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Verteilungschromatographie von Mutterkornalkaloiden auf Formamid-
gesattigten Kieselgel-Saulen
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zeutisches Kombinat GERMED Dresden, Stammbetrieb VEB Arzneimittelwerk Dresden, Wilhelm-Pieck-
Str. 35, 8122 Radebeul (D.D.R.)

(Eingegangen am 17. Oktober 1984)

Um optimale Trennergebnisse bei der Reinheits- und Gehaltsbestimmung im
Rahmen der Qualititskontrolle von wasserldslichen Mutterkornalkaloiden (Ergo-
metrin), Lysergsdurederivate vom Peptidtyp, hydrierte Lysergsdurederivate vom Pep-
tidtyp und 2-Brom-Lysergsdurederivate vom Peptidtyp sowie Nebenprodukten zu
erreichen, wurde in Anlehnung an die Arbeiten von Macek et al.!»? und Macek und
Vanecek® die Mutterkornalkaloide mit sehr guten Ergebnissen durch Verteilungs-
chromatographie an Papier mit Formamid als stationdrer Phase trennten, versucht,
dieses System auf die Hochdruck Flissigkeitschromatographie (HPLC) zu iibertra-
gen. Die Methode wird mit Erfolg bei der Qualitidtskontrolle von Mutterkornalka-
loidsubstanzen eingesetzt. Bei den bisher zur Trennung der Mutterkornalkaloide
durch HPLC angewandten Verfahren gelang es nicht, wasserlosliche Mutterkornal-
kaloide (Ergometrin), Lysergsdurederivate vom Peptidtyp, hydrierte Lysergsdure-
derivate vom Peptidtyp und 2-Brom-Lysergsdurederivate vom Peptidtyp an einer
Sdule zufriedenstellend zu trennen. Es wurde allgemein mit Kieselgel-Sdulen*—° und
Reversed-Phase-Sdulen®—17 gearbeitet. Bei der Trennung von Strukturisomeren lag
der pH-Wert der mobilen Phase zwischen pH 10 und 12, wodurch die Lebensdauer
der Sdulen stark negativ beeinflusst wurde. Versuche mit chemisch gebundenen Al-
kylamin-Phasen!®-2! fiihrten besonders bei der Trennung von 2-Brom-Lysergsidure-
derivaten vom Peptidtyp zu keinem befriedigenden Ergebnis.

EXPERIMENTELLER TEIL

Apparatur

Die Versuche wurden mit einer Altex Pump (LC-X PD), einem Pye Unicam
AR 55 Linear Recorder, einem Pye Unicam DP 88 Computing Integrator, einem
Rheodyne Syringe Loading Sample Injektor Model 7120 (20 ul Dosierschleife) sowie
einem Pye Unicam PU 4020 UV-Detektor durchgefiihrt. Die Detektion wurde bei
312 nm fiir wasserlosliche Mutterkornalkaloide und Lysergsdurederivate vom Pep-
tidtyp, 280 nm fir hydrierte Lysergsdurederivate vom Peptidtyp und 305 nm fiir 2-
Brom-Lysergsiurederivate vom Peptidtyp vorgenommen. Die Trennung erfolgte an
Li-Chrosorb Si 60-Siulen (250 mm x 4,6 mm 1.D.) Merck, Partikelgrosse 5 um. Als
inneren Standard verwendeten wir Chlorcarbonyliminostilben.
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Die UV-Absorption des Eluates erfolgte mit dem UV-Spektrophotometer
VSU, (Carl Zeiss, Jena).

Chemikalien und Reagentien

Das fiir die Versuche eingesetzte Ergometrinbimaleinat, Ergotamintartrat, Er-
gocristinmethansulfonat, Ergocorninmethansulfonat, a-Ergokryptinmethansulfonat,
f-Ergokryptinmethansulfonat, Ergocorninin, Ergokryptinin, Dihydroergotaminme-
thansulfonat, Dihydroergocristinmethansulfonat, Dihydroergocorninmethansul-
fonat, a-Dihydroergokryptinmethansulfonat und Chlorcarbonyliminostilben wurden
im VEB Pharmazeutisches Kombinat GERMED Dresden hergestelit.

Mobile Phase

Fiir die mobile Phase wurden eingesetzt: n-Hexan spektroskopisch rein fiir UV
vom VEB Petrolchemisches Kombinat Schwedt; Ethylacetat zur Analyse der Firma
Lachema n.p. Brno; Formamid zur Analyse der Firma Merck; Triethylamin rein
VEB Laborchemie Apolda (nach Destillation). Zur Herstellung der Eichlosungen
wurden jeweils Ergotamintartrat, Dihydroergotaminmesylat und 2-Brom-o-ergo-
kryptinmesylat unter Zusatz von Chlorcarbonyliminostilben in der mobilen Phase
gelost und verdiinnt, so dass Konzentrationsreihen von 1 ug Alkaloid und 0,8 ug
Chlorcarbonyliminostilben/20 ul; 3 ug Alkaloid und 0,8 ug Chlorcarbonyliminostil-
ben/20 ul; 7 ug Alkaloid und 0,8 ug Chlorcarbonyliminostilben/20 ul; 11 ug Alkaloid
und 0,8 ug Chlorcarbonyliminostilben/20 ul; und 15 ug Alkaloid und 0,8 ug Chlor-
carbonyliminostilben/20 ul entstanden.

Fiir die Gehaltsbestimmung von Reinsubstanzen werden von Lysergsiurede-
rivaten vom Peptidtyp (z.B. Ergotamin) 20 mg und 5 mg Chlorcarbonyliminostilben
genau eingewogen und zu 100 ml in mobiler Phase geldst. Von hydrierten Lyserg-
sdurederivaten vom Peptidtyp (z.B. Dihydroergotamin) sowie 2-Brom-Lysergsdure-
derivaten vom Peptidtyp (z.B. 2-Brom-a-ergokryptin) werden 40 mg und 5 mg
Chlorcarbonyliminostilben zu 100 ml in mobiler Phase gelost.

TABELLE 1
MOBILE PHASEN ZUR TRENNUNG DER MUTTERKORNALKALOIDE

No. Alkaloidgruppen n-Hex- Ethyl- Triethyl- Formamid
an acetat amin (V)
(v) (v) (v)

1 Wasserlosliche Alkaloide 50 + 48 + 1 + 1

I Lysergsidurederivate 50 + 48 + 1 + 1

vom Peptidtyp

Hydrierte Lysergsdurederivate vom Peptidtyp

1 Dihydroergotoxingruppe 40 + 58 + 1 + 1
v Dihydroergotamin 30 + 70 + 1 + 1
v 2-Brom-Lysergsdurederivate 60 + 38 + 1 + 1

vom Peptidtyp
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Fig. 1. Sattigung einer Li-Chrosorb-Si 60-Sdule (250 mm X 4,6 mm 1.D.) Merck, Partikelgrésse 5 ym
mit Formamid. Fliessgeschwindigkeit 2 ml/min, Mobile Phase: n-Hexan-Ethylacetat-Triethylamin-For-
mamid (60:38:1:1). Die Formamidkonzentration der Eluatfraktionen (jeweils 2 ml) wurden am UV-Spek-
trophotometer bei 250 nm bestimmt.

TABELLE 11

REPRODUZIERBARKEIT DER TRENNERGEBNISSE VON MUTTERKORNALKALOIDEN AN
EINER FORMAMIDIMPRAGNIERTEN LiCHROSORB Si 60-SAULE, MERCK

Alkaloid Mob. Phase  Retentionszeit (min)
No.

1. Tag 5. Tag 10. Tag 15. Tag 20. Tag 25. Tag 30.Tag

Chlorcarbonyl- 11 1,8 1,7 1,8 1,7 1,8 1,9 1,8
iminostilben
Ergokryptinin 2,8 2,7 2,8 2,6 2,9 2,8 2,7
Ergocorninin 3,6 3,5 3,6 3,6 3,7 3,7 3,6
B-Ergokryptin 4,1 4,0 4.0 4,1 4,1 40 4,0
a-Ergokryptin 4.6 4,7 4.6 4,7 4,7 4.5 4,6
Ergocornin 5,5 5.4 5,6 5,7 5,4 5,6 5,5
Ergocristin 72 7,3 7,3 7,1 7,3 7,4 7.4
Ergotamin 8,4 8,4 8,5 8,5 8,6 8,7 8,5
Ergometrin 248 24,5 243 24,7 24,9 24,8 24,3
Chlorcarbonyliminostilben  IIT 2,8 2,6 2,7 2,8 2,8 2,6 2,7
DH-Ergokryptin 5,2 5,1 5,1 5,3 5,2 5,2 5,1
DH-Ergocornin 6,8 6,7 6,8 6,8 6,7 6,6 6,7
DH-Ergocristin 8,5 8,3 8,3 8,4 8,5 8,5 8,3
Chlorarbonyliminostilben 1,3 1,4 1,2 1,3 1,3 1,2 14
Ergokryptinin \' 52 52 5,0 52 53 5,2 5,4
2-Bromergokryptinin 6,1 6,2 6,0 6,0 6,2 6,1 6,3
2-Brom-S-ergokryptin 7,6 7,7 7,5 7,7 7,6 N 7,8
2-Brom-a-~ergokryptin 9,0 9,1 9,0 9,1 9,3 9,1 9,3

2-Bromergocornin 10 10,2 9,8 9,9 10,0 10,1 10,3
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Fig. 2. Chromatogramm von Lysergsdurederivaten. | = Ergometrin (4 pug/20 pl), 2 = Ergotamin (1,4
ug/20 pl), 3 = Ergocristin (1,8 ug/20 ul), 4 = Ergocornin (4 ug/20 ul), 5 = o-Ergokryptin (2,4 ug/20 pl),
6 = B-Ergokryptin (0,3 ug/20 ul), 7 = Ergocorninin (0,2 ug/20 ul), 8 = Ergokryptinin (0,2 pg/20 pl), 17
= Chlorcarbonyliminostilben (1 pg/20 ul). Mobile Phase: n-Hexan-Ethylacetat-Triethylamin-Formamid
(50:48:1:1). Detektion: UV 312 nm.

Fig. 3. Chromatogramm von Dihydrolysergsiduredetivaten vom Peptidtyp. 9 = Dihydroergqtamin @8
ug/20 ul), 2 = Ergotamin (0,7 ug/20 ul), 17 = Chlorcarbonyliminostilben (1 pg/20 pl). Mobile Phase:
n-Hexan-Ethylacetat-Triethylamin-Formamid (30:70:1:1). Detektion: UV 280 nm.

Die mobile Phase wird entsprechend der zu trennenden Alkaloidgruppe (Ta-
belle I) gemischt und in einem Schiitteltrichter kréftig geschiittelt. Scheidet sich da-
nach etwas Formamid ab, so wird dieses abgetrennt.

Imprignierung der Sdule
Dic Kieselgel-Sidule wird mit Formamid imprégniert, indem mit Formamid
gesittigte mobile Phase mit einer Fliessgeschwindigkeit von 2 ml/min wéhrend 45
min iiber die Sdule gepumpt wird. Der Zeitpunkt der Sattigung wird durch Messen
der Formamid-konzentration im Eluat, mit einem UV-Spektrophotometer bestimmt.
Es wird bei relativ konstanter Raumtemperatur, 20 + 2°C, gearbeitet.

ERGEBNISSE

Zu Beginn der Imprignierung wird fast alles Formamid von der Kieselgelsdule
adsorbiert, nach 45 min ist die Sdule mit Formamid gesattigt und es stellt sich ein
Gleichgewicht zwischen mobiler und stationdrer Phase ein, vorausgesetzt, dass mit
einer Formamid-geséttigten mobilen Phasen gearbeitet wird (Fig. 1). Wihrend einer
Versuchsdauer von 30 Tagen waren die Trennergebnisse reproduzierbar (Tabelle 1I).
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TABELLE III

STANDARDABWEICHUNG BEI DER GEHALTSBESTIMMUNG VON MUTTERKORNALKA-
LOID-REINSUBSTANZEN

Mutterkornalkaloid- Gehalt n s (%)
Reinsubstanzen (%)
Ergotamintartrat 98,4 Ergotamintartrat 10 + 1,1
Dihydroergotamin- 99,7 Dihydroergotaminmethan- 10 + 1,2
methansulfonat sulfonat
Dihydroergotoxin- 32,8 DH-Ergokryptin- 10 + 1,8
methansulfonat: methansulfonat
32,3 DH-Ergocornin- 10 + 1,5
methansulfonat
32,0 DH-Ergocristin- 10 + 1,7
methansulfonat
2-Brom-a-ergokryptin- 99,5 2-Brom-a-ergo- 10 + 1,1
methansulfonat kryptinmethansulfonat
18
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Fig. 4. Chromatogramm von Dihydrolysergsiurederivaten vom Peptidtyp. 10 = Dihydroergocristin (7
£g/20 ul), 11 = Dihydroergocornin (8 ug/20 ul), 12 = a-Dihydroergokryptin (8 pug/20 ul), 17 = Chlor-
carbonyliminostilben (I pug/20 ul). Mobile Phase: nHexan-Ethylacetat-Triethylamin-Formamid
(40:58:1:1). Detektion: UV 280 nm.

Fig. 5. Chromatogramm von 2-Brom-Lysergsdurederivaten vom Peptidtyp. 8 = Ergokryptinin (0,5 ug/20
u), 13 = 2-Brom-Ergokryptinin (0,7 pg/20 pl), 14 = 2-Brom-f-Ergokryptin (0,9 pg/20 ul), 15 = 2-
Brom-a-Ergokryptin (8 ug/20 ul), 16 = 2-Brom-Ergocornin (0.9 ug/20 ul), 17 = Chlorcarbolnylimino-
stilben (1 ug/20 ul). Mobile Phase: n-Hexan-Ethylacetat-Triethylamin-Formamid (60:38:1:1). Detcktion:
UV 305 nm.
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Die beschriebenen Mutterkornalkaloide lassen sich an einer formamid-gesit-
tigten LiChrosorb Si 60-Sdule mit den in Tabelle I beschriebenen mobilen Phasen
trennen (Tabelle I und Fig. 2-5). Es ist in jeder Gruppe moglich, die aktiven Verbin-
dungen von Verunreinigungen zu trennen. Die Eichkurven fiir Ergotamin (Lyserg-
sdurederivat vom Peptidtyp), Dihydroergotamin (hydriertes Lysergsdurederivat vom
Peptidtyp) und 2-Brom-a-ergocryptin (2-Brom-Lysergsdurederivat vom Peptidtyp)
sind im Bereich von 1-15 ug/20 ul linear. Die Nachweisgrenze liegt bei Ergotamin
bei 0,1 pg/20 ul, bei Dihydroergotamin bei 0,5 pg/20 ul und bei 2-Brom-a-ergocryptin
bei 0,25 ug/20 ul.

Zur Uberpriifung der Methode wurde der Gehalt der Reinsubstanzen von Er-
gotamintartrat, Dihydroergotaminmethansulfonat, Dihydroergotoxinmethansulfo-
nat und 2-Brom-a-ergocryptinmethansulfonat bestimmt. Auf Grund der niedrigen
Standardabweichung, S (Tabelle III) eignet sich die Methode sehr gut zur Gehalts-
bestimmung von Reinsubstanzen. Mit Hilfe der beschriebenen Methode ist es mog-
lich an einem Sdulentyp alle aktiven Mutterkornalkaloide sowie ihre Stereo- und
Strukturisomeren zu trennen.
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