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(54) Zphsob ddleni a stanoveni poméru dihydro-alfa~ergokryptinu a dihydro-beta-ergokryptinu
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Zpfisob déleni a stanoveni poméru dihy—
dro-alfa-ergokryptinu a dihydro—betafergo~
kryptinu. '
Vynilez ¥edi @8leni a stanoveni poméru
dihydro-alfavergokryptinu.a dihydro~beta~
-eréokryptinu ve smési s dihydroergokris~
finem a'dihydroergocorginem.

Zptisob stanoveni je zaloZen na oddélend
dihydro-alfa-ergokryptinu, dihydro-beta~
b-efédkryptinu, dihydroergocorninu & di-
;hydroéigokristinu ehromatégraficky ne ten~
ké vrstvé silikagélu Polygram SIL-NHR : » ‘ - -
s pou¥itim dvojnésobnéholVyvijeni eludni . » . ‘
soustavou voda-diethylamin 100:4 a metha-
nol-roztok o pH é 50:40, detekci oddéle-
nych ldtek roztokem p~dimethylaminoben~
.zaldehydu a vyhodnoceni poméru intenzit

skvin denzitometricky.
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i Vynélezbsevtyka delen1 a stanovenl poméru dlhydro-alfa-ergokryptlnu a dihydro-beta
iergokryptlnu ve smési s d1hydroergokr19t1nem a dihydroergokorninem (v dihydroergotoxlnn).
: ?odle nejnove351ch poznatkﬂ je z hlediska farmakologlckych idinkd dulezite pPesné nasta-
veni pomeru nejen dihydroergokrlstinu, dlhydroergokornlnu a dlhydroergokryptinu. ale také
~ pfesné naatavenl pomeru dihydro-alfa-ergokryptinu 8 dlhydro-beta—ergokryptinu. Velice dt-
IIGZIté je tedy vhodnd metoda umoznu3101 sledovdni tohoto pomeru, jak pPi mezioperadni
provozni kontrole meziproduktd, tak prl kone3ném nastavovini zédaného pomeru ve findlnim

virobku,

 Ke stanoveni poméru dihydro-alfa-ergokryptinu a dihydro-beta-ergokryptinu se dosud
pouZivd pouze pPistrojové nédroind kapalinovéd chromatografie, Jinymi metodemi se doposud
dihydro-alfa-ergokfyptin od dihydro-beta-ergokryptinu a dihydroergokristinu a dihydro-

" ergokorninu 0dddlit nepodafilo.

Novd byla vypracovana aednoducha metoda jejiZ podstata sp001vé v'rozdéleni viech.
‘étyi sloZek dlhydroergotoxinu nové vyvinutou chromatografii na tenké vrstvé sillkagelu;
s pouZitim novgch elusnich soustav, v detekci roztokem’ p-dlhgthylamlnobenzaldehydu 8 ko=

necnym den21tometrickym vyhodnocenlm.

- Jak je patrno je zplsob stanoveni podle vyndlezu zaloZen na chromatografickém oddé-
lend vsech tyP slofek dihydroergotoxinu chromatografll na tenké vrsivé silikagelu. Nut-
nym predpokla@em.pro lisp&8né rozdelen1 Je- pou21t1 chromatograflckych desek POLYGRAM '
SIL-NHR fy Macherey Nagel, NSR, nebof na jinfch vrstvich bud k d&leni nedoché21 nebc se
vrstvy rozlepl. Pouzmtlm elucn1 soustavy voda-diethylamln 100:4 bylo dosaZeno vyborneho
rozdilu RF hodnot dihydro-alfa-ergokryptlnu, dlhydro-beta-ergokryptlnu i dihydroergsokor-

‘ninu (RF = 0,125; 0,233 0,31). Dlhydroergokrlstin mé v této soustave steané Rp jako di-
hydro»beta-ergokryptiq. ?ouzitlm drunhého vyvlgeni soustavou methanol-roztok o pH 9 50:40
se doadhne i odddleni dihydroergokristinu a tim odddleni viech 3tyF ergotoxinovych alke-
loidfi. Odd¥lené alkaloidy tvo¥i kulaté skvrny dobfe denzitometricky hodnotitelné, Dopro-
vodné alkaloidy ostatnich skupin &i rozkladné produkty maji yy33i Rp a stanoveni nefuéi;,

.Mezi nevyhody pat¥${ doba chromatografického d8leni, nebof d¥leni kaZdou soustavou trvd

,'cca 3. a% 3 1/2 hodiny. Oddéleni viech 3ty} alkaloidd s menSim rozdilem Ry hodnot oproti
dvojimu vyvijeni lze dosihnou také s poufitim jedné soustavy methanol-octan amonny 0,1 M .

roztok-diethylamin 202021, Vzhledéh'k mendim rozdilim Rp hodnot véak nelze provést den-

_IZitometrické vyhodnoceni, ale pouze gsemikvantitativadl vizudlni odhad.

Metoda tedy predstavuje pFedeviim novou, jednoduchou metodu identifikace dihydro-
alfa-ergokryptlnu a dihydro-beta-ergokryptinu a zpr1stupnénl overenl totoZnosti & semi-
kvantitativniho poméru dihydro-alfa-ergokryptinu a dihydro-beta-ergokryptinu viem pri-
mdrné vybavenym laboratorlm. Den21tometr1cké vyhodnoceni poméru lze provest s dostatednou

pPesnosti aZ do poméru dihydro-alfa-ergokryptinu i dlhydro—beta-ergokryptinu 20:1 &i. L:20,

Dal3i podrobnosti vyplyvajici z nésledujicich p¥ikladd provedeni :

- Phiklady provedeni :



Pffklad 1l _

PPipravi se takovy roztok zkoumané substance ve smési chloroform~methanol 9 : 1 ték,.aby
pcdle pfedpoklddaného mnoZstvi dlhydroergokryptinu bylo v 5 al maxlmalne 2-ug kazdého |
dihydroergokryptlnu. /Napr.. pro dlhydroergotoxin mesylat s pomdrém alkaloidu 1:1:l as
‘pomérem dihydroergokryptlnﬁ 2:1 to je ¢ 0,18 % roztok/ Na tenkou vrstwvu silikagelu Poly-
gram SIL NH-R /fy Macherey Nagel NSR/ se potom nanese gz tohoto roztoku na 3 starty; v
vzddlenosti alespon 2 em, t¥ikrdt 5. Al. Vyvijdl se v nasycené komo¥e eludni socustavou vo-
da-dlethylamin 100 : 4 do vzd4lenosti 10 - 12 ¢m., Potom se ‘deska odvetra v proudu stude-
ného vzduchu do oschnut1 a vyviji se v nasycene komote eludn{ soustavou methanol,roztok
0 pH 9 /pFiprava : 1,24 g kyseliny borlte se rozpust1 ve 100 ml1 1 N NaOH g pPidd se 1 N
roztok HCl1 do pH 9 /v pomeru 50 : 40 do vzddlenosti 0 2 cm v813] pe¥ predch021 soustavou
/12 - 14 em/. Po skondeném vyvijeni se chromatogram vysudi v proudu teplého vzduchu do
oschnutl a postrlka se detekénim Einidlem L1 % roztok p-dlmethylaminobenzaldehydu ve smé-
si methanol kone. HC1 1 : 1/. Po post¥ikiu se na desku privadi: ihned teply vzduch a p¥i-
padné se pos;rlk a vysoufeni opakuji do optimdilniho vybarveni skvrn., ‘Hned po detekeci ge
deska vystavi plsobeni UV zd¥ent 366 + 254 nm po dobu 1 minuty /realizovdno nap¥. v p¥i-~

stroji Fluotest Universal fy Hanau, NSR/. Jednotlive»ergotoxlnove alk&loidy maji tyto hod-

notyxRF :
dihydrqergokrisfin N 0,31
dihydro-beta-ergokryptin 0,38
dihydro-alfa-ergokryptin 0,46 : ks
~ dihydroergokornin S 0'53

Vyhodnocens chromatogramu ge provede denzitometrlcky. Pro dehzitometr ty OPTON plati ty-

»

to podminky -

vinovd délka , 550 nm
posun desky . < 50 mm/min
rychlost zapisovade 'f30 cm/min
8ifka Stérbiny E 0,02 mm
clona ' ’ 10 mm
zesileni | o 17

Vjpoéetvpbméru dihydro-alfa-ergokryptinu a dihydro-beta-ergokryptinu se provede>z-denzi-

tometriékého zdznamu podle vztahu :

P alfa
X = v ————————
P beta o : ’ ,

]

kde : P alfa prumerna hodnota plochy dlhydrn-&lfa-ergokryptlnu Z denzltometrlckych 2=

" ‘znami ze t#{ stanoveny
P beta = primérnd hodnota plochy dihydro-beta-ergokryptinu z denzitometrického z4-

m ze t¥i stanoveni.



P¥iklad 2 s

v

' Postupu;e se jako v prlklade 1, jen-s tlm rozdmlem, %e se jake vyvijejiel souStavé pou~-.

'fﬁijé smés methanol-0,1 M roztok octanu amonného-dlethylamln 20 20 1+ Jednotlivé ergotoxl-

nové'alkéioidy maji tyto hodnoty Rp @

dihydroergokristin' ' 0,21
_ §1hydro—beta—ergokiyptin 0,28
dihydfo-alfa;ergokryptin 0;33
dihydroergokornin S 0,39

Neprovddi se denzitometrické vyhodnoceni, ale pouze semikvant1tat1vn1 vxzualnl odhad.

Pr{klad 3 3

Postup je vhodny pouze pro vzorky vnich# nen1 prltomen dihydroergokrlstin..

Postupuje se jako v prlklade 1, jen s tim rozdllem, ze ge jako vyv;jejlcl soustava pouz1-

’je smeés voda-dlethylamln 10034, Jednotlivé ergotoxinove alkaloidy maji tyto hodnoty Ry ¢

dihydroargokristin : 0,125
' dinhydro-~beta~ergokryptin 0,125

dihydro-slfa-ergokryptin 0,23

dihydroergokornin 0,31

PEEDMET VYNKLEZU 3
» . .

1.'Zp&ébb déleni'a.stanoveni‘poméru dihydrofalfa.érgokryptinu a dihydro—beta;ergokrypti-

nu, vyznadujici se tim, Ze se smés hydrogenovanych ergotoxino#jch alkal oidd rozpusti;
.nanese na start tenké vratvy silikagelu Polygram SIL N-HR, rozddli na dihydroergokris-
tin, dihydro-alfa—ergokryptin, dlhydro-beta-ergokryptin a dihydroergokornin chfomato—
graficky s pouzitim bu& dvojnasobneho vyvijendi eludni soustavou voda—diethyladin

100:4 =& methanol-roztok o pH 9 50:40, nebo 8 pouzitism eludni soustavy methanol-0,1 M

. roztok octanuﬁamonného—diethylam}n 20.20:1, nedei se zdetekuje roztokem p-dimethylami-
'nqbenzal-dehydu a pomér dlhydro-alfa-ergokryptlnu a dihydro-beta—ergokryptinu ge vy~ |
hodnotf. '

2. Zptsob podle bodu 1 vyznadujici se tim, %e se vyhodnoceni.provédi'denzitomet:icky.

%

3. Zptisob podle bodu 1 vyznadujici se tim, e se vyhodnocéni-pro#édi vigudind.
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