
SUMMARY :. .1 :;_. 

High$erformance liquid chromatography of ergot alkaloidr 

A method for the analysis of_ ergot alkaloids -has been developed: by .bighzt 
performance liquid chromatography. A silica colmnn was used for prepa@ion .of 
ergotinine and ergotoxine Tom ergot. Separation of Fhe individual ergot -a&a.Lo& 
was successfUlly accomplished on a coiumn of Eiitacbi Gel -No; 3OU;0 &&rot& 
polystyrene modified by hydroxymethyl) with an eiuent of n-he xane-etbauo&jeFhy~~~ 
amine (70:30:0.5, v/v). The method was applied to the analysis .of ~9gocryptinine; 
ergoco rninine, ergocristinine, a-ergocryptine, ergocornine and. ergocsistie im:ergot 

and dihydroergocryptine (a + J!?),. dihydroergocornine and diby+!roergocri&t&~~ 
pharmaceutical tablets. 

~. 
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WTRODUCTION -: ..::- 11 
; ..- -.: _; .- 

De l’intCr6t consider&e a iti au&de & l’&alyse quahtative~et qua&t&e. 
des aicaloides de I’ergot et de Ienrs d&iv& hydrogen& ces $ernG+&n&. Dn ceztain 
nombre de methodes pour I’anaIyse des alcaloides de -I’ergot_ ant &e.propos&&&% 
demment; teiles que la chromatographie sur papier’ et ta chromatograh’hie en couche 
mince2” en se basant sur la r&cFion de Van .Urk ou la fiuorescence naFurelte .dn spot. 
separ&. Toutefois, ces methodes ont les d&avanFages qu’ehes prenncnt bgawup 9. 
temps et leurs exactitude_et precision sent pea saFiSfaisantes. L&ie m@hode des&ara~: 
tion par la distribution de comre-courant’j n’a pas d’utiliti prattque et -ne- seti& 
pas d’avoir et6 uFihs& r&emment. La chromatographie en ph+: gzix&!&~ ne. peUt 

i?tre appliqued qu’aux alcaloides de peptide qui se composer&&s peptic&s aryec~$mC- 
tures difF6rentes. _. .r__ ‘.- .F . 

Une autre m&hode appiicable & l’analyse des a&.loides de. &rgotest ‘ia chrs--.: 
matographie liquide B haute pression (CLIW). Dans lesm&hodes propsseeS pr@& 
demment, les cofonnes de silic&‘~ et de phases invers&srq-13~ont &5empIoy& pour .. 
ta 95paration. La colonne de silice a. pu s’employer pour la s&araFion- des;~oUpW 
de I’ergotinine Fehe que l’ergokryptinine (a f @),- l’ergauxnhine. ou ~~e~oeris~& 
:t de l’ergotoxine t&e que I’ergokryptine (a f B)t I’ergocQh ?u. I*SgMC 
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Sur les colonnes de phases inversees, la separation de chaque ergotoxine, ergotinine 
et dihydroergotoxine a Cte faite d’une facon tres satisfaisante. 

CLHP sur une colonne du polystyrene poreux (les particules sphreiques 
poreuses du copolymere de styrene-benzene divinylique) Ctait t&s utile B la tipara- 
tion des composes de structure similaire: les acides phtnoliques tels que l’acide 
4-hydroxy-3-mtthoxymandClique, l’acide 3&dihydroxymandClique, l’acide Chydro- 
xy-3-mCthoxyph.&iylacttique ou l’acide 3-hydroxy4mCthoxyphCnyla&tique1’, et les 
tautomeres de c&o-&o1 de l’acide phinylpyruviqueL5. Dans le present travail, nous 
avons applique avec succts la colonne du polystyrtne poreux modifii par hydroxy- 
methyl (Hitachi Gel No. 3011-o) Q la separation et au dosage des alcaloides de l’ergot 
dans llergot et la tablette pharmaceutique. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Ma tizres 

Les composes suivants sont d’origine commerciale : les tablettes de la methane- 
sulfonate de dihydroergotoxine (Sankyo, Tokyo, Japon); I’ar-ergokryptine et l’ergo- 
cristine (Sigma, St. Louis, MO., U.S.A.); l’ergotaminine et I’ergomitrine (Nakarai, 
Kyoto, Japon). L’a-ergokryptinine et l’ergocristinine ont CtC prtparees en bouillant 
l’a-ergokryptine et l’ergocristine respectivement dans le methanol selon la m&ode de 
Stoll et aZ.16. L’ergocomine et l’ergocominine ont CtC isok% B partir de l’ergot par 
CLHP sur une colonne de Hitachi Gel No. 3011-O d&zrite dans la prCsente publication. 
La dihydro-a-ergokryptine, la dihydroergocornine et la dihydroergocrlstine ont id 
isolees ?I partir des tablettes de la methanesulfonate de dihydroergotoxhie par la 
mCme CLHP. Tous les autres produits chimiques sont des produits pm-s pour analyse. 

Syst2me chromatogra&ique 
Un chromatographe liquide & haute pression utilise pour la &paration de 

chaque a1caloIde de I’ergot a eti assemble 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 diambre des grains, 5-7 pm) et un detecteur d’ultra-violet. (LDC Modtle 
1280; la longueur d’onde, 280 nm). 

Lss- groupes de l’ergotinine et de l’ergotoxine ont CtC sipares sur la colonne 
de verre (700 x 3 mm I.D.) remplie de gels de silice (Wako Gel C-300, Wako, Osaka, 
Japan) et les Chats de la colonne ont itC revelCs ti l’aide d’un spectrofhxorimetre 
(MPF-4, Hitachi, Tokyo, Japon) equip& avec une cellule a ecouiement. 

Extraction des alcaloides ci partir de i’ergot 

Une 10-g quantiti de la poudre de I’ergot ont it& ddgraisds au moyen de 
150 -ml d&her de petrole pendant 1 h. Une 5-g quantitC de la poudre degraissee 
ont CtC extraits au moyen de 75 ml d’l,2-&chloroithane par agitation pendant 1.5 h 
et filtres. L’l.ZdichIoroCthane dans le f?h.rat a CtC Cvapore sous pression r&mite B 
40” et le r&sidu a CtC repris dans 20 ml d’1,2-dichlorokthane. La solution de l’1,2- 
dichloroCthane a ite extraite 10 fois, avec 5 min d’agitation & chaque fois, par 40 ml 
de la solution aqueuse (pH 1.0) d’acide tartarique a 2 %-acide sulfurique”. Les phases 
aqueuses reunies ont CtC alcalis&es par addition d’ammoniaque Zt 28% et extraites 
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3 fois, avec 5 min d’agitation chaque fois, par 200 ml de chloroforme. Le chloroforme._ 
dam les phases organiques rkmies a &5 &apor& sous pression r&it&e 5 40”.- Le - - 
Ssidu (cela s’appelle extrait de l’ergot) a Cd repris dam 0.25 mi de chloroforme et 
50~1 de la soi~tion ont &k inject& sur la colonne du gel de silk. L’ergotiuine et 
l’ergotoxine ont $ttC Ciu&s dans les conditions montrks dank la Fig. 1. LWuat-con- 
tenant I’ergotinine a &Z r&mi et &apoti sous’pression r6duite & 40” et Ie E&G&T a &.t5 
repris dam 0.2 ml de chloroforme; le &me pro&lb s’est appliqui B l’&at conteuaut 
l’ergotoxine. Uu lC+.d volume de cbaque solution ont et6 anaIys6s par CLEEP, mme 
l’indique la Fig. 2. 

1 

20 lo 0 
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Fig. 1. Chromatogramme d’une extrait de l’ergot. Un 9-pl volume de h ~~hrtion du cbforofmine 
ont it6 analyds en CLHP dans ks conditions suivantes. Colomxe: Wake Gel C-#lo (‘la0 X. 3 mm 
I.D.) B temphture ambiante_ &ant: cyclohexane-x&one (5050, v/v). Loagueurs d’ondes: Ex: 
350 MI, Em: 400 MI. Fentes: Ex: 10 nm, Em: 5 nm. Debit: 0.72 mllmin. pits: 1 = ergotiuine; 
2 = hgotamioiie; 3 = ergotoxiue. 

Fig. 2. Ch-omato gxamme d’un Chat contenant des akaloid~ de l’ergotio@e 6%~ B part& de la 
colonne du gel de s&e. Un lO-pl volume de la solution du chIomforme obtenue &la- rm&ibde 
d&rite dans Ie texte ont Ctk an&y& en CLHP dans Ies conditions suivantes. Cohxsne: Hit&G Gel 
No. 3011-O (500 x 4.6 mm I.D.) B 40”. buant: n-hexane4thanokWe (70:30z00.5,.v/v). 
Lmgueur d’onde: 280 run. mbit: 0.91 ml/min. Pits: 1 = ~+xgokxypti&e; 2.= ergoc@ni&; 3-= 
ergocriskbe. =s. 

: _ 
_-- , 

Extraction de la dihyiroergotoxine d partir de &a tablette 
A une tablette de la &&anesulfonate de dihydroergotoxine qti a et6 r&l&e 

en poudre, on a ajoute 5 ml d’eau distil&, 0.2 ml d’amxoniaque B 28% et. 10 ml. 
de chloroforme. Apr&s l’agitation de 5 min, 8 ml de la phase orgauique _ont t% pris 
et &apor& sous pression &duite Q 40”. Le r&idu a &th repris d&s 0.2 ml de-chloro- 
forme et 10 yl de la solution ont Ct6 analys&s par CLHP cormne l’indique Ia Fig. 2. 

_ . 

SpectromtFtrie de masse 
L’Cluat correspondant B chaque pit daus les Figs. 2, 3 et 4 a it6 r&i et 

Cvapore sous pression r&kite & 40”. Le rksidu a Ct6 repris dam 5O-loO~l de chioro- 
fome. Un lO-~1 volume de la solution ont &te mis dans Za sonde en .qtiartz &t le 
chloroforme s’est &apork par le chatiage; Les spectres de uiasse-ont et& r&Ii& 
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Fig. 3. Chromatogramm e d’un tluat contenant des alcaloides de l’ergoto.xine 15lub B partir de la 
cologne du gel de silice. Les memes conditions que celles d&rites dans la Fig. 2 ont &t utilis&s. 
Pits: 1 = a-ergokryptine: 2 = ergocomine; 3 = ergocristine. 

Fig_ 4. Chromatogramme de la dihydroergotoxine extraite 5 partir d’une tablette. Les mtmes condi- 
tions que c&es d&rites dans la Fig. 2 ont &C utilis&s. Pin: 1 = dihydro-aergokryptine; 2 = di- 
hydro-Bergokryptine; 3 = dihydroergocomine; 4 = dihydroergocristine. 

dans les conditions suivantes: apFlrei1 Shimadzu-LKB 9ooO; Cnergie des Clectrons 
70 eV; voltage dlacc6iiration 3.5 kV; courant d’ionisation 6OpA; temp&ature de ia 
source &ions 290”; tempgrature du systeme d’introduction directe entre SO et 150”. 

RfsULTATS ET D:SCUSSION 

Szepesy et aLx3 ont montri que la silice etait convenable B la separation des 
groupes de i’ergotinine et de l’ergotoxine. Par consEquent, nous avons utilisd la 
colonne d; gel de silice pour la priparation des alcaloTdes B partir de i’ergot. La 
Fig. 1 montre le chromatogamme d’un extrait de l’ergot SW une colonne du gel de 
silice. Dans les conditions employees, l’ergotinine et l’ergotoxine ont CtC ~Iu&s_ B 8.8 
et 18.3 min, respectivement. L’ergotaminine a et6 elu& B 14.7 min. Ces composCs 
ont &C bien sCpar6 des autres composants dans l’ergot. L’ergotamine, l’ergom&rine, 
I’ergomCtrinine et la dihydroergotoxine ont et6 absorb&s sur la colonne du gel de 
silice et n’ont pas &C CMes dans les presentes conditions. Ces composCs ont &tC Clues 

avec des Cluants plus polaires tels que ac&one-cyclohexane (70:30, v/v) ou chloro- 
forme-&hanol (80:20, v/v). 

Afin de &parer chaque alcaloide de I’ergotinine et de I’ergotoxine, Hitachi 
Gel No. 3011-O a 6tC utilid. Le Tableau I donne les facteurs de capacitt (k’) de 
quelques alcaloides de l’ergot pour Ies Cluants diffirents. La meilleure sCparation 
de chaque alcaloide dans un groupe donnC a CtC obtenue dans le systeme de n-hexane- 
Cthanol-triethylamine (70:30:0.5, v/v). Sur les colonnes du polystyrene poreux tel 
que Hitachi Gel No. 3010 (le diam6tre des grains, 20-25 pm) ou No. 3011 (le diatietre 
des grains, IO-12 pm), les paires de l’ergokryptinine-l’ergocorninine, l’ergokryptine- 
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TABLEAU I 

FACTEUR DE CAPACITB (k’) DES ALCALOmES DE L’ERGOT SUR HITACHI GEL NO. 
3011-0 AVEC LES BLUANTS DIFFJ%ENTS 

Eluants: 1 = n-hexane-&hanol-tri&hylamiie (70:30:0.5, v/v): 2 = cyclohexanw%hanol-tri&hyl- 
amine (70:3OzO.5, v/v); 3 = n-hexane-chloroform-tri~tk$amine (5:95:0.5, v/v)_ 

Substance k’ 

Z 2 3 

Ergom&rine 8.68 5.15 26 
a-Ergokryptine 1.47 0.73 0.76 
Ergowmine 1.85 0.88 0.84 
Ergocristine 3.07 1.31 1.11 
a-Ergokryptinine 1.78 0.89 2.14 
Ergocominiie 2.45 1.15 2.86 
Ergocristinine 4.31 1.82 3.23 
Ergotaminine 5.57 2.41 3.41 
Dihydro-a-ergokryptine 1.13 0.57 1.53 
Dihydroergocomine 1.48 0.71 1.96 
Dihydroergoccistine 2.38 1.00 2.37 

I’ergocomine et la dihydroergokryptine-la dihydroergocomine n’ont pas Cte separees. 
En utilisant No. 3011-O du diam&re des grains de 5-7pm, la separation a pu s’effec- 
tuer avec meilleure sClectivit& et r&solution que dans le cas oh l’on a utilis6 NO. 
3011-O de IO-12pm. Par consequent, dans ce travail, No. 3011-O du diamktre des 
grains de 5-7pm a CtC utilisC. 

Le chromatogramme des alcaloides de l’ergotinine prCpar6s k partir d’un 
extrait de l’ergot est montrg dans la Fi,. (1 2 et celui des alcaloides de l’ergotoxine 
prCpar& A partir d’un extrait de l’ergot dans la Fig. 3. Ces chromatogrammes- ont 
itC utilises pour le dosage de chaque ergotinine et ergotoxine dans l’ergot. Le ChrO- 

matogramme de la dihydroergotoxine extraite B partir d’une tablette, qui est montri 
dans la Fig. 4, a itt utiliske pour le dosage de la composition de la m&hanesulfonate 
de diiydroergotoxine. Chaque pit sur les chromatogrammes des Figs. 2, 3 et 4 a it6 
identifiC par comparaison du temps de rCtention+ussi bien que du spectre de masse 
de l’tluat correspondant A ceux du composk authentique’*. 

La rilation entre l’aire de pit et la quantitk introduite sur la colonne ktait 
iikaire de 2 jusqu’g 2Opg pour tous les alcaloides CtudiQ. La dkviation des aires 
de pits mesur&s Ctait au-dessous de f I % quand 10 pg des alcaloides de l’ergot 
ont CtC introduits Q plusieurs reprises_ La quantitC minimum de la dktection pour 
ies alcaloides CtudiCs Ctait d’environ 1 pg. Les pourcentages de rkupkation de l’ergo- 
Gnine et de l’ergotoxine Q partir de l’ergot Ctaient environ 87% l’un et l’autre. Le 
pourcentage de rkcupkration de la dihydroergotoxine B partir de la tablette Ctait 
environ 80 “/d. 

11 semble que la prkente mtthode est pleine de promesses pour la t&e 
:‘nalytique envisagk dans la production des alcaloides de l’ergot. Fuisque les iluants 
!!tilisGs dans cette mithode sont plus volatils que ceux de CLHP sur les colonnes des 
-yhases invers&s10-13, cette m&bode peut se dCvelopper pour les travaux productifs 
xi& de purification et fractionnement des composk pharmaceutiques tels we la 
ii hydroergotoxine. 
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RFSUMI? 

Une methode pour I’analyse des alcaloides de l’ergot a CtC developtie par 
la chromatographie Iiquide a haute pression. Une colonne de silice a eti utiiist!e 
pour la preparation de l’ergotinine et de l’ergotoxine a partir de I’ergot. La separation 
de chaque alcaloide de l’ergot a eti accomplie avec succts sur une colonne de Hitachi 
Gel No. 3011-O (le polystyrene poreux modifik par hydroxymCthyi) avec un 6luant 
de n-hexane-&hanol-triethylamine (70:30:0.5, v/v)_ La mithode s’est appliqu& H 
i’analyse de I’a-ergokryptinine, I’ergocominine, l’ergocristinine, I’a-ergokryptine, 
l’ergocomine et l’ergocristine dans l’ergot et la dihydroergokryptine (a + /I), la di- 
hydroergocomine et la dihydroergocristine dans la tablette pharmaceutique. 
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