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(54) } ZpQisob stanoveni obsahu ergoklavinovych

alkaloidd ve smési

(57) Ergoklavinové alkaloidy obsazens
ve smési se stanovi metodou plynové chro-
matografie na néplhové nebo kapilérni
kolond obsahujici jako zakotvenou fézi
silikonovy polymer s fenylovymi a met-
hylovysi skupinami v proudu nosného ply-
nu za plamenoioniza&ni detekce a kvantie
tativniho vyhodnoceni metodou vnitiniho
standardu.
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Vyndlez se tykd zplsobu stanoveni obsahu jednotlivych ergoklavinovych alkaloidd ve
sméai.téchto ldtek, ziskanych zejména fermenteinimi a chemickymi izole&nimi pochody, me-
todou plynové chromatografie.

Doposud jsou zndmy neselektivni metody stanoveni obsahu ergoklavinovych alkaloidd
zaloZené ne tvorbd barevného produktu po reakci s p-aminobenzaldehydem v pFisludném
prosti*edi nebo vychézejici ze skutelnosti, Ze roztoky tichto létek absorbuji svitlo
v ultrafialové oblasti. Ob& tyto metody jsou vyuZivdny pro sumérni stanoveni obsahu
ergoklavinovych alkeloidd v pitedloze spektrofotometrickou metodoue.

Znémé separaini metody, tenkovrstevné s kapalinové chromatografie, vykazuji také
nékteré nevyhody, které budou déle rozebrény. Tenkovrstevnéd chromatografie neumoZnuje
kvantitativni vyhodnoceni chromatogramu, nanejvy3, za pouZ2it{ 3kély standardd rdznych
koncentraci, je moZny semikvantitativni odhad obsahu sledovanych létek. Kapalinovd chro-
matografie, mé-11i umo2nit separaci &ty hlavnich komponent, elymoklavinu, chancklavinu,
agroklavinu a festuklavinu, je Zasovd ndro&né. Doba jedné analyzy &ini 20 a% 30 minut.
Navic tato metoda vyZaduje alkélie v mobilni fézi, nap¥iklad roztok amoniaku nebo triet-
hylamine Tyto létky zvyS3uji rozpustnost silikagelové ndpln&, a tim podstatnd zkracuji
%2ivotnost kolony pou2ité pro kapalinovou chromatografii.

Uvedend nevyhody odstaiiuje zpfisob stanoveni obsehu ergoklavinovych alkaloidd podle
vynélezu, jehoZ podstata spolivéd v tom, 2e k separaci jednotlivych ergoklavinovych alka-
loidG ze smési se pouZije plynové chromatografie, vyznalujfici se tim, Ze jednotlivé
14tky se rozddli na ndplnové kolond na sorbentu silikagelového typu pokrytém silikono-
vym polymerem s fenylovymi a methylovymi skupinemi, v 50% zastoupeni kaZdé, nebo na ka-
pildrni kolond uvniti# pokryté silikonovym polymerem se 7% fenylovych, 7% kyanopropylo-
vych a 86% methylovych skupin, pii teplotd termostatu 260 °C, ndstiiku a8 detektoru
280 % v proudu inertniho plynu, napiiklad dusiku, helia nebo vodiku jako nosného plynu
a po detekci plamenoionizainim detektorem se kvantifikuji metodou vnit#niho standardu,
pridemZ jako vnitini standard se pou2ije festuklavin,

Zplsob stanoveni obsahu ergoklavinovych alkaloid8d podle vyndlezu metodou plynové
chromatografie vychdzi z experimentdlniho poznatku, Ze tyto ldtky je moZno definovanym
zpGsobem pfevést do plynné féze a takto podrobit separaci na ndplfiové nebo kapilérni
kolond v proudu inertniho plynu. Metoda je v tomto provedeni jednoduché, spolehlivé,
selektivni a Zasovd nendro&né.

Zptisob stanoveni obsahu ergoklavinovych alkaloidd podle vyndlezu byl proveden na
plynovém chromatografu, spojeném s poditacim integrdtorem..Kolona népliiovéd o rozmdrech
1 200 x 3 mm byla napln&na sorbentem ne bédzi silikagelu o zrn&ni 0,080 aZ 0,100 mm po-~
krytym silikonovym polymerem s S0% methylovymi a 50% fenylovymi skupinami v mnoZstvi
3% hmot. Kolona kapilérni o rozmdrech 10 m x 0,32 mm z Zistého kFemene byla pokryta na
vnit¥nich sté&ndch filmem zakotvené fédze typu silikonového polymeru se 7% fenylovymi,

7% kyanopropylovymi a 86% methylovymi skupinami o sile filmu 0,18 ume. Jako nosny plyn
byl pro kolonu ndplfiovou 1 kapildrni pouZit dusik s pro kolonu kapildrni vodik. Detekce
separovanych ldtek byla pro oba druhy kolon a oba typy nosnych plynd provedena plameno-~
ionizaénim detektorem s pi{vodem vodiku a vzduchu. Pro kvantitativni vyhodnoceni byla
pouzita metoda vnitfniho standardu, kterym byl festuklavin v koncentraci cca 1,0 mg / ml,
koncentrace sledovanych létek se pohybovala v rozmez{f 0,1 8% 10 mg / ml. Plochy pikd
byly m&feny elektronickym integrétoreme

Nésledujici p¥iklady ilustruji zplsob stanoveni obsahu ergoklavinovych alkaloidd
metodou plynové chromatografie podle vyndlezu, nikterak ho viak neomezuji.
Pifiklad 1

Kalibre&ni roztok se ptipravi rozpudtdnim asi 25 mg kaZdé z tdchto létek: elymo-
klavinu, chanoklavinu, agroklavinu a festuklavinu ve 25 al methanolu, pfiZemZ rozpou3té-
ni se s vyhodou urychli v ultrezvukové lédzni. Vzhledem ke skuteZnosti, Ze festuklavin
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neni zpravidla zastoupen v pfirodnich zdrojich ergoklavinovych alkaloidd, bude tato 14t~
ka zvolena jako vniti¥ni standard pro kvantitativni vyhodnoceni analyzy.

Roztok vzorku se pripravi rozpu3tdnim predlohy v mnofstvi odpovidajicim vysledné
koncentreci 0,1 8% 10 mg kaZdé obseZend sloZky v 1 ml methanolického roztoku. Do rozto-
ku vzorku se pFidd roztok festuklavinu v mnoZstvi odpovidajicim vysledné koncentraci
1l mg v 1 ml. Rozpuitdni piredlohy se s vyhodou urychli v altrazvukové lézni.

Plynovy chromatograf, sklendnd kolona o rozmdrech 1 200 x 3 mm, naplndnéd nosilem
silikagelového typu o zrn&n{ 0,080 aZ 0,100 mm, smolenym 3 % hmot. silikonového polyme-
ru s fenylovymi 50% a metHylov?mi 50% skupinami. Teplota ndsti¥iku a detektoru 290 ° a
teplota termostatu 260 . Jako nosny plyn se pouZije dusik o pré@toku 40 ml / min, vo-
dik o prdtoku 30 ml / mine a vzduch o pré&toku 400 ml / min. Za uvedenych podminek se do
plynového chromatografu nast®ikne a analyzuje kalibraZni roztok a posléze roztok vzor-
kue ’

Korek&ni faktory sledovanych létek se vypoltou podle vzerces

Conci x AreaIs

Areai » Conc

KF =

Is
kde Conc, Je koncentrace sledované létky v miligramech
Conc;g Je koncentrace vnit*niho standardu v miligramech

Area, Jje plocha piku sledované ldtky

i
Area;s Je plocha piku vnit#niho standardu (festuklavin)

Obsah v procentech jednotlivych slolek sm&sf se vypolte podle vzorce:

Conc X Area x KF x loo
C()nc1 = --_--Zg .............. -----2-- ....... Pup,
AreaIs x Conc 2
kde Concyg Je koncentrace vnit#niho standardu v miligramech

Concvz je koncentraca vzorku v miligramech

Area; Je plocha piku sledované lédtky

Areayq Je plocha piku vnit#niho standardu /festuklavin/
KFi je korekéni faktor sledovand létky

Peiklad 2 ,
Priprava kalibraZniho roztoku e roztoku vzorku se provede podle pfikladu 1.

Plynovy chromatograf, kapildrni kfemenné kolona o rozm&rech 10 m x 0,32 mm pokrytéd
na vnitfni stdnd silikonovym polymerem s fenylovymi 7%, kyanopropylovymi 7% a methylo-
vymi 86% skupinami o sile filmu 0,18 uime Teplote ndstiiku & detektoru 290 % a teplota
termostatu 260 °C. Jako nosny plyn se poufije vodik o vstupnim prOtoku 75 ml /min. a
tlaku na kolonu 30 kPa. Pro plamenoionizalni detektor se pouZijs vodik o prlitoku 30 ml /
mine. a vzduch o prltoku 400 ml / min.

Za uvedenych podminek se analyzuje kalibra®ni roztok & roztok vzorkue. K vypoltlm
se pou2iji vzorce uvedend v piikladu 1.

PREDMET VYNALEZU

Zplsob stanoveni obsahu ergoklavinovych alkaloid®d ve sm&si plynovou chromatografif,
vyznadujici se tim, %e jednotlivé latky se rozd&8li na nédpliové kolond na sorbentu sili-
kagelového typu pokrytém silikonovym polymerem s fenylovymi & methylovymi skupinami,

v 50% zastoupeni kaZdé nebo na kapilérni kolond uvnit¥ pokryté silikonovym polymerem
se 7% fenylovych, 7% kyanopropylovych a 86% methylovych skupin, p#i teplotd termostatu
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260 °C, ndstifiku e detektoru 290 °C v proudu inertniho plynu, napiiklad dusiku, helia
nebo vodiku jako nosného plynu a po detekci plamenoionizainim detektorem se kvantifikuji
metodou vnitiniho standardu, pi*ifemZ jako vnit#ni standard se pou2ije festuklavin.
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