Anton B&r

Diinnschichtohromatographie von Mutterkormalkaloiden
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Am 14. November 1971 fand Herr A,ESCHEIMULLER suf dem Sportplatz

in Sulzberg einige Ahren von Wildgridsern, die dicht mit Sklero=
tien eines Claviceps—Pilzes besetzt waren.

Die Bestimmung des Grases ergab Alopecurus (det:H.MENDL). Der
Pilz wurde gls Claviceps purpurea (PR, )TUL.(Clavicepitales)
identifiziert. Die Sklerotien selbst sind 3 - 11 mm lang,

1/2 -= 1 mm im Durchmesser und - je nach Ldnge - gerade bis mehr
oder weniger gekrimmt. Sie zeigen eine dunkelviolette bis dunkel=

braune Parbe. Die Sklerotlen brechen glatt bis etwas hornig.

Im Inneren sind sie he&f, die Randschicht ist dunkel.

Mikroskopisch stellt das Sklerotium ein Scheinparenchym
(Plektenchym) aus Hyphen dar, deren Zellwdnde aus Chitin, einem
stickstoffhaltigen Polysacchrid, bestehen. Fettrdpfchen sind

als zart konturierte Kreise sichtbar. Die PFdrbung der Randzone

wird durch den PFarbstoff Sklererythrin verursacht, der sich in
Chloralhydrat in rosa: Farbe 1l0st,

Aufgrund der Pormverschiedenheit dieser Sklerotien von denen in

der Pharmazie verwendeten ergab sich nun die Frage nach dem
Gehalt an Alkaloiden. Je nach Alter, Aufbewahrung und Herkunft
schwankt der Alkaloidgehalt der offizinellen Droge zwischen O

und 0,4 %. Auch die Alkaloidzusammensetzung kann séehr unterschied=
lich sein. Mehrere :chemische Rassen sind bekannt.

Der deutsche Bedarff wird durch. Ziichtung auf triploidem Roggen

gedeckt.

Allgemein enthalten die Sklerotien folgende Inhaltsstoffes

(1) O bis 0,4 % Alkaloide

(2) ‘Biogene Amlne wie Histamin, Tyramin u.a.

(3) Aminosduren, wie Leucin, Isoleucin, Valin, Tyrosin

(4) 30 bis 35 % fettes 01

(5) Ergosterin (Vorstufe von Vitamin_Dz).

Die Sekalealkaloide sind sehr instabil. In der. Droge werden sie
im gleichen Mafe abgebaut, wie die Ranzinmkeit des. Fettes zunimmt.

Sehr empfindlich sind sie auch: gegeniiber Sauerstoff, Licht,
hoheren Temperaturen, Sduren und Alkalien. Durch Losungemittel
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Abb, 1 Strukturformeln einiger Hutterkornalkaloide

mit Hydroxylgruppen (OH-Gruppen) isomerisieren die natiirlich
vorkommenden L=Formen (FEndung -in) in die D-Formen (Endung -inin}.

Inherhalb dér. Gruppe dér Mutterkornalkaloide werden wasserlOs=
liche und wasserunlidsliche unterschieden. Zu .den wasserlbs}ichem,
der Ergotoxingruppe zdhlen: Ergotamin, Ergocornin, Ergpcriétin,
Ergocryptin und. Ergosin. Ergometrin oder Ergobasin ist wassers=
16slich.

Strukturformeln siehe Abb. 1. In der Abb. sind neben der
eigeghtlichen Alkaloidstruktur die Alkylreste (R1 u. R2) wieders=

gegeben, durch die sich die verschiedenen Alkaloide unterscheiden
- |
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BEs galt nun, mit Hilfe der Dinnschichtchromatographie, festzustel=
len, ob und in welchem MaBe verschiedene Alkaloide vorhanden sind.
Dazu mullte ein geeignetes Extraktionsverfzhren gefunden werden, umn
die Alkaloide zu gewinnen. PFlir die Chromatographie benttigte man
zur hinreichenden Trennung ein geeignetes FlieBmittel. In der Lite=
ratur fanden sichr eine Relhe von Vorgschriften, die dem Zweck ent=
gsprechend kombiniert wurden.

Zum Vergleich dienten offizinelle MutterkSrner. Von den zu unter=
suchenden Sklerotien und der offizinellen Droge wurden je 0,2 g

gur Extraktgewinnung verwendet.

Folgendes Verfahren wurde angewendet:

0,2 g gepulverte Droge werden mit 2,5 ml Ather iibergossen und

0,2 ml 10 %iger Ammoniak dazugegeben. In einer verschlossenen Me=
dizinflasche (10 ml) 188t man 2 Stunden lang unter Umschiitteln
extrahieren. Nach dem Absetzen der Droge wird der Ather in ein
Zentrifugiergléschen gegossen und bei héchstens 40° ¢ abgedunstet.
Der Riickstand wird mit genau 3 ml methylalkoholischer WeinsBure

( 4 g Weins#ure in 50 ml Wasser IBsen und 50 ml Methylalkohol da=
zugeben) und genau 3 ml Zinkazetatlosung (10 % Zinkazetat in Was=
ser) versetzt. Dann wird durchgeschiittelt und das Zentrifugierglas
bis zum Flockigwerden des Niederschlages in Wasser von 40° ¢ ge=
stellt. Man zentrifuglert und gieBt die liberstehende Flilissigkeit
ab, in der die Gesamtalkaloide enthalten sind.

Flir die Chromatographie wurden DC-Kieselgelplatten (Merck) verwen=
det. Alg Laufmittel diente eine Mischung Chloroform~Athanol im Vers
hdltndis 5 1. Etwa 1 1/2 cm vom unteren Rand der Platte entfernt
wurden 0,05 ml des Priifextraktes und 0,2 ml des Vergleichsextraktes
aufgetragen. In einer mit dem Laufmittel gesdttigten Kammer wird
daraufhin aufsteigend entwickelt. Nach einer Lamfstrecke von ca.

15 cm wird das Entwickeln abgebrochen, Ist das Laufnittell verdun=
stet, wird das Chromatogramm unter der UV-Lampe betrachtet. Die

5y

Substanzen 1?42, 3, und 4 fluoreszierten, wobei der Fleck 2-.am
stdrksten hervortrat. (s.Abb.2).
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Abb, 2: Chromatogramm der Mutterkornextrakte (Priifsubstanz
Vergleichsubstanz).
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Zum Sichtbarmachen der FPlecke diente die van~Urk-Reaktion:

Die Platten wurden bespriiht mit 1,0 g p-Dimethylaminobenzaldehyd
fiir Chromatographie in einer Mischung won 50 ml 25 %iger Salz=
siure und 50 ml 96 %igem Athanol geldst.

Die untér@ Nachwelsgrenze liegt bel etwa 0,1 pg. Nach dem Be=
sprﬁ@eﬁ trat unter dém UV-Licht keine Fluoreszenz mehr auf.

In der Abbilding sind @lle Flecken eingetragen, die nach dem
Besprilhen sichtbar wurden. Dieselben fluoreszierten asuch unter
dem UV-Licht, wobel keine weiteren hervortraten, die éich dann
mit der van-Urk-Reagenz nicht fiarbten.

Ergebnis:

Die erstellten Chromatogramme zeigen, daB zwischen den. Vorkommen
von Alkaloiden in der offizinellen Droge und in den Sklerotien
auf Alopecurus kein chemischer Unterschied nachweigbar ist.
Zwischen den untemsuchten Drogen kdnnen folglich keine chemischen
Rassen getrennt werden. Daneben zeigte sich ein iiberraschend hoher
Alkaloldgehalt in den Wildgrassklerotien.

Ein und derselbe Pilz bildet, je nach dem auf welchem Gras er
parasitiert, Sklerotien sehr verschiedener Grofe aus. BEs kann

von vornherein keinesfalls angenommen werden, dafl auch der Gehalt
und die Zusammensetzung an den heute noch pharmazeutisch wichtigen
Alkaloiden gleich ist.
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