiv blau fluoreszierende Zone enthilt die Lysergsiure (dLS).
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Fig. 2. Trennung der rohen Lysergsdure. Saule, 180 < 22 mm mit 20 g Sephadex LH-20. Elutions-
mittel, Athanol-Ammoniaklosung (25%) (95:5). Die Auftragsmenge ist 0.2 g. Die Durchflussge-
schwindigkeit betrdgt 90 mil/h.

Vorziigliche Trenneffekte ergeben die mit porésem Glaspulver gefiillten Siulen.
Mit CPG-10-75, und Wasser als Elutionsmittel, wird eine so gute Trennung erreicht,
dass die retne Lysergsdure inmitten der Saule auskristallisiert und die Saule verstopft.
Deshalb ist es notwendig, eine 0,1 %ige Losung von Ammoniak in Wasser als Eluent
zu verwenden. Ein Beispiel der Trennung zeigt Fig. 5.

Die gesamten Ballaststoffe lassen sich von der Lysergsidure schnell und leicht
abtrennen. Nachdem die Lysergsiure als letzte Zone eluiert ist, ist die Saulenpackung
schon wieder farblos, damit automatisch regeneriert und fiir den nichsten Vorgang
bereit. Nach mehreren Vorgingen verfarbt sich das Glaspulver leicht braun. In diesem
Fall wird das Glaspulver mit konzentrierter, heisser Salpetersiure digeriert, mit
Wasser griindlich gespiilt und damit vollstindig regeniert. Das pordse Glaspulver als

.
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Fig. 3. Elutionsdiagramm der Lysergsiure bei Trennung mit Sephadex G-25, methyliert. Saule, 180 <
22 mm. Elutionsmittel, Chloroform-Methanol (85:15). Die Auftragsmenge ist 0.25 g, die Durch-
flussgeschwindigkeit 80 mi/h. Lysergsaure = dLS, Isolysergsiure = diLS, Lysergsdureamid = LSA.
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Fig. 4. Elutionsdiagramm der rohen Lysergsiure bei Trennung mit Sephadex G-10. Sdule, 600 X
50 mm; Fillung, 350 g Sephadex G-10. Elutionsmittel, Wasser; Durchfiussgeschwindigkeit, 400 mi/h.
Der letzte Peak stellt die Lysergsaure dar, die anderen Peaks entsprechen den nicht naher unter-

suchten Zersetzungsprodukten der Hydrolyse.

Saulenfiiliung ermdglicht hohe Eluierungsgeschwindigkeiten von 50 bis 100 ml/cm? h.

Die nach diesem Verfahren gereinigte Lysergsfure ist weisses, kristallines
Pulver mit spezifischem Drehung ¢% in Grenzen von +20° bis +50° (C =04 in
Pyridin) und schmiltz bei 235—2.:7" (unter Zersetzung). Der Drehwert der reinen
Lysergsiure ist +10° und der reinen Isolysergsiure +281° (C = 0.4 in Pyridin)®.
Das weist daraufhin dass unser Produkt ein Gemisch aus vorwiegend Lysergsdure
und etwas Isolysergsdure sein muss.

Dies bestitigt auch die diinnschichichromatographische Untersuchung. Durch-
schnittlich besteht die aus Abfalialkaloiden gewonnene Lysergsdure aus 3-159% an
iso-Lysergsdure. Die aus der Kristallisationsmuiterlauge gewonnene Lysergsaure
enthalt jedoch 20409/ iso-Lysergsdure. Das ist nicht erstaunlich, da der Ausgangs-

UV Ahsorption
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Fig. 3. Trennung des Hydrolysenproduktes an Controlled Pore Glass (CPG-10-75), 200400 mesh,
-Porenwexte 69 A. Saule, 250 x 22 mm. Eluent ist 0.1 % NHOH in Wasser. Die Auftragmenge be-
ragt 1 g, die Durchflussgeschwindigkeit 200 mi/h.
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diLsS
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Fig. 6. Treanung der Lysergsdure (dLS) von Isolysergsaure (diLS). Siule, 720 X 50 mm. Adsorbens,
Kieselgel 60, Korngrdsse 0.04-0.063 mm. Das Elutionsmittel ist abs. Athanol. Das Verhiltnis Gel-
Lysergsaure ist 100:1, die Durchfiussgeschwindigkeit betragt 80 mi/h.

stoff links- un rechtsdrehende Alkaloide enthalt. Bei der Hydrolyse enisteht jedoch

mehr Lysergsaure als dem Gehalt an linksdrehenden Alkaloiden entsprechen wiirde.

Dieses Phiinomen wird mit der Epimerisation der entstandenen iso-Lysergsiure zu

der Lysergsaure noch im Laufe der Hydrolyse erklart. Die Vorausseizung fiir solche

Epimerisation —stark alkalisches Medium und hydroxylhaltiges Losungsmittel— ist
ereits erfilit®-10,

Die Anwesenheit der iso-Lysergsiure in Lysergsiiure stdrt im allgemeinen
nicht viel und kann auch das Gemisch beider S@uren fiir die Synthese gut verwendet
werden. Erstens reagieren beide Sauren gleich, z.B. bei der Peptid Synthese, ausserdem
lassen sich die Lysergsiureamide viel besser trennen als die Sduren selbst?’,

Es ist zwar moglich, das Gemisch der Lysergsdure und iso-Lysergsdure als
Ammoniumsalz an einer Siule mit feingekorntem Kieselgel 60 und mit Athanol oder

38.157

1857
Ry

dLs O  4s
diLs © 0.21

. START

Fraktion A B

Fig. 7. Links: Diinnschichtchromatogramm der Lysergsaure (A) und iso-Lysergsdure (B) auf der
Merck Fertigplaite. Auftragsmenge: 20 gg. Laufmittel, Athanol-Wasser (80/20, v/v). Detektion,
UV Licht bei 366 nm. dI:S = Lysergsaure, diLS = Isolysergsaure. Rechts: Die fluorimetrische Aus-
wertung der Flecken A und B mit T-Scanner.
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Propanol (n- oder iso-) als Eluent in Komponenten zu zerlegen (Fig. 6). Dies geschieht
vorteilhaft bei 0-5°, um Epimerisation zu unterdriicken!?,

Die Zusammensetzung der Fraktionen A und B, die Lysergsdure und iso-
Lysergsdure enthalten sollten, wird diinnschichtchromatographisch und fluorimetrisch
bestimmt. Fraktion A ist sehr reine Lysergsaure, die nur 1,859, isc-Lysergsdure ent-
halt, Fraktion B ist iso-Lysergséure, verunreinigt mit 14,2 9 Lysergsdure.

SCHiUSSBEMERKUNG

Die chromatographische Trennung der Lysergsdure aus dem rohen Hydro-
ivsengemisch an einer Saule mit porosem Glaspulver CPG-10-75 erwies sich als
weitaus beste. Es sind hohe Eluierungsgeschwindigkeiten moglich, was den Vorgang
wesentlich verkiirzt. Dem hohen Preis des Glaspulvers steht eine recht leichte und
fast unbegrenzte Regenerierbarkeit gegeniiber. Man erhilt Lysergsdure in hoher
Ausbeute.
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ZUSAMMENFASSUNG

Bei Untersuchungen der Isolation beider Lysergsduren, D- und D-is0-, aus den
Hydrolysengemischen der Mutterkornalkaloide zeigte sich der Bedarf ein einfaches
Chromatographiesystem fiir Saulenisolation der Lysergsduren zu finden. Die Saule
mit pordsem Glaspulver erwies sich fiir diese Zwecke als die beste. Die Trennung
beider isomeren Lysergsiuren erfolgt an der Saule mit Kieselgel. Der Gehalt und die
Zusammensetzung der Lysergsiure werden diinnschichtchromatographisch an Fertig-
platten bestimmt.
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