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SUMMARY
ngh—pe:;fbrmance Itqutd chromatography of ergot alkalmd' ‘

A method for the analysxs of ergot alkaloids has been developed by hzgh—
performance liquid chromatography. A silica column was used for preparation . of
ergotinine and ergotoxine from ergot. Separation of the individual ergot -alkaloids
was successfully accomplished on a column of Hitachi Gel No: 3011-Q @orous
polystyrene modified by hydroxymethyl) with an eluent of n-h¢xaneeethanokm§tby§-
amine (70:30:0.5, v/v). The method was applied to the analysis of a-ergocryptinine;
ergocorninine, ergocristinine, a—ergocryptme, ergocornine and ergocristine in-grgot
and dihydroergocryptine (2 + f), dihydroergocomnine and. dlhydmergocnstme m
pharmaceutical tablets. L -

INTRODUCTION

DeP intérét considérable a été accorde a lanalyse quahtatwe et quantxtatwe
des alcaloides de P’ergot et de leurs dérivés hydrogénés ces dernifres années. Un cestain
nombre de méthodes pour I’analyse des alcaloides de 'ergot ont &té; proposé&s précé-
demment, telles que la chromatographie sur papier! et la chromatographie en couche
mince?~® en se basant sur la réaction de Van Urk ou la ﬁuoresoence naturelle du spat.
séparé. Toutefois, ces méthodes ont les désavantages qu’elles prennent beaucoup de
temps et leurs €xactitude et précision sont peu satisfaisantes. Une méthode de separa.-: -
tion par la distribution de contre-courant® n’a pas d’utilité pratique et ne semble
pas d’avoir été utilisée récemment. La chromatographie en phdse gazéuse™£ ne peut:

- €tre appliquée qu’aux almloxdes de peptide qul se composent des pept:des ayec stmc—
tures différentes.

Une autre méthode apphczble a l’analyse des almloxdes de l’ergot est la chro- 4
matographie liquide 4 haute pression (CLHP). Dans les méthodes proposées. ptécé--‘
demment, les colonnes de silice®!? et de phases inversées'?~'3.ont été. empfoyés pour. .
‘a séparation. La colonne de. silice a. pu s’employer pour la séparation des: groupes.
de Pergotinine telle que 'ergokryptinine (¢ + B), lergocommme oun. lergocnstmme,
st de Pergotoxine telle que Pergokryptine (e + ), l'ergocornine ou Vergocristine:: .
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Sur les colonnes de phases inversées, la séparation de chaque ergotoxine, ergotinine
et dihydroergotoxine a été faite d’une facon trés satisfaisante.

CLHP sur une colonne du polystyréne poreux (les particules sphréiques
poreuses du copolymeére de styréne—benzéne divinylique) était trés utile & la sépara-
tion des composés de structure similaire: les acides phénoliques tels que I'acide
4-hydroxy-3-méthoxymandélique, I’acide 3,4-dihydroxymandélique, P’acide 4-hydro-
xy-3-méthoxyphénylacétique ou P'acide 3-hydroxy-4-méthoxyphénylacétiquel®, et les
tautoméres de céto—€nol de I'acide phénylpyruvique’®. Dans le présent travail, nous
avons appliqué avec succés la colonne du polystyréne poreux modifié par hydroxy-
méthyl (Hitachi Gel No. 3011-0) A 1a séparation et au dosage des alcaloides de I'ergot
dans Pergot et la tablette pharmaceutique.

PARTIE EXPERIMENTALE

Matiéres

Les composés suivants sont d’origine commerciale: les tablettes de la méthane-
sulfonate de dihydroergotoxine (Sankyo, Tokyo, Japon); I’a-ergokryptine et ’ergo-
cristine (Sigma, St. Louis, Mo., U.S.A.); 'ergotaminine et Pergométrine (Nakarai,
Kyoto, Japon). L’a-ergokryptinine et Pergocristinine ont été préparées en bouillant
Pa-ergokryptine et ’ergocristine respectivement dans le méthanotl selon la méthode de
Stoll er al.’®. L’ergocornine et 'ergocorninine ont été isolées a partir de I'ergot par
CLHP sur une colonne de Hitachi Gel No. 3011-O décrite dans la présente publication.
La dihydro-e-ergokryptine, la dihydroergocornine et la dihydroergocristine ont €té
isolées a partir des tablettes de la méthanesuifonate de dihydroergotoxine par la
méme CLHP. Tous les autres produits chimiques sont des produits purs pour analyse.

Systéme chromatographique

Un chromatographe liquide a4 haute pression utilisé pour la séparation de
chaque alcaloide de P’ergot a été assemblé avec une pompe du type plongeur (9SU,
Hissko, Tokyo, Japon), une soupape d’injection (Nihon Seimitsu Kagaku, Tokyo,
Japon), un tube d’acier inoxydable (500 x 4.6 mm I.D.) rempli de Hitachi Gel No.
3011-O (le diamétre des grains, 5-7 um) et un détecteur d’ultra-violet (LDC Modéle
1280; la longueur d’onde, 280 nm).

Les groupes de Pergotinine et de ’ergotoxine ont €té séparés sur la colonne
de verre (700 x 3 mm I.D.) remplie de gels de silice (Wako Gel C-300, Wako, Osaka,
Japon) et les éluats de 1a colonne ont ét€ révélés a I'aide d’un spectrofluorimétre
(MPF-4, Hitachi, Tokyo, Japon) équipé avec une cellule a écoulement.

Extraction des alcaloides a partir de Pergot

Une 10-g quantité de la poudre de Pergot ont été dégraissés au moyen de
150 ml d’éther de pétrole pendant 1h. Une 5-g quantité de la poudre dégraissée
ont €t€ extraits au moyen de 75 ml d’1,2-dichloroéthane par agitation pendant 1.5 h
et filtrés. L°1,2-dichloroéthane dans le filtrat a été évaporé sous pression réduite 2
40° et le résidu a été repris dans 20 ml d’1,2-dichloroéthane. La solution de I'1,2-
dichloroéthane a été extraite 10 fois, avec 5 min d’agitation a chaque fois, par 40 ml
de la solution aqueuse (pH 1.0) d’acide tartarique a 2 %/-acide sulfurique!’. Les phases
aqueuses réunies ont été alcalisées par addition d’ammoniaque a 289, et extraites
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3 fois, avec 5 min d’agitation chaque fois, par 200 ml de chloroforme. Le chloroforme

dans les phases organiques réunies a été évaporé sous pression réduite 3 40°. Le
résidu (cela s’appelle extrait de I'ergot) a été repris dans 0.25 ml de chloroforme et
50 ul de la solution ont été injectés sur la colonne du gel de silice. L’ergotinine et
Pergotoxine ont %té éluées dans les conditions montrées dans la Fig. 1. L'élvat con-
tenant I'ergotinine a été réuni et évaporé sous pression réduite a 40° et le résidu a été
repris dans 0.2 ml de chloroforme; le méme procédé s’est appliqué a P’éluat contenant
Pergotoxine. Un 10-gl volume de chaque solution ont été analysés par CLI—{?, comme
Pindique la Fig. 2. :

3
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Fig. 1. Chromatogramme d’une extrait de 'ergot. Un 50-ul volume de Ia solution du chloroforme
ont €t¢ analysés en CLHP dans les conditions suivantes. Colonne: Wako Gel C-300 (760 % 3 mm
1.D.) 2 température ambiante. Fluant: cyclohexane-acétone (50:50, v/v). Longueurs d’ondes: Ex:
350 nm, Em: 400 nm. Fentes: Ex: 10 nm, Em: 5 nm. Débit: 072 ml[mm le 1 = ergotmme’
2 = ergotaminine; 3 = ergotoxine.

Fig. 2. Chromatogramme d'un éluat contepant des alcaloides de l’ergotmme €lués & partir de la

colonne du gel de silice. Un 10-g1 volume de la solution du chioroforme obtenue par la méthode

décrite dans le texte ont ét¢ analysés en CLHP dans les conditions suivantes. Colonne: Hitachi Gel
No. 3011-0 (500 x 4.6 mm L.D.) 2 40°. Eluant: n-hexane-éthanol-triéthylamine (70:30:0.5, v/v).
Longueur d’onde: 280 nm. Débit: 0.91 ml/min. Pics: l = a-ergokryptmme, 2= ergocommmc 3=
ergocristinine. el .

Extraction de la dihydroergotoxine a partir de la tablette

A une tablette de la méthanesulfonate de dlhydroetgotome qm a ete redmte,
en poudre, on a ajouté 5 ml d’eau distillée, 6.2 ml d’ammoniaque a 289, et 10 ml'

de chloroforme. Aprés P’agitation de 5 min, § ml de la phase organique ont été pris
¢t évaporés sous pression réduite 3 40°. Le résidu a été repris dans 0.2 ml de chloro-
forme et 10 ul de la solution ont été analysés par CLHP comme I'indique la Fig. 2.
Spectrométrie de masse : : N R S

L’éluat correspondant i chaque pic dans les Figs. 2, 3 et 4 a été réuni et
évaporé sous pression réduite a 40°. Le résidu a été repris dans 50-100 zl de chloro-
forme. Un 10-ul volume de la solution ont ét¢ mis dans Ia sonde en quartz et le
chloroforme s’est évaporé par le chauffage. Les spectres de masse-ont été réalisés
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Fig. 3. Chromatogramme d’un éluat contenant des alcaloides dé I'ergotoxine élués a partir de la
colonne du gel de silice. Les mémes conditions que celles décrites dans la Fig. 2 ont été utilisées.
Pics: 1 = a-ergokryptine; 2 = ergocornine; 3 = ergocristine.

Fig. 4. Chromatogramme de la dihydroergotoxine extraite a partir d’une tablette. Les mémes condi-
tions que celles décrites dans la Fig. 2 ont été utilisées. Pics: 1 = dihydro-a-ergokryptine; 2 = di-
hydro-f-ergokryptine; 3 = dihydroergocornine; 4 = dihydroergocristine.

dans les conditions suivantes: appareil Shimadzu-LKB 9000; énergie des électrons
70 ¢V ; voltage d’accélération 3.5 kV; courant d’ionisation 60 zA ; température de la
source d’ions 290°; température du systéme d’introduction directe entre 80 et 150°.

RESULTATS ET DISCUSSION

Szepesy et al.'® ont montré que la silice était convenable a la séparation des
groupes de P'ergotinine et de l’ergotoxine. Par conséquent, nous avons utilisé la
colonne du gel de silice pour la préparation des alcaloides a partir de P'ergot. La
Fig. 1 montre le chromatogramme d’un extrait de I’ergot sur une colonne du gel de
silice. Dans les conditions employées, 'ergotinine et I'ergotoxine ont €té éluées a 8.8
et 18.3 min, respectivement. L’ergotaminine a été eluée & 14.7 min. Ces composés
ont été bien séparés des autres composants dans 'ergot. L’ergotamine, ’ergométrine,
I'ergométrinine et la dihydroergotoxine ont été absorbées sur la colonne du gel de
silice et n’ont pas été éluées dans les présentes conditions. Ces composés ont €té élués
avec des éluants plus polaires tels que acétone—cyclohexane (70:30, v/v) ou chloro-
forme—éthanol (80:20, v/v).

Afin' de séparer chaque alcaloide de I'ergotinine et de P'ergotoxine, Hitachi
Gel No. 3011-O a été utilisé. Le Tableau 1 donne les facteurs de capacité () de
quelques alcaloides de Pergot pour les éluants différents. La meilleure séparation
de chaque alcaloide dans un groupe donné a été obtenue dans le systéme de n-hexane—
éthanol-triéthylamine (70:30:0.5, v/v). Sur les colonnes du polystyréne poreux tel
que Hitachi Gel No. 3010 (le diamétre des grains, 20-25 um) ou No. 3011 (le diameétre
des grains, 10-12 um), les paires de I'ergokryptinine-l’ergocorninine, ’ergokryptine—



CLHP DES ALKALOIDES DE L’ERGOT 403

TABLEAU I

FACTEUR DE CAlfACITE (k) DES ALCALOIDES DE L’ERGOT SUR HITACHI GEL NO.
3011-O AVEC LES ELUANTS DIFFERENTS

Eluants: 1 = n-hexane—éthanol-triéthylamine (70:30:0.5, v/v): 2 = cyclohexane-elhanol—tnethvl—
amine (70:30:0.5, v/v); 3 = n-hexane-chloroform-triéthylamine (5:95:0.5, v/v).

Substance k’

1 2 3
Ergométrine 8.68 5.15 26
a-Ergokryptine 1.47 0.73 0.76
Ergocornine 1.85 0.88 0.84
Ergocristine 3.07 1.31 1.11
a-Ergokryptinine 1.78 0.89 2.14
Ergocorninine 245 1.15 2.86
Ergocristinine 431 1.82 3.23
Ergotaminine 5.57 241 341
Dihydro-a-ergokryptine 1.13 0.57 1.53
Dihydroergocornine 1.48 0.71 1.96
Dihydroergocristine 2.38 1.00 2.37

I'ergocornine et la dihydroergokryptine-la dihydroergocornine n’ont pas été séparées.
En utilisant No. 3011-O du diamétre des grains de 5-7 pm, la séparation a pu s’effec-
tuer avec meilleure sélectivité et résolution que dans le cas ol I'on a utilisé No.
3011-O de 10-12 um. Par conséquent, dans ce travail, No. 3011-O du diamétre des
grains de 5-7 um a été utilisé.

Le chromatogramme des alcaloides de Pergotinine préparés a partir d’un
extrait de Pergot est montré dans la Fig. 2 et celui des alcaloides de 'ergotoxine
préparés a partir d’un extrait de 'ergot dans la Fig. 3. Ces chromatogrammes. ont
ét€ utilisés pour le dosage de chaque ergotinine et ergotoxine dans Pergot. Le chro-
matogramme de la dihydroergotoxine extraite & partir d’une tablette, qui est montré
dans la Fig. 4, a été utilisée pour le dosage de la composition de la méthanesulfonate
de dihydroergotoxine. Chaque pic sur les chromatogrammes des Figs. 2, 3 ¢t 4 a été
identifié par comparaison du temps de rétention.aussi bien que du spectre de masse
de P’éluat correspondant i ceux du composé authentique'.

La rélation entre Paire de pic et la quantité introduite sur la colonne était
linéaire de 2 jusqu’a 20 ug pour tous les alcaloides étudiés. La déviation des aires
de pics mesurées était au-dessous de 419, quand 10 ug des alcaloides de l'ergot
ont été introduits A plusieurs reprises. La quantité minimum de la détection pour
les alcaloides étudiés était d’environ 1 ug. Les pourcentages de récupération de I'ergo-
tinine et de 'ergotoxine a partir de I’ergot étaient environ 87 % 'un et l'autre. Le
pourcentage de récupération de la dihydroergotoxine a partir de la tablette était
cnviron 80 9.

Il semble que la présente méthode est pleine de promesses pour ia tache'
vnalytique envisagée dans la production des alcaloides de I'ergot. Puisque les éluants
ntilisés dans cette méthode sont plus volatils que ceux de CLHP sur les colonnes des
~hases inversées!®3, cette méthode peut se développer pour les travaux productifs
-ariés de purification et fractionnement des composés pharmaceutiques tels que la

ithydroergotoxine.
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RESUME

Une méthode pour I'analyse des alcaloides de I'ergot a été developpée par
la chromatographie liquide & haute pression. Une colonne de silice a €té utilisée
pour la préparation de ’ergotinine et de I’ergotoxine & partir de ’ergot. La séparation
de chaque alcaloide de ’ergot a été accomplie avec succés sur une colonne de Hitachi
Gel No. 3011-O (le polystyréne poreux modifi€ par hydroxyméthyl) avec un ¢luant
de n-hexane—€thanol-triéthylamine (70:30:0.5, v/v). La méthode s’est appliquée a
I’analyse de Pe-ergokryptinine, P'ergocorninine, P'ergocristinine, I'a-ergokryptine,
I’'ergocornine et 'ergocristine dans ’ergot et la dihydroergokryptine (¢ + £), la di-
hydroergocornine et la dihydroergocristine dans la tablette pharmaceutique.
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